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RESUMEN 

Los riboswitches son elementos de RNA involucrados en la regulación de 

genes que participan en la biosíntesis 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 comúnmente 

cotranscritos con su gen blanco y se localizan en el extremo 5´ de su unidad 

transcripcional. A la fecha, únicamente han sido descritos dos casos excepcionales 

de riboswitches situados en el extremo 3´ y transcribiendo en dirección antisentido 

a su gen regulado. El primer caso involucra un riboswitch de S-Adenosil Metionina 

(SAM) localizado en el extremo 3´ del operón ubiG-mccB-mccA en Clostridium 

acetobutylicum involucrado en la interconversión de metionina y cisteína. El 

segundo caso involucra un riboswitch de cobalamina en Listeria monocytogenes 

que 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 análisis computacional para identificar nuevos ejemplos de 

riboswitches antisentido que tendrán un efecto negativo en la expresión de los 

genes río arriba. Se encontraron 292 casos en los que, de acuerdo a la información 

disponible, se dedujo que la regulación esperada para el riboswitch es consistente 

con la molécula señal sensada y la función metabólica del gen regulado. Además, 

las implicaciones metabólicas de este novedoso tipo de regulación fueron 

minuciosamente discutidas. Por otra parte, durante el análisis de una fracción de los 

riboswitches antisentido identificados, se encontró evidencia acerca de la existencia 
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de probables errores de anotación, basada en la observación de regulación de 

pequeños ORF anotados como codificantes para proteínas hipotéticas. Dado lo 

cual, y gracias a la búsqueda de riboswitches en regiones codificantes, se propone 

este método para la identificación tanto de errores en la anotación de genes, como 

de una mayor cantidad de riboswitches. 
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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 



 4 

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. 
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INTRODUCCIÓN 

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 expresión 

genética, desde la regulación de la transcripción del gen hasta la estabilidad de la 

proteína traducida. La gran diversidad de mecanismos de regulación permite que 

los organismos mantengan un estado metabólico controlado en el cual cada célula 

lleva a cabo un estricto monitoreo de su condición, así como del ambiente que lo 

rodea. El reconocimiento de señales bioquímicas 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 últimos años, ha habido un gran avance en el estudio de la regulación 

de la expresión genética mediada por elementos de RNA. Gracias a dichos análisis, 

se sabe que el RNA puede formar estructuras de plegamiento complejas que actúan 

como receptores altamente selectivos para diversas clases de compuestos. 

Además, recientemente se ha establecido que la capacidad de reconocimiento 

molecular que posee el RNA puede ser aprovechada para el establecimiento de 

sitios de unión alostérica en interruptores moleculares y, aunado a esto, se conoce 

que el RNA puede exhibir propiedades biocatalíticas y biosensoras, similares a 

aquellas propias de las proteínas. Considerando estas características funcionales 

del RNA, se propuso que el reconocimiento de moléculas de RNA por sus moléculas 

blanco podría servir como base para un mecanismo de control genético. 
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Específicamente, se comprobó que la unión entre un metabolito y un RNA 

mensajero podría provocar cambios estructurales que influyeran en la expresión 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 proteína. Aquellos fragmentos de RNA que no codifican 

proteínas han sido denominadas non-coding RNA (ncRNA) y se sabe que aquellos 

fragmentos que pertenecen a una misma clase, comparten ciertas características 

tales como su secuencia y estructura, las cuales han sido conservadas a través de 

diversos procesos evolutivos. Uno de los ejemplos más significativos de moléculas 

de RNA funcionales conservadas son los riboswitches (Erdem et al., 2023; L. Waters 

& Storz, 2009). 

A finales de los años 90, varios elementos genéticos conservados fueron 

identificados como motivos reguladores de la expresión genética en las regiones 5’ 

no codificantes de diversas secuencias bacterianas, estando entre los más 

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-Ríos 

(Grundy & Henkin, 1998; Juan Miranda-Ríos et al., 1997; Nou & Kadner, 2000). 

Todos ellos presentaban la característica de llevar a cabo el proceso de regulación 

mediando un mecanismo hasta ese momento desconocido. Adicionalmente, el 

incremento en el número de genomas bacterianos analizados computacionalmente, 

ha contribuido al descubrimiento de muchos otros, como por ejemplo el elemento 

riboflavina (RFN) en la región 5’ no codificante del gen involucrado en el proceso de 
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biosíntesis de riboflavina por Mikhail Gelfand (Vitreschak et al., 2002). A partir de 

esto, se propuso un método de estudio mediante el cual pudiera llevarse a cabo la 

evaluación de aquellos elementos reguladores cuyo mecanismo no estaba 

relacionado con la acción de factores proteicos accesorios. De tal manera, se 

comenzó con el análisis de aptámeros de RNA, mismos que fueron descubiertos 

gracias al uso de métodos de selección in vitro. Estas moléculas de RNA tienen la 

capacidad de interactuar directamente con moléculas pequeñas. El grupo de Ronald 

Breaker comprobó esta hipótesis en el año 2002 (Batey, 2015; Breaker, 2011; 

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

Anteriormente, se consideraba que la regulación de los genes involucrados 

en la biosíntesis de tiamina estaba controlada por una proteína reguladora 

dependiente de tiamina pirofosfato (TPP). Tiempo después, se demostró que la TPP 

regulaba directamente la traducción del operón 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 unión a ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés) 

(Figura 1). Posteriormente, mediante análisis comparativo se predijo la existencia 

de una estructura más extensa que involucrara la formación de horquillas 

alternativas (THI-element), mismo que se comprobó y se demostró 

experimentalmente que su estructura regula la traducción del gen thiM en E. coli, 

así como también la traducción y transcripción de thiC en E. coli y la transcripción 

del operón de tiamina en B. subtilis (J. Miranda-Ríos et al., 2001; W. Winkler et al., 

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

 

Riboswitches 

El término riboswitch fue acuñado por Ronald Breaker en el año 2002 y los 

primeros estudios para su validación experimental fueron reportados en el mismo 

año (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 región intergénica 5’ de ciertos genes y su principal función es 

monitorear el ambiente celular y controlar la expresión de su gen blanco (Garst et 

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

La regulación mediada por riboswitches no requiere de factores 

macromoleculares accesorios, además de la maquinaria de expresión propia de 

cada organismo, por lo que su función ocurre de manera directa (Figura 2). Los 
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riboswitches se encuentran regulando genes involucrados en múltiples rutas 

metabólicas fundamentales, principalmente en procesos de biosíntesis, 

catabolismo, señalización o transporte de su metabolito de unión con el fin de 

mantener los niveles adecuados de dicha molécula (Barrick & Breaker, 2007; 

Sherwood & Henkin, 2016). 

 

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

 
Los riboswitches están 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 

concentración de iones y metabolitos fundamentales para, posteriormente, controlar 

la expresión de genes cuyos productos proteicos están directamente relacionados 

con la conservación de la homeostasis de dichos metabolitos (Bervoets & Charlier, 

2019; Pavlova et al., 2019).  
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Como ya se mencionó anteriormente, los riboswitches están típicamente 

localizados en la región 5’ no codificante de los mRNA de los genes cuya expresión 

controlan (Figura 3). Se considera que la razón de tal disposición podría 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 unión del metabolito antes 

de que el gen blanco sea procesado. Resulta probable que las bacterias hayan 

favorecido tal disposición, debido a que esta aporta un efecto beneficioso al generar 

un ahorro de tiempo y evita el gasto de energía en la síntesis de un transcrito 

innecesario en ese preciso momento (Breaker, 2011). 

 

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

 

Estructura de los riboswitches 

Estructuralmente, los riboswitches están compuestos por 2 dominios: el 

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

 
Dominio aptámero 

El dominio aptámero o plataforma de reconocimiento es una secuencia 

altamente conservada, y es la responsable del monitoreo del estado metabólico 

celular mediante su interacción directa con un metabolito determinado, para lo cual 

es necesaria la formación de una estructura tridimensional compleja (Figura 5). 

Típicamente, su extensión oscila entre 70 y 170 nucleótidos (Garst et al., 2011; 

Pavlova et al., 2019; Sherwood & Henkin, 2016). 



 12 

 

Figura 5. Rearreglo alostérico del dominio aptámero en respuesta a la unión de su ligando 
(Modificado de W. C. Winkler & Breaker, 2005). 

 
Este dominio es uno de los elementos celulares más altamente conservados 

que se han estudiado, lo cual es debido a su necesidad de formar compartimientos 

de unión altamente selectivos para un metabolito blanco usando únicamente los 4 

nucleótidos comunes (adenina, citosina, guanina y timina). Tal es la selectividad de 

estos elementos, que poseen la habilidad de distinguir entre análogos 

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: 

- Aminoácidos : Lisina, glutamina y glicina.  

- Coenzimas : Cobalamina, S-adenosilmetionina (SAM), Tiamin Pirofosfato 

(TPP), Tetrahidrofolato (THF), etc.  
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- Segundos mensajeros: di-AMP cíclico (c-di-AMP), di-GMP cíclico (c-di-

GMP), ZMP/ZTP, etc. 

- Otros metabolitos: Manganeso (Mn2+), Aminoglicósidos (AAC-AAD), 

Glucosamina 6-P (GlcN6P), etc. 

Considerando la molécula reconocida por la plataforma de reconocimiento o 

dominio aptámero del riboswitch, este toma su nombre o bien la clase a la cual 

pertenece. Además, también es posible organizar las clases de riboswitches en 

familias considerando la similitud de las moléculas que son reconocidas por el 

aptámero, 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. Organización de las clases de riboswitches en famlias (Modificada de (Serrano-
Gutiérrez & Merino, 2023). 

Familia Clase Metabolito o condición sensada 
T-box T-box tRNA no aminoacilado 

Cobalamin 
Cobalamin Cobalamina 

AdoCbl_riboswitch  Adenosil cobalamina 
AdoCbl_variant Variante de Adenosil cobalamin 

TPP TPP Tiamin Pirofosfato 

SAM 

SAM S-Adenosil Metionina 
SAM-IV S-Adenosil Metionina-IV 

SAH_riboswitch S-Adenosil Homocisteína 
SAM_alpha S-Adenosil Metionina (Alfaproteobacteria) 

SAM-I-IV-variant Variante de S-Adenosil Metionina-I/IV 
SMK_box_riboswitch S-Adenosil Metionina-III 

SAM-SAH S-Adenosil Metionina - S-Adenosil Homocisteína 
SAM_V S-Adenosil Metionina-V 
SAM_VI S-Adenosil Metionina-VI 

FMN FMN Flavin Mononucleótido 

Glycine 
Glycine Glicina 

glycine-GGAnGA Glicina-GGAnGA 
ydaO-yuaA ydaO-yuaA di-AMP cíclico  
c-di-GMP c-di-GMP-I di-GMP-I cíclico  
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c-di-GMP-II di-GMP-II cíclico  
c-di-GMP-I-GGC di-GMP-I-GGC cíclico  
c-di-GMP-II-GAG di-GMP-II-GAG cíclico 
c-di-GMP-I-UAU di-GMP-I-UAU cíclico 
c-di-GMP-II-GCG di-GMP-II-GCG cíclico 

Purine 
Purine Purina 
2dG-II  Deoxiguanosina 
MFR  Purina (Mesoplasma florum) 

Lysine Lysine Lisina 
yybP-ykoY yybP-ykoY Manganeso 

crcB / Fluoride crcB Fluoruro 

ykkC / Guanidine 
ykkC-yxkD Guanidina-I 
mini-ykkC Guanidina-II 
ykkC-III Guanidina-III 

MOCO_RNA_motif MOCO_RNA_motif Cofactor Molibdeno / Tungsteno 
ykoK / M-box ykoK Ion Magnesio 
pfl / ZMP-ZTP pfl ZMP/ZTP 

glmS glmS Glucosamina-6-fosfato  

PreQ1 
PreQ1 Pre-queuosina1 

preQ1-II Pre-queuosina1-II 
preQ1-III Pre-queuosina1-III 

THF THF Tetrahidrofolato 
nhaA-I nhaA-I Ions / Protones Sodio 

sul1 sul1 Sulfato 
DUF1646 DUF1646 Sodio 

raiA raiA Respuesta estrés 
glnA glnA Glutamina 

AAC_AAD_leader AAC_AAD_leader Aminoglicósidos 
Mg_sensor Mg_sensor Magnesio 

NiCo 
NiCo Ions Niquel / Cobalto 

NiCo-AnGGAG Ions Niquel / Cobalto - AnGGAG 
 

Dominio de expresión 

Por su parte, la plataforma de expresión está encargada de controlar la 

expresión genética mediante un mecanismo determinado, como resultado de una 

modificación estructural o rearreglo alostérico, lo que genera una transición entre 

dos estructuras mutuamente excluyentes (Pavlova et al., 2019; W. C. Winkler & 

Breaker, 2005). 
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La transcripción a partir del riboswitch implica un plegamiento secuencial, 

para lo cual ocurre una compleja interacción de diversos factores, tales como la 

velocidad de transcripción, la cinética y la termodinámica de la formación de la 

estructura de RNA; además de la unión 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 expresión y la estructura 

resultante determina la interacción con el aparato transcripcional o traduccional 

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

 

Figura 6. Principales mecanismos de regulación mediados por riboswitch: (a) Terminación 
de la transcripción, (b) Inicio de la traducción (Modificado de Breaker, 2012). 
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Para entender el mecanismo de acción del riboswitch, resulta importante 

hacer notar que los estados de ligando-libre y ligando-unido no se encuentran en un 

equilibrio dinámico. 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 

conformación de unión, no permite el cambio en un estado termodinámicamente 

estable, ya que bloquea la vía de plegamiento alternativo y el mecanismo de 

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

 Los riboswitches son entidades cinéticas, esto significa que su respuesta 

regulatoria está dada por las tasas de asociación y disociación de unión a ligando y 

no por el equilibrio de la afinidad de su unión. La conformación de una de estas 

estructuras dependerá de la concentración de su metabolito blanco (Batey, 2015).  

Principalmente, son dos los mecanismos mediante los que los riboswitches 

llevan a cabo su proceso de regulación: control del inicio traduccional y control del 

final transcripcional. Ambos procesos utilizan cambios en el plegamiento del RNA 

que involucran pareado de bases de tipo Watson-Crick (Breaker, 2012; Vitreschak 

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

 El enorme progreso en la caracterización de los estados de unión de los 

riboswitches a su respectivo ligando, a nivel molecular, se refleja en un 

impresionante número de estructuras de complejos aptámero-ligando que han sido 

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

al., 2011).  

Regulación traduccional 

En el caso de la regulación a nivel traduccional, formando parte de la 

plataforma de expresión de algunos riboswitches, existe un elemento helicoidal de 

extensión e identidad variable, que se localiza cercano a la región 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 porción de la hélice es capaz de complementarse con una 

secuencia en el dominio aptámero, formando una hélice antisecuestro. Esta 

formación estructural sugiere que estas moléculas de RNA regulan la eficiencia del 

inicio de la traducción mediante el bloqueo del RBS bajo determinadas condiciones 

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

Regulación transcripcional 

A nivel transcripcional, cuando un riboswitch se encuentra en presencia de 

un ligando específico que se une a su dominio aptámero, usualmente se forma una 

estructura en la región 5’ no codificante que detiene la transcripción 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 proteína (Breaker, 2011; Sinumvayo et al., 2018). 

 La terminación transcripcional es uno de los mecanismos de regulación más 

comúnmente usados por las bacterias. Los terminadores transcripcionales 
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intrínsecos (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 transcripción y eventualmente, 

liberando el templado de DNA y el producto de RNA naciente, en un proceso 

denominado atenuación (Figura 7) (Garst et al., 2011; W. C. Winkler & Breaker, 

2005). 

 

Figura 7. Mecanismo de atenuación transcripcional mediado por riboswitch: (a) Metabolito 
(M) unido al dominio aptámero, (b) Sin unión de metabolito (Modificado de Sherwood & 

Henkin, 2016). 

 
El mecanismo típico de atenuación involucra el control de la formación de 

una horquilla de terminación, resultado de la unión del ligando al dominio aptámero 

del riboswitch, lo cual dirige la formación del tallo terminador mediante la 

configuración 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 regulación basada en riboswitches antisentido ocurra mediante 

un fenómeno de interferencia transcripcional. Este mecanismo se define como la 

influencia supresora de un proceso transcripcional sobre otro que ocurre de manera 

adyacente debido al tráfico de RNA polimerasas. Durante la transcripción 

antisentido, la colisión entre RNA polimerasas convergentes resulta en la 

terminación prematura de la transcripción de uno o ambos eventos de transcripción. 

El choque de RNA polimerasas parece ser una interacción que ocurre a mayor 

distancia o bien, un efecto del superenrollamiento de DNA al frente de la maquinaria 

de transcripción (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. Colisión de RNA polimerasas transcribiendo 

en direcciones opuestas, B. Formación de dúplex (1)mRNA-(2)asRNA, C. 
Superenrrollamiento (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023). 

 

Riboswitches antisentido (Antisense-acting riboswitches) 

En el año 2004, se describió por primera vez la existencia de un riboswitch 

colocado en el extremo 3´ de su gen blanco de regulación y cuya dirección de 

transcripción era opuesta al mismo, en el genoma de Clostridium acetobutylicum 

(Rodionov et al., 2004). Posteriormente, en el año 2008, y gracias al estudio de la 

regulación del operón ubiG/mccBA en este organismo, se comprobó la existencia y 

funcionalidad de dicho elemento (Figura 9) (André et al., 2008). A este tipo de 

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

 
El mecanismo de acción de los diferentes elementos regulatorios del operón 

ubiG/mccAB, el cual contiene genes requeridos para la conversión de cisteína a 

metionina, está basado principalmente en la interferencia transcripcional. En 

ausencia de metionina, la transcripción del gen blanco de regulación del riboswitch 

S-box (SAM) antisentido ocurre de manera regular, debido a que no existe 

transcripción a partir del promotor del mismo que interfiera sobre la transcripción de 

su gen blanco. De manera contraria, en presencia de metionina, existe transcripción 

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 regulación. El mecanismo de regulación podría 

deberse a la competencia entre RNA polimerasas que inician su transcripción en 

promotores convergentes. El análisis experimental de este riboswitch demostró la 

producción de RNA antisentido en respuesta a la fluctuación de los niveles de 

metionina (André et al., 2008; Breaker, 2012; Courtney & Chatterjee, 2014).  
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En el año 2013, se describió la existencia de un segundo riboswitch actuando 

en antisentido, mismo que es dependiente de vitamina B12 (cobalamina) localizado 

en antisentido al gen que codifica para el regulador transcripcional pocR en Listeria 

monocytogenes (Figura 10). Se determinó que este riboswitch controla la 

transcripción de un RNA antisentido, evitando la generación de dicho transcrito, 

mediante la regulación positiva de la expresión de pocR cuando la cobalamina está 

disponible. En ausencia de cobalamina, el RNA antisentido es transcrito por 

completo e inhibe la expresión de pocR, interfiriendo con su proceso de 

transcripción. El factor transcripcional pocR se encarga de la regulación de los 

genes pdu, involucrados en la utilización de propanediol, haciendo uso de la 

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

 

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

La regulación de la expresión 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 regulación por metabolitos, por lo 

que podrían existir más ejemplos de este tipo de riboswitches en los genomas de 

bacterias y arqueas. 
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OBJETIVO 

Análisis de los riboswitches antisentido existentes en los genomas de 

bacterias y arqueas disponibles hasta el momento. 

Objetivos particulares 

- Revisión actualizada de los riboswitches canónicos y los procesos 

metabólicos que estos regulan. 

- Clasificación de los riboswitches antisentido encontrados por su clase, 

filogenia y función mediante el uso de una herramienta de procesamiento de datos.  

- Contextualización los genes regulados por riboswitches antisentido con base 

en su filogenia y función dentro de un contexto bioquímico. 

- Establecimiento de una estrategia metodológica para la identificación de 

errores en la anotación de secuencias genómicas basado en la identificación de 

riboswitches. 
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METODOLOGÍA 

Identificación in silico de riboswitches en los genomas de 

bacterias y arqueas disponibles 

La búsqueda de riboswitches se llevó a cabo en los 7,272 genomas de 

bacterias y arqueas a nivel de especie, disponibles en la base de datos KEGG del 

año 2022 (Kanehisa et al., 2023). Para ello, se generó un programa en lenguaje Perl 

que permitiera hacer la búsqueda mediante el uso del software CmSearch 

perteneciente a la paquetería Infernal (versión 1.1.3) (Chang et al., 2009; Cui et al., 

2016). Previamente, se llevó a cabo la creación de una base de datos con los 

modelos de covarianza de las 50 clases de riboswitches descritos, hasta el 

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

2021). Debido a que existen diferentes modelos de covarianza relacionados entre 

sí, con la capacidad de reconocer secuencias de RNA similares, se creó un 

programa en lenguaje Perl que permitiera seleccionar el modelo más adecuado para 

cada riboswitch identificado, con base en su correspondiente bitscore, obtenido 

mediante el análisis previo que se hizo con el programa CMsearch. Además, 

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 búsqueda de estos motivos conservados se llevó a cabo en las regiones 

5´ y 3´ intergénicas de los genomas de las bacterias y arqueas. Posteriormente, se 

procedió a distinguir entre los resultados si se trataba de riboswitches localizados 

de manera canónica, que para efectos de este proyecto denominamos “en sentido”, 

o bien de riboswitches localizados en antisentido, considerando para ello las 

https://rfam.org/
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anotaciones genómicas disponibles en la base de datos KEGG, con respecto a la 

orientación de cada uno de los genes identificados como blanco de riboswitches. 

Además, se consideró que estos elementos regulatorios se localizaran a no más de 

500 nucleótidos del mismo. 

Un segundo análisis se llevó a cabo, considerando los mismos parámetros 

que ya se mencionaron previamente, pero en este caso la búsqueda de los motivos 

se hizo en todo el genoma, es decir que se consideraron tanto regiones anotadas 

como codificantes, como regiones intergénicas.  

Selección de organismos representativos  

 Del total de las secuencias genómicas analizadas (7,272), 6,892 

corresponden a organismos bacterianos y 380 a arqueas. Una vez realizado el 

primer análisis, se decidió seleccionar únicamente una secuencia genómica por 

especie analizada; esto con el propósito de evitar la sobrerepresentación de 

secuencias genómicas redundantes. Para la selección del genoma representativo 

dentro del conjunto de genomas de cepas de la misma especie, se consideró aquel 

con el mayor número de marcos abiertos de lectura. Luego de esta selección, el 

número de secuencias genómicas de nuestro estudio se redujo a un total de 5,418, 

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

Análisis estadístico de los resultados 

El análisis estadístico de los resultados del proyecto se llevó a cabo haciendo 

uso del software RStudio (Version 1.2.5033).  
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Además, como parte del análisis, se evaluaron las frecuencias absolutas para 

las familias de riboswitches en sentido y antisentido, así como la probabilidad 

hipergeométrica para cada familia de riboswitches antisentido. Finalmente, se 

analizó la distribución por phylum de bacteria o arquea para cada familia de 

riboswitches en sentido y antisentido. 

Análisis del contexto genómico  

El sentido biológico de los riboswitches antisentido encontrados, se analizó 

mediante una revisión inicial del contexto genómico 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). 

Análisis de las rutas metabólicas 

Los resultados obtenidos se analizaron también desde un punto de vista 

bioquímico, para lo cual se utilizó la información de las rutas metabólicas en las que 

se encontraba implicado el gen blanco de regulación de cada uno de los 

riboswitches antisentido identificados disponible en la base de datos de rutas 

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

2023). Además, también se realizó su búsqueda en el servidor STRING 

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

información acerca de las redes de interacción de la proteína codificada por cada 

gen. 

 

 

http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/GeConT/
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
https://string-db.org/
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Análisis de la función de los genes 

 La función de los genes regulados por riboswitches antisentido se analizó 

considerando tanto la descripción existente para el gen en la base de datos KEGG, 

como la descripción de su Cluster of Orthologous Genes (COG) correspondiente. 

Esta asignación fue determinada con base en una búsqueda 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). 

Análisis del contexto sinténico de los genes relacionados 

con riboswitches 

 La comparación de las secuencias de los genes adyacentes a riboswitches, 

con respecto a sus homólogos en los organismos filogenéticamente más cercanos, 

se llevó a cabo mediante la realización de alineamientos para lo cual se utilizó el 

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

obtenidos se crearon esquemas que mostrarán los análisis pertinentes. 

 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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Figura 11. Diagrama general de trabajo. 
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RESULTADOS 

Identificación 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 estableció en la sección de materiales y métodos de acuerdo con su 

orientación respecto a la de su gen blanco de regulación, 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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Figura 12. Distribución 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. 

 

 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s002
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Posteriormente, con base en la frecuencia absoluta y la distribución 

hipergeométrica para cada una de las familias de riboswitches, evaluamos el 

significado estadístico de la tendencia de los riboswitches para actuar en antisentido 

(Tabla 3). Nuestro estudio identificó 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 

comúnmente involucrada en la regulación de procesos de señalización celular y 

definición del destino celular (motilidad, virulencia y formación de biofilm). Además, 

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 aparición en antisentido; además, 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 metabólicos que requieren una estricta regulación. Por otro 

lado, de manera interesante, ningún riboswitch antisentido perteneciente a las 

famlias THF (Tetrahidrofolato) y NiCo (Níquel-Cobalto) fue identificado en nuestro 

análisis, 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  
Riboswitches en sentido  

Frecuencia absoluta 
Riboswitches antisentido  

Frecuencia absoluta 
P-value 

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 
sul1 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 análisis previo, se estudió la distribución de los riboswitches 

antisentido agrupándolos por el phylum en el que fueron identificados y 

considerando la familia de riboswitches a la que pertenecen. Como resultado de 

esto se observó 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). Además, se encontró que los riboswitches antisentido de la familia 

cobalamina presentan distribución en una mayor variedad de phyla (Figura 13). 
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Figura 13. Distribución por phylum y familia de los riboswitches antisentido identificados en el genoma de bacterias y arqueas.
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Clasificación de tipos de genes regulados por riboswitches 

antisentido 

Posteriormente, y con el propósito de identificar posibles tendencias en las 

que los riboswitches antisentido son capaces de regular la expresión de genes, así 

como entender la naturaleza de las implicaciones bioquímicas de tal regulación, 

clasificamos los genes probablemente regulados por riboswitches antisentido en 

diez grupos diferentes (Tabla 3), haciendo para ello uso de un sistema híbrido que 

consideraba tanto una clasificación automatizada (mediante la identificación de 

términos clave en la infomación obtenida), como una profunda curación manual de 

los datos (mediante la obtención de información 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 describirá brevemente un ejemplo de un modelo 

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

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s003
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a) Genes que codifican enzimas involucradas en la interconversión de 

compuestos relacionados con el metabolito detectado por el 

riboswitch. 

Se identificó 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 proteína amidasa AmyE (Figura 14). 

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

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

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

conversión de un grupo funcional amido en un ácido carboxílico (Nelson et al., 2017; 

Reiss et al., 2017). 

 

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

Gutiérrez & Merino, 2023). 
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La arginina es el compuesto central de esta vía, y actúa como un precursor en 

la biosíntesis de muchas poliaminas, tales como la putrescina y la espermidina, los 

cuales son esenciales en diversos procesos fisiológicos. También pueden ser una 

pobre fuente de nitrógeno. Además, la arginina es el único aminoácido con un grupo 

guanidino en su composición, 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 podría permitir la síntesis de la enzima 4-guanidinobutanamida 

amidohidrolasa cuando el guanidino está presente; en este caso, su disponibilidad 

permite el avance a lo largo de la ruta mientras está 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 regulación de los riboswitches antisentido de este grupo 

inhiben la síntesis de sus correspondientes genes blanco cuando detectan bajas 

concentraciones del metabolito involucrado. Las familias más 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 metabólica 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 análisis bioinformático (Figura 15). C. ljungdahlii es una bacteria 

anaeróbica acetogénica que fermenta azúcar o CO2, sintetiza gas (CO/H2), y puede 

utilizar CO como sustrato. Además, este organismo posee un número significativo 

de proteínas que requieren de cobalamina como cofactor y también es capaz de 

sintetizar cobalamina mediante una ruta anaeróbica (Köpke 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 metabólica en la cual otra enzima 

requiere de dicho cofactor (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023). 

 
La enzima AICARFT/IMPCHasa está involucrada en la ruta metabólica de un 

carbono, la cual comprende los ciclos de folato y metionina, y permite la generación 

de grupos metilo que son usados en diferentes reacciones de metilación y en la 

biosíntesis de importantes precursores anabólicos, uno de los cuales es el 5-metil-

tetrahidrofolato (5-metilTHF), cuya síntesis puede llevarse a cabo a través de dos 

diferentes rutas. El punto de partida de ambos es la síntesis 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 continuación, la 10-formilTHF sirve como el sustrato 

para la síntesis 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 último 

compuesto es el precursor para la síntesis de 5-metilTHF catalizado por la enzima  

metilenTHF reductasa, MetF, con la participación de NADPH y flavoproteínas. 

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 selección de la ruta que será usada para la síntesis de 5-metilTHF, de 

acuerdo a la disponibilidad bacteriana de cobalamina. De tal manera, cuando la 

concentración 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 concentración intracelular de 

cobalamina, el mecanismo de regulación dependiente del riboswitch favorecerá la 

actividad de la enzima AICARFT/IMPCHasa bifuncional. De esta manera, la 

regulación del gen clj-CLJU_c22210 por el riboswitch antisentido de cobalamina 

garantiza la biosíntesis de 5-metilTHF y reasegura la correcta utilización de 

cobalamina debido a que su biosíntesis y consumo resultan metabólicamente muy 

costosos. Además, los intermediarios metabólicos de esta ruta tienen un papel 

esencial en la biosíntesis 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 más importante de este grupo, debido a que 

representa el 38% del número total de riboswitches en esta categoría. De manera 

general, las familias de enzimas con actividades de isomerasa y metiltransferasa 

son las que más 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 están conectados al otro, con el anillo 

tiazol siendo la porción comúnmente involucrada en reacciones enzimáticas, debido 

a que es la parte más 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 proteínas transportadoras para compuestos 

relacionados al metabolito detectado por el riboswitch. 

Un riboswitch antisentido de la clase yybP-ykoY, cuyo metabolito de unión es 

manganeso (Mn2+), regula el gen cthm-CFE_2050 que codifica para una proteína 

transportadora de Mn2+ en el genoma de Carboxydocella thermautotrophica 019 

(Figura 16) (Dambach et al., 2015). Mn2+ es un ión esencial en el metabolismo 

bacteriano que participa en múltiples procesos metabólicos, actuando 

principalmente como un cofactor para varias enzimas y como un agente protector 

contra especies reactivas de oxígeno (ROS) mediante la sustitución transitoria de 

moléculas de Mn2+ por hierro (Fe) en los sitios activos de algunas enzimas para 

prevenir el daño oxidativo de las proteínas (L. S. Waters, 2020). Por otra parte, el 
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exceso de Mn2+ puede resultar tóxico debido a que su acumulación en bacteria está 

directamente relacionada a la deficiencia de otros iones, lo cual puede entonces 

provocar la metalación errónea de los factores de transcripción y enzimas críticas, 

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). 

 

Figura 16. Gen codificante de una proteína transportadora de un compuesto relacionado 
al metabolito sensado por el riboswitch (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023). 

 
 El gen identificado como sujeto a regulación 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 carboxidotrófica, pero sus capacidades metabólicas permanecen 

mayormente desconocidas. Sin embargo, como la habilidad de transportar Mn2+ 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 Mn2+, 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 podría prevenir la 

acumulación interna excesiva de Mn2+ que de otra manera podría tener efectos 

tóxicos.  

 Muchos genes de este tercer grupo son miembros de sistemas de transporte 

de tipo ABC o codifican para diferentes proteínas transportadoras, tales como los 

transportadores de cationes Co/Zn/Cd, simportadores de dicarboxilato Na+/H+, o 

antiportadores Ca2+/Na+. Los riboswitch antisentido más comúnes de este grupo son 

de las familias cobalamina, c-di-GMP, T-box, SAM, ykoK, TPP y MOCO. 

d) Genes codificantes de proteínas de señalización celular. 

Un riboswitch antisentido de la clase AAC-AAD, el cual sensa y responde a 

concentraciones de aminoglicósidos, se identificó regulando el gen paeu-

BN889_07203 que codifica para la síntesis de la enzima hidroxiacilglutatión 

hidrolasa en la bacteria Pseudomonas aeruginosa PA38182 (Figura 17). Esta 

enzima, mejor conocida como glioxalasa II (GlxII), participa en la ruta de 

metabolismo de metilglioxal (MG) a través del sistema glioxalasa (Glx), el cual es es 

un complejo enzimático para la detoxificación crítica. Este sistema comprende dos 

metaloenzimas a cargo de descomponer MG citotóxico, metabolizándolo hasta sus 

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

Gutiérrez & Merino, 2023). 

 
La primera enzima de este sistema es la glioxilasa I (GlxI) o S-D-lactoil-glutatión 

metilglioxal liasa, misma que es una reductasa isomerizante divalente que puede 

ser Zn2+ dependiente o no Zn2+ dependiente (activado por Ni2+/Co2+). GlxI acepta 

MG como un glutatión hemiacetal (GSH) y cataliza la transferencia de protones, 

transformando GSH hacia su tioéster correspondiente, lactoglutatión. La segunda 

enzima, GlxII, regenera el cosustrato tiol GSH y el -hidroxiácido lactato, en el caso 

de la detoxificación de MG. El MG es altamente tóxico para las moléculas 

productoras de especies electrofílicas celulares, y producen estrés celular mediante 

reacciones con macromoléculas nucleofílicas. El MG también actúa como un 
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activador transcripcional y participa en la cascada de activación de cinasas, 

teniendo un papel primario en procesos de regulación o ajuste a condiciones de 

estrés, haciéndolo una molécula señalizadora 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, vía 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 daño debido a las interacciones con elementos 

celulares tales como lípidos, DNA y proteínas. Este proceso lleva a la peroxidación 

lipídica, mutación de DNA, entrecruzamiento de DNA-proteína, oxidación y ruptura 

de proteínas. P. aeruginosa ha evolucionado mecanismos para protegerse y 

sobrevivir bajo estas condiciones hostiles. Una de ellas es la producción de GSH, la 

molécula antioxidante más abundante dentro de las células, la cual juega un papel 

relevante en la remoción de ROS, actuando como un donador de electrones. El 

GSH también está involucrado en la preservación de la homeostasis celular, la 

regulación del transporte de azufre, la combinación de metabolitos, la detoxificación 

de xenobióticos, la resistencia a antibióticos, la regulación enzimática y la expresión 

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

Los compuestos que producen estrés oxidativo celular, tal como los antibióticos, 

y sus efectos sobre las diferentes etapas del desarrollo bacteriano han sido 

ampliamente estudiados. Estos compuestos incrementan la sensibilidad de P. 

aeruginosa a los aminoglicósidos afectando la permeabilidad de la membrana, 
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principalmente durante la producción de biofilm, misma que es estimulada por 

concentraciones subletales de antibióticos tales como los aminoglicósidos 

tobramicina y gentamicina. Además, el estrés oxidativo actúa como una señal para 

la expresión de sistemas de eflujo, lo cual promueve la resistencia bacteriana a 

antibióticos (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 podría permitir la expresión de la enzima GlxII cuando se sensa 

aminoglicósido en el ambiente y las células bacterianas se encuentran bajo 

condiciones de estrés. Por otro lado, cuando no hay aminoglicósido presente en el 

medio, la expresión de la enzima es reprimida, ya que la bacteria no es sujeta a 

estrés oxidativo provocado por la presencia del antibiótico.  

Este quinto grupo de genes codifican para proteínas que están principalmente 

involucradas en diferentes respuestas a estrés y procesos de desarrollo, tales como 

la síntesis de autoinductores de quorum sensing y diferentes tipos de histidin 

cinasas transductoras de señales. 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 identifició 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 homólogo más cercano es SinR, un represor transcripcional conocido como el 
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regulador maestro para la formación de biofilm en Bacillus subtilis, controla la 

expresión de genes involucrados en producción de exopolisacáridos, proteínas de 

matriz y motilidad (Chen et al., 2012; Sudarsan et al., 2008). 

 

Figura 18. Gen codificante de un regulador transcripcional relacionado con el metabolito 
sensado por el riboswitch (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023). 

 
La síntesis de moléculas señalizadoras es una estrategia que las bacterias 

emplean para sensar alteraciones en su ambiente con el propósito de ajustarse 

rápidamente de acuerdo a tales cambios. Una de estas moléculas es el bis-(3´-5´)- 

GMP dimérico cíclico (c-di-GMP), el cual es capaz de inducir la transición de un 

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

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

Para muchas bacterias, el mecanismo de comunicación intercelular de quorum 

sensing es esencial para la coordinación de tendencias de expresión de genes a 

nivel poblacional. Además, el quorum sensing es fundamental para los procesos de 

motilidad, producción de matriz de biofilm y formación 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 regulación del factor transcripcional codificado por el gen paen-

P40081_02330 mediante el riboswitch antisentido de c-di-GMP-I que se propone 

está basada en la detección de esta molécula, desencadenando la expresión de 

genes involucrados en la formación de biofilm y esporas, tal como en los procesos 

de quorum sensing, y teniendo un efecto general sobre su expresión cuando no es 

sensado gracias a su estrecha relación con el regulador maestro de estos procesos, 

Spo0A (Kearns et al., 2005). 

Tal como previamente se mencionó, en la literatura, existen únicamente dos 

ejemplos de regulación de la expresión de genes mediada por riboswitches que 

actúan 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 ortólogos de pocR en otras Listerias y en el Enterococo 
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Vagococcus carniphilus. La regulación de genes que codifican factores 

transcripcionales (TFs) hace posible extender el efecto regulatorio de los 

riboswitches que actúan en antisentido hasta múltiples genes funcionalmente 

relacionados en diferentes operones, que tienen en común el sitio operador de sus 

correspondientes TFs.  

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

di-GMP, Cobalamina y TPP. 

f) Genes codificantes de transposasas. 

A diferencia de los ejemplos anteriormente mencionados, donde la regulación 

de la expresión 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 

canónica (Tabla 4). Consistente con esta hipótesis, se llevó a cabo la evaluación del 

contexto genómico de los genes regulados por riboswitches antisentido en los 

organismos filogenéticamente más cercanos. En los genomas de todos esos 

organismos, el riboswitch antisentido de la clase T-box regula el gen río abajo que 

codifica para un transportador de triptófano de manera canónica (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 
Riboswitch 
antisentido 

Gen adyacente 
Dirección de 
transcripción 

COG Descripción de COG Consistencia 

bthu-YBT1518_08170 T-box bthu-YBT1518_08175 Sense COG0733 
Sodium-dependent transporter, 

putative 
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 COG2984 
ABC transporter substrate-binding 

protein 
Yes 

nth-Nther_0169 T-box nth-Nther_0170 Sense COG1045 Serine O-acetyltransferase Yes 

pdm-ADU72_1747 T-box pdm-ADU72_1748 Sense COG1135 
Methionine ABC transporter ATP-

binding protein 
Yes 

pio-PI20285_09230 T-box pio-PI20285_09225 Sense COG4720 DUF3816 family protein Yes 

tbz-BK011_04395 T-box tbz-BK011_04390 Sense COG0441 Threonine--tRNA ligase Yes 

tbz-BK011_08290 T-box tbz-BK011_08285 Sense COG0162 Tyrosine--tRNA ligase Yes 

tep-TepRe1_2063 T-box tep-TepRe1_2062 Sense COG0162 Tyrosyl-tRNA synthetase Yes 

too-C7K38_05890 T-box too-C7K38_05895 Sense COG0620 
5-

methyltetrahydropteroyltriglutamate-
-homocysteine methyltransferase 

Yes 

twi-Thewi_1651 T-box twi-Thewi_1650 Sense COG0016 
Phenylalanyl-tRNA synthetase 

alpha chain 
Yes 

efl-EF62_0727 T-box efl-EF62_0728 Sense COG0620 
Cobalamin-independent synthase, 

Catalytic domain protein 
Yes 

lko-ABN16_04995 T-box lko-ABN16_05000 Sense COG4166 
Peptide ABC transporter substrate-

binding protein 
Yes 

eac-EAL2_c00320 TPP eac-EAL2_c00330 Sense COG2104 
Sulfur transfer protein involved in 

thiamine biosynthesis 
Yes 

fpd-CTM68_07135 TPP fpd-CTM68_07140 Sense COG0351 
Bifunctional 

hydroxymethylpyrimidine 
kinase/phosphomethylpyrimidine 

Yes 

rid-RIdsm_05440 TPP rid-RIdsm_05439 Sense COG0422 Phosphomethylpyrimidine synthase Yes 

fpe-Ferpe_1699 Cobalamin fpe-Ferpe_1700 Sense COG2038 
Nicotinate-nucleotide--
dimethylbenzimidazole 

phosphoribosyltransferase 
Yes 

cki-Calkr_1509 SAM cki-Calkr_1508 Sense COG0192 S-adenosylmethionine synthetase Yes 

tbz-BK011_03805 SAM tbz-BK011_03800 Sense COG0192 methionine adenosyltransferase Yes 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s004
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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 

río arriba de la trasposasa posee un gen ortólogo regulado por el mismo riboswitch 

antisentido. Se muestra que la hipótesis es consistente con su contexto genómico 

en más del 50 % de los casos de genes que codifican para transposasas. 

g) Pseudogenes. 

Otra importancia tendencia observada en nuestro análisis fue la presencia de 

riboswitches antisentido adyacentes a ORFs anotados como pseudogenes (Tabla 

5). De manera similar a lo mencionado anteriormente, se llevó a cabo un análisis 

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

en la conservación 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 podría 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. 

Pseudogen 
Riboswitch 
antisentido 

Gen adyacente 
Dirección de 
transcripción 

COG Descripción de COG Consistencia 

bacp-SB24_06455 Purine bacp-SB24_06450 Sense COG0041 N5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide mutase Yes 

crs-FQB35_11485 TPP crs-FQB35_11490 Sense COG0351 
bifunctional hydroxymethylpyrimidine 

kinase/phosphomethylpyrimidine  
Yes 

lnn-F0161_06915 FMN lnn-F0161_06910 Sense COG0117 
bifunctional 

diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine 
deaminase/5-a 

Yes 

lpak-GDS87_22790 SAM lpak-GDS87_22795 Sense COG1878 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 COG0404 
glycine cleavage system aminomethyltransferase 

GcvT 
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 

plp-Ple7327_1638 ykkC / Guanidine plp-Ple7327_1637 Sense COG0010 
arginase family hydrolase, 

arginase/agmainase/formiminoglutamate hydro 
Yes 

slp-Slip_0637 ydaO-yuaA slp-Slip_0636 Sense COG1125 
glycine betaine/L-proline ABC transporter, ATPase 

subunit 
Yes 

tbo-Thebr_0876 MOCO_RNA_motif tbo-Thebr_0877 Sense COG1763 
molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis 

protein B 
Yes 

tex-Teth514_1384 MOCO_RNA_motif tex-Teth514_1385 Sense COG1763 
molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis 

protein B 
Yes 

thx-Thet_1517 MOCO_RNA_motif thx-Thet_1516 Sense COG1763 
molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis 

protein B 
Yes 

twi-Thewi_0380 MOCO_RNA_motif twi-Thewi_0381 Sense COG1763 
molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis 

protein B 
Yes 

txy-Thexy_2017 c-di-GMP txy-Thexy_2016 Sense COG2206 
diguanylate cyclase and metal dependent 

phosphohydrolase 
Yes 

avm-JQX13_05915 TPP avm-JQX13_05920 Antisense COG2059 chromate efflux transporter Yes 

bnt-GSN03_15970 ydaO-yuaA bnt-GSN03_15975 Antisense COG0500 methyltransferase domain-containing protein Yes 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s005
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Figura 20. Pseudogen adyacente a un riboswitch antisentido (Tomado de Serrano-
Gutiérrez & Merino, 2023). 

 
h) ORFs no caracterizados que poseen ortólogos en múltiples 

genomas. 

La siguiente categoría de genes regulada por riboswitches antisentido 

identificada en este trabajo corresponde a ORFs anotados como no caracterizados 

pero con ortólogos bona fide en otros genomas. En este grupo se incluyeron sólo 

genes más extensos que 300 nucleótidos. Se muestra un ejemplo de este gen, cuya 

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

 
i) Pequeños genes hipotéticos sin ortólogos identificables. 

En esta categoría se incluyen genes identificados como potencialmente 

regulados por riboswitches antisentido con la característica de tener un tamaño 

pequeño de menos de 300 bases y careciendo de ortólogos aparentes en el set de 

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

Estas características nos permiten considerar que estos “genes hipotéticos” 

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

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

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

organismos filogenéticamente más cercanos confirma la hipótesis acerca de que la 

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

contexto genómico. Este es el caso para el pequeño 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 ortólogos equivalentes son regulados por riboswitches de glicina 

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

hipotéticos así como su gen vecino regulado más probable. 

Tabla 7. Genes codificantes para proteínas hipotéticas adyacentes a riboswitches 
antisentido (Extracto de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023) 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s006. 

Proteína hipotética 
Riboswitch 
antisentido 

Tamaño 
del gen 

Gen adyacente 
Dirección de 
transcripción 

COG Descripción de COG Consistencia 

lsg-lse_1049 Cobalamin 189 lsg-lse_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-DSCO28_70950 Sense COG3539 P pilus assembly protein, pilin FimA Yes 

elm-ELI_4146 c-di-GMP 207 elm-ELI_4145 Sense COG2165 Type II secretory pathway, pseudopilin PulG Yes 

pib-BBD41_14935 c-di-GMP 189 pib-BBD41_14940 Sense COG4719 Uncharacterized protein conserved in bacteria Yes 

abas-ACPOL_5155 Cobalamin 123 abas-ACPOL_5154 Sense COG2087 
Adenosylcobinamide-phosphate 

guanylyltransferase 
Yes 

bhl-Bache_2223 Cobalamin 159 bhl-Bache_2224 Sense COG1629 TonB-dependent receptor Yes 

bvl-BF3285c2_0291 Cobalamin 156 bvl-BF3285c2_0290 Sense COG0614 
iron compound ABC transporter periplasmic 

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 

dmx-X792_03180 Cobalamin 105 dmx-X792_03185 Sense COG2038 
nicotinate-nucleotide--dimethylbenzimidazole 

phosphoribosyltransferase 
Yes 

dti-Desti_5588 Cobalamin 162 dti-Desti_5589 Sense COG2087 
adenosyl cobinamide kinase/adenosyl 
cobinamide phosphate guanylyltrans 

Yes 

gak-X907_0913 Cobalamin 123 gak-X907_0914 Sense COG0614 
iron compound ABC transporter periplasmic 

substrate-binding protein 
Yes 

gdi-GDI2573 Cobalamin 165 gdi-GDI2572 Sense COG0620 
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--

homocysteine methyltransferas 
Yes 

hmc-HYPMC_0280 Cobalamin 228 hmc-HYPMC_0281 Sense COG4206 TonB-dependent receptor plug Yes 

ibu-IB211_00811 Cobalamin 249 ibu-IB211_00810c Sense COG1520 FOG: WD40-like repeat Yes 

lab-LA76x_4124 Cobalamin 279 lab-LA76x_4125 Sense COG0620 
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--

homocysteine S-methyltransferas 
Yes 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281744.s006
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Figura 22. Gen codificante para una proteína hipotética adyacente a un riboswitch 
antisentido (Tomado de Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023). 

 
j) Otro tipo de genes. 

Finalmente, el último grupo del análisis está compuesto por riboswitches 

antisentido, identificados adyacentes a genes que no pudieron ser clasificados en 

ninguna de los grupos previamente descritos. Los genes de esta categoría 

representan aproximadamente 9% de los riboswitches antisentido identificados en 

este estudio y las implicaciones bioquímicas de su regulación no resultan obvias a 

primera instancia. 

Para cada una de las clases establecidas y tomando en cuenta toda la 

información disponible en literatura y en diversas bases de datos como GeConT 

(http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/GeConT/), KEGG 

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

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

ejemplificarlas, considerando las posibles implicaciones bioquímicas de su 

regulación. 

Por otro lado, también se identificaron algunos genes regulados en 

antisentido por riboswitches en tándem. Este término corresponde a aquellos en los 

que existe una o más copias de la misma o diferentes clases de este elemento 

regulatorio con el propósito de tener una regulación más compleja que responde a 

más de una señal intracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.genome.jp/kegg/
https://string-db.org/
http://pfam.xfam.org/
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Apéndice 1. Localización de probables errores de 

anotación en el genoma de bacterias y arqueas basado en 

la identificación de riboswitches en regiones codificantes 

Durante el proceso de búsqueda de riboswitches antisentido, se obtuvieron 

resultados interesantes, mismos que eran sugerentes de la identificación de 

probables errores de anotación en determinados genes de los organismos 

evaluados. Tomando en cuenta lo anterior, se estableció un protocolo de búsqueda 

que nos permitió identificar motivos de riboswitches que se encontraban localizados 

de manera total o parcial en regiones anotadas como codificantes, mismo que 

resulta incompatible con la definición canónica de un riboswitch.  

Al proceder con la realización de un análisis minucioso de estos riboswitches, 

fue posible encontrar ciertas tendencias entre ellos, con base en la información 

obtenida para cada uno de estos elementos. Por ello, se tomaron estos resultados 

con el fin de clasificarlos considerando su localización, es decir, si fueron 

identificados de manera total o parcial en una región anotada como codificante para 

un gen, y se establecieron tres categorías de riboswitches localizados en regiones 

codificantes potencialmente mal anotadas. Estas categorías fueron establecidas 

considerando tanto la proporción de la secuencia del riboswitch compartida con la 

secuencia del ORF en el cual se identificó, como su ubicación en el extremo 5´o 3´; 

gracias a lo cual pudimos también subclasificar estos elementos sugerentes de 

probables errores de anotación en dichos genes. 
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Errores en la anotación de genomas  

Como antecedente del análisis que se propone, se sabe que durante las 

últimas décadas ha existido un incremento exponencial en el número de genomas 

secuenciados y anotados en diferentes bases de datos, mismas que se encuentran 

disponibles para quien desee hacer uso de dicha información. Dada la necesidad 

del uso de herramientas computacionales con propósito de llevar a cabo la 

anotación o reanotación de secuencias genómicas, 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 secuenciación 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 secuenciación y anotación 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 secuenciación y/o anotación de genomas. Algunas de 

las características observables en secuencias genómicas que pueden ser evidencia 

de la existencia de errores de anotación puede ser la gran cantidad de ORFs cortos 

y sin ortólogos identificables anotados en las bases de datos, la identificación 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 información obtenida mediante predicciones computacionales, se consideraba 

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

2005; Weinmaier et al., 2016).  

Así pues, considerando las evidencias que es posible identificar en las 

secuencias genómicas y el hecho de que la disponibilidad de los datos abre un 

amplio panorama en el análisis de distintos elementos genéticos, se ha propuesto 

el desarrollo de diferentes métodos mediante los cuales es posible encontrar una 

solución a la existencia de dichos errores, partiendo desde el establecimiento de 

protocolos más estrictos en el análisis y anotación de secuencias, continuando con 

la identificación de errores en las secuencias ya anotadas y finalmente, llegar a la 

propuesta de un método para la reanotación 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 búsqueda de diferentes motivos genéticos 

conservados, pero también mediante el desarrollo de protocolos con el fin de buscar 

una solución a este problema (Amin et al., 2018; Lin et al., 2008; Linial, 2003; 

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

Con el propósito de tener un mejor entendimiento acerca del contexto de los 

riboswitches identificados, se procedió a establecer una estrategia para su análisis 

a mayor profundidad, tomando en cuenta toda la información disponible 

concerniente a:  

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

respectivamente;  

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

organismos por el riboswitch de estudio.  
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Este criterio, correspondiente a la conservación de genes regulados por el 

mismo tipo de elemento regulador, ha sido previamente considerado en estudios 

que tienen como objetivo la identificación de errores tomando en cuenta la anotación 

funcional de secuencias. En nuestro estudio, la identificación de genes ortólogos se 

realizó 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 tamaño de los genes regulados por los mismos, 

presenta una distribución que va desde secuencias cortas, hasta ORFs con un 

tamaño aproximado de 3000 pb; sin embargo, la gran mayoría poseen un tamaño 

de entre 1000 y 1500 pb. Por otra parte, al analizar estas secuencias con respecto 

a su asignación en el sistema COG, el 92%, posee una clasificación dentro del 

mismo. 
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Figura 23. Análisis de riboswitches canónicos. (a1) Riboswitch en sentido, (a2) Riboswitch 
antisentido, (b) Proporción de asignación COG de genes regulados por riboswitches 

canónicos, (c) Distribución de tamaño de los genes regulados por riboswitches canónicos. 

 
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 tamaño de entre 1000 y 1500 pb; y una proporción de 

asignación 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 tamaños menores a 300 pb, mismos que 

pueden ser considerados como ORFs cortos. Es importante resaltar que estas 
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secuencias tienen en común una baja tasa de asignación en el sistema COG, siendo 

ésta de tan sólo 11%, en el caso de los semi-internos, 5% en los internos y 0% en 

aquellos que contienen un ORF (Figura 26). En análisis previos, la existencia de 

ORFs cortos se ha relacionado con la existencia de errores de anotación. Aunado 

a lo anterior, la falta de conservación entre los organismos con dichas secuencias, 

observado por la ausencia de asignación dentro de la base de datos COG, 

constituye evidencia importante que apoya nuestra hipótesis acerca de que la 

mayoría de los genes aparentemente interrumpidos por riboswitches, poseen 

errores de anotación. 
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Figura 24. Análisis de riboswitches semi-internos. (a1) 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) Proporción de asignación COG 
de genes regulados por riboswitches semi-internos, (c) Distribución de tamaño de los 

genes regulados por riboswitches semi-internos. 
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Figura 25. Análisis de riboswitches internos. (a1) 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) Proporción de asignación COG de genes regulados 

por riboswitches internos, (c) Distribución de tamaño de los genes regulados por 
riboswitches internos. 
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Figura 26. Análisis de riboswitch conteniendo un ORF. (a1) Riboswitch en sentido en el 
gen adyacente a su gen regulado, (a2) Riboswitch antisentido en el gen adyacente a su 
gen regulado, (b) Proporción de asignación COG de genes regulados por riboswitches 

conteniendo un ORF, (c) Distribución de tamaño de los genes regulados por riboswitches 
conteniendo un ORF. 

 
Al englobar los resultados correspondientes a riboswitches identificados en 

regiones codificantes, se procedió a hacer un análisis de la frecuencia de los 

probables errores encontrados con respecto a la familia de riboswitch a la cual 

pertenecen. Lo anterior se llevó a cabo con el propósito 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 resultó 

ser prevalente en dos familias de riboswitches: MOCO y AAC-AAD 

(Aminoglicósidos). 
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Posteriormente, se decidió considerar ejemplos que fuesen representativos 

de los diferentes tipos de probables errores de anotación con base en la 

identificación de motivos de cada clase de riboswitch y, mediante el uso del servidor 

GeConT se hizo una comparación gráfica de su contexto genómico con el de otros 

genes pertenecientes a organismos filogenéticamente cercanos. Una vez 

seleccionados, se procedió a realizar alineamientos de las secuencias contrastantes 

en el servidor MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), gracias a lo que 

se logró identificar un desfase entre las secuencias de dichos genes ortólogos, lo 

cual se traduce en una asignación incorrecta en el codón de inicio de la transcripción 

en el caso de los genes lhl-LBHH_1649 (Figura 27), msg-MSMEI_0774 y msg-

MSMEI_0775 (Figura 29), o bien del codón de paro de la transcripción del gen 

aamy-GFC30_98 (Figura 28). 

 

Figura 27. Localización de un probable error de anotación en el genoma basado en la 
identificación de un riboswitch semi-interno en el inicio de su gen regulado. 
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Figura 28. Localización de un probable error de anotación en el genoma basado en la 
identificación de un riboswitch semi-interno en el fin del gen adyacente a su gen regulado. 

 

 

Figura 29. Localización de un probable error de anotación en el genoma basado en la 
identificación de un riboswitch semi-interno en el inicio de su gen regulado y el inicio del 

gen adyacente al mismo. 
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DISCUSIÓN 

 Durante el presente proyecto se llevó a cabo la identificación y el análisis de 

un tipo muy particular de motivo regulador de RNA sumamente conservado, los 

riboswitches. El trabajo se llevó a cabo con la particularidad de que la búsqueda de 

los mismos se realizó cuando estos se encuentran localizados en antisentido a su 

gen blanco de regulación y llevando a cabo su función de manera no canónica. Lo 

anterior es debido a que se ha descrito que los riboswitches que se localizan en 

sentido reprimen la expresión de sus genes blanco de regulación en presencia de 

su metabolito específico y, por el contrario, en el caso de los riboswitches antisentido 

esta expresión se ve favorecida cuando se sensa la presencia de su metabolito afín 

(Serrano-Gutiérrez & Merino, 2023; W. C. Winkler, 2005). Adicionalmente, los 

riboswitches antisentido tienen el efecto de bloquear la expresión de los genes 

mediante un mecanismo de interferencia con la elongación de la transcripción. 

El proceso de trabajo que llevamos a cabo, hizo uso de todas las 

herramientas con las que cuenta el grupo de trabajo, además se establecieron 

protocolos que fuesen pertinentes para cumplir con los objetivos establecidos, lo 

cual sin duda representó un reto importante para el proyecto al trabajar con una 

clase especial de elemento genético del cual únicamente 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 

identificación primaria de los riboswitches en sentido y antisentido, se logró tener un 

incremento del número de estos últimos, el cual pasó de los 2 elementos conocidos 

a un total de más de 1000 nuevos riboswitches antisentido identificados. Sin 
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embargo, al continuar con el proceso de análisis, fue posible notar que una 

importante proporción de los genes que serían regulados por dichos riboswitches 

antisentido, se trataban de genes codificantes para proteínas anotadas como 

hipotéticas sin ortólogos identificables. Lo anterior resultó una de las primeras 

pautas para el curso del análisis y la clasificación de los genes regulados por estos 

elementos. 

 De tal manera, se decidió 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 logró identificar utilizando toda la información 

disponible, tanto a nivel bioinformático como en la literatura que pudo encontrarse 

disponible para cada uno de los elementos, razón por la que este fue uno de los 

puntos más complejos del proyecto. Por otra parte, también se agruparon aquellos 

genes que no tenían una función aparente que justificara la razón biológica 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 análisis más 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 regulación de genes involucradas 

en la interconversión de compuestos. Este podría comprender el caso más clásico 

de la regulación por un riboswitch antisentido; lo anterior debido a que estaríamos 

apreciando la regulación opuesta a lo que se observa en un riboswitch en sentido. 

Esto ocurre cuando se enciende la expresión del gen de interconversión del 
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compuesto con la presencia del metabolito específico. Además, este tipo de gen 

comprende la primera descripción 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 metabólicas que requieren de la participación de cofactores para que su 

función se lleve a cabo. La especial importacia de esto radica en que, dichos 

cofactores suelen ser moléculas cuya biosíntesis o consumo es sumamente costoso 

metabólicamente para el organismo en cuestión, y por tanto resulta primordial tener 

un sistema de regulación sumamente bien controlado (Nijland et al., 2022; Romine 

et al., 2017).  

Un grupo de genes que resultó muy interesante encontrar regulado por 

riboswitches antisentido fue el caso de aquellos que codifican para proteínas 

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 función 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 señalizadoras; 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 básicas de la célula ya que la 
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existencia de un riboswitch antisentido que sense de manera específica la existencia 

de un metabolito involucrado en dichos procesos, es una manera de controlar la 

regulación de genes vitales con el importante propósito 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 además 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 

regulación 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 crítico de una red de regulación, permite 

asegurar que la función de los genes río abajo en la cascada regulatoria de la 

misma, únicamente ocurrirá cuando las condiciones sean las pertinentes (Weirauch 

& Hughes, 2011). 

 Además, en el caso de los grupos que no nos permiten dar una razón 

biológica para la existencia de un riboswitch antisentido, resulta importante resaltar 

que 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 súmamente 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 regulación 

mayor que el que se requiere en otros puntos del metabolismo. 
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Como una parte adicional al proyecto (Apéndice 1), se decidió ahondar en el 

descubrimiento de probables errores de anotación gracias a la identificación de 

motivos de riboswitches en regiones anotadas como codificantes. Esta parte del 

trabajo surgió gracias a que durante el proceso de identificación de riboswitches 

antisentido, una gran parte de los genes sujetos a regulación por este tipo de 

elementos, se trataba de pequeños ORFs (menores a 300 pb) y que no poseían 

ortólogos en los organismos que se evaluaron. Al llevar a cabo una revisión 

bibliográfica de dicho fenómeno, se encontró que estas características constituyen 

evidencia importante de la existencia de errores de anotación en el genoma, 

además se encontraron referencias que apoyaron la utilización de la búsqueda de 

motivos conservados para lograr la identificación de errores de anotación (Amin et 

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

Gracias a este método, nos fue posible identificar errores de anotación de 

secuencias de dos tipos: parciales, con un codón de inicio o paro de la transcripción 

erróneo, y totales, con ORFs cortos que no poseen ortólogos identificables; lo 

anterior gracias a la relación de los genes adyacentes con motivos de riboswitches. 

Dicha relación aporta certeza en la identificación debido a las propiedades de 

conservación tanto de secuencia y estructura que poseen los riboswitches, así como 

gracias al método de análisis utilizado. 

Debido al incremento de en la secuenciación de genomas, se ha dado 

también un incremento en el número de errores de anotación y esto es 

principalmente debido al proceso que se sigue para ello. Se considera que este es 

un método relevante para la búsqueda y futura corrección de errores de anotación, 
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o bien que este sea un método de verificación en las secuencias, que pudiera 

utilizarse previo a la anotación 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 así también la identificación de los riboswitches antisentido, y se 

considera que este descubrimiento puede abrir las puertas a la investigación de este 

elemento regulatorio, así como de otro tipo de nuevos elementos no canónicos 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 regulación antisentido. 

- Se estableció una estrategia para la clasificación de los genes regulados por 

riboswitches antisentido. 

- Se logró incrementar el número de riboswitches antisentido reportados a más 

de 100 veces con respecto a los datos previos a este análisis. 

- La búsqueda de riboswitches en regiones codificantes en el genoma de 

bacterias y arqueas permite la identificación de probables errores de 

anotación. 
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PERSPECTIVAS 

- Comprobación experimental de al menos uno de los riboswitches antisentido 

identificados. 

- Análisis transcriptómico de secuencias para la búsqueda de riboswitches 

antisentido, cuando los datos disponibles sean óptimos para tal fin. 

- Creación de un servidor para la búsqueda de riboswitches antisentido. 

- Creación de un servidor para la búsqueda de errores de anotación basados 

en la identificación de riboswtiches. 
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