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Resumen

Los sRNA son RNAs no codificantes presentes en los transcriptomas bacterianos que
participan en la regulacion de diversos procesos celulares tales como la respuesta detectora de
quoérum, formacion de biopelicula, regulacion de la asimilacion de hierro, virulencia y
metabolismo del carbono. Debido al creciente interés en su estudio, la identificacién y
caracterizacion de sRNAs se ha expandido a diversos grupos bacterianos. Actualmente, las
tecnologias se secuenciacion masiva estan siendo ampliamente utilizadas tanto para su
identificacién de novo asi como para la identificacién de sus genes blanco y proteinas con las
cuales interactian. Recientemente, la biologia sintética se ha encargado de disefiar RNAs
sintéticos basados en los modelos de regulacion de los SRNAs bacterianos para el control de la
expresion genética. Estos sRNAs estan siendo utilizados exitosamente en la ingenieria de vias

metabdlicas para la sintesis de productos de interés biotecnolégico.
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Abstract

sRNAs are non-coding RNAs present in bacterial transcriptomes that act in regulatory circuits in
various cellular processes such as quorum sensing, biofilm formation, iron sequestration and
scavenging, virulence and carbon metabolism. Due to growing interest in their study, the
identification and characterization of sSRNAs have expanded to various bacterial groups.
Currently, high-throughput sequencing technologies are the most used for their identification
and characterization, as well as for the discovery of target genes regulated by sRNA and the
determination of their interaction with proteins. Recently, synthetic biology has been in charge of
designing synthetic RNAs based on regulatory models of bacterial SRNAs for the control of
gene expression. These sRNAs are being successfully used in the engineering of metabolic

pathways for the synthesis of products of biotechnological interest.
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Introduccion

Recientemente se ha demostrado que
los sRNAs (small RNAs por su siglas en
inglés) juegan un papel clave en los
circuitos de regulacion en los tres dominios
de la vida (Michaux et al., 2014). Aunque
este tipo de RNA reguladores fueron
descubiertos inicialmente en bacterias v,
posteriormente, en eucariontes, no fue sino
hasta varios afios después que el interés
incremento

en su estudio

exponencialmente.

Los primeros trabajos relacionados con
la identificacion de sRNAs en bacterias y
su rol en la regulacion de la expresion
comenzaron en los afios 80 con el
descubrimiento del primer sRNA en E. coli;
MicF, el cual inhibe la traduccion del mRNA
que codifica para la porina OmpF (Mizuno
et al. 1984). En los afios subsecuentes a
este hallazgo el avance en el
descubrimiento y caracterizacién de sRNA
en bacterias fue muy lento, para el afio
2001
aproximadamente 35 sRNAs en E. coli
2015). Gracias al

desarrollo de metodologias que emplean

habian sido identificados

(Wagner & Romby,
secuenciacion masiva, actualmente se
tienen identificados y caracterizados 123
sRNAs en el genoma de E. coli K-12
(http://regulondb.ccg.unam.mx/) y la
basqueda, identificacién y caracterizacion
de sRNAs en otros grupos bacterianos se

encuentra en constante aumento.

Definicion y clasificacién de los sRNAs

en bacterias
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Los sRNAs son un grupo de RNAs no
codificantes, con un tamafio que va de 50 a
500 nucleétidos que actdan en respuesta a
sefiales ambientales y su mecanismo de
accion se da a nivel transcripcional o post-
transcripcional, ya sea incrementando o
reprimiendo la expresién de su gen blanco
(Waters & Storz 2009). Generalmente, los
SRNA bacterianos son clasificados en tres
grupos: codificados en cis, codificados en

trans y antisentido (Zorgani et al. 2016).

Dentro del grupo de sRNA codificados
en cis se encuentran los “riboswitches”, los
cuales se localizan en las regiones sin
traducir (UTR) 5' de los RNAs mensajeros y
se encargan de regular la expresion del
gen que se encuentra rio abajo (Mellin &
Cossart 2015). Los RNAs de este grupo
forman estructuras que al interactuar con
un ligando (metabolito o algin i6n) es
inducido un cambio conformacional en su
estructura, lo que ocasiona la activacién o
inhibicién de la traduccién del gen rio abajo
(Mandal & Breaker, 2004). La estructura
basica de un "riboswitch" consiste en dos
dominios: un aptamero que se une al
ligando y una plataforma de expresion que
cambia su estructura en respuesta a esta

union (Figura 1).

Los “riboswitches” que detectan purinas
son los mas ampliamente estudiados
debido a su tamafio relativamente
pequefio, lo cual los convierte en buenos
estudio a nivel

candidatos para su

bioquimico y biofisico.
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Figura 1. Mecanismos de regulacion de un Riboswitch. A) Terminacion de la transcripcién: un
ligando se une a la region del aptamero y forma una estructura de horquilla que abre el bucle
anti-terminacion y ayuda en la formacién del bucle de terminacion. B) Bloqueo del inicio de la
traduccioén: la unién al ligando conduce a la formacion de una horquilla que bloquea el RBS
(sitio de unién a ribosoma), el cual no esté disponible para iniciar la traduccién.

Ademas, son capaces de detectar adenina,
di-GMP
ciclico) (Barrick & Breaker, 2007)y son el

guanina, ciclico (di-guanilato
Unico grupo de "riboswitches" que pueden

afectar positiva y negativamente la

expresion de genes (Vineetha et al. 2012).

El segundo grupo corresponde a los
codificados en trans (Figura 2), los cuales
se encuentran ubicados en sitos alejados
de su mRNA blanco por lo que solo son
parcialmente complementarios (Bobrovskyy
& Vanderpool, 2013), con una regidon de
union tipicamente de 10 a 25 nucledtidos
(Peer & Margalit, 2011). Se ha reportado
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que este tipo de sRNA requieren de la
interaccién con proteinas chaperonas (por
ejemplo Hfg en E. coli y bacterias
relacionadas) para promover la unién con

su mRNA blanco (Vogel & Luisi, 2011).

Debido a su complementariedad parcial
pueden tener mudltiples blancos, lo cual
deja abierta la hipotesis de que este tipo de
SRNAs de

respuesta

son  capaces modular

globalmente, una fisiologica

particular de una manera muy parecida a la
de un factor de transcripcion, pero a un
nivel

post-transcripcional (Gottesman &

Storz, 2010).
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Figura 2. Diferentes tipos de sRNAs basados en su mecanismo de accion. Los sRNAs
codificados en trans pueden unirse a su blanco por complementariedad parcial y A) reprimir, B)
activar la traduccién o C) interactuar con proteinas como factores de transcripcién e inhibir su
actividad. Imagen modificada de (Liu & Camilli 2010).

Generalmente, este tipo de sRNA es
producido en respuesta a estrés metabolico
0 ambiental como la limitacién de hierro
2007),

(Vanderpool &

(Massé et al. sobrecarga de
azucares-fosfatos
Gottesman, 2007) y estrés

(Altuvia et al. 1997).

oxidativo

Por dltimo, los RNAs antisentido
(asRNA) son aquellos que se transcriben
en la hebra opuesta de su gen blanco, lo
cual le confiere una complementariedad
total (Figura 3). Su longitud varia entre los
100 y 700 nucledtidos y pueden regular la
expresion de su blanco a nivel
transcripcional, traduccional o tener efectos

en la estabiidad del mRNA blanco
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(Thomason & Storz, 2010). En la
interaccion de los asRNA con su blanco, se
altera la estructura secundaria de ambos
RNAs y se forma un RNA duaplex que
influye en la estabilidad y vida media del
RNA vya que, en algunos casos, la
formacion de dicha estructura conlleva a
una degradacion de ambos RNAs (Georg &

Hess, 2011).

En afios recientes, se ha reportado que

la transcripcion antisentido esta

ampliamente distribuida en los genomas
bacterianos (Lasa & Toledo-Arana, 2011,
Thomason et al. 2014). En Helicobacter
27% de su

pylori se reporté que el
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transcriptoma corresponde a transcritos
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Figura 3. Mecanismos de regulacién de un RNA anti-sentido. A) asRNA codificado en la hebra
opuesta a la regiéon 5' UTR de su mRNA blanco que inhibe el sitio de union a ribosoma (RBS).
B) ElI asRNA se une a su mRNA separando dos genes de un operdn o propiciando la
terminacién de la transcripcion. Imagen modificada de (Waters & Storz 2009).

Sin embargo, solo un nimero reducido de

asRNAs han sido caracterizados
funcionalmente y su relevancia biolégica
aln es poco clara (Raghavan et al. 2012),
por lo que algunos autores proponen que
este tipo de transcritos son en gran medida
producidos ruido

(Lloréns-Rico et al. 2016).

por transcripcional

Avances recientes en la identificacion y
caracterizacion de sRNAs en bacterias
Inicialmente, la identificacion de sRNAs
se realiz6 mediante la deteccion de su
abundancia en geles de acrilamida, como
fragmentos gendmicos clonados que
modulaban ciertas actividades o inclusive
por serendipia (Wassarman et al. 1999).
Posteriormente, se emplearon técnicas de
clonacién para su deteccion, asi como el
disefio de microarreglos con sondas en
(Altuvia, 2007).

regiones intergénicas
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Paralelamente, se comenzaron a utilizar

herramientas  bioinformaticas para la
busqueda masiva de estos reguladores en
los genomas bacterianos; sin embargo,
estas herramientas se basan en la
busqueda de homdélogos y patrones de
conservacion por lo que estas
aproximaciones tienen una alta tasa de

falsos positivos (Richter & Backofen, 2012).

Actualmente, las técnicas de RNA-seq

han demostrado  ser  herramientas
poderosas para la identificacion de novo de
SRNAs (Sorek & Cossart, 2010; Sharma &
Vogel, 2014). En los ultimos afios, ha
habido un incremento en el desarrollo de
metodologias para la identificacion mas
precisa de este tipo de transcritos, que van
desde métodos para la seleccion de mRNA

sin procesar (Sharma et al. 2010), hasta el
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mapeo de los sRNA unidos a su blanco

S

(Melamed et al. 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Resumen de los métodos de secuenciacion masiva utilizados para la identificacion y
caracterizacion de sRNA bacterianos. El uso de cada uno de los métodos depende de la
macromolécula a estudiar: DNA, RNA, ribosomas o proteinas de unién a RNA. Abreviaciones:
CLIP (cross-linking and inmunoprecipitation), SORF (short open reading frame), RIP (RNA
inmunoprecipitation). Imagen modificada (Barquist & Vogel 2015).

Todas las metodologias anteriormente

mencionadas han servido para el
descubrimiento de nuevos SRNA, su
acerca de su

anotacion, inferir

funcionalidad, asi como para la
identificacién de sus posibles blancos; sin
embargo, los hallazgos obtenidos por estas
metodologias deben ser comprobados
experimentalmente por métodos

tradicionales de biologia molecular.

¢,Cual es el papel de los sRNA en los

circuitos de regulacién bacterianos?
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Aunque se ha demostrado que los
sRNA estan involucrados en la regulacion
genética de diversos procesos fisiol6gicos
y metabolicos (Bobrovskyy & Vanderpool,
2013), en las siguientes secciones nos
centraremos en la regulacién de la
homeostasis del hierro (Fe) y en el

metabolismo del carbono.

Regulacion de la adquisicion de Fe
El Fe es esencial para los organismos;
sin embargo, en altas concentraciones es

potencialmente tdxico, por lo que son
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necesarios mecanismos que controlen de
manera precisa su incorporaciéon a las
células. En las bacterias, la expresion de
los genes implicados en el metabolismo de
Fe usualmente se encuentran regulados
por una proteina represora llamada Fur (Fe
uptake repressor por sus siglas en inglés)
que actta en funcion de las
concentraciones de Fe en el ambiente

(Andrews et al. 2003).

En el afio 2002 Masse y Gottesman
reportaron en E. coli la identificacion de
RyhB, un sRNA de 90 nucleétidos de
longitud involucrado en la regulaciéon de
algunos genes del metabolismo de hierro
(Massé & Gottesman, 2002). Cuando en el
medio existen altas concentraciones de Fe,
Fur se une a RyhB permitiendo la
expresion de los genes que reprime,
mientras que a bajas concentraciones de
Fe, Fur libera a RyhB y éste se une a sus
genes blanco bloqueando su expresion

(Figura 5).

En E. coli los genes que se encuentran
regulados por RyhB incluyen genes que
codifican para proteinas de

almacenamiento de Fe (Ftn y Bfr), enzimas
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del ciclo de Krebs (acnA, fumA y operon
sdh) y la superéxido dismutasa (sodB)
(Masse et al. 2005). Este mecanismo de
regulacion asegura la produccion de
proteinas de almacenamiento y transporte
en condiciones de abundancia de Fe,
mientras que cuando hay poco Fe en el
medio RyhB impide la produccion de
dichas proteinas (Oglesby-Sherrouse &

Murphy, 2013).

Cuando se reporté la identificacién de
RyhB en E. coli, se observé que este SRNA
se encontraba conservado en otros
géneros bacterianos Gram negativos como
Salmonella, Klebsiella, Yersinia y Vibrio
(Massé & Gottesman, 2002).

posteriores han detectado la presencia de

Estudios

sRNAs en diferentes géneros bacterianos,
que aunque no poseen homologia con
RyhB, presentan funciones similares, como
el caso de los sRNAs PrrF1 y PrrF2 en P.
aeruginosa (Wilderman et al. 2004). Este
tipo de sRNAs que poseen funciones
similares, pero sin compartir homologia, se

conocen como homdlogos funcionales.
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Figura 5. Representacién esquematica del mecanismo de regulacion de RyhB. A) Cuando
existe abundancia de Fe en el medio, la expresion de RyhB es reprimida por la unién a la
proteina reguladora Fur permitiendo que los genes blanco de RyhB se expresen. B) En
ausencia del Fe, la union a Fur es interrumpida permitiendo la union de RyhB a sus mRNA
blanco bloqueando su expresion. Imagen modificada (Oglesby-Sherrouse & Murphy, 2013).

Regulacion del metabolismo del carbono
Los microorganismos se encuentran
expuestos a fluctuaciones en los niveles de
nutrientes, las cuales determinan cambios
en la expresién de genes necesarios para
metabolizarlos. En este sentido, se ha
reportado que los sRNA participan en la
respuesta a dichos cambios mediante la
interaccién con reguladores
transcripcionales especificos (Michaux et

al. 2014).

SsRNAs

regulacion  del

Aunque existen otros
involucrados en la
metabolismo de los azucares, uno de los
sRNAs mejor caracterizados es SgrS, el
cual lleva a cabo mecanismos de
regulacion a nivel post-transcripcional. Los
sistemas bacterianos de fosfoenolpiruvato
carbohidrato fosfotransferasa (PTS por sus
siglas en inglés) regulan la captacion de
azucares y su fosforilacién (Deutscher et al.
2006). En E. coli, el sistema PTS incluye al

transportador PtsG, el cual genera glucosa

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

6-fosfato que al acumularse causa
toxicidad en la célula, dando lugar al
fenébmeno conocido como ‘“estrés por
fosfoazlicar" (Morita et al. 2004). Esto
conduce a la activacion de SgrR, un
activador transcripcional que coordina la
respuesta al estrés de glucosa-fosfato y a
la sintesis del sSRNA SgrS (227 nucleétidos
SgrS

transcripcionalmente a ptsG y a los genes

de longitud). regula  post-
manXYZ, los cuales codifican para las
subunidades del sistema de transporte de
azucares PTS. SgrS se une a secuencias
del mMRNA de

parcialmente su sitio de unién a ribosoma

ptsG que bloguean
(RBS) inhibiendo la traduccion seguido de
la degradacion del mRNA (Vanderpool &
Gottesman, 2004). La regulacion del mRNA
policistronico manXYZ se lleva a cabo
mediante la unién de SgrS a la region 5' del
mMRNA de manX y, en manY se une a la
region rio arriba de su RBS. La unién en
cualquiera de los dos sitios es suficiente
traduccional;  sin

para la represion

17
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embargo, la degradacién requiere de la
unibn a ambos sitios simultAneamente
(Figura 6). Adicionalmente, SgrS codifica
una proteina de 43 aminoacidos llamada
SgrT, la cual actia post-traduccionalmente
inhibiendo la incorporacién de azlcar a
través de los transportadores de azucar
existentes, probablemente mediante la
interaccion directa con EIICBSlc (Wadler &

Vanderpool, 2007).

Aplicaciones biotecnolégicas
Debido a la importancia de los sSRNA en

los circuitos de regulacion bacteriana, en

afios recientes ha surgido el interés de
disefiar y aplicar sRNA sintéticos para el
control de la expresiéon genética. En este
sentido, la biologia sintética de RNA ha
sido la responsable del desarrollo de
nuevos reguladores de RNA que controlan
la transcripcién (Takahashi & Lucks, 2013),
(Mutalik et al. 2012),
procesamiento y degradacion de mRNA
2012),

desarrollo de riboswitches que responden a

traduccion
ademéas del

(Rodrigo et al.

una amplia gama de moléculas (Green et
al. 2014).

| | manxa | " manYE  manZi

RBS RBS

R

ElIC
ElIB
SorT

Membrana
celular

Figura 6. Regulacién del transporte de azlcares en bacterias entéricas por el SRNA SgrS.
SgrS actla mediante dos mecanismos: la sintesis de un nuevo transportador de azUcares es
detenida por medio de riboregulacion y mediante la sintesis de la proteina SgrT, la cual inhibe
la actividad de EIICBC'c, que bloquea la captacién y acumulacion de los fosfo-azlcares. Imagen
modificada (Wadler & Vanderpool, 2007).

Utilizando este mecanismo como expresion del gen ribB, ocasionando una

modelo se desarroll6 una molécula inhibicién del crecimiento celular bacteriano

sintética llamada "ribocil" capaz de unirse a

los riboswitches FMN reprimiendo la

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

(Howe et al. 2015). Este descubrimiento ha

generado gran interés para el desarrollo de

18



Articulos

inhibidores del riboswitch FMN para el
tratamiento de la tuberculosis, debido a que
a diferencia de muchas bacterias, M.
tuberculosis carece de transportadores de
riboflavina, haciendo que su biosintesis sea
esencial en esta bacteria (Long et al.
2010).

RNAs sintéticos para la regulacion de vias

metabdlicas

Dentro de las células el RNA lleva a
cabo diferentes funciones a nivel regulador,
enzimatico y estructural. Es por ello que la
biologia sintética ha empezado a
desarrollar tecnologias que utilizan el RNA
como herramienta para la reprogramacion

celular.

Utilizando como modelo el bloqueo del
RBS de un determinado mRNA por un
sRNA para reprimir su expresion, Na y
colaboradores (2013) disefiaron sSRNAs
sintéticos para obtener un aumento en la
produccién de compuestos de interés
biotecnolégico. Por una parte, disefiaron
sRNA que tuvieran sitios de unién con
genes involucrados en la biosintesis de
tirosina en E. coli, logrando aumentar
significativamente su produccion (2 g/L).

Asi mismo, evaluaron el efecto de 139
sRNA sintéticos en la produccién de
cadaverina (un compuesto que se utiliza
como intermediario en la produccion de
poliamidas,  poliuretanos y  nailon),
encontrando que uno de estos sRNA
reprimia la expresion del gen murE, lo cual
daba como resultado un aumento del 55%

en la produccion de este compuesto.
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Consideraciones finales

Desde la identificacion del primer sRNA
en E. coli a la fecha, ha habido un
incremento exponencial en el interés por
estudiar este tipo de reguladores, por lo
que su busqueda e identificacién ha ido
mas alla de los organismos modelo. Hoy en
dia se sabe que son un componente
importante de los transcriptomas
bacterianos. Aunque la identificacién y
caracterizacion de los sRNA va en

aumento, es necesario ampliar su
busqueda en aquellos grupos bacterianos
menos estudiados. Ademas, su
participacion en la regulacién de un gran
namero de procesos los ha convertido en
una herramienta con altisimo potencial
para su empleo en el desarrollo de

sistemas reguladores programables

implicados en diversas aplicaciones

biotecnolégicas.
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