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Resumen

Todos los seres vivos tienen mecanismos moleculares que les permiten percibir lo que ocurre en el exterior de sus
tejidos, células o individuos. Las bacterias no son la excepcion, tienen el enorme reto de contender con condiciones
cambiantes del medio ambiente y que requieren responder de manera precisa y rapida para poder adaptarse al medio
ambiente y sobrevivir. EL principal mecanismo de respuesta caracterizado en bacterias es modificar los patrones de
expresion génica en respuesta a estimulos ambientales, esto se logra por la activacion o represion diferencial de genes.

Los factores transcripcionales son proteinas que regulan el uso de un nimero limitado de RNA polimerasas celulares.
Estos factores permiten reconocer secuencias especificas en el DNA (secuencias blanco) que estan cerca del promotor
de genes necesarios para dar una respuesta eficiente ante un estimulo ambiental.

En el genoma de la bacteria entérica Escherichia coli, se han identificado 58 marcos de lectura con una homologia
suficiente para identificarlos como factores transcripcionales, y que su funcién biolégica sigue sin ser caracterizada
experimentalmente. Algunos tienen aparentemente un origen viral (bacteri6fagos). Las herramientas bioinformaticas
permiten hacer analisis que pueden derivar en hipbtesis comprobables del origen, evolucién y funcién de proteinas de
funcion desconocida. Por tanto, en este trabajo se pretende analizar 58 factores transcripcionales de funcién
desconocida usando herramientas computacionales y plantear una hipoétesis evolutiva de estos y su distribucion en
otras bacterias. Los resultados obtenidos sugieren que, de los 58 factores, una proporcion importante de estos tienen
secuencias comunes que son independientes de la familia a la que potencialmente se les puede asignar. EL analisis de
su posicién gendmica sugiere que muchos de estos fueron adquiridos por algin mecanismo de transferencia horizontal
y que esto pudo ser parte de la evolucion tardia del genoma de E. coli, permitiendo tener un grupo de factores
transcripcionales que en alguna condicion especial seran funcionales. En general, tenemos un grupo de factores que
comparten caracteristicas de secuencia, posible estructuray quiza puedan tener funciones en el curso evolutivo de E.
coli.

Palabras clave: Factores transcripcionales; Escherichia coli; Bioinformatica; analisis de funcion; Filogenia.

Introduccion

Escherichia coli es sin duda uno de los organismos mas estudiados y mejor caracterizados a nivel molecular, celulary
ambiental, especialmente su papel como un comensal comin en el intestino de los vertebrados. Con la publicacién del
genoma de este microorganismo, se pudo caracterizar muchos aspectos de esta, principalmente sobre su metabolismo
especialmente el descubrimiento de un operdn para la degradacion de compuestos aromaticos, una similitud enorme
con Salmonella typhimurium en cuanto a su arquitectura gendmica y especialmente en los genes que codifican para
flagelos, (Blattner et al, 1997). El genoma de E. coli estd compuesto por 4,639,221 pares de bases y hasta el momento
se sabe que codifica para 4288 proteinas, de las cuales el 38% no se les ha podido asignar una funcién clara o bien, son
pseudo genes que potencialmente podrian tener una funcién en una condicién determinada.

Sin duda, el analisis de genomas no es una historia que termina una vez que se obtiene el analisis inicial, hay muchos
aspectos que se deben estar revisando continuamente. Uno muy importante es reconstruir la historia evolutiva de las
bacterias con énfasis en la descendencia y las relaciones evolutivas como lo son los genes paralogos, aquellos que
descienden de genes de un progenitor y que se han duplicado generando divergencia previa a un evento de especiacion
(Riley y Labedan, 1997). Riley y Labedan (1997) descubrieron que en E. coli existe un nimero importante de paralogos
en el genoma de este microorganismo, la mayoria de estos con una estructura modular, es decir, secciones de estas
proteinas que contienen elementos en comun. Un aspecto sorprendente de la estructura modular de E. coli es que, de
los 1,404 modulos identificados, estos provienen de tan solo 352 médulos funcionales ancestrales (Riley y Labedan,
1997). Uno de los retos importantes es poder rastrear la historia evolutiva de los pardlogos simplemente por la
comparacion de las secuencias. Para esto, otros elementos genémicos se deben tener en cuenta, como son los
elementos moviles, los profagos (bacteriéfagos insertados en el genoma) y secuencias repetidas.
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Sin duda el estudio de la dinamica de los genomas en relacion con 3 patogenicidad es uno de los temas centrales en
gendmica funcional y el estudio de cepas y especies del género Escherichia, sin embargo, poca atencion se ha puesto a
elementos gendmicos como son los genes de funcién desconocida, principalmente por la ausencia de evidencia
experimental que sugiera cual puede ser su papel fisioldgico. Muchas de las proteinas que hasta el momento han sido
caracterizadas extensamente son proteinas involucradas en procesos metabdlicos, de transporte, sefializacion y
regulacién, pero es mucho mas complicado rastrear la funcion molecular de proteinas de funcidon desconocida,
especialmente si las mutantes de estas no presentan un fenotipo evidente bajo condiciones experimentales del
laboratorio (Baba et al, 2006, Yamamoto et a, 2009). La coleccién de mutantes sencillas en cada uno de los genes
conocida como la coleccion Keio, ha demostrado que todavia existen muchos genes que pueden ser mutados, sin un
fenotipo aparente, pero que en condiciones muy particulares pueden tener relevancia, como son condiciones de estrés.
Afortunadamente se cuenta con un repositorio de informacién de E. coli como es EcoCyc (Kesler et af, 2017), el cual
contiene mucha informacién recopilada de la literatura que ayuda a comprender el papel de cada gen de los 4,288
genes. Hasta ahora se han logrado obtener mutantes de 3985 genes, siendo el resto letales. Es importante sefalar que
de los 303 genes que no se han podido obtener mutantes, 37 son de funcién desconocida (Baba et al, 2006), dentro
de los cuales, ninguno es un factor transcripcional.

Por lo anterior, en el presente trabajo proporcionamos algunas observaciones bioinformaticas que sugieren que los
factores transcripcionales de funcién desconocida pertenecen a un grupo de genes que provienen de eventos de
transferencia horizontal y que pueden permanecer como amortiguadores de eventos mutacionales en factores
transcripcionales de funcién esencial en la célula. Eventualmente pueden presentar un cambio de especificidad y poder
expresarse en condiciones desfavorables o bien, en caso de pérdida de funcién de factores involucrados en la
regulacion de genes de estrés.

Objetivos

General:
Analizar 58 factores transcripcionales de E. coli para evaluar su relacion filogenética.
Particulares:
e Analizar los 58 factores transcripcionales de funcion desconocida de E. coli a nivel de secuencia y estructura
para establecer su relacion filogenética
e  Establecer la sintenia de los diferentes factores transcripcionales para poder establecer una hipdtesis sobre
la distribucion de estos entre otras bacterias.

Hipdtesis

Algunos de los factores transcripcionales de funcion desconocida tendran elementos que sugieren ser parte de
regiones gendmicas ya sea en rearreglos constantes o bien, de origen viral (bacteri6fagos).

Resultados:

La localizacién genémica de los factores transcripcionales es el primer analisis que se exploro en el presente trabajo
para poder realizar un mapa fiel de su localizacién y tratar de relacionar su posicion en el genoma de E. coli con la de
elementos genéticos moviles, transposones y profagos. Para esto, se realizé un mapa fisico usando la herramienta
CGview (Grant y Stothard, 2008), resaltando las regiones del genoma que contienen los 58 factores transcripcionales
de funcién desconocida.

En la Figura 1 se muestra el mapa gendmico de E. coli K-12 cepa MG1655 en L3 que se puede apreciar el sesgo del
contenido de G+C en el genoma correlaciona con la posicion de dos grandes cmulos de factores transcripcionales de
funcién desconocida, codificados tanto en la cadena positiva como en la negativa (anillo externo e interno
respectivamente), ademas de la presencia de varios de estos factores transcripcionales localizados con secuencias de
profagos cripticos, siendo una regién donde encontramos varios de estos factores transcripcionales en la region de
0.5y 1Mpb donde ademas hay una zona concentrada de elementos méviles. El mapa ademas sefiala la posicion de
secuencias repetidas en la vecindad de muchos de estos, especialmente en la zona de los 3.5y 4 Mbp. De manera
general, algunos de estos factores transcripcionales corresponden a zonas donde tenemos muchos elementos que
suelen estar asociados a movilidad genémica, especialmente a secuencias REP (Repetitive Extragenic Palindrome) por
ser sitios frecuentes de recombinacion o transposicion, aunque su posible funcién también esté en estabilizar el RNA
mensajero de genes, o bien como blancos para la unién de la enzima DNA girasa (Gilson et 3., 1984). Las secuencias
REP tienen como caracteristica que forman estructuras tallo-asa y potencialmente son sitios que hayan resultado de
recombinacién dada su naturaleza palindromica (https://ecocyc.org/ECOLI/NEW-IMAGE?type=ECOCYC-
CLASS&object=REP-Elements).
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M Secuencia codificante
[ Regidén con secuencia repetida
[ Elemento mavil

M Elemento misceldnea
[l Sesgo positive del contenido de G+C
Ml Sesgonegativo del contenido de G+C

Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome.

Figura 1. Mapa fisico del genoma de E. coli K-12 cepa MG1655, indicando Unicamente las secuencias codificantes de los
factores transcripcionales de funcion desconocida y otros elementos gendmicos, como son regiones con secuencias repetidas,
elementos moviles, elementos miscelaneos como son origenes de replicacion y profagos, se indica el sesgo del contenido de
G+C tanto positivo como negativo (GCView. et al., 2011)

El anélisis del Codon Adaptation Index (CAl), que hace referencia al tipo de codones preferentemente empleados por
un organismo para traducir sus proteinas, también es un indicador sugerente sobre la capacidad de un mRNA para ser
traducido e incluso en los niveles de MRNA e incluso la estabilidad del mMRNA en E. coli (Boél et af, 2016) e incluso en
humanos, asi como las diferencias de traducciéon en mitocondria (Lavner y Kotlar, 2005). En este sentido, se evalu la
preferencia del uso de codones y el contenido de G+C en la tercera posicion de cada codén de las secuencias
codificantes de los 58 factores de transcripcion analizados en el presente trabajo con miras a evaluar su posible
relacién con su expresion y potencialmente su funcién. En la Figura 2 se muestran los resultados.
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Figura 2. Andlisis del uso de codones esperado para cada factor transcripcional y su correlacién con la variacion en el contenido
de G+C en la tercera posicion de cada codén. Se muestra el resultado comparativo del contenido de G+C en la tercera posicion
de los codones de 58 factores transcripcionales de funcion desconocida (en azul) y 58 de funcién conocida (en anaranjado)
contra el CAl esperado (eCAl) de cada uno.
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Los resultados sugieren que los factores transcripcionales de funcién conocida tienen un valor de G+C y CAl que
representan un cUmulo dentro de parametros semejantes. Sin embargo, los factores transcripcionales de funcion
desconocida tienen una mayor dispersion en cuanto a estos dos parametros, lo que sugiere tanto un origen externo a
E. coliy también, que su expresion puede ser mucho menor que los factores de transcripcién de funcién conocida.

Con base en el resultado anterior, decidimos evaluar la secuencia promotora de los genes codificantes para factores
de transcripcion de funcién desconocida. Una caracteristica que tienen los elementos que han sido adquiridos por
transferencia horizontal, es que las secuencias promotoras tienen un mayor contenido de A+T que el resto de los
promotores bacterianos, esto debido a la formacién de islas con bajo contenido de G+C que resulta en secuencias
reconocidas por factores como H-NS o proteina tipo histona, que se asocia con el silenciamiento de genes (Purtov et
al, 2014) y mas recientemente, experimentalmente se ha demostrado que estas secuencias potencialmente pueden
acumular mutaciones y volverse regiones activas, lejos del silenciamiento mediado por H-NS o la proteina similar a
histonas (Bykov et al, 2020) buscamos secuencias ricas en A+T en los promotores de los genes de TF desconocidos y
encontramos dos secuencias de alta representatividad en algunos de los promotores de los factores de funcion
desconocida.

En la Figura 4 se muestra el andlisis hecho buscando motivos mas frecuentemente representados en las secuencias
analizadas, encontramos dos con una alta puntuacion (Figura 4 panel Ay Panel C), de los cuales, resalta la presencia de
un alto contenido de A+T. La posicion relativa de estas secuencias indica su cercania al inicio de la transcripcion de los
genes analizados, pero solamente algunos de los promotores tienen estos elementos. Para el motivo mostrado en la
Figura 4 panel A corresponde a los factores de transcripcion: ygekK, yiaU, ygel, yfeD, yfeC, ybdO, ybeF, ybiH, ycfQ, ydcl,
ydiP, ydjF, yfiE, yfiR yieP, yjiR. Para el motivo mostrado en la Figura 4 panel C, solamente es encontrado en los genes:
yqeH, ydcl, ygel, ycfQ, yfhH, ybdO, yddM, ybhD, ¥fiE, yfiR, ygfl, yheO y yiaG. Mediante la herramienta Tomtom (Gupta et
al, 2007) se identificé que el motivo mostrado en la Figura 4 panel A tiene un score elevado con la secuencia que
reconoce el factor transcripcional modE, el cual regula la expresion de los genes de enzimas y funciones relacionadas
con el molibdeno (EcoCyc G6395) y nagC, el cual regula la biosintesis de amino azucares como la D-glucosamina'y N-
acetil glucosamina (EcoCyc EGI0636). EL motivo mostrado en la Figura 4 panel C tiene similitud con el sitio de
reconocimiento de fur, que es un factor transcripcional que requiere hierro (Fe2*) y es represor de la expresion de
proteinas de la membrana externa incluyendo el operén de transporte de hierro, controlando la homeostasis de hierro
(EcoCyc EG10359). Estos resultados de manera colectiva sugieren que se trata de genes con potencial de expresion y
regulacién con procesos celulares, lo que potencialmente puede ser un paso previo a ser genes activos o que pueden
suplir su funcion.

A B

Figura 4. Andlisis se secuencias ricas en A+T en las regiones promotoras de los 58 factores transcripcionales de funcién
desconocida. El andlisis muestra dos secuencias abundantes ricas en A o T y que solamente estd presente en un grupo de
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factores transcripcionales. Panel A, primer motivo de secuencia representada con su posicion relativa en los promotores
analizados (Panel B). Panel C, segundo motivo de secuencia representada y su posicion relativa (panel D).

Usando una herramienta adicional para analizar la presencia de promotores (de Jong et al, 2012), se encontraron los
promotores con una buena puntuacion para los genes mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Promotores predichos con PePPER en los genes codificantes para los factores transcripcionales de funcion
desconocida.

Nombre Posicion* Score Secuencia
yfeD 52 8.32228499658 TTTACGTACCAAGTTTGCTCGGGTGCAAAAT
ynej 342 10.36490245M TTTACTCTTGCTTTAAAATCAATAATAT
yiaU 270 9.80366369168 TTAACATGTCCCGTATTCCATTTTAAAAT
yfeC 58 8.32228499658 TTTACGTACCAAGTTTGCTGGGTGCAAAAT
ybeF 359 10.4079128701 TTTAAATATTATTTTTCCATGAATAAAAT

*Indica la posicion relativa del promotor con el inicio del ORF, el nimero mas cercano a 400 indica que esta cerca del ATG del
ORF.

Como se puede observar, los promotores predichos son similares entre si'y ricos en A+T. Esto coincide con lo reportado
previamente con genes de origen por transferencia horizontal (Daubin y Ochman, 2004, Huang et al, 2012). Estas
secuencias potencialmente pueden acumular mutaciones y hacer estos genes transcripcionalmente mas activos,
posiblemente para suplir la pérdida de funcién de un gen de funcién conocida (Bykov et al, 2020).

Por otro lado, se hizo un analisis de dos supuestos pseudo genes que se encontraron entre los 58 factores
transcripcionales analizados previamente, estos son: YgeK e Ynel (ver Figura 5). Cabe mencionar, que si bien, se tienen
anotados como pseudo genes, hay evidencia que demuestra que en ciertas condiciones se pueden expresar, por lo que
tienen los suficientes elementos para poder considerarse como genes, en otras palabras, si un gen no tiene los
elementos necesarios para ser un gen, este puede potencialmente tenerlos, sin embargo, esto no se muestra en los
analisis bioinformaticos tradicionales. La base de datos GenExpDB (2015,
https://genexpdb.okstate.edu/databases/genexpdb/), contiene evidencia de expresion de 216 experimentos de
expresion por microarreglos (véase Figura 5). En este mismo sentido, la literatura reporta que YgeK (Yamamoto, et aL,
2005) parece ser parte de un sistema de dos componentes (una proteina sensora de tipo histidin cinasa, haciendo pareja
con este factor transcripcional como un regulador de respuesta formando un sistema de transduccion de sefales del
cual se desconoce la sefial que lo activa. Lo mas interesante es que YgeK, es Gnico, porque carece del dominio receptor,
que suele contener el aminoacido aspartico que es altamente conservado en estos sistemas y que es fosforilado por la
histidin cinasa. Lo mas sorprendente es que dos histidin cinasas, BarA y UhpB, fueron capaces de fosforilar a Ygek, lo
que sugiere una fosforilacion novedosa distinta de la tipica, la cual es una transferencia del grupo fosfato de una
histidina a un aspartico.
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Figura 5. Perfiles de expresion de los dos factores transcripcionales de funcién desconocida anotados como pseudo genes. Se
empled la base de datos GenExpDB (https://genexpdb.okstate.edu/databases/genexpdb/) para verificar su perfil de expresion. Se

muestran los datos para estos dos genes de 216 experimentos de expresion por microarreglos. El heatmap muestra desde
represion (-3) hasta sobre expresion (3).

Con la finalidad de observar que dominios de los diferentes factores de transcripcién permanecian conservados entre
si. Primero se utilizd el un arbol filogenético guia o guide tree obtenido del alineamiento de las 58 secuencias (llevado
a cabo con la herramienta MUSCLE que cuenta con un acceso libre a través de internet (Edgar, 2004) para obtener 13
diferentes grupos de comparacion (siguiendo el criterio de similitud en la secuencia entre los factores) y evitando el
sesgo con la secuencia del dominio de unién a DNA (ver Figura 6) Con los grupos formados se llevé a cabo un analisis
de alineamiento estructural de estos mediante el uso de la herramienta RaptorX (Wang, et al, 2013; Wang et aL, 2011)
en los que se comparo los factores de cada grupo, con el ancestro en comdn.

Los resultados arrojados mostraron la presencia de una porcidn continua y conservada de un dominio en comdn entre
los factores y el ancestro en comun. EL grupo 1 mostro ser el mas conservado y tener un dominio mayor en comun
con el ancestro; el grupo 2, 3,10, 11y 12 presentaron en especifico el dominio involucrado en la unién de DNA
presente en el ancestro; el grupo 4, 9 y 13 por su parte conservan un dominio con mayor similitud con el factor

transcripcional mas ancestral que cualquier otro grupo; finalmente el grupo 6 mostro ser el que presento menos
similitud con el ancestro en comun).
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Figura 6. 2 Anailisis filogenético y estructural de los 58 factores transcripcionales de funcion desconocida. En A) Guide tree
obtenido del proceso de alineamiento llevado a cabo con la herramienta MUSCLE, se observa a manera de recuadros de colores
y nimeros los diferentes grupos (en total 13) en los que se dividié para su analisis; en la parte superior del arbol se encuentra
encerrado con un circulo el ancestro en comun de los factores analizados. B) Resultados del andlisis de alineamiento estructural

(llevado a cabo con la herramienta RaptorX); se observa en cada imagen los dominios conservados entre los diferentes factores
comparados.
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El analisis general de las secuencias muestra rasgos de conservacion y con respecto a una secuencia mas ancestral,
esto aunado con la presencia de maltiples elementos asociados con eventos de transferencia horizontal y una clara
variacion en el contenido de G+C, hacen de estos factores candidatos a ser analizados con mas detalle para determinar
cémo y de dénde fueron transferidos. Para esto, se realizd con la ayuda de la herramienta GLAM2 se hizo un analisis
comparativo de estos 58 factores transcripcionales (ver Figura 7) con la final de encontrar los motivos estructurales
mas conservados entre estos. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de al menos una secuencia altamente
representada entre los 58 factores (ver panel A de la Figura 7), ademas, una parte de los factores transcripcionales
presentan esta secuencia sobrerrepresentada en el extremo animo terminal mientras que otras lo tienen cercana al
carboxilo terminal.

A

Figura 7. Analisis comparativo de los 58 factores transcripcionales de E. coli. Se hizo un analisis usando la herramienta GLAM2
(Frith et al., 2008) para descubrir motivos de secuencias mas representadas en los 58 factores transcripcionales (Panel A).
Posteriormente, se hizo un mapa fisico de estas secuencias mas representadas en todos los factores transcripcionales (Panel B)
y se muestran del amino al carboxilo terminal (MAST, et al., 1998).

pag. 7



OO0 000000000000 0ObO0OO0OO0ODO0ODOoOOoOOo

Volumen 10
XXVI Verano de la Ciencia
dela ISSN 2395-9797

www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

./A
XXVi S

Universidad de Guanajuato

Todos los factores transcripcionales se analizaron por STRING (Szklarczyk, et al, 2019). Con los resultados obtenidos
se deduce que a pesar de que estos genes no han sido caracterizados, pueden estar potencialmente relacionados a
las funciones que tienen sus parejas funcionales analizadas por STRING. Asimismo, se analiz6 si las parejas funcionales
aparecian dentro de la sintenia de los genes en cuestion, lo que arrojo dos resultados, si lo que se observa en STRING
correlaciona con los vecinos, entonces se propone que estos genes fueron transferidos juntos, es decir, una relacion
evolutiva; de no ser asi, fueron transferidos junto con esos genes de otros organismos, es decir, que a lo largo del
tiempo han ido ganando la funcion de regular genes del hospedero. Del analisis de los 58 factores transcripcionales,
solo 15 mostraron una correlacion con la sintenia y con al menos una de sus parejas funcionales, dichos resultados se
muestran en la Tabla 2.

Posibles parejas funcionales de los factores transcripcionales de funcién desconocida de E. coli

Factor Parejas funcionales* Funciones importantes **

YdjK, ydjE Proteina de transporte (supuesta, metabolitos de membrana interna)
YdjF Ydj) Proteina no caracterizada

YdiG Metilglioxal reductasa especifica de NADH
YfiE eamB Transporte (salida de cisteina/o-acetilserina)
YieP HsrA Transporte (tipo MFS)
YjiR Rsd Regulador (sigma D)
ViR YfjP Proteina no caracterizada
yfiQ Relacionado a fagos o profagos

YiaU yiaT Funcion estructural (Proteina de la membrana externa)
yael ygeH Proteina no caracterizada

yqeJ; ygeH Funcién desconocida
yfeD yfeC Funcién desconocida
yfeC yfeD Funcién desconocida (pspD proteina de choque de fagos)
ybdO ybdN Funcién desconocida
ybeF lipA; tatE (Lipoil sintasa; Proteina translocasa)
i ybhF, ybhG Funcion celular (Transportadz;ArEgn(igélzs Funcion estructural proteina

ybhS; YbhR Funcién desconocida
yafC yafE Metabolismo de la biotina
yeil rihB Funcién enzimatica (Ribonucleésido hidrolasa especifica de pirimidina)

, CUtA Resistencia a metales pesados

yjdc dsbD Proteina de intercambio de disulfuro
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Tabla 2. Se muestran las parejas funcionales predichas para los 58 factores transcripcionales analizados en este trabajo. En la
columna 1 se enlistan aquellos factores con parejas funcionales que ademas guardan sinténia. En la columna 2 se indican las
parejas funcionales mediante un analisis usando la herramienta STRING, asi como sus funciones importantes identificadas
(columna 3).

* Aquellos genes sinténicos de los factores transcripcionales en cuestidn se encuentran resaltados en color verde.

** Las funciones importantes estan ordenadas conforme a las parejas funcionales.

Discusion

El analisis a nivel gendémico es fundamental para comprender la relacion de la posicién de un geny sus niveles de
expresion. Recientemente, Scholz y colaboradores (2019) reportaron que el genoma de la bacteria modelo E. coli
presenta un “paisaje” de expresion de genes diferencial en todo el cromosoma. Mediante el uso de una estrategia de
integrar en puntos definidos del genoma secuencias reporteras, se logré determinar los niveles de expresion en todo
el genoma, ando un mapa muy definido que en la regién de 3.5 a 4 Mpb son las mas activas transcripcionalmente. La
region que comprende entre 0.5y 2.5 Mpb son las menos activas, que ademas se localizan varios profagos insertados,
junto con una alta densidad de factores transcripcionales de funcién desconocida (Figura 8).

Mapa fisico de posicion de los 58 factores de
transcripcion de funcién desconocida

Perfil de expresion*

mcos
I misc_feature
I GC Skewi+
I GC Skev:-

Figura 8. Los niveles de expresion en del genoma de E. coli no son homogéneos, hay zonas menos y mas activas. *Tomado y
modificado de Scholz et al., 2019.

El analisis hecho con la conservacion de secuencias mediante arboles filogenético y comparaciones estructurales de
los modelos hechos, los resultados sugieren que existe una conservacion en estos factores de transcripcion no
solamente a nivel de la familia de factores transcripcionales que se predice para cada uno de ellos pertenecen,
también presentan conservacion de otros elementos que los distinguen como son las secuencias
sobrerrepresentadas exclusivas para un grupo de estos factores transcripcionales de funcién desconocida, elementos
en el promotor que sugieren ser adquiridos por transferencia horizontal y una clara desviacién en el contenido de G+C
en a tercera posicion de cada coddn que los codifica sin variar de manera importante su indice de adaptacion de
codones (CAI). Estos resultados ayudan a entender el perfil de genes foraneos ya que algunas caracteristicas incluyen
cambios en el uso de codones y el porcentaje de contenido de G+C, asi como la presencia de elementos méviles
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como son las secuencias de insercion o secuencias repetidas o hot-spots como los sitios donde hay tRNAs (da Silva et
al, 2018, Germon et al, 2007)

Una evidencia cominmente asociada a movimiento de zonas de los genomas son las islas de patogenicidad, definidas
como el conjunto de genes necesarios para que un mMicroorganismo bacteriano se comporte como un patégeno
(Desvaux et al, 2020), siendo este tipo de analisis los mas usados para evaluar la movilidad genémica (Tassinari et a.,
2020). Sin embargo, poco se sabe de otros elementos mdviles, entre ellos, factores de transcripcion, que sean
adquiridos de manera independiente o en grupos mediante mecanismos de transferencia horizontal.

Si bien se tiene mucha informacion de los genomas de bacterias entéricas y se ha podido inferir muchas caracteristicas
de estos, especialmente su diversidad y dindmica (Lukjancenko et L, 2010, Dobrindt et 3/, 2010). Ademas, hay muchos
elementos que llaman la atencidn, como es diversidad en el tamafo de los genomas adn de la misma especie, por
ejemplo, la cepa BL21 muy usada en experimentos de expresion de proteinas recombinantes es el genoma de E. coli
mas pequefo encontrado, con tan solo 4.56 Mpb, el nUmero de genes, el tamafio de los genes y el tipo de secuencias
reguladoras (Lukjancenko et at, 2010).

Elanalisis de la micro diversidad en los genomas bacterianos, constituyen elementos para analizar la evolucion de genes
y genomas, mecanismos de transferencia horizontal y los mecanismos de diversidad tanto local como general de los
genomas (Touzain et al, 2010). Un ejemplo muy estudiado son los locus de genes que codifican para tRNAs y RNAs
pequenos (Germon et al, 2007, Sridhar y Rafi, 2007), siendo sitios de alta movilidad genémica. Los resultados
presentados en este trabajo sugieren que algunos elementos mas esenciales potencialmente son también centros de
diversidad genémica. EL analisis de sintenia, muestra diversidad en las cepas de E. colj, lo que es interesante ya que se
esperaria poca variacion entre ellas. Incluso muestran re-arreglos genémicos.

El analisis de las secuencias promotoras sugiere que estos genes potencialmente son silenciados en la mayoria de las
condiciones mediante H-NS, dada la riqueza de las secuencias en A+T (Lang et al, 2007). Sin embargo, se requiere
analizar a mas detalle los perfiles de expresion reportados en GenExpDB para evaluar y correlacionar las condiciones
experimentales reportadas en todos los experimentos de microarreglos el comportamiento de los 58 factores de
transcripcion analizados en este trabajo.

Recientemente se ha demostrado que la comparacion de varias cepas y especies del género Escherichia usando
métodos genéticos permite encontrar nueva esencialidad de genes, es decir, aquellos que en ciertas condiciones de
crecimiento son requeridos (Rousset et al, 2021). En este trabajo se ha demostrado que para que un gen sea esencial
se requiere de otros elementos como es el efecto epistatico de elementos moviles e incluso pueden activar que
algunos genes sean esenciales cuando normalmente no lo son. Una posible expansion a este trabajo sera evaluar el
comportamiento de estos 58 factores transcripcionales en mas cepas de E. coli y saber qué efecto tiene la pérdida de
algunos de estos en condiciones diversas de crecimiento.

Una de las metas modernas de la biologia es la reduccién de genomas de organismos modelo, con el fin de tener
fabricas de metabolitos de interés biomédico. Reducir el genoma de E. coli ha implicado numerosos retos, el principal
es la caida en su capacidad reproductiva, junto con otros problemas de estabilidad gendmica (Kurokawa y Ying, 2019).
Aun asi, el conocimiento de la funcion de mas genes y su procedencia, permitiria coadyuvar con el disefio de células
minimas. Un ejemplo es el factor transcripcional ygbl esta ausente en la cepa con genoma sintético minimo MS56
(genoma de 1.1 Mbp), de manera espontanea, en experimentos de evolucién adaptativa en laboratorio o ALE (por sus
siglas en inglés), eliminé un fragmento de 21 Kb después de 352 generaciones, lo que le permite recuperar su
crecimiento normal debido a la pérdida de rpoS y mutS, en la misma region genémica (Choe etl al,, 2019). Por tanto,
entre mas informacion se tenga del origen y posible funcion de genes, se pude disefiar mejores estrategias para generar
genomas reducidos.

A manera de conclusiéon, aun existiendo métodos automatizados para analizar la literatura publicada para obtener
datos mas robustos sobre los factores de transcripcion (Méndez-Cruz et al, 2020), se requieren de métodos
cuidadosos y vigilados por humanos para evaluar nuevas propiedades en las secuencias de proteinas aln ya reportadas
y anotadas. Este trabajo es un ejemplo de como se pueden encontrar nuevos aspectos en secuencias ya reportadas y
que presentan caracteristicas relevantes y se tiene suficiente evidencia para poder decir que la mayoria de los 58
factores transcripcionales tienen un origen reciente en el genoma de E. coliy potencialmente se han ido adaptando a
ser funcionales en este organismo.

Finalmente, es una posibilidad que algunos de estos factores transcripcionales tengan una funcién que no ha sido
caracterizada ya que existen ejemplos de factores transcripcionales adquiridos de manera horizontal y que tienen una
funcién especial, tal es el caso del regulador GmrA en E. coli 0157:H7, una cepa patégena que contiene este regulador
y controla la expresion de los genes flagelares (Yang et al, 2018).
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