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RESUMEN

En su habitat natural, la bacteria del suelo Bacillus subtilis a menudo tiene que
responder a estrés osmoético, deficiencia de nutrientes y estrés oxidativo. Al agotarse
los nutrientes, esta bacteria genera endosporas que germinan para formar células
vegetativas cuando los nutrientes vuelven a estar disponibles. En este sentido, los
mecanismos moleculares de acumulacion de tRNAs durante la esporulacion son una
prioridad, ya que desempefian un papel esencial en la decodificacion de la
informacion genética en el mMRNA durante la sintesis de proteinas en la germinacion
de esporas y el crecimiento. La expresion génica se ha analizado previamente
durante la germinacion y el crecimiento. Sin embargo, no se ha estudiado
ampliamente el procesamiento de los tRNAs bajo estrés por sal y estrés oxidativo.
Para obtener mas informacion sobre el procesamiento del tRNA bajo una perspectiva
de secuenciacion global, en este trabajo se analizaron tres transcriptomas de Bacillus
subtilis disponibles en bases de datos para averiguar qué metodologia de extraccion,
purificacion y secuenciacion de RNA permite el andlisis del tRNA y en particular de
aquellos tRNAs de copia Unica en el genoma, por.ejemplo el tRNA®YS, En este trabajo,
se analizaron tres bases de datos de transcriptomas bajo condiciones experimentales
y de secuenciacion diferente, se encontré6 que solamente aquella secuenciada a
través de la plataforma lon Torrent, logramos obtener un andlisis del tRNA®S y, no
asi con las metodologias de lllumina'y el protocolo DM-tRNA-seq. Por lo tanto
concluimos que los protocolos disponibles para el analisis de RNA tienen
limitaciones, por lo que la recuperacion y obtencion de secuencias es diferente en
cada una. Debido a esto, es importante entonces la evaluaciéon previa de métodos
gue permitan la deteccién y analisis fino de las moléculas de tRNA a estudiar para
evitar sesgos. Con los resultados anteriores, se establecieron condiciones de estrés
oxidativo en la germinacion de endosporas de Bacillus subtilis PY79 expuestas a
diferentes concentraciones de HgClz. Los resultados muestran un efecto negativo en
el crecimiento a tal concentracion por lo que nos permitié generar condiciones de
cultivo para que en posteriores investigaciones se analice la expresion del tRNA.

Palabras clave: estrés ambiental, endosporas de Bacillus subtilis, procesamiento de
tRNA®YS, RNA-seq.

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados
durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles
necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales
investigaciones futuras.

Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el cual se declard y dio
reconocimiento a cualquier colaboracion o cita textual presentadas en el documento.
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ABSTRACT

In its natural habitat, the soil bacterium Bacillus subtilis often has to respond to
osmotic stress, nutrient deficiencies, and oxidative stress. As nutrients are depleted,
these bacteria generate endospores that germinate to form vegetative cells when
nutrients are available again. In this sense, the molecular mechanisms. of
accumulation of tRNAs during sporulation are a priority, since they play an essential
role in the decoding of genetic information in the mRNA during protein synthesis in
spore germination and growth. Gene expression has been previously analyzed during
germination and growth. However, the processing of tRNAs under salt stress and
oxidative stress has not been extensively studied. To obtain more information about
tRNA processing from a global sequencing perspective, in this work three Bacillus
subtilis transcriptomes available in databases were analyzed to find out which RNA
extraction, purification and sequencing methodology allows tRNA analysis and in
particular of those single copy tRNAs in the genome, for example the tRNA®YS, In this
work, three transcriptome databases were analyzed under different experimental and
sequencing conditions, it was found that only the one sequenced through the lon
Torrent platform, we were able to obtain an analysis of the tRNA®Ys and, not with the
methodologies of lllumina and the DM-tRNA-seq protocol. Therefore, we conclude
that the protocols available for RNA analysis have limitations, so that the retrieval and
obtaining of sequences is different in each one. Due to this, it is important then the
prior evaluation of methods that allow the detection and fine analysis of the tRNA
molecules to be studied to avoid bias. With the above results, oxidative stress
conditions were established in the germination of Bacillus subtilis PY79 endospores
exposed to different concentrations of HgCl.. The results show a negative effect on
growth at such a concentration, which allowed us to generate culture conditions so
that the expression of tRNA can be analyzed in subsequent investigations.

Keywords: environmental stress, Bacillus subtilis endospores, tRNA®YS processing,
RNA-seq.
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1 INTRODUCCION

La traduccion de la informacién del mMRNA en proteinas es un paso central
durante la expresion genética. Esta informacion genética codificada por 61
diferentes tripletes de nucledtidos llamados codones, es leida por el RNA de
transferencia (tRNA) (Novoa and Ribas de Pouplana, 2012). La principal funcion de
los tRNASs es llevar los amino&cidos correspondientes al ribosoma para facilitar la
sintesis de proteinas, el cual es un proceso universal en todos los organismos (Elliott
and Ladomery, 2016; Kubyshkin et al., 2018). Para garantizar la sintesis de
proteinas y la homeostasis celular efectivas, es importante conservar la integridad
estructural y funcional de los tRNAs (Bloom-Ackermann et al., 2014; Gingold and
Pilpel, 2011). Sin embargo, se ha observado que condiciones adversas como el
estrés oxidativo y el estrés osmoético por-altas concentraciones de sal, afectan los
procesos bioldgicos celulares como consecuencia de la alteracion de biomoléculas
como lipidos, proteinas, DNA y RNA (Rana, 2008; Sies, 2015; Sies et al., 2017;
Valko et al., 2005) .

El procesamiento del tRNA juega un papel importante y es un componente
del metabolismo del RNA en todos los organismos (Elliott y Ladomery, 2016). En
bacterias, hay suficiente evidencia que demuestra que los cambios en la renovacién
del RNA tienen un papel esencial en la adaptacion al estrés (Anderson y Dunman,
2009; Shepherd e Ibba, 2015). Los tRNAs se sintetizan como precursores que se
someten a modificaciones postranscripcionales, como el procesamiento del extremo
5"y 3, la adicién de la secuencia 3"-CCA terminal y la edicién de nucleétidos para
generar un tRNA maduro y listo para la aminoacilacion (Li and Deutscher, 1996;
Pellegrini et al., 2003; Schirer et al., 2001). Al final de su vida util, el tRNA es
degradado por una maquinaria compuesta por RNasas (Shepherd and Ibba, 2015).
Cualquier defecto en este proceso, por ejemplo, la acumulacion de tRNAs

inmaduros o defectuosos, podria tener un efecto deletéreo en las células. El



procesamiento de RNA defectuoso a través del control de calidad, es imprescindible

en el metabolismo de todas las células (Cairrédo et al., 2033; Li et al., 2002).

Las reacciones redox son esenciales en los procesos metabdlicos de las
células. Sin embargo, cuando hay demasiada exposicion a altas concentraciones
de especies reactivas de oxigeno, pueden verse afectadas diversas rutas
bioguimicas vy fisioldgicas, alterando asi la homeostasis celular (Lushchak, 2014;
Sies et al., 2017). Una cantidad creciente de evidencia ha demostrado el deterioro
de las biomoléculas como resultado de la capacidad de metales pesados, como el
mercurio (Hg), para inducir estrés oxidativo en las células (Valko et al., 2005). En el
ambiente, los organismos estan expuestos a diversas especies quimicas de
mercurio de diferente toxicidad (Clarkson et al., 2003; Genchi et al., 2017; Holmes
et al., 2009). Los efectos biolégicos adversos de los iones de mercurio estan
relacionados con su afinidad por los residuos de cisteina que contienen grupos tiol
en las proteinas y tioles de bajo peso molecular con capacidad antioxidante (Allocati
et al., 2009; Ezraty et al., 2017). Hay pruebas de varios sistemas procariotas que
indican un efecto del mercurio. en el metabolismo del RNA. Por ejemplo, en
Escherichia coli, concentraciones bajas de HgClz inducen la degradacion del RNA
en células en crecimiento exponencial (Beppu and Arima, 1969), aunque no se
determinaron los mecanismos exactos involucrados en esa induccion. En la arquea
Sulfolobus solfataricus, la toxicidad del mercurio se debe a la inactivacion de TFB-

1 como consecuencia de la inhibicién de la transcripcion (Dixit et al., 2004).

La posibilidad de que el mercurio afecte el metabolismo del tRNA en las
células bacterianas se ha investigado previamente. En Cruz-Hernandez et al. 2013
dicha posibilidad se investig6 en Bacillus subtilis durante el crecimiento exponencial
utilizando cultivos de tipo salvaje y varias cepas deficientes en RNasas (pnp, rnry
pnp rnr). Observaron un nivel bajo de acumulacién de especies cortas de tRNA®Ys
en la cepa de tipo silvestre, pero un nivel mucho mas alto en la cepa deficiente en
PNPasa. Estos resultados sugieren sensibilidad del metabolismo del tRNA®Ys a

mercurio y participacion esencial de PNPasa y RNasa R en el control de calidad



bajo estrés. Aqui se utilizé el andlisis de Northern blot, por lo que no fue posible
determinar un perfil global completo del mecanismo molecular del procesamiento
de los tRNAs en estas condiciones. Es por lo anterior que es necesario el uso de
nuevas metodologias para analizar de manera global cada molécula e isoaceptor
de tRNAy la expresion diferencial de RNasas y otros genes relacionados con estrés

oxidativo.

Por otra parte, se han reportado algunos eventos de resistencia a metales
pesados en Bacillus subtilis, ademas de procesos de reparacion de los sistemas
edicidon y control de calidad en los tRNAs, pero sus sistemas moleculares ain no se
comprenden bien (Barkay et al., 2003; Jarostawiecka and Piotrowska-Seget, 2014;
Lu et al.,, 2016). Aunque se conoce que los metales pesados y sus especies
guimicas son sustancias sumamente toxicas, sus mecanismos de accion aun se

encuentran en discusion y deben ser detenidamente estudiados.

La comparacién con el genoma de referencia nos permitird analizar los
perfiles de tRNAs que se estén generando en condiciones de estrés oxidativo
causado por mercurio (Kunst, 1997). Es por lo anterior, que la bacteria Bacillus
subtilis resulta ser un buen modelo de estudio para generar, por secuenciacion
masiva, diferentes transcriptomas con tecnologias de ultima generacion y el analisis
de datos con el uso de bioinformética para entender procesos de manera global y
visualizar el metabolismo del tRNA en condiciones de estrés oxidativo inducido. En
este sentido es importante evaluar el protocolo de extraccion, purificacion y
secuenciacion de RNA, ya que se sabe que las diferentes metodologias de
recuperacion y secuenciaciéon de RNA muestran resultados diferentes. En el caso
del tRNA, la secuenciacion a través de métodos estandar no ha sido posible. Las
caracteristicas quimicas y estructurales de los tRNAs dificultan su secuenciacion.
Algunas técnicas de secuenciacion de tRNA estan disponibles, pero, todas ellas

tienen limitaciones.



2 ANTECEDENTES

2.1 RNA de transferencia

El RNA de transferencia (tRNA), también conocido como adaptadores o
aminoacil-tRNA, son moléculas pequefias de RNA no codificante y son las
encargadas de transferir amino&cidos en la sintesis de proteinas. Desde la década
de los 50°s, estudios diversos se han realizado para conocer su biosintesis,
estructura y funciones por lo que son las moléculas de RNA mejor caracterizadas
(Shepherd e Ibba, 2015). Estan distribuidos universalmente en los tres dominios de
la vida, por lo que existen al menos 60 tRNAs especificos en bacterias y de 100 a
110 en células de eucariotas (Elliott and Ladomery, 2016; Fujishima and Kanai,
2014). Los tRNAs son moléculas cortas, estan constituidas por 73 a 95
ribonucledtidos que exhiben una estructura casi idéntica en procariotas y eucariotas,
y en ambos tipos de organismos se transcriben como largos precursores que se
modifican postranscripcionalmente para dar lugar a moléculas de tRNA funcionales
(Elliott y Ladomery, 2016; Krebs et al., 2009).

2.1.1 Estructura secundaria y terciaria

Generalmente, los tRNAs tienen estructuras secundarias y terciarias
comunes. La estructura secundaria de los tRNAs se representa en forma de una
hoja de trébol (cloverleaf) que se encuentra conformada en dos dimensiones (Figura
la), mientras que la estructura terciaria se observa como una estructura plegada
tridimensionalmente en forma de L invertida, exhibiendo la forma real del tRNA
(Figura 1b y Figura 2) (Vére et al., 2017). En la estructura de hoja de trébol se
observa un apareo de bases complementarias que forman tallos (stems) que

finalmente terminan en loops de cadena simple. Estas estructuras stems-loops son



llamadas brazos del tRNA (Alberts et al., 2014; Elliott and Ladomery, 2016; Krebs
et al., 2009; Vare et al., 2017).

En ambas representaciones se pueden reconocer cinco regiones
principales: 1) el sitio anticodon, 2) brazo D, 3) brazo TyC, 4) loop variable y 5) el
brazo aceptor de amino&cidos. Todos estos sitios llevan a cabo una funcion
especifica en el ribosoma. Sin embrago, el sitio anticodon y el brazo aceptor son
esenciales en la lectura del codigo genético y construccion de proteinas, por lo que
mantener su integridad estructural y funcional es importante (Krebs et al., 2009;
Lorenz et al., 2017; Véare et al., 2017) .

a A 3’ b
C
s &
o-0
8:8 Aceptor de AA Minihélice TyC-aceptor AA
L 37
§:§ Brazo TyC
— S ©00000°% )
o 0000° 00006, 0 5
®
° ..oooo.. od é%) :
Brazo D 3_: Loop variable 2
£
@ o S
e O
&?j Anticodén
Anticodon

Figura 1. Estructura general de los tRNAs. En la figura a, se muestra la estructura
secundaria representada como una hoja de trébol. En la figura b, se observa el
esquema tridimensional en forma de L invertida. Todos los tRNAs estan
conformados por cinco regiones: 1) el sitio anticodén, 2) brazo D, 3) brazo TyC, 4)

loop variable y 5) el brazo aceptor. Tomado y modificado de Schimmel, 2018.



El brazo aceptor consiste en un tallo de doble cadena con una terminacién
de la secuencia CCA no apareada con un grupo -OH libre donde se puede unir un
aminoacido en el extremo 3" (Figura 1 a). El brazo TyC es llamado asi debido a la
presencia de este triplete, donde el simbolo y representa pseudouridina, una base
modificada (Lorenz et al., 2017; Schimmel, 2018). El brazo anticodon siempre
contiene el triplete codificante situado en el centro del loop, y es el encargado de
leer el cédigo del mRNA. EL brazo D es llamado asi porque contiene dihidrouridina,
otra base modificada en los tRNAs. El loop variable es llamado asi por su variacion
en cuanto al numero de bases que esta conformado, que va de 3 a 21 bases en
longitud (Alberts et al., 2014; Schimmel, 2018).

El apareo entre las bases es lo que mantiene la estructura secundaria
mostrada en la Figura 1 a. Generalmente en los tRNAs, se encuentran apareos
entre bases de A-U y G-C (tipo de complementariedad Watson y Crick), pero,
ocasionalmente también se pueden encontrar G-U, G-y 0 A-y (no Watson y Crick),
ademas de otras bases modificadas como inosina (I), formada a partir de la
desaminacion de la guanina (Krebs et al., 2009; Lorenz et al., 2017; Novoa et al.,
2012).

Figura 2. Estructura terciaria del tRNA. Esta estructura es similar en todos los

tRNAs, en este caso, se muestra el arreglo molecular de la estructura terciaria del



RNA de transferencia de fenilalanina (tRNAP"™). Como se puede apreciar, la
estructura secundaria de hoja de trébol (Figura 1 a) da como resultado un
plegamiento complejo tridimensional de la molécula. El sitio de union de
aminoacidos en el extremo 3'y el sitio anticoddn se observan en los dos extremos
de la L. Tomado y modificado de Alberts et al., 2014.

Estos tipos de bases adicionales son menos estables que las bases
regulares, pero aun asi permiten la formacion de estructuras terciarias en los tRNAs.
Analisis comparativos en la secuencia de ribonuclettidos de los tRNAs, han
encontrado algunas posiciones que son invariantes (o conservadas); generalmente
la misma base es encontrada en esa posicion. Algunas otras posiciones han sido
descritas como semi-invariantes (o semiconservadas) porque estan restringidas a
un tipo base (purina o pirimidina), pero cualquier base de un tipo puede estar
presente (El Yacoubi et al., 2012).
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Figura 3. Modificaciones conocidas en tRNAs de bacterias. Las abreviaciones de
grupos incluyen m-, c-, n-, o-, t-, i-, k-, r- y s- que representan a metil, carbono,
amino, oxi, treonina, isopentil, lisina, ribosa y grupos tiol respectivamente. Otras
abreviaciones son acp: 3-amino-3-carboxipropil, D: dihidrouridina, I: inosina, w:
pseudouridina, Q: queuosina. Las otras letras mayusculas se refieren a las bases
urcilo, citosina, guanina y adenina. El indice y el exponente indican el nimero y la
posicion de la sustitucién, por ejemplo: 6-dimetiladenosina esta representado como
mb2A. Modificado de Shepher e Ibba, 2015.

En los tres dominios de la vida se conoce una gran diversidad quimica en
las moléculas de tRNA, esto debido a aquellas modificaciones que tienen lugar
después de la transcripcion (El Yacoubi et al., 2012; Shepherd e Ibba, 2015). Hasta
ahora se han descrito mas de 150 modificaciones quimicas, las cuales generan
derivados de los cuatro nucledsidos comunes, adenosina, guanosina, citidina y
uridina (Figura 3). Como se puede observar, generalmente en las posiciones 34y

37 existe una gran frecuencia y diversidad de modificaciones.

Trabajos como el de Bjork et al., 1987 y posteriores, han demostrado que si
bien las modificaciones de los tRNAs tienen un papel principal en el mantenimiento
de la eficiencia'y la fidelidad de la traduccion (modificaciones del 3" y posicion 37),
su importancia generalmente se subestima, y es que también pueden asumir un
papel regulador mucho mas global dentro de la célula al proporcionar conexiones
entre la sintesis de proteinas, el metabolismo y las vias de respuesta al estrés
(Bjork, 1995; Bjork et al., 1987).

2.1.2 Importancia y funciones de los tRNAs

Clasicamente, la funciéon conocida asociada a los tRNAs es la de transferir

la informacion genética codificada en el mMRNA para la sintesis de proteinas a través



del acarreo diferencial de aminoacidos. Sin embargo, la investigacion realizada en
los dltimos afios da una fuerte evidencia de la existencia de una gran diversidad
funcional de los tRNAs, no solamente la que esta involucrada en el proceso de
traduccion. Los tRNAs estan relacionados también con eventos de inhibicién
apoptotica via complejacion del citocromo c (Lee et al., 2009; Raina e Ibba, 2014).
También pueden participar en la adicion de aminoacidos a lipidos de membrana;
pueden ser parte de los blancos para algunos antibidticos o también estar
relacionados con su biosintesis (Banerjee et al., 2010; Raina .e lbba, 2014;
Schimmel, 2018). Las bacterias tienen diversos mecanismos para resistir la accion
antibidtica y la resistencia a los antibidticos es un desafio cada vez mayor en el
tratamiento clinico. La aminoacilacion de los lipidos bacterianos de la membrana
externa que dependiente de tRNAs, confiere.mayor virulencia y resistencia a los

péptidos antimicrobianos catidénicos (O"Donoghue et al., 2018).

Bajo estrés, algunos tRNAs se dividen en mitades creando moléculas con
funcion de sefalizaciéon (Nawrot et al., 2011; Schimmel, 2018), mientras que los
fragmentos derivados de tRNAs mas cortos pueden funcionar como miRNAs (Lee
et al., 2009; Yeung et al., 2009). Ademas, se han identificado diversas
modificaciones de nucleésidos de los tRNAs que juegan un papel importante en la
regulacion de la expresion genética (Duechler et al., 2016). De acuerdo con las
bases de datos de modificaciones de RNA, Modomics, http://modomics.genesilico.pl
y The RNA Institute Database http://mods.rna.albany.edu, se conocen méas de 150
tipos diferentes de modificaciones en DNA y RNA, de las cuales méas de 90 han sido
encontradas en tRNAs. Siendo estas moléculas las que mas nucledsidos

modificados contienen.

Son diversas las funciones que desempefian estas modificaciones
nucleosidicas. En efecto, se requieren ciertas modificaciones especificas para la
estabilizacion de la estructura terciaria de los tRNAs, lo que influye en la tasa de
aminoacilacion. También se sabe que otras modificaciones participan en las

funciones reguladoras de los tRNAs. Se ha demostrado que estas modificaciones



controlan la escision de las propias moléculas de tRNA (Blanco et al., 2014; Klassen
et al., 2008; Saikia et al., 2012a; Schaefer et al., 2010). Es importante destacar que
algunas modificaciones muestran cambios dinamicos provocados, por ejemplo, por
etapas en los ritmos circadianos, en la progresion del ciclo celular o por factores

ambientales como la nutricion o el estrés (Zhou et al., 2013).

Si bien, son multiples las funciones que realizan los tRNAs completos y sus
modificaciones quimicas que tienen lugar sus nucledsidos. Sin embargo, se han
reportado también diversas funciones en los fragmentos de tRNA como
mecanismos de respuesta a estrés. Se sabe que ciertas condiciones de estrés
inducen la fragmentacion de moléculas de tRNA a través de cortes en el sitio
anticodén (Kirchner e Ignatova, 2015). En células'de mamiferos, la angiogenina,
una ribonucleasa, es quien cumple esta funcion (Fu et al., 2009). Bajo estrés, esta
enzima es liberada al citoplasma de las células y hace cortes reversibles en los
extremos 3"-CCA de los tRNAs, por lo que se inhabilitan para ser usados en la
traduccion (Czech et al., 2013). Otro corte se realiza en el sitio anticodoén, el cual
crea mitades de tRNA e induce la formacion de granulos de estrés, donde los MRNA
gue no son necesarios para la respuesta al estrés son entonces capturados e
inactivados (Emera et al., 2010; Schimmel, 2018).

En bacterias y levaduras, esta fragmentacion del sitio anticodén es utilizada
como un mecanismo de defensa para inhibir organismos competidores. Estos
eventos de fragmentacion son llevados a cabo por nucleasas especificas para
tRNA, incluidas algunas toxinas bacterianas como Colicin E5, Colicin D y PrrC. En
levaduras se han identificado toxinas como Zymocin y PaT que participan en estos

procesos de corte (Meineke et al., 2011; Saxena et al., 2002; Tomita et al., 2000).

2.1.3 tRNAs como adaptadores en la sintesis de proteinas
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El RNA mensajero (mMRNA) puede ser distinguido del aparato responsable
para su traduccion por el uso in vitro libre de sistemas celulares para sintetizar
proteinas. Un sistema de sintesis proteica de un tipo celular puede traducir el mMRNA
de otro, demostrando asi que el codigo genético y el aparato de traduccion son
universales (Barciszewska et al., 2016). El cédigo genético escrito en el DNA se
transcribe en el MRNA a través de un lenguaje que consta de tres nucleétidos
(coddn), el cual es leido y traducido en una cadena polipeptidica en los ribosomas.
Existen 64 codones posibles (cuatro bases tomadas de tres en tres, 43) (Banerjee
et al., 2010; Li y Zhou, 2009; Raina e Ibba, 2014; Wilusz, 2015).

Una de las caracteristicas mas importantes del codigo genético es que
muchos aminoacidos estan codificados por mas-de un-codoén cada uno. En estos
casos no existe una correspondencia uno a uno entre el aminoacido y el codén
(Alberts et al., 2014; Kubyshkin et al., 2018). En consecuencia, el saber donde se
encuentra situado un aminoécido-. determinado, no significa conocer
autométicamente el codén correspondiente. Por esta razén se sabe que el cédigo

genético es un codigo degenerado (Alberts et al., 2014; Kapp y Lorsch, 2004).

Cada triplete nucleotidico en el mMRNA corresponde a un aminoécido. Sin
embargo, de la incongruencia de estructura entre el trinucleétido y el aminoacido
surge la pregunta de cémo cada codon se corresponde con su aminodcido
particular. La respuesta es el adaptador, el tRNA, que funciona como intermediario
entre condén y aminoacido. Un tRNA tiene dos propiedades cruciales, representa a
un solo amino&cido (que es unido covalentemente) y, este contiene una secuencia
trinucleétido, el anticodén, que es complementario al codon que representa ese
aminoacido (Figura 4). El anticoddén permite al tRNA reconocer el codén
correspondiente a traves del apareo de bases complementarias (Kapp y Lorsch,
2004; Krebs et al., 2018; Wang et al., 2006).

Si se tratara siempre del apareamiento estandar de A con Uy G con C,
existiria al menos un tRNA para cada codon. En algunos casos sucede asi, por

ejemplo, hay seis tRNAs diferentes en Escherichia coli que transportan leucina, uno
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por cada codén (Wang et al., 2006). Por otra parte, algunos tRNAs pueden
reconocer mas de un codoén. Por ejemplo, aunque hay dos codones de lisina en
Escherichia coli, existe solo un lisil-tRNA cuyo anticodon puede aparearse con AAA
y AAG. En estos casos especiales, las moléculas de tRNA forman pares de bases
estandar solo en las dos primeras posiciones del codon, y toleran el apareamiento
irregular en la tercera posicion (complementariedad no Watson y Crick). Este evento
es conocido como balanceo (Hopper y Phizicky, 2003; Krebs et al., 2018; Wang et
al., 2006).

Cadena polipeptidica
en crecimiento

- Aminoacido

Figura 4. Proceso de sintesis de proteinas. El proceso de sintesis de proteinas
traduce los codones (tripletes de nucleétidos) del mRNA del codigo de los 20
aminoacidos esenciales que construyen las cadena de polipéptidos de las
proteinas, a través de los adaptadores biolégicos, los tRNAs. El proceso de
traduccion del mRNA comienza en su extremo 5 y concluye en el extremo 3". A lo
largo del proceso, la cadena polipeptidica se sintetiza desde su extremo amino-
terminal a su carboxilo-terminal. Tomado y modificado de Krebs et al., 2018.
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Existe al menos un tRNA (pero usualmente mas) para cada aminoacido. Un
tRNA es nombrado utilizando una abreviacién que consta de tres letras a manera
de superindice. Si hay mas de un tRNA para el mismo aminoécido, se usan niumeros
en subindices para distinguirlos. Asi dos tRNAs para tirosina (tyrosine) podrian ser
escritos como tRNA1™Y"y tRNA2™Y" (Alberts et al., 2014, Elliott and Ladomery, 2016;
Krebs et al., 2018).

Cuando un tRNA es cargado con el aminoacido correspondiente a su
secuencia anticodon, éste es llamado aminoacil-tRNA (Giegé y Springer, 2016; Ibba
y Soll, 2000). El aminoacido es unido por un enlace éster en su grupo carboxilo al
grupo hidroxilo 2°o0 3"de la ribosa de la base ubicada en la region 3"del tRNA, que
es siempre un residuo de adenina perteneciente a la secuencia CCA (Figura 5).
Este proceso de carga es catalizado por una clase especifica de enzimas llamadas
aminoacil-tRNA sintetasas, de las cueles existen al menos 20. Cada enzima puede
reconocer un aminoécido unico (Ho et al., 2018; Kapp y Lorsch, 2004).

El reconocimiento del tRNA correcto por parte de una aminoacil-tRNA
sintetasa implica contactos especificos entre regiones clave del tRNA y la sintetasa.
El anticoddn del tRNAjuega un papel esencial en el reconocimiento por parte de la
enzima (Giegé, 2006). Sin embargo, se han realizado estudios de unién entre tRNAs
y aminoacil-tRNA sintetasas, donde se cambiaron por mutacion bases especificas
en el tRNA, y se ha observado que solo algunos nucle6tidos fundamentales,
ademas del anticodon, estan implicados en el reconocimiento. Estos otros
nucledtidos clave forman parte del brazo aceptor de la molécula de tRNA (Figura 1)
(Giegé, 2006; Ho et al., 2018).

La reaccién especifica entre un aminoacido y su tRNA comienza con la
activacion del aminoacido por reaccion con ATP, cuyos productos son aminoacil-
AMP + P-P (Figura 5). Generalmente, intermediario aminoacil-AMP formado
permanece unido a la enzima hasta que se produce el choque con la molécula de

tRNA adecuada. Entonces el aminoacido activado se une al tRNA para formar un
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tRNA cargado, dando como productos aminoacil-tRNA + AMP. Tras la activacion y
la carga, el aminoacil-tRNA es liberado de la enzima y viaja al ribosoma donde se
sintetiza el polipéptido (Ibba y Sdll, 2000; Pang et al., 2014b).

( (8] 0 0
H | ~ ~ !—J' u Adenina
R—f—C=0" “0—h—0—4—0—F—0—CH, ,
4:—4;' o o o I,
Aminoacido lY ATP How ot
0 0
H |l Il Adenina
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Figura 5. Reacciones de aminoacilacién de tRNAs. La aminoacilacion de los tRNAs
se lleva a cabo en dos etapas. La primera etapa es la formaciéon de un aminoacil
adenilato, el aminoacil-AMP, el cual se queda unido en el sitio activo de la enzima.
En la segunda etapa, el grupo aminoacil es trasferido al tRNA para formar un

aminoacil-tRNA. Tomado y modificado de https://www.wikipathways.org/.

2.2 Metabolismo del tRNA en bacterias

Antes de que se produzca un reconocimiento preciso por parte de la
aminoacil-tRNA sintetasa y otros componentes de la maquinaria de sintesis de
proteinas, cada tRNA debe someterse primero a un proceso de maduracion
especifico. La maduracion asegura que la integridad estructural y la composicion de
la molécula final de tRNA conduzcan a su funcionamiento exacto. En todos los

reinos de la vida, la maduracion de los precursores de tRNA se compone de
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multiples pasos. Antes de la aminoacilacion del extremo 3" por la aminoacil-tRNA
sintetasa, cada transcrito precursor de tRNA sintetizado debe procesarse
eficientemente en los extremos 5 y 3°, en la mayoria de los casos, por
modificaciones adicionales en residuos especificos dentro de su estructura (Alberts
et al., 2014, Elliott and Ladomery, 2016; Krebs et al., 2009).

2.2.1 Estructura de los genes de tRNA

En bacterias, los genes que codifican para tRNAs son frecuentemente
encontrados en clusters en el cromosoma, y también es comun la presencia de
multiples copias de estos genes. Hasta ahora, se han descrito tres diferentes
unidades de transcripcion codificantes para tRNAs (Figura 6), abarcando esos que
solamente contienen genes de tRNA, los que contienen genes de tRNA y estan
relacionados con operones de RNA ribosomal (rRNA) y operones de tRNA que
también incluyen genes que codifican proteinas especificas, tales como factores de
elongacion Tu (EF-Tu), entre otras (Toh et al., 2009). Estas estructuras genéticas
permiten la transcripcion de un tRNA de un solo promotor en precursores que son
tipicamente mas largos que la molécula madura final. En términos estructurales, los
genes para tRNAs son a menudo pequefios, que van de 75 a 90 pares de bases en
longitud. En general, sus secuencias de nucleétidos varian significativamente entre
cada gen de tRNA pero siempre hay cuatro o cinco repeticiones invertidas que son
responsables de la formacion de los elementos del stems-loop que se encuentran
dentro de cada estructura de hoja de trébol (Figura 1). En bacterias, incluyendo
Escherichia coli, los genes para tRNAs a menudo tienen codificada la secuencia
CCA del extremo 3" (Blattner et al., 1997; Hartmann et al., 2009; Schdrer et al.,
2001). Mientras que la mayor parte de genes de tRNASs en sistemas eucariotas, este
requerimiento esencial, es afladido a la molécula postranscripcionalmente (Schurer
et al., 2001; Shepherd e Ibba, 2015).
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La mayoria los genes de tRNAs bacterianos codifican una secuencia
ininterrumpida, es decir, no contienen intrones (Hartmann et al., 2009; Hopper y
Phizicky, 2003; Li, 2007; Muralitharan y Thajuddin, 2008). En eucariotas y arqueas,
los intrones de tRNAs son mas comunes, de 4 a 25 % de los genes de tRNA (Li,
2007). Los intrones de tRNAs bacterianos son del tipo de intrén del grupo |-de
autoempalme, mientras que los intrones de tRNAs de eucariotas y. arqueas
requieren una endonucleasa de empalme para la escision (Abelson et al., 1998;
Trotta y Abelson, 1999).

A tRNA tRNA
rRNA rRNA
mRNA mRNA
- sRNA ~ tRNA sRNA ~N
NS “m = n
m=0,1,2,... n=0,1,2,...
B
Thr 4 r2 Gly 2 Thr 2 tufB

16S 23S 55 21 tRNA cluster

Figura 6. Unidades de transcripcion codificantes para tRNAs. En A, se muestra una
representacion general de un operén de tRNA, cuyos genes pueden ser expresados
en diferentes contextos, rRNA, mRNA, sRNA. En B, el operon tufB de Escherichia
coli.es mostrado como ejemplo de un operdn con genes que codifican para tRNA 'y
también para proteinas. En C, el operdn rrnB/trnB de Bacillus subtilis, ejemplo de
un cluster de genes de tRNA relacionadas con un operon de RNA ribosomal. Py T

significan promotor y terminador respectivamente.

16



En diversas bacterias que codifican para la endoribonucleasa RNasa E o
sus homologos, hay una secuencia rica en AU en las proximidades del extremo 3°
de sus tRNAs. Esto presumiblemente sirve como una sefial para el procesamiento
endonucleolitico del extremo 3. Las bacterias que carecen de RNasa E 0 un
homologo, parecen carecer también de una secuencia rica en AU en esta region(Li
et al., 2005).

Otra caracteristica de los genes bacterianos de tRNA es la identidad del
nucleotido que limita con el inicio (posicion +1) de la secuencia de codificacion del
tRNA. El nucleotido inmediatamente rio abajo de este sitio seré el primer nucledtido
del tRNA maduro. La mayoria de los tRNAs de bacterias tienen una G en esta
posicion, la posicion +1 (Juhling et al., 2009).- El nucle6tido que se encuentra
inmediatamente rio arriba de la secuencia codificante del tRNA (la posicion -1) es,
en la mayoria de las bacterias, una U (Brannvall et al., 2003; Sun et al., 2006). Las
identidades de estos nucledtidos son importantes en relacion con el procesamiento
del extremo 5 del tRNA.

El nimero promedio y maximo de genes de tRNA en un operdn bacteriano
también varia significativamente. La comparacion de bacterias con un namero
similar de genes de tRNA, como se muestra en la Tabla 1, ilustra claramente esto.
Streptomyces coelicolor, que tiene 65 genes de tRNA, de estos, aproximadamente
el 71 % de sus transcritos son RNA mono o policistronico que carecen de otros
genes de tRNA. Esto deberia compararse con Listeria monocytogenes, que tiene
solo.el'12 % de sus 67 genes de tRNA organizados de esta manera. Por su parte
Bacillus subtilis y Escherichia coli, que tienen 86 genes de tRNA, también difieren
en su organizacion (Dittamar et al., 2004; Marck and Grosjean, 2002). Mientras que
Bacillus subtilis tiene solo aproximadamente el 9 % de sus genes de tRNA no
agrupados con otros genes de tRNA, Escherichia coli tiene el 30 %. De hecho,
Bacillus subtilis y Listeria monocytogenes tienen el 43 % y el 55 % de todos sus
genes de tRNA respectivamente, agrupados en dos grandes operones de tRNA que

contienen 16 y 21 genes de tRNA cada uno (Figura 6).
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Cuadro 1. Distribucion de genes de tRNA en bacterias

Numero de genes de tRNA/operén Operones de
rRNA con genes
QOrganismo 1 2 3 4 5 6 7 9 16 21 Referencia de tRNA >
Pseudomonas 6 7 5 2 0 0 0 0O O O Stowretal 2000 4 63
aeruginosa PAO1
Bacillus subtilis 168 8 3 0 2 1 1 1 1 1 1 Kunst et al., 1997 7 86
Escherichia coli K12 26 4 7 3 1 0 2 0 0 0 Blattner et al., 1997 7 89
Listeria monocytogenes 8 2 0 1 1 0 0 1 1 1 Glaser et al., 2001 6 67
EGD-e
m cobacterumleprae .9 5 5, o g 9 0 0 0 O Coleetal 2001 0 45
Mycobacterium !
Fleisch t al., 2002
tuberculosis CDC1551 31 4 2 0 0 0 0 0 0 0 eischmann et a 0 45
Neisseriameningitidis 13 g 3 5 g 1 0 0 0 0 Teuelnetal 2000 4 59
MC58
igfz‘;tomyces coelicolor yg 1 1 1 2 0 0 0 O 0 | Bentleyetal 2002 1 65

> = total de genes de tRNA para cada organismo

2.2.2 Sintesis de tRNA y su procesamiento

Después de la expresion de los genes de tRNA, por lo general los transcritos
primarios, también llamados precursores, a menudo tienen extensiones en los
extremos 3~ y 5. También, algunos trascritos bacterianos son policistronicos,
conteniendo mas de una especie de tRNA, mientras que otros son monocistrénicos
(Inokuchi'y Yamao, 1995; Z. Li y Deutscher, 2002; Ow y Kushner, 2002). Los pasos
siguientes en el procesamiento, estan dados por eventos de corte endonucleoliticos
mediados por enzimas RNasas (Figura 7). Se ha visto que este procesamiento de
los precursores ocurre durante o inmediatamente después de llevarse a cabo la

transcripcion (Grosjean, 2009).

En los tres dominios de la vida, el procesamiento del extremo 5  del
transcrito de tRNA es llevado a cabo por una ribonucleoproteina llamada RNasa P
(Altman y Kirsebom, 1999; Frank y Pace, 1998). En los afios 70’s esta RNasa fue
relacionada inicialmente con el procesamiento del tRNA cuando se demostré que

eliminaba especificamente un fragmento de 41 pares de bases del extremo 5" del
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tRNATY" en Escherichia coli, dejando el extremo 3 intacto (Altman, 1971; Altman y
Smith, 1971). Trabajos posteriores de precursores de tRNA acumulados en una
cepa mutante de Escherichia coli con una RNasa sensible a temperatura,
esclarecieron el papel esencial de la enzima en la maduracion del extremo 5" en

todas las especies de tRNA de esa bacteria (Altman, 1975).

Cuando la molécula precursora de tRNA contiene solo una secuencia para
tRNA, el procesamiento por parte de la RNasa P puede ser el Unico requerimiento
para la maduracion de la terminacion 5°. En el caso contrario de gque el transcrito
contenga mas secuencias de tRNA, otras endoribonucleasas como la RNasa E y
RNasa lll, pueden participar para generar moléculas precursoras mas pequefias (Li
y Deutscher, 2002). Estos precursores mas pequefios pueden ser susceptibles a
ser procesados mas eficientemente por la RNasa P, para asi generar una molécula
con el extremo 5 maduro (Figura 7). E procesamiento subsecuente esta dado por
exoribonucleasas, tal como las RNasas Il, BN, D, PH, PNPasa y T, las cuales
intervienen en la generacion de un 3" maduro (Reuven y Deutscher, 1993; Sakano
y Shimura, 1978, 1975).

EL procesamiento de la terminacion 3°, en general, es iniciado por una
escision endonucleolitica que tiene lugar rio abajo de la secuencia CCA terminal
(Morl and Marchfelder, 2001). Se ha observado que este evento de corte a menudo
es realizado antes del procesamiento del 5° por accion de la RNasa P y también la
actividad exonucleolitica del 3. Este procesamiento endonucleolitico en el 3" del
precursor es llevado a cabo por dos enzimas, la RNasa E y RNasa IIl (Apirion y
Miczak, 1993; Li y Deutscher, 2002; Ray y Apirion, 1981). Se sabe que la estructura
primaria y secundaria del RNA determina la amplia especificidad de sustrato de
RNasa E y RNasa lll. Asi las secuencias de cadena sencilla y secuencias ricas en
AU son reconocidas por RNasa E; mientras la RNasa Il se une a secuencias de
RNA de doble cadena (McDowall et al., 1994; Nicholson, 1999).

19



1. Sintesis RNA Polimerasa RNasa P

de tRNA '

5-R-N-A-3"
Transcrito de tRNA

2. Procesamiento

3. Modificacion
aa

RNasa E, RNasa lll, RNasa P
RNasas I, BN, D, PH, PNPasa, T
Gen codificante para tRNA \
3
aaR$S 6) 4. Aminoacilacion
ATP

8. Otros procesos

PPi
5. Maduracién \

Factor de
G edicion trans

Figura 7. Ciclo de vida tipico de un tRNA bacteriano. Las abreviaciones
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corresponden a aminoacil-tRNA _sintetasa (aaRS), fosfato inorganico (PPi),
aminoacido (aa) y factor de elongacion-TU (EF-Tu). Tomado y modificado de
Shepherd e Ibba, 2015.

En células bacterianas y eucariotas se han identificado dos tipos de
precursores intermedios de tRNAs, el factor principal que los diferencia esta en
términos de sus requerimientos para el procesamiento exonucleolitico del extremo
3". En el tipo de precursor mas comun, la secuencia 3"-CCA del tRNA ya esta
presente y rio abajo, se encuentra una serie de nucleétidos extra. La maduracién
final para este tipo de precursor en el 3", Unicamente requiere de una nucleasa que
pueda recortar hasta el extremo critico del CCA sin interrumpirlo (Figura 8). En el
otro tipo de precursor, que es raro en bacterias pero comun en eucariotas, otros
residuos sustituyen la secuencia 3-CCA, es decir, no estd codificada
genéticamente. En este caso, el procesamiento del 3" requiere una nucleasa que

remueva solamente los residuos de sustitucion, dejando entonces un producto que
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puede ser reparado por una nucleotidiltransferasa, de modo que tenga una
terminacion 3"-CCA al finalizar la maduracion (Deutscher et al., 1977; Reuven et al.,
1997; Schdrer et al., 2001).

La enzima ATP(CTP): tRNA nucleotidiltransferasa (también llamada
CCasa) adiciona la secuencia CCA esencial al 3" terminal de los tRNAs (Figura 8).
Esta enzima es esencial en aquellos organismos que no tienen codificada la
secuencia CCA en los genes de tRNA, incluyendo eucariotas, algunas eubacterias
y algunas arqueas (Campos-Guillen et al., 2005; Schirer et al., 2001). En
organismos como Escherichia coli, donde todos los genes de tRNA tienen codificada
la secuencia 3"-CCA, esta enzima no es esencial, y al parecer solo se limita a la
reparacion de los tRNAs que han sufrido un ataque exonucleolitico (Reuven et al.,
1997; Schdrer et al., 2001).

A
CCA codificado: 2
Sl

((/+0° { Endonucleasa

RNasa P » b ot - 3 A3
\ & &
5 5
#
CCA no codificado:
Endonucleasa tRNA

RNasa P { RNasa Z nucleotidil ¥

. \ 3 5 \_}/\ transferasa 5

CCAsa

Figura 8. Rutas de procesamiento de tRNAs. En A, una via de procesamiento tipica
de genes de tRNA de Escherichia coli involucrando exo y endonucleasas, la cual es
un ejemplo de precursores de tRNA con la secuencia CCA codificada
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genéticamente. En B se muestra el procesamiento general de un transcrito de tRNA
carente del CCA en el extremo 3. Este tipo de procesamiento esta reportado en
tRNAs de Bacillus subtilis, arqueas y eucariotas como Drosophilla melanogaster y
Saccharomyces cerevisiae, donde el procesamiento del extremo 3" esta dado por
la endonucleasa RNasa Z y la secuencia CCA se adiciona postranscripcionalmete

por tRNA nucleotidil transferasas.

Cuando un precursor de tRNA contiene la secuencia CCA terminal, la
RNasa D es la enzima que remueve los nucleétidos extras hasta el CCA, dando
lugar asi a un tRNA maduro listo para el proceso de aminoacilacion (Figura 5)
(Cudny y Deutscher, 1980). Por otra parte, en el segundo tipo de precursor que tiene
el CCA incompleto o ausente, participa una exonucleasa llamada RNasa BN. A
diferencia de la RNasa D, la especificidad de la RNasa BN para precursores de
tRNA no esta determinada por la presencia de un 3’-CCA terminal intacto (Asha et
al., 1983; Asha y Deutscher, 1983). En los afios 90’s, se identificaron otras tres
exonucleasas que participan en el procesamiento del extremo 3", la RNasa PH, la
RNasa T y una enzima -polinucleétido fosforilasa (PNPasa) (Figura 7) (Li vy
Deutscher, 1996; Soll y RajBhandary, 1995).

2.2.3 Control de-calidad en los tRNAs

A pesar del alto grado de exactitud en la sintesis de macromoléculas, un
pequefio numero de moléculas con secuencia o estructura diferentes a las formas
funcionales pueden ser producidas. Estos productos defectuosos pueden ocasionar
un problema metabdlico al ser acumulados en la célula, por lo que varios
mecanismos se han desarrollado para corregirlos o eliminarlos. Estos incluyen la

reparacion de DNA con secuencias incorrectas o alteradas, la degradacion o el
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replegamiento de proteinas desnaturalizadas y la degradacion de cadenas

peptidicas terminadas prematuramente (Krebs et al., 2009).

En el caso de la biosintesis de RNA, pueden generarse moléculas
defectuosas por un numero de mecanismos, incluyendo la sintesis de genes
mutados, la incorporacién de nucleotidos incorrectos, la terminacion prematura de
la transcripcién o a un procesamiento o plegamiento inapropiado (Alberts et al.,
2014). Debido a que la acumulacion de estos RNAs defectuosos puede interferir
con la maquinaria de traduccion, resultando en proteinas no ‘funcionales o poco
eficientes, se cree que mecanismos de control de calidad del RNA, al igual que en
DNA y proteinas, pueden estar presentes en la célula. Sin embargo, es poca la
informacion disponible acerca de los procesos de control de calidad de RNAs, en
particular los referentes a RNAs estables. La distincion entre RNA estable (tRNA 'y
rRNA) e inestable (MRNA) se ha considerado una caracteristica importante del
metabolismo del RNA bacteriano. El factor principal que diferencia entre ellos es la
poliadenilacibn que promueve la degradacion del RNA inestable (Alberts et al.,
2014; Elliott y Ladomery, 2016). Sin embargo, se han observado formas
poliadeniladas de diversos precursores de RNAs estables, principalmente en cepas
deficientes de exoribonucleasas (Campos-Guillen et al., 2005; Campos-Guillén et
al., 2010; Deutscher, 2003; Li et al.,, 1998a). Basados en este antecedente,
investigadores de la Universidad de Miami se dieron a la tarea de investigar la
presencia de un sistema de control de calidad en Escherichia coli, que eliminara
RNAs ‘estables y defectuosos usando como modelo un tRNA™® mutante. Ellos
muestran en su trabajo que genes codificantes de tRNA normales y defectuosos, se
transcriben con la misma eficiencia para generar precursores de tRNA. Sin
embargo, mientras que los precursores de tRNA normal son rapidamente
convertidos a su forma madura por las RNasas, la maduracion de precursores
defectuosos es muy baja. Tales precursores defectuosos son sujetos a
poliadenilacion (Figura 9), por la enzima poli(A) polimerasa | (PAP 1), la cual sirve

como una sefial que promueve la degradacion de los RNAs, por la enzima
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polinucleodtido fosforilasa (PNPasa), una exonucleasa activa 3'- 5°. (Andersen et al.,
2008; Li et al., 2002). Alternativamente, RNasa R, un homélogo de RNasa I,

funciona como la enzima que cataliza la descomposicion (Deutscher, 2003).

Recientemente, nuevos mecanismos reguladores del procesamiento del
tRNA han sido identificados y relacionados con la poliadenilacion de los tRNAs.
Investigaciones en Escherichia coli, en la cual las enzimas RNasa T y la RNasa PH
(exonucleasas involucradas en el paso final de la maduracion del extremo 37),
compiten con la poli(A) polimerasa | por sustratos precursores de tRNA (pre-tRNA),
donde se agregan colas cortas de poli(A) (Mohanty et al., 2012). Este hecho es
evidencia de que la poliadenilacion no solo modula la estabilidad de los pre-tRNAs
bajo un sistema de control de calidad, sino que también.regulan la disponibilidad de
tRNA funcionales (Figura 9) (Mohanty y Kushner, 2019).
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Figura 9. Mecanismos de control de calidad-procesamiento del tRNA. Antes de
cumplir su funcion esencial en la célula, los tRNAs son sintetizados como largos
precursores los cuales se someten después a procesos de maduracion (color
verde). Sin embargo, tanto transcritos primarios como tRNAs maduros son
constantemente monitoreados para asegurar su integridad (azul). La adicion-de
etiquetas de degradacion en el 3" por CCasa o Poli(A) polimerasa de tRNAs
inestables (cruces rojas) para degradacion por RNasas de control (rojo). Ademas,
la integridad del CCA es asegurada por la renovacion o recambio. (turnover) del

extremo del ARNt (marrén). Tomado y modificado de Wellner et al., 2018.

La integridad del propio tRNA también se controla durante la sintesis de la
secuencia CCA. Basado en la cinética de recambio Unico de la enzima de
Escherichia coli, se demostré que las mellas en la estructura azucar-fosfato de un
tRNA tienen un impacto dramatico en la eficiencia de la adicion de CCA. Parece ser
gue la enzima que agrega el CCA escanea tal estructura en busca de defectos antes
de laincorporacion de nucleotidos (Dupasquier et al., 2008). En consecuencia, estos
tRNAs mellados que carecen de un extremo CCA se degradan. Este mecanismo de
correccion controlado cinéticamente asegura que los tRNAs dafiados se eliminen

del conjunto de tRNAs funcionales y no participen en la traduccion (Hou, 2010).

Por otro lado, existe un mecanismo regulador que involucra la remocién y
restitucion de A de la secuencia CCA terminal de los tRNAs. Dicha restauracion del
3’-CCA incompleto es un check point crucial para el control de calidad en
Escherichia coli, donde intervine la enzima RNasa T. Esta enzima bacteriana es una
exoribonucleasa no procesiva que pertenece a la superfamilia DEDD (Deutscher y
Marlor, 1985; Zuo y Deutscher, 2001). Esta RNasa tiene una preferencia de sustrato
muy alta hacia componentes de RNA carentes de residuos de C (Zuo y Deutscher,
2002). Como consecuencia, y similar a la RNasa BN antes mencionada, la RNasa
T discrimina eficazmente contra el extremo 3"-CCA y elimina solo el residuo A
terminal, lo que da como resultado la obtencion de un tRNA que termina en 3"-CC

(Figura 9). Ademas de su participacion en la maduracion final de los RNA estables
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(tRNA, rRNA 5S y rRNA 23S) (Li et al., 1999, 1998b, Li y Deutscher, 1996, 1995),
la RNasa T se identifico inicialmente como un actor clave en el recambio (turnover)
del extremo 3" de los tRNAs. Aqui, el residuo terminal A de los extremos del ARNt-
CCA es degradado por la RNasa T y posteriormente restituido por la accion de una
enzima que afiade CCA (CCasa) (Figura 9) (Deutscher et al., 1985, 1984). Este
recambio final induce la funcion de reparacion de la enzima que agrega la secuencia
CCA, y que finalmente da como resultado un escrutinio de la integridad estructural
del tRNA (Wellner et al., 2018, 2017).

En los ultimos afos, ademas de los mecanismos del control de calidad y
degradacion del tRNA ya conocidos, un nuevo mecanismo fue identificado. En este
caso, al igual que en el recambio (turnover) del 3"-<CCA, la enzima que agrega la
secuencia CCA también esta relacionada (Kuhn et al., 2015; Wilusz et al., 2011).
Ademas de la incorporacion de la secuencia CCA como un paso imprescindible en
la maduracion del tRNA, se ha demostrado que la enzima que agrega CCA
determina el destino de un tRNA inestable mediante la incorporacion de un segundo
triplete de CCA. Dando como resultado una cola de 3-CCACCA que se reconoce
como una etiqueta de degradaciéon (Figura 9) (Betat y Morl, 2015; Kuhn, 2016;
Wilusz, 2015).

Por otro lado, se sabe que la funcién principal de la enzima polinucleotido
fosforilasa (PNPasa) es la degradacion del RNA. Sin embargo, se ha observado que
en Escherichia coli y humanos tiene la capacidad de unirse a RNA sintético que con
ciertos' dafios por oxidacién (8-hidroxiguananina, 8-0xo0G), incluso con mayor
afinidad que el RNA normal (Hayakawa et al., 2001; Hayakawa y Sekiguchi, 2006).
Se ha visto que la PNPasa humana puede disminuir el nivel de 8-oxoG del RNA y
en células HeLa es un factor protector bajo estrés oxidativo (Wuy Li, 2008). Estudios
en RNA de secuencia natural con dafio por oxidacion con H202, también confirman
la unién al RNA oxidado con mayor afinidad que el RNA no tratado con la misma
secuencia, por lo que las células PNPasa deficientes acumulan 8-oxoG en el RNA

celular a una mayor medida que las células de tipo silvestre (Wu et al., 2009). Dichos
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resultados sugieren una relacién directa de la PNPasa en el reconocimiento y

eliminacion de RNA con 8-0xo0G.

2.2.4 EI tRNA de cisteina (tRNA®S) de Bacillus subtilis

El tRNA®Ys de Bacillus subtilis de la cepa de referencia 168 esta codificado
por el gen trnD-Cys, al igual que otros Firmicutes reportados como Paenibacillus
spp. y Bacillus cereus s.l., es copia Unica en su genoma (Campos-Guillén et al.,
2010; Hernandez-Flores et al., 2020; Zhu y Stilke, 2017). Este gen se encuentra
inmerso en el operdn trnD, el cual esta constituido por 16 genes para tRNAs (Figura
10). Rio arriba del cluster trnD, se encuentra un operén ribosomal (rrnD) con los
genes para rRNA 16S, 23S y 5S (Cummings and Connerton, 1997; Zhu and Stiilke,
2017). El gen trnD-Cys tiene una longitud total de 71 pb, rio arriba, se encuentra una
secuencia intergénica de cinco pb que separa al gen de tRNA®Ys del gen de tRNASY;
mientras que rio abajo, una secuencia de siete pb lo separan del gen para el tRNALe
(Figura 10).

El procesamiento del tRNA en Bacillus subtilis se da por ambas vias endo
y exonucleolitica (Pellegrini et al., 2003; Wen et al., 2005). En el caso de los genes
de tRNA cuya secuencia CCA esta codificada genéticamente, el procesamiento es
de tipo exonucleolitico, llevado a cabo principalmente por la RNasa PH (Wen et al.,
2005). Mientras que en el 30 % de los genes de tRNA en Bacillus subtilis, donde el
CCA esta ausente (incluido el tRNA®Ys), la maduracion del extremo 3” es llevada a
cabo por la endoribonucleasa RNasa Z (Figura 11 A) (Pellegrini et al., 2003), y el
procesamiento del 5° esta a cargo de la enzima universal RNasa P (Vold y Green,
1988). El requerimiento del 3" -CCA terminal es resuelto por la accién de la enzima
CCasa (Bralley et al., 2005; Raynal et al., 1998). Sin embargo, en un estudio
reciente se sugiere que otras enzimas distintas de la CCasa pueden participar en la

adicion de la secuencia CCA en el extremo 3" del tRNA®Ys inmaduro, donde tanto
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rutas endo como exonucleotliticas pueden estar participando (Figura 11) (Campos-
Guillén et al., 2019). El transcrito primario del tRNA®YS tiene un tamafio de 71 bases,
cuando la secuencia CCA es adicionada, el tamafio total del tRNA®YS maduro es de

74 bases.

rmnD trnD

EEEED BT D M <o

Longitud: 71 pb Posicion: 952781..952851 Locus: BSU_tRNA_42

Figura 10. Ubicacion del gen tRNA®s de Bacillus subtilis. EI gen de tRNA®YS en
Bacillus subtilis 168 tiene 71 pb de longitud, esta ubicado dentro de un cluster de 16
genes para tRNAs (trnD). Este grupo de genes a su vez esta relacionado con el
operén rmbD, el cual-esta compuesto por los genes ribosomales 16S, 23S y 5S rio
arriba (datos obtenidos de KEGG genome data base y SubtiWiki).
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Figura 11. Vias de procesamiento del tRNA®Ys en Bacillus subtilis. Se presenta el
modelo de maduracion del extremo 3" del tRNA®YS. En A, la RNasa Z escinde el
extremo 3 del tRNA®s y la RNasa P escinde el extremo 5" de tRNA®YS. Después,
la secuencia CCA es agregada por la CCasa, PNPasa u otras enzimas no
identificadas. En B, la RNasa P escinde el extremo 5” del tRNA®YS y del tRNA® rio
abajo, generando asf una extension en el 3" para el tRNA®YS. Luego, la extensién 3
es degradada por exonucleasas, seguido de la maduracién o reparacién por CCasa,

PNPasa u otras enzimas.

Como se vio en el apartado anterior, las moléculas de tRNA deficientes son
degradadas rapidamente bajo un sistema de control de calidad. Se sabe que en
Escherichia coli la poliadenilacion por la enzima poli(A) polimerasa y la actividad de
la PNPasa promueven la degradacién de moléculas de tRNAT™ deficientes (Li et al.,
2002). Mientras que en Bacillus subtilis no existe un homoélogo de la poli(A)

polimerasa (PAP 1) que sea identificable (Campos-Guillen et al., 2005; Condon,
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2003). En este sentido se ha sugerido que la PNPasa es la enzima principal
responsable de la sintesis de la cola de poli(A) en los cloroplastos, que también
carecen de un homologo de PAP | (Yehudai-Resheff et al., 2001). Ya que PNPasa
parece funcionar como una exonucleasa 3°-5" y, en la reaccion inversa, una poli(A)
polimerasa en Escherichia coli, dependiendo de la disponibilidad de fosfato 'y
ribonucleosidos difosfatados (Mohanty y Kushner, 2000), pero en Bacillus subtilis
no estaba claro si se trataba de la misma actividad (Condon, 2003). Sin embargo,
ahora se sabe que la PNPasa de Bacillus subtilis no es la principal enzima
responsable de la adicion de nucledtidos a los extremos 3~ del RNA (Campos-
Guillen et al., 2005). Campos-Guillén et al., observaron que la desintegracion de las
moléculas de tRNA®S se produce mediante la adicion de colas poli(A) o
heteropoliméricas y sugirieron una exonucleasa implicada en el control de calidad
del tRNA®S, la RNasa R (Campos-Guillén etal., 2010). La RNasa R degrada el RNA
de manera procesiva (es decir, la enzima no libera su sustrato entre ciclos
hidroliticos) a di o trinucleétidos (Cheng y Deutscher, 2002). Se piensa que el
sustrato principal de esta enzima es el rRNA, ya que tiene un éxito
significativamente mayor en la degradacion de RNAs altamente estructurados
(Condon, 2003).

2.3 Factores que afectan el procesamiento del tRNA y su funcién

Como ya se menciond anteriormente, los tRNAs cumplen la funcién esencial
de proveer aminoacidos a la maquinaria de sintesis de proteinas. Para poder
funcionar como una molécula adaptadora durante la traduccion, el isoaceptor del
tRNA se carga con un aminoacido afin para dar lugar a aminoacil-tRNA e interactuar
con el ribosoma (Alberts et al., 2014; Elliott and Ladomery, 2016; Krebs et al., 2009).
Pero, como ya se vio antes, la funcion esencial de traducir el cédigo genético va
mas alla, los tRNAs también funcionan en otros procesos bioldgicos. Por lo tanto,

los tRNAs tienen funciones emergentes en la traduccion adaptativa, la dinamica de
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sefalizacion y la regulacion de los procesos biolégicos 7-8 (Hopper, 2013; Kirchner
e Ignatova, 2015; Raina e lbba, 2014).

Como se explico en el apartado anterior, la biogénesis del tRNA implica una
gran cantidad de pasos, muchos de los cuales estan conservados en todos los
organismos. Los pre-tRNAs se someten a un elaborado conjunto. de pasos
postranscripcionales para generar tRNAs maduros. Estos pasos. incluyen el
procesamiento de los extremos 5" y 3", adicion de nucledtidos en el 37, eliminacion
de intrones por splicing (en el caso de los sistemas eucariotas), modificaciones de
nucleodtidos, entre otros (Abelson et al., 1998; Trotta y Abelson, 1999). Ademas de
la regulacién en cada paso de la biogénesis, las células también utilizan diversos
mecanismos de control de calidad para evitar el uso de sustratos incorrectos en la

sintesis de proteinas (Hopper, 2013).

2.3.1 Diversos tipos de estrés inducen la fragmentacion del tRNA

Se ha visto que el procesamiento del extremo 3" de tRNAs puede ser
regulado por estrés. Estudios recientes han sugerido que en la levadura, el
procesamiento del 3" de pre-tRNAs esta especificamente regulado por las
condiciones de crecimiento. A través de analisis de Northern Blot y secuenciacion
de RNA se ha observado que después de aumentos de temperatura y/o al medio
que contiene glicerol, los pre-tRNAs defectuosos se acumulan en la célula. Bajo
estrés por calor, se han detectado niveles altos de tRNA™' con la terminaciéon 3’
extendida y la 5" procesada, lo que sugiere que existe inhibicion de la maduracion
del 3". Es posible entonces que las enzimas de procesamiento 3" estén reguladas
por las condiciones de crecimiento celular para influir en el procesamiento 3" de los
pre-tRNA o que los niveles y la estabilidad de los pre-tRNA se alteren con el estrés
(Foretek et al., 2016).
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También se ha visto que los fragmentos derivados del tRNA producidos por
diversas condiciones de estrés pueden funcionar como reguladores de los procesos
celulares (Keam y Hutvagner, 2015). Los tRNAs se pueden fragmentar, y es un
evento que sucede en los tres dominios de la vida, el cual se puede producir durante
condiciones de estrés (Anderson e Ivanov, 2014; Keam y Hutvagner, 2015; Kirchner
e Ignatova, 2015; Masaki y Ogawa, 2002; Thompson et al., 2008; Thompson y
Parker, 2009a). También, la base datos tRFdb revela 552, 559, 433, 320 y 649
secuencias de fragmentos derivados de tRNAs de humanos, raton, Drosophila, la
levadura de fision Schizosaccharomyces pombe y Caenorhabditis elegans
respectivamente (Kumar et al., 2015). Los RNAs no codificantes (ncRNA) derivados
de tRNAs se pueden clasificar en dos grupos principales: mitades de tRNA (tRNA
halves) y fragmentos derivados de tRNA (tRFs) (Lee et al., 2009; Raina e Ibba, 2014;
Thompson et al., 2008). Sin embargo, recientemente se ha identificado una nueva
categoria, los fragmentos internos derivados de tRNA (i-tRF) (Figura 12) (Loher et

al., 2017; Telonis et al., 2015).

tRNA precursor

5’-halves

3 -halves

5'-tRFs

3’-tRFs

i-tRFS (nueva categoria)

tRNA maduro

il

Traduccion

Figura 12. Categorias estructurales de los fragmentos de tRNA. La representacion
esquematica muestra los cinco posibles fragmentos alineados a una estructura

secundaria de un tRNA. El fragmento a la mitad del tRNA, del anticodén hacia el 5

32



(5"-tRH, en rojo), tiene una longitud de ~30-35 nt y surgen del tRNA maduro a traves
de la escision en el anticodon por la endonucleasa angiogenina. Del anticodon hacia
el 3" (3'-tRH, en magenta), es la mitad remanente, la segunda mitad. Los 5 -tRFs
(en verde), son derivados de un tRNA maduro después del corte en el loop D hacia
el extremo 5°. El 3"-tRF (en azul), derivado también de un tRNA maduro del loop T
o después del anticodon hacia el extremo 3°. Los fragmentos internos (i-tRF, en
negro), estan completamente contenidos dentro del intervalo del tRNA maduro.
Tomado y modificado de Loher et al., 2017.

Las mitades de tRNA, que se componen de 30-35 nucledtidos derivados de
la parte 5" 0 3" de tRNA maduros, se generan bajo diversas condiciones de estrés
(Honda, 2015; Ivanov et al., 2011; Yamasaki et al., 2009). Cuando los tRNAs de
vertebrados se exponen a estrés oxidativo, choque térmico y radiacion UV, la
angiogenina, un miembro de la familia de la RNasa A, se activa y escinde
endonucleoliticamente los tRNAs maduros (Fu et al., 2009; Su et al., 2019). La
angiogenina puede hacer un corte en la terminacion 3 -CCA y posteriormente
escindir en el loop anticodén, generando mitades de tRNA 5" y 3" (Czech et al.,
2013).

Estudios en la levadura Saccharomyces cerevisiae, han identificado la
enzima Rny1, un miembro de la RNasa T2, la cual es responsable de la generacién
de mitades de tRNA (Keam y Hutvagner, 2015; Thompson y Parker, 2009b). La
escision_de especies de tRNA de levadura se produce en respuesta al estrés
oxidativo, la falta de metionina, el crecimiento prolongado y el calor, pero no en las
células que sufren estrés por radiacion UV y falta de glucosa (Thompson et al.,
2008). En condiciones normales, Rnyl se localiza en la vacuola. En consecuencia
a la exposicion al estrés oxidativo, se cree que Rnyl se libera en el citoplasma, lo
gue proporciona un mecanismo por el cual podria acceder a los tRNAs para la

escision (Thompson y Parker, 2009b). En bacterias por su parte, se ha demostrado
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gue las nucleasas anticodén de tRNA como PrrC, colicina D y colicina E5 escinden

subconjuntos especificos de tRNA (Kaufmann, 2000; Masaki y Ogawa, 2002).

La funcién de las mitades de tRNA aun es poco conocida. Ciertas mitades
de tRNA inhiben el inicio de la traduccion (lvanov et al., 2011). Las mitades de tRNA
pueden inhibir adicionalmente la apoptosis inducida por estrés al unirse al citocromo
c, protegiendo asi a las células de la apoptosis durante el estrés osmético (Saikia et
al., 2014a).

Los tRNAs se pueden escindir en otras posiciones y generar un conjunto
diverso de fragmentos adicionales derivados de tRNA. Los tRFs son mas cortos que
las mitades del tRNA, con una longitud de 13 a 32 nt (Figura 12). En muchos
organismos se pueden producir varios ncRNA derivados de tRNA a partir de tRNA
maduro o sus precursores. La angiogenina y otros miembros de la familia de RNasa
A se han implicado en la generacién de 3"-tRF. Los fragmentos internos (i-tRF) se
derivan de una combinacion de escisiones en el loop anticodén y en brazo D o en
el brazo T (Telonis et al., 2015).

Estudios en Oryza sativa y Arabidopsis thaliana encontraron que cuatro
nucledsidos de tRNA se modifican con metilacion (Am, Cm, m* Ay m’ G) como una
respuesta al estrés ambiental como son: sequia, estrés por sal y bajas
temperaturas. Cuyos genes relacionados codifican para enzimas metiltransfersas
(MTasas) (Wang et al., 2017).

2.3.2 Estrés osmoético

El estrés osmatico es una alteracion fisiologica causada por un cambio
repentino en la concentracion de soluto alrededor de una célula, lo que provoca un
cambio rapido en el movimiento del agua a través de su membrana celular (Finan'y
Guilak, 2010; Kiultz, 2007). El estrés osmdético ha sido estudiado fuertemente en
plantas (Upadhyaya et al., 2013; Xiong y Zhu, 2002; Yang y Guo, 2018; Zhu, 2002;

34


https://en.wikipedia.org/wiki/Physiology
https://en.wikipedia.org/wiki/Solution
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_(biology)
https://en.wikipedia.org/wiki/Water
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_membrane

Zhu et al., 1997). Sin embargo, faltan estudios que involucren a los tRNAs. Por otra
parte, en células de vertebrados, se conoce que la angiogenina participa en la
fragmentacion de tRNAs como un mecanismo de respuesta a este tipo de estrés
(Saikia et al., 2012). A través de mudltiples analisis in vitro en fibroblastos
embrionarios de raton hiperosmaoticamente estresados, se ha observado que las
mitades de tRNA escindido por angiogenina interactian con el citocromo c, lo
que protege a las células de la apoptosis durante el estrés hiperosmotico a través
de la represion de la caspasa (Mei et al., 2010; Saikia et al., 2014b).

Saccharomyces cerevisiae bajo condiciones de estrés osmatico, altera su
abundancia de tRNAs para regular selectivamente la sintesis de proteinas (Torrent
et al., 2018). En bacterias apenas se comienza a conocer el efecto del estrés
osmatico a nivel de tRNAs. Cuando las condiciones ambientales desfavorables
afectan el crecimiento celular, las bacterias formadoras de endosporas, como
Bacillus subtilis, activan y coordinan- un programa molecular temporal para
ensamblar una endospora inactiva, que secuestra biomoléculas esenciales para su
posterior conversion nuevamente en células en crecimiento (Eijlander et al., 2014;
Higgins y Dworkin, 2012; Horsburgh et al., 2001; Khanna et al., 2020; Tan y
Ramamurthi, 2014). La esporulacion en Bacillus subtilis ha demostrado ser un
sistema modelo eficiente para el estudio de las principales biomoléculas que se
almacenan y protegen durante la latencia de las endosporas. El analisis de
proteomas ha revelado varias categorias de proteinas que se almacenan en las
endosporas inactivas de Bacillus subtilis, incluidas las proteinas involucradas en la
biogénesis de los ribosomas, el metabolismo del carbono, el procesamiento del RNA
y la sintesis de proteinas. Estos grupos de proteinas juegan un papel importante en

la germinacién y crecimiento de las esporas (Swarge et al., 2020).

Ademas, las endosporas inactivas almacenan RNA, lo que sugiere que
desempefian funciones especificas durante la inactividad o la germinacion y el
crecimiento o se utilizan como reservorios de ribonucleétidos para la sintesis de

RNA de novo durante la germinacion de las esporas. Algunos de los RNAs son
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transcritos involucrados en el proceso de formacion de endosporas, como los que
codifican proteinas de membrana, transportadores, enzimas de procesamiento de
RNA vy proteinas involucradas en la sintesis, modificacion y degradacion de
proteinas (Bassi et al., 2016; Keijser et al., 2007; Nagler et al., 2016b; Segev et al.,
2012).

Entre estas categorias de RNA, el tRNA se ha detectado en cantidades
significativas en esporas inactivas y representa un reservorio esencial (Nagler et al.,
2016b). Sin embargo, el procesamiento del tRNA no se ha estudiado bien durante
la germinacion y el crecimiento de las endosporas. La comprension de esos
mecanismos sera esencial para el estudio de la supervivencia al estrés y el posible
papel de los tRNAs almacenados en la generacion de células vegetativas
(Deutscher, 2006; Mohanty y Kushner, 2000).

2.3.3 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es un proceso de alteracién celular causado por la
produccion de radicales libres en el metabolismo aerobio. El concepto de estrés
oxidativo puede definirse como “un desbalance entre oxidantes y antioxidantes en
favor de los oxidantes, dando lugar a una alteracion del control y la sefializacién
redox y/o _dafio molecular’ (Sies, 2015). Generalmente, estos radicales libres
constan de moléculas pequefias llamadas especies reactivas de oxigeno
(Lushchak, 2014; Sies et al., 2017). Estas moléculas presentan un arreglo de
electrones desapareado en el orbital externo, dando por resultado una configuracién
gue genera una alta inestabilidad. Estas propiedades hacen que los radicales libres
se combinen con la mayoria de los componentes celulares como lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucleicos y sus diferentes derivaciones provocando diversas
alteraciones y apoptosis o también muerte celular por necrosis (Hrycay y Bandiera,
2015).
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Entre las principales especies reactivas de oxigeno se incluyen las
siguientes: radical superoxido (O2™), radical hidroxilo (OH"), no radical peréxido de
hidrégeno (H202) y oxigeno singlete (O2) (Lushchak, 2014; Sies et al., 2017). Estas
especies son producidas principalmente de manera enddgena por la propia célula
a través de procesos metabdlicos vitales para el crecimiento y desarrollo de las
células, pero también se introducen o generan al exponerse a sustancias peligrosas
que se encuentran en el ambiente (Cabiscol et al., 2000). Estas moléculas reactivas
estan involucradas en cadenas de reacciones de radicales libres.que descomponen
biomoléculas, causan poliinsaturaciones en lipidos de membrana (peroxidacion
lipidica), depolimerizacion en acidos nucleicos, y oxidacién en proteinas (Imlay,
2013; Sobrino-Plata et al., 2014; Sytar et al., 2013).

Poco tiempo después de haberse descubierto las especies reactivas de
oxigeno, crecid el interés por entender los mecanismos por los cuales se producian.
Actualmente se conoce que el 90 % de estas especies reactivas de oxigeno son
generadas en las mitocondrias de las células eucariotas a través de procesos como
la cadena de transporte de electrones. En procariotas este proceso tiene lugar en la
membrana citoplasmatica (Cabiscol et al., 2000). Los electrones que se liberan de
este proceso celular pueden interactuar con Oz para dar lugar a O2", después por
reacciones espontaneas 0 enzimaticas es convertido a H202 y OH' (Lushchak,
2014). Se ha observado que la produccion de especies reactivas de oxigeno esta
poco controlada por la célula y, por lo tanto, es necesario el uso de un sistema
antioxidante eficiente. Otra fuente de especies reactivas de oxigeno esta en el
reticulo endoplasmico, en este organelo celular se llevan a cabo reacciones de
hidroxilacion por parte de las enzimas de la familia de los citocromos P450 (Hrycay
y Bandiera, 2015).

Para contrarrestar el estrés oxidativo, las bacterias han desarrollado
diversos sistemas antioxidantes, como el sistema OxyR y los sistemas SoxRS en
Escherichia coli, para activar la transcripcion de una serie de enzimas que incluyen

superoéxido dismutasas (Dowds, 1994; Imlay, 2013). Sin embargo, se ha visto que

37



la expresion de los genes de respuesta al estrés requiere 10 minutos para alcanzar
los niveles maximos de produccion, y la traduccion de proteinas requiere tiempo
adicional para la sintesis que tarda entre 20 y 30 minutos en surtir efecto en
bacterias y 45 minutos en levaduras (Jozefczuk et al., 2010; Lackner et al.,
2012). Por lo tanto, las células necesitan un mecanismo 0 mecanismos alternativos
para responder a las tensiones ambientales en cuestion de minutos, es decir, a nivel
de traduccioén (de Nadal et al., 2011).

2.3.3.1 Los tRNAs median la adaptacién al estrés regulando la expresion génica 'y
traduccion

La regulacién de la traduccion bajo estrés oxidativo se ha estudiado
mayormente en células eucariotas. Los primeros estudios sugirieron que la
traduccion se inhibe globalmente en cinco minutos en las células
de Saccharomyces cerevisiae (Shenton et al., 2006). Este proceso esta mediado
por escision especifica de tRNA y rRNA (Thompson et al., 2008; Yamasaki et al.,
2009). EI mismo fendémeno también se ha observado en lineas celulares de
mamiferos (Czech et al., 2013; Fu et al., 2009; Saikia et al., 2012). La escision de
los tRNAs promueve la formacion de pequefios fragmentos de RNA que pueden
causar represion el inicio de la sintesis de proteinas y pueden regular funciones
celulares, como la proliferacion celular (lvanov et al., 2011; Lee et al., 2009). Sin
embargo, en algunos estudios se ha observado que una fraccion considerable de
genes se traduce mas activamente bajo condiciones de estrés oxidativo en
eucariotas. En Schizosaccharomyces pombe, 26 genes fueron sobre expresados
en 15 minutos, y 191 genes fueron también sobre expresados en 60 minutos
(Lackner et al., 2012).Un andlisis del transcriptoma y proteoma
en Saccharomyces cerevisiae reveld que >80 % de las proteinas divergian de sus
perfiles de expresion de mRNA, lo que sugiere un mecanismo de control de la

traduccion de manera general que implica tanto la regulacion positiva como la
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regulacion negativa. Aproximadamente el 25 % de las proteinas fueron reguladas
positivamente con sus niveles de expresion de mRNA casi sin cambios (Vogel et
al., 2011).

La decodificacion de la informacion genética en el mMRNA durante la sintesis
de proteinas se basa Unicamente en adaptadores de tRNA, cuya abundancia puede
afectar la velocidad de decodificacion y la eficiencia de la traduccién. Un trabajo
reciente en la levadura reveld que bajo estrés las células alteran la abundancia de
tRNA para regular selectivamente la expresion de proteinas. A través de la
cuantificacion de los cambios en la abundancia de tRNAs individuales en diferentes
tiempos y en respuesta a diversas condiciones de estrés (diduxico, oxidativo,
osmotico y por choque térmico), se observo que el conjunto de tRNA era dindmico
y reorganizado, de tal manera que favorecia la traduccion selectiva de transcritos
relacionados con la respuesta a estrés. Esta evidencia demuestra que los cambios
en la abundancia de tRNA afectan la expresion de proteinas independientemente
de factores como la abundancia de mMRNA, entre otros (Torrent et al., 2018).

En eucariotas superiores, algunos de los fragmentos de tRNA derivados de
tRNAs asociados con proteinas especificas de la familia argonauta, tienen
funciones emergentes en la regulacion de la expresion génica como RNAs
reguladores (Maute et al., 2013; Zamudio et al., 2014). El 5’-tRF inducido por estrés
derivado del tRNAY2 en la arquea Haloferax volcanii, puede unirse directamente a
las subunidades pequefias de ribosomas y, por lo tanto, se piensa que el tRF
probablemente ajusta la tasa de sintesis de proteinas para regular la expresion
génica en condiciones de estrés (Gebetsberger et al.,, 2012). En la calabaza
(Cucurbita maxima), se ha visto que los fragmentos de tRNA que se encuentran en
la savia del floema pueden inhibir eficazmente la traduccibn de manera
inespecifica in vitro, lo que indica que estos fragmentos de tRNA pueden interferir
con la actividad ribosdmica (Zhang et al., 2009). Por lo tanto, la acumulacion de
datos implica que los fragmentos son moléculas de sefalizacion que modulan la

traduccion. Ademas, se sabe que un tRF derivado de la secuencia remolque 3" (3
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trailer) del pre-tRNAS® yca humano, promueve la proliferacién celular (Lee et al.,
2009), lo que sugiere que algunos fragmentos de tRNA pueden funcionar mas alla

de la traduccion.

Datos en células de vertebrados han demostrado que tras el estrés
oxidativo, la secuencia 3" -CCA es eliminada por la endonucleasa angiogenina, lo
que lleva a la represion de la sintesis de proteinas. Cuando el estrés desaparece,
la nucleotidil transferasa restaura la secuencia CCA, lo que permite que se vuelva
a normalizar el proceso de aminoacilacion y traduccion (Czech et al., 2013). Por lo
tanto, la inactivacion de la secuencia CCA del tRNA induce una regulacion rapida y

reversible de la represion de la traduccion bajo estrés (Wellner et al., 2018).

Por el contrario, se sabe poco sobre la regulacion de la traduccion en
respuesta al estrés oxidativo en procariotas; aunque los datos disponibles han
proporcionado informacion que sugiere que esta respuesta difiere sustancialmente
de la de los eucariotas. A través del analisis del proteoma de cepas de Escherichia
coli en 2015, se descubrié que la sintesis de proteinas se ralentiza intensamente
bajo estrés oxidativo. Con el inicio de la traduccion sin cambios, se determind que
esta desaceleracion fue causada por una menor velocidad de elongacion del
proceso de traduccion. Ademas, se observé por primera vez que las bacterias
responden al estrés oxidativo ajustando el sistema de traduccién de una manera
diferente a la de los eucariotas. Las bacterias degradan de forma inespecifica e
irreversible los tRNAs para bloquear la sintesis de proteinas. Después la elevacién
de los niveles de tRNAs aceleré la traduccion protegiendo asi a la célula contra el
estres oxidativo. Asi que, en bacterias existen mecanismos de regulacién tRNAs
mas simples, ya que como se vio antes, en eucariotas los tRNAs se pueden regresar
al nacleo y escindir en mitades, o la terminacion 3’-CCA se puede digerir de forma
reversible para bloquear la traduccion. Por el contrario, las bacterias degradan los
tRNAs rapidamente, sin la acumulacion de fragmentos o tRNAs que carecen de
CCA (Zhong et al., 2015).
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2.3.4 La exposicion a mercurio causa estrés oxidativo

Los organismos vivos cuentan con sistemas que regulan el mantenimiento
de niveles bajos de especies de oxigeno. Sin embargo, bajo ciertas condiciones
este equilibrio se puede romper y generar estrés oxidativo. El incremento de
compuestos enddgenos 0 exdgenos que inducen la produccion. de especies
reactivas de oxigeno, la disminucion de las reservas de antioxidantes de bajo peso
molecular, la inactivacién de enzimas antioxidantes son las principales causas
(Lushchak, 2014).

Actualmente se sabe que los metales pesados juegan un papel importante
en la generacion de estrés oxidativo, ya que principalmente bloquean los sistemas
antioxidantes generando una alta concentracion de especies reactivas de oxigeno
en la célula (Jaishankar et al., 2014; Sytar et al., 2013).

2.3.5 Absorcién de mercurio en los organismos vivos

Desde el punto de vista médico y ambiental, el mercurio es considerado
como uno de los metales pesados mas toxicos debido a su capacidad de
volatilizacion, persistencia y bioacumulacién. En este sentido, se conocen especies
quimicas de mercurio que pueden ser bioacumuladas por plantas, animales y
microorganismos (Li et al., 2018; Mahbub et al., 2017; Zhou et al., 2015). Un proceso
clave en el inicio de la acumulacién de mercurio es la absorcién por parte de
bacterias sulfato-reductoras donde se lleva a cabo su metilacion (Mahbub et al.,
2017).

En altas concentraciones, el mercurio (Hg?*) entra a la célula por medio de
trasportadores catidénicos, que son proteinas de membrana, por lo general es
utilizada la proteina de transporte MerT (membrane mercury transport protein). Este

transportador se encuentra en Gram positivos y Gram negativos, este transportador
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forma parte del operon mer donde se encuentran los genes que confieren
resistencia a mercurio en bacterias (Barkay et al., 2003). Por otra parte, a
concentraciones bajas entra por difusion a través de la membrana celular realizado
por complejos de mercurio liposolubles. El HgCI2 presenta un Kow de 3.3 por lo que
es soluble en octanol, en este sentido, este complejo se difunde rapidamente en la
bicapa lipidica de la membrana celular. Sin embargo, otros complejos de mercurio

como el Hg(OH):2 (Kow =0.5) difunden muy lentamente (Morel et al., 1998).

La absorcion de especies organicas como el CHsHgCI también se lleva a
cabo mediante difusidn a través de la membrana de las bacterias, cuya solubilidad
lipidica es similar a la de HgCl2 (Kow=1.7) (Morel et al., 1998). Este es el primer paso
para dar lugar a la bioacumulacion de mercurio-en las cadenas tréficas. En este
caso, el MeHg muestra gran capacidad de almacenamiento en los tejidos adiposos,
rifion y sistema nervioso de organismos superiores como peces y el humano (Bank
et al.,, 2007; Li et al., 2018). En ambientes marinos la bioacumulacion de
metilmercurio representa un problema de salud, ya que los grandes depredadores
pueden tener concentraciones hasta 100,000 veces mas altas que el medio
circundante (Genchi et al., 2017). Especies quimicas como (CHs)2Hg y Hg® también
difunden rapidamente en ‘la célula, pero a diferencia del CHsHgCl, no se
biomagnifican (Morel et al., 1998).

2.3.6 Alteraciones fisiol6gicas causadas por mercurio

Gran diversidad de alteraciones fisiopatoldégicas estan intimamente
relacionadas con la toxicidad que provoca el mercurio en los organismos vivos. Se
sabe que el metilmercurio en exposiciones agudas es neurotoxico (Mela et al.,
2012), esta relacionado con dafio cerebral, disfuncion del sistema nervioso central
(SNC), pérdida de memoria, enfermedades del corazén, dafio en el higado (Genchi
et al., 2017; Houston, 2014). Por otra parte, una exposicién crénica a mercurio en

forma de vapor puede provocar enfermedades respiratorias, eritrismo, defectos del

42



SNC incluyendo Alzheimer y Parkinson. En etapa de desarrollo fetal también puede
ser causa de dafio neuroldgico, problemas del comportamiento y autismo entre otros
(Mahbub et al., 2017; Rice et al., 2014).

A través de afos de investigacion acerca de la toxicidad de los compuestos
de mercurio, se ha encontrado una estrecha relacion entre la exposicidn cronica a
mercurio y la induccion de estrés oxidativo. Experimentos con. peces han
demostrado fuerte evidencia de que el mercurio tiene especial afinidad con los
tejidos del cerebro y del sistema nervioso en general y que ademas, causa estrés
oxidativo (Berntssen et al., 2003; Mieiro et al., 2011). También se sabe que los
metales pesados pueden causar estrés oxidativo en plantas afectando el
crecimiento de la raiz y brotes. En este caso, el mercurio (y otros metales pesados
como Cd, Ni y As) inducen la produccion de especies reactivas de oxigeno que
generan dafio celular (Mahbub et al., 2017; Valko et al., 2005).

Estudios en plantas acuaticas han mostrado una correlacion positiva entre
la concentracién de mercurio y los niveles de actividad de las enzimas superéxido
dismutasa, catalasa, y peroxidasa antioxidativa, todas ellas implicadas en procesos
antioxidantes propios de las células (Malar et al., 2014). En Caenorhabditis elegans
se ha observado que el mercurio tiene la capacidad de provocar alteraciones en el
DNA y causar mal funcionamiento de los procesos mitocondriales (Wyatt et al.,
2017) ademas de inducir pérdida de funcionalidad de enzimas provocando efectos

en los procesos metabdlicos de los organismos (Ynalvez et al., 2016).

Por otra parte, existe evidencia de que especies de mercurio como CHsHg*
y-Hg?* presentan una gran afinidad a grupos tiol (-SH), esta interaccién representa
una parte del mecanismo de toxicidad potencial del mercurio y sus compuestos.
Multiples formas de mercurio pueden atacar grupos tiol de proteinas o membranas
donde la funcion se ve reducida o bloqueada, ademas del agotamiento de glutatién
(Allocati et al., 2009; Bjgrklund et al., 2017; Valko et al., 2005).
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Si bien, multiples son los efectos negativos del mercurio y demas metales
pesados en las células, también existen mecanismos de resistencia tales como
bombas de expulsion, quelacién, y biotransformacion a especies quimicas con
menor toxicidad, entre otros (Figueiredo et al., 2014; Jarostawiecka y Piotrowska-
Seget, 2014). Estos mecanismos de resistencia han sido investigados intensamente
en bacterias o su eliminacion a través de metaloproteinas, se conoce, por ejemplo,
que la sintesis de proteinas y RNA es inhibida por HgClz (Dixit et al., 2004). Reportes
hechos con microscopia de inmunofluorescencia indican que HgCI2 bloquea la
sintesis de rRNA por la RNA Pol I, mientras que la actividad de la Pol Il no cambia.
En células HeLa han mostrado que la sintesis de DNA y RNA por Pol | y Pol Il es
inhibida con metilmercurio (Chen y Mikecz, 2000). En Sulfolobus solfataricus, una
bacteria hipertermdfila, la toxicidad ocasionada por mercurio es debida en parte por
la inhibicion del factor de transcripcibn TFB-1 bloqueando instantaneamente la
division celular, provocando una respuesta citostatica a concentraciones
submicromolares y una respuesta citocida a concentraciones micromolares (Dixit et
al., 2004).

Aungue muchos genes y vias regulatorias afectadas por metales pesados
han sido identificados, en el caso de mercurio ya se estd conociendo su efecto a
nivel de genes de tRNA (Cruz-Hernandez et al., 2013). Es importante entender de
manera global las redes de regulacion del metabolismo del tRNA en condiciones de
estrés oxidativoy generar perfiles de moléculas de tRNAs maduras o fragmentos

en estas condiciones.

2.4 Estrés oxidativo en Bacillus subtilis

Desde hace afos se han identificado diversos mecanismos de defensa
bacteriana contra las especies reactivas de oxigeno, donde se incluyen enzimas
depuradoras como la superéxido dismutasa (SOD, convierte O en H20z2), catalasa

(convierte H202 en H20 y O2), glutation peroxidasa y DT-diaforasa. Ademas de las
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enzimas, las moléculas pequefias como el acido ascorbico, a-tocoferol, glutation, B-
caroteno y acido urico también presentan actividad antioxidante. Las defensas
secundarias incluyen sistemas de reparacion del DNA y enzimas proteoliticas y
lipoliticas (Demple y Harrison, 1994; Dowds, 1994; Ezraty et al., 2017; Imlay, 2013).
Desde antes de los afios 90°s se identifico el sistema SOB en Bacillus subtilis; el
cual es activado bajo la exposicion a radiacion UV y otros agentes que causan dafio
al DNA. Este sistema es un conjunto de genes coordinados y controlados, cuya
funcion es la regulacion de respuestas al estrés (Bol y Yasbin, 1990). Sin embargo,
la investigacion mas reciente acerca del efecto de estrés oxidativo (y otros tipos de
estrés) en Bacillus subtilis, va encaminada al analisis de la expresion genética
global, tanto para identificar nuevos sistemas de-defensa como para observar el

efecto del estrés en toda la célula.

La alteracion de la expresion génica inducida por estrés son importantes
para la proteccion adquirida que permitira que las células preprogramadas
prosperen en presencia de un factor de estrés letal adicional. La mayoria de las
tensiones ambientales, como el choque osmético y los cambios de temperatura,
pueden causar cebado y tienen el mayor efecto protector contra el estrés oxidativo
(Andrade-Linares et al., 2016). Por lo tanto, los mecanismos de supervivencia
bacteriana conservados evolutivamente, la expresion génica inducida por estrés
ambiental y las proteinas involucradas en estos procesos podrian tener un

significado biolégico mas amplio que el reconocido anteriormente.

Actualmente se sabe que Bacillus subtilis utiliza multiples factores sigma (o)
para hacer frente a los cambios en su entorno (Haldenwang, 1995). Algunos
factores sigma estan dedicados a condiciones de estrés especificos, pero el factor
sigma del estrés general, SigB (0®), es responsable de la adaptacién al tipo mas
amplio de condiciones ambientales y, por lo tanto, es una proteina importante
durante el cebado (Hecker et al., 2007). Las condiciones ambientales incluyen
cambios bruscos de temperaturas, cambios de pH, estrés osmotico y cambios en

las fuentes de carbono, niveles de ATP y estrés oxidativo (Hoper et al., 2005; Volker
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et al., 1999). Se ha visto, por ejemplo, que la activacion de SigB conduce a la
expresion diferencial de 196 genes con diversas funciones bioquimicas que
confieren a las células resistencia a mdultiples tipos de estrés (Nannapaneni et al.,
2012; Reder et al., 2012).

En un analisis exhaustivo de 94 genes dependientes de SigB individuales,
se demostré una proteccion inicial para niveles letales de peroxido de
hidrogeno. Las células que presentaban mutaciones en genes especificos fueron
expuestas primero a etanol no letal, para desencadenar el cebado, seguido de
niveles letales de peréxido de hidrégeno y la tolerancia inducida por estrés dependia
de muchos objetivos SigB (Reder et al., 2012). También se ha demostrado que en
presencia de estrés oxidativo causado por H202, se inducen genes que pertenecen
al reguldn SigB (Helmann et al., 2003; Mostertz et al., 2004; Rogstam et al., 2007;
Volker et al., 1994), lo que sugiere que SigB se activa por la presencia de sefiales
de estrés oxidativo (Zuber, 2009).

Los estudios transcriptomicos de Bacillus subtilis han revelado otros
factores reguladores que gobiernan la respuesta al estrés oxidativo a parte de SigB:
PerR, OhrR, YodB y MgsR (Antelmann y Helmann, 2011; Helmann et al., 2003,
Martin et al., 2019). El descubrimiento de una proteina de union a la ARN
polimerasa, Spx, se agrega como un contribuyente adicional a la respuesta global
del manejo del estrés (Zuber, 2004). La proteina Spx esta altamente conservada
entre las bacterias Gram positivas e interactta con la holoenzima RNA Polimerasa
para dirigir la activacion de genes que funcionan en la homeostasis de grupos tiol
en respuesta a agentes que bloguean estos grupos en proteinas (Antelmann y
Helmann, 2011; Zuber, 2009). Por ejemplo, Spx regula los operones de biosintesis
de bacilitiol (BSH), el cual fue identificado como uno de los principales tioles de bajo
peso molecular en Bacillus subtilis (Gaballa et al., 2013, 2010; Newton et al., 2009).

La respuesta de Bacillus subtilis a los peréxidos esta dada principalmente
por las proteinas PerR y OhrR. La proteina PerR se identific6 como el producto del
gen ygaG. PerR es una ametaloproteina que se une a Zn (ll), que cumple una

46



funcién puramente estructural, y Fe (Il) por coordinacién con los residuos 3His y
2Asp de la proteina (Lee y Helmann, 2006a, 2006b). La existencia del regulador
PerR se infirid por el control coordinado de genes que han sido inducidos por la
exposicion a H202 (Chen et al., 1995). Los genes de biosintesis de mrgA, katA
(catalasa), ahpCF (alquilhidroperoxido reductasa) se inducen en presencia de
peréxido, pero son reprimidos por PerR cuando se agrega Mn (Il). La forma unida a
Fe (I) de PerR responde al H202, pero la forma unida a Mn (ll) es menos sensible
al peroxido y ejerce represion en presencia de niveles inductores de peréxido
(Herbig y Helmann, 2001). Por lo tanto, la actividad de PerR esta relacionada con la

homeostasis de iones metalicos en Bacillus subtilis.

Los hidroperoxidos organicos (OHP) por su parte, representan una
amenaza para las bacterias del suelo, como Bacillus subtilis. Los OHP pueden
presentarse como contaminantes, como sustancias antimicrobianas de origen
vegetal o como subproductos del -metabolismo. La proteina Ohr (organic
hydroperoxide reductase) fue descubierta por primera vez en Xanthomonas
(Mongkolsuk et al., 1998), después se identificaron ortélogos en Bacillus subtilis
(OhrA 'y OhrB) permitieron investigar como la toxicidad de los OHP son mitigados y
como esta bacteria responde a estos compuestos. En Bacillus subtilis, el gen ohrA
esta ligado al gen que codifica para OhrR (ohrR), el cual es un miembro de la familia
de reguladores de resistencia multiple a antibidticos (MarR) (Fuangthong et al.,
2001). OhrR funciona como un sensor de OHP basado en oxidacién de grupos tiol
del residuo Cys15 (Lee et al., 2007; Zuber, 2009). Estudios basados en mutacion
del gen ohrR han observado una desrepresion de ohrA, pero no de ohrB, cuya

expresion esta regulada por el factor SigB (Helmann et al., 2003).

Ademas de OhrR, Bacillus subtilis posee varios otros sensores redox de la
familia MarR que pertenecen a la subfamilia MarR = DUF24 (Leelakriangsak et al.,
2008). A diferencia de OhrR, los reguladores de la familia DUF24 responden
especificamente a especies reactivas electrofilicas (reactive electrophilic species,

RES), por ejemplo la diamida, las quinonas y aldehidos, pero no a especies
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reactivas de oxigeno. Como electréfilos, las quinonas forman aductos S con tioles
celulares, ducho entrecruzamiento proteina-proteina puede conducir a la
agregacion de muchas proteinas citoplasmaticas que contienen grupos tiol (Liebeke
et al., 2008). Como consecuencia del estrés por RES, el tampdn redox de tiol de la
célula se agota (Antelmann y Helmann, 2011). Los factores de transcripcion.de tipo
MarR YodB, MhgR e YvaP controlan las vias de desintoxicacion especificas que
confieren resistencia a diamidas y quinonas. El represor YodB esta altamente
conservado entre las bacterias Gram positivas de bajo contenido de GC, incluidas
las especies de Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Enterococcus y Clostridium
(Antelmann et al., 2008).

2.4.1 El procesamiento del tRNA®Ys de Bacillus subtilis es afectado por mercurio

Generalmente los estudios sobre el estrés oxidativo en bacterias han
involucrado experimentos donde se ha expuesto a las células a agentes oxidantes
como el H202 con el fin de observar el efecto en el metabolismo, en la expresion
génica y hasta de como se modula la tasa de traduccion y otros mecanismos de
respuesta bajo estrés oxidativo. Sin embargo, pocos trabajos han abordado los
efectos del estrés oxidativo causado por metales pesados como el mercurio en
bacterias. También son escasas las investigaciones enfocadas a analizar el impacto
del estrés oxidativo causado por metales pesados a nivel del procesamiento de los
tRNAs. Si bien, en Escherichia coli, un modelo genético y metabdlico por excelencia
en bacterias Gram negativas y quiza el organismo mas estudiado, se ha observado
su adaptacion al estrés oxidativo a nivel de la regulacion de los tRNAs en presencia
de H20:y ciprofloxacino (Zhong et al., 2015; Zhu y Dai, 2019). Por otra parte, solo
se ha estudiado el efecto del mercurio y otros metales pesados a nivel de oxidacion
de proteinas, induccion de estrés oxidativo, resistencia en plantas, hongos y
bacterias y su aplicacion en biorremediacion, efectos en la salud, pero no a nivel del

procesamiento de tRNAs tanto en Escherichia coli como en organismos eucariotas
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(Farina et al., 2013; Frossard et al., 2018; Gontia-Mishra et al., 2016; Huang et al.,
2010; Hussein et al., 2007; Jan et al., 2011, 2009; Mahbub et al., 2017; Petro-Souza
et al., 2020; Wang et al., 2009, 2013; Xu e Imlay, 2012).

En Bacillus subtilis se tiene el precedente de investigaciones realizadas
respecto al efecto del mercurio (HgCl2) en el procesamiento del tRNA,
especificamente el de cisteina. Cruz-Herndndez et al., encontraron que en fase
exponencial, concentraciones superiores a 1 mg mlt de HgCl: es letal para Bacillus
subtilis y, a concentraciones inferiores a 0,5 mg ml* de HgClz, el crecimiento no es
afectado. A través del andlisis de Northern Blot, también mostraron que la presencia
de mercurio en la cepa de tipo salvaje resulté en una acumulacion de una especie
de tRNA®Ys que es mas corta que el tRNA®YS maduro en cepas mutantes donde las
enzimas PNPasa (pnp) y RNasa R (rnr) estuvieron ausentes. Este estudio
demuestra por primera vez que el metabolismo del tRNA, particularmente para
tRNACYS, se ve afectado por mercurio en Bacillus subtilis, y que PNPasa y RNasa R
son indispensables en el control de calidad del tRNA®YS en presencia de mercurio
(Cruz-Hernandez et al., 2013).

En una revision posterior realizada por Campos-Guillén et al., se discute el
vinculo fisiolégico entre la regulacion del tRNA®YS y el estrés oxidativo en Bacillus
subtilis, el cual involucra la biosintesis de bacilitiol (Campos-Guillen et al., 2017). Ya
gue una de las respuestas bacterianas al estrés oxidativo implica la formacién de
enlaces disulfuro entre tioles proteinicos o entre tioles proteinicos y tioles de bajo
peso molecular (Ezraty et al., 2017), el bacilitiol (glucésido a-anomérico de
la L- cisteinil- D -glucosamina con L -a4cido malico) se identific6 como uno de los
principales tioles de bajo peso molecular que cumplen esta funcion como
mecanismo de proteccion celular bajo la oxidacion de residuos de cisteina en
Bacillus, Staphylococcus aureus y Deinococcus radiodurans (Gaballa et al., 2013,
2010; Newton et al., 2009). Aunque glutatién (GSH) es el principal tiol antioxidante
en la mayoria de los organismos, en ciertas bacterias Gram positivas no esta

presente, por lo que existen otros tioles de bajo peso molecular que pueden
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remplazarlo (Fahey, 2001). EI mas conocido es el micotiol (MSH), el cual es
producido por Actinobacterias (Jothivasan y Hamilton, 2008). En algunas bacterias
Gram positivas con bajo contenido de G + C como Staphylococcus aureus, la CoA
resulto ser el tiol antioxidante principal (del Cardayre et al., 1998).

De manera interesante, dentro de uno de los loci donde se encuentran los
genes para la biosintesis de bacilitiol (bshB1 y bshA), en el operén ypjD, se
encuentra el gen cca que codifica la enzima ATP (CTP): tRNA nucleotidiltransferasa
(CCasa) (Campos-Guillen et al., 2017). Como se explico anteriormente, la CCasa
afiade la secuencia 3"-CCA en los tRNAs que carecen de ella, como lo es el tRNACYs
de Bacillus subtilis, dicha secuencia es indispensable en la maduracion vy
aminoacilacion de todos los tRNAs (Elliott y Ladomery, 2016; Schurer et al., 2001;
Shepherd e Ibba, 2015). El hecho de que el gen cca este en el operdn ypjD podria

entonces sugerir que la CCasa patrticipe en la respuesta al estrés oxidativo.

En la revisibn de Campos-Guillen et al., se plantea la posibilidad de que
pueda existir una relacion biolégica entre la maduracion o la degradacion del
tRNASYS y la respuesta de Bacillus subtilis al estrés oxidativo. Ademas, que el
tRNACYS pueda participar en los procesos metabélicos de la célula, ademas de su
funciéon en la sintesis de proteinas. En este sentido, el tRNA®S podria ser un
depdsito de cisteina para la biosintesis de bacilitiol o podria funcionar como
protector de los residuos de cisteina de la oxidaciobn en diversas proteinas
relacionadas con el estrés (Figura 13). Estos eventos permitirian un balance rapido
en los niveles de tRNA®YS aminoacilado, asi asegurando la integridad del tRNA para
mantener la homeostasis celular (Campos Guillen et al., 2017). Sin embargo, alin

no estan comprobados tales planteamientos y hacen falta estudios al respecto.

50



Absorcién
) Medio extracelular

Citosal
Dafio a la Oxidacion de Alteracion del )
membrana proteinas sistema antioxidante RNAS
N £ ) o i o o o e - GSH = = o o e i 1
e \ a / (Glutatidn}\ 1
.*'&k&.tﬁ /Glutation = =p-Glutation | \ 4
A

l ‘3;; ¢ - Wasa peroxidasef BSH =
/ % o GSsG / (Bacilitio) =X CCasa l Maduraciény
NAoEr . ~ 1 Amoniacilacién
—-b |0redoxm\\ 1 Cys libre™ »

reductasa

Tlureduxln Respuesta al
1 NADPH Tmredoxm ) Il Estrés oxidativo
Dafio al DNA A SH/ \
N
PSPPI [+ ) }
Proteina Proteina
| | | | Sintesis de
SH  SH R Efectosenel proteinas
GGG —

- =
Figura 13. Modelo del efecto del mercurio en la homeostasis celular. EI mercurio
una vez absorbido por las células, desencadena la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) a través del bloqueo de los sistemas antioxidantes, por ejemplo,
el glutation (GSH), en Bacillus y Firmicutes relacionados, bacilitiol (BSH). Este
desbalance generando por.el mercurio da lugar a estrés oxidativo celular. Las
especies reactivas de oxigeno causan diversas alteraciones a biomoléculas como
a lipidos (peroxidacién lipidica), dafio al DNA y oxidacién en proteinas, lo que
provoca envejecimiento y hasta muerte celular. Actualmente se conoce que también

puede reprimir la sintesis de RNA y el procesamiento de moléculas de tRNA.

2.5 Bacillus subtilis como modelo de estudio

Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) Cohn, 1872, es una bacteria del suelo,
aerobia, formadora de endosporas y Gram positiva (Earl et al., 2010; Mckenney et
al., 2013; Vos et al., 2009) que forma parte de los microorganismos mas estudiados.
Esta clasificada dentro del Phylum Firmicutes y ha servido como modelo
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experimental para investigaciones genéticas y bioquimicas, y ha sido el punto de
inicio para estudios en muchas otras bacterias con caracteristicas similares. Por
ejemplo, se han estudiado los mecanismos genéticos de la formacion de esporas
entre otros procesos fisioldgicos (Stragier y Losick, 1996).

Diversas herramientas y técnicas han sido desarrolladas para el
conocimiento de su genética, de los cuales, los vectores de integracion han sido
uno de los mas importantes (Guerout-Fleury et al., 1996; Kim et al., 1996). La
manipulacion de la expresion de genes representa una caracteristica importante
para los estudios genéticos sobre la regulacién de genes en cada organismo. En
Bacillus subtilis, la recombinacién homoéloga de plasmidos integrativos ofrece una
manera simple de poner cualquier gen bajo el control de un promotor regulable que
esté en el cromosoma. Su genoma fue secuenciado completamente desde 1997,
revelando un cromosoma de 4.2 Mbp conaproximadamente 4,100 genes (Harwood
y Wipat, 1996; Kunst et al., 1997; Moszer, 1998). Su genoma es uno de los mejor
anotados, ya que desde hace mas de 20 afios su anotacién de ha ido refinando. A
través del analisis de 36 genomas completos de diversos aislados de Bacillus
subtilis, se tiene un pangenoma (conjunto total de genes) de aproximadamente
6,250 genes y un genoma central (conjunto de genes conservados) de
aproximadamente 2,500 genes (Borriss et al., 2018). Existen registros de genes
esenciales obtenidos de proyectos globales, y recientemente se han identificado
257 genes necesarios para su crecimiento en medio LB a 37 °C (Koo et al.,
2017)." También se sabe que 300 genes son necesarios para la formacion de
endosporas (Errington, 2003; Errington y Aart, 2020).

Actualmente existen bases de datos disponibles de genes y genomas
completos de Bacillus subtilis, como SubtiWiki, que esta disponible desde el afio
2012 (Méader et al., 2012; Zhu y Stilke, 2017). Esta base de datos incluye un
conjunto enormemente completo de datos que enumeran las unidades
transcripcionales, los promotores y los RNA reguladores (Nicolas et al., 2012).

SubtiList y GenoList disponibles desde 1995 y 2008 respectivamente (Lechat et al.,
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2008; Moszer et al., 2002, 1995). Existen otras bases de datos interconectadas de
acceso publico que se actualizan simultaneamente, como son GeneBank
perteneciente a NCBI (National Center for Biotechnology Information), KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), DDBJ (DNA Data Bank of Japan) y EMBL-
EBI (European Molecular Biology Laboratory- European Bioinformatics Institute), en
las cuales hay informacion de secuencias de proteinas, de RNA, genes y genomas
de diversos organismos, incluidas multiples especies de Bacillus y cepas de Bacillus
subtilis (Benson et al., 1998; Ogata et al., 1999; Squizzato et al., 2015; Tateno et al.,
2002).

Bacillus subtilis es un organismo modelo para los patéogenos de
humanos Bacillus anthracis, Clostridium difficile, - Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus, entre otros. Bacillus subtilis fue la primera bacteria Gram
positiva en tener su genoma secuenciado (Barbe et al., 2009; Kunst, 1997) y es un
sistema modelo importante para el estudio de la formacién de biofilm y de esporas
de resistencia (Cairns et al., 2014; Dubnau y Mirouze, 2013; Tan y Ramamurthi,
2014; Vlamakis et al., 2013). Muchos de los estudios transcriptdmicos en Bacillus
subtilis se han centrado en la expresion génica durante la esporulacion y otras
respuestas al estrés ambhiental (Cao et al., 2002; De Hoon et al., 2010; Fawcett et
al., 2000; Nagler et al., 2016b; Price et al., 2002). En los ultimos afios se han
realizado modelos para estimar simultaneamente la actividad de los factores de
transcripcion y conocer una red reguladora transcripcional sustancialmente
ampliada para esta bacteria. En un trabajo de Arrieta-Ortiz et al., encontraron 2,258
interacciones reguladoras nuevas, lo que aumenté significativamente la
comprension de varios procesos celulares, como la formacion de esporas (Arrieta-
Ortiz et al., 2015).

A la fecha, Bacillus subtilis es un sistema modelo de investigacion sobre
genética y metabolismo por excelencia en bacterias Gram positivas, el cual también
es extremadamente Util en el estudio de la respuesta a diversos tipos de estrés a

través de analisis protedmicos y transcriptomicos de todo el genoma, asi como a
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través de estudios estructurales detallados de los factores reguladores que
gobiernan la respuesta al estrés oxidativo (Nannapaneni et al., 2012; Volker y
Hecker, 2005).

2.5.1 La espora de Bacillus subtilis como modelo de estudio

En su habitat natural, Bacillus subtilis, estda expuesta a condiciones
ambientales fluctuantes, principalmente a estrés osmoético y estrés por deficiencia
de nutrientes, que frecuentemente ocurre en los suelos.(Bremer, 2002; Lopez et al.,
2009; Marles-Wright y Lewis, 2007; Nicholson, 2002; Schultz et al., 2009; Wood et
al., 2001). Cuando la desecacion del suelo crea condiciones hiperosmdticas, las
células deben ajustar su osmolalidad interna para evitar la salida de agua y la
plasmdlisis (Hoffmann y Bremer, 2016; Wood et al., 2001). Por otra parte, al
agotarse los nutrientes, esta bacteria genera endosporas de resistencia que
después germinan para formar.células vegetativas cuando los nutrientes vuelven a
estar disponibles en el medio (Bremer, 2002; Errington, 2003; Mckenney et al., 2013;
Nicholson, 2002; Tan y. Ramamurthi, 2014). Estas estructuras pueden ser
resistentes a diferentes condiciones del medio como son temperatura (calor seco y
calor humedo), presién, desecacion, radiacion UV, radiacion gamma, sustancias
quimicas, entre otras (Nicholson et al., 2000; Setlow, 2012, 2006a). Se ha visto una
relacion directa entre la formacién de la endospora, la germinacion y el éxito de

colonizacion de diferentes sustratos en Bacillus (Puzyr’ et al., 2002).

La endospora, es una estructura celular de resistencia propia de las
bacterias que permite la entrada de las funciones vitales en un estado de dormancia,
es decir, la célula queda metabdlicamente inactiva por largos periodos de tiempo,
hasta millones de afios y germinar sin problemas (Cano y Borucki, 1995; Setlow,
2013). Dicha capacidad confiere ventajas biologicas asi como ecologicas
importantes y su significancia llega también al area de epidemiologia de

enfermedades infecciosas, como es el caso del antrax, causado por Bacillus
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anthracis (Liu et al., 2004; Nicholson, 2002). Una espora inactiva esta altamente
organizada en estado deshidratado, la estructura de la espora de Bacillus consta de
un nucleo que esta envuelto por una membrana interna densa, una pared celular
germinal, después hay una corteza seguido de una membrana externa, una cubierta
de proteinas y una capa final, muy gruesa llamada exosporio (Higgins y Dworkin,
2012; Khanna et al., 2020; Mckenney et al., 2013; Setlow, 2006b, 2003). Cada
componente de las esporas esta formado por moléculas que desempefian un papel
importante en la proteccion de las esporas de una amplia gama de condiciones

ambientales perjudiciales (Mckenney et al., 2013; Setlow, 2006a).

La germinacion de esporas inactivas de especies de Bacillus es el primer
paso crucial en el retorno de las esporas al crecimiento vegetativo y es inducida por
nutrientes y una variedad de agentes no nutritivos. Los nutrientes ambientales son
reconocidos por los receptores germinantes (RG) y promueven cambios
bioguimicos como la liberacién de cationes monovalentes y Ca?* -dipicolinato (Ca?*-
DPA), y la corteza se hidroliza y rehidrata. Estos cambios moleculares inician el
proceso de germinacion (Eijlander et al., 2014; Setlow, 2013, 2003). Después de
este primer paso, la espora entra en fase de creciemiento (outgrowth), que se define
como el periodo de tiempo entre el inicio de la actividad metabdlica y la primera
division celular (Keijser et al., 2007; Setlow, 2003). A lo largo de su crecimiento, las
esporas germinadas experimentan una reorganizacion molecular o maduracién
(ripening), después escapan de sus capas de proteccion y se elongan (Keijser et
al., 2007; Segev et al., 2013; Setlow, 2013; Sinai et al., 2015). Se ha observado que
durante la fase de crecimiento se activan al menos el 30 % de los genes de Bacillus
subtilis y que sintetizan mas de 650 proteinas antes del crecimiento vegetativo
(Horsburgh et al., 2001; Keijser et al., 2007; Sinai et al., 2015).

En Bacillus subtilis se ha estudiado el efecto y adaptacion a condiciones de
hipersalinidad (Hoffmann y Bremer, 2016; Hoper et al., 2006; Steil et al., 2003;
Tovar-Rojo et al., 2003). Ahora conociendo las condiciones ambientales y los

mecanismos moleculares que llevan a Bacillus subtilis a la formacion de endosporas
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y Su germinacion, se ha adoptado como modelo de estudio para evaluar el efecto
del estrés osmotico que causan los ambientes hipersalinos durante la germinacion
y el crecimiento temprano. En este sentido, el grupo de trabajo de Ralf Moeller,
experto en modelos microbianos para estudios astrobioldgicos y Peter Setlow, lider
en investigacion sobre esporulacion y germinacion en Bacillus subtilis, han
estudiado el efecto del estrés causado por altas concentraciones de NaCl en el perfil
de expresion génica durante la germinacién de esporas y el crecimiento posterior,
a través de secuenciacion de RNA (Nagler et al., 2016a, 2016b, 2015, 2014; Nagler
y Moeller, 2015).

Por otra parte en el &rea de astrobiologia, se han empleado como modelo
las endosporas de Bacillus subtilis para explorar su supervivencia en entornos
simulados de la superficie de Marte como son.composicion atmosférica, baja presion
y baja temperatura, ya que tienen solo efectos minimos en la viabilidad de las
esporas de tipo salvaje, también el efecto de la radiacion UV sobre la germinacion
(Cortesao et al., 2019; Moeller et al.,, 2010; Nicholson et al., 2018; Nicholson y
Schuerger, 2005; Schuerger et al., 2003) y también en meteoritos (Fajardo-Cavazos
et al., 2005).

2.5.2 Importancia biolégica y biotecnolégica

El género Bacillus (Cohn, 1872), es un grupo de bacterias Gram positivas
con forma de bacilo, diplobacilos u ocasionalmente filamentos. Estas bacterias
generalmente se encuentran en diversos ecosistemas (Vos et al., 2009). Este
género consta de 376 especies descritas hasta 2020 (LPSN, 2019) y tienen la
propiedad particular de formar endosporas de resistencia frente a condiciones
extremas en el ambiente. Sus diversas capacidades fisiol6gicas les permiten crecer
en ambientes extremos, ya sea a bajas o altas temperaturas, en ambientes acidos
0 bésicos, o en condiciones de estrés por salinidad (halofilas). La mayoria de los

miembros de este género son quimioorgandétrofos, dado que la principal fuente de
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aislamiento de estas bacterias es el suelo, el agua, el aire, o pueden estar

relacionados con procesos infecciosos en organismos superiores (Vos et al., 2009).

Otra propiedad observada en este género es la capacidad para formar
biofilm. Esta caracteristica al igual que la formacién de endosporas han sido
fuertemente estudiadas en Bacillus subtilis (Chai et al., 2008). Un biofilm se puede
definir como una estructura compleja de comunidades microbianas que se
mantienen juntas en una matriz extracelular compuesta principalmente de
exopolisacaridos y proteinas (KeRNAs et al., 2005). La produccion de biofilm trae
ventajas a la comunidad de bacterias que lo forman debido a la resistencia que les
confiere frente a sustancias quimicas o condiciones fisicas extremas, también
puede inducir la sintesis de metabolitos secundarios por parte de sus miembros
(Morikawa, 2006).

Ademas de tener ciertas ventajas ecoldgicas como proteccién contra los
cambios ambientales tales como toxinas, radiacion UV, cambios de pH, choque
osmotico y desecacion (Davey y Toole, 2000; Flemming, 1993); disponibilidad de
nutrientes; adquisicion de nuevas caracteristicas genéticas por transferencia
horizontal; el biofilm tiene una estrecha relacibn con patogenicidad y es bien
conocida su funcion en Pseudomonas aeruginosa (Davey y Toole, 2000).

La gran mayoria de las especies de Bacillus no estan relacionadas con
patogenicidad en-humanos u otros animales. Solamente la excepcidn se encuentra
en Bacillus anthracis (Goel, 2015; Spencer, 2003), Bacillus cereus y Bacillus
licheniformis ambas relacionadas con intoxicacion por alimentos contaminados
(Bottone, 2010; Granum et al., 2013; Majed et al., 2016) y Bacillus thuringiensis
relacionada con patogenicidad de invertebrados (Chattopadhyay et al., 2017;
Hatting et al., 2018).

Diversas son las aplicaciones biotecnoldgicas que se les ha dado a los
miembros de esta familia, una muy importante tiene que ver con la capacidad para

formar péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés). Estos péptidos

57



generan poros a través de la membrana citoplasmatica de otras bacterias. Se
conocen lipopéptidos y bacteriocinas de la mayoria de las especies de Bacillus y se
han propuesto como alternativas para hacer frente a la resistencia a antibiéticos
(Sang y Blecha, 2008; Sumi et al., 2015).

Otra caracteristica con importancia biotecnolégica es la capacidad para
crecer en presencia de compuestos xenobidticos que son toxicos para los
organismos realizando biotransformacion. Por ejemplo, se ha observado un alto
nivel de degradacion de benzo(a)pireno (compuesto mutagénico y carcinogénico) a
través del citocromo P450 por hidroxilacion en Bacillus thuringiensis (Lu et al.,
2019). También se ha reportado la degradacién de insecticidas como y-
hexaclorociclohexano o lindano (compuesto acumulable en el ambiente que causa
serios problemas en la salud) por parte cepas de Bacillus sp. (Pannu y Kumar,
2017). El naproxeno es un farmaco utilizado ampliamente, se ha observado que
tiene una actividad téxica en organismos acuaticos. Debido a este problema
ambiental se han empleado cepas de Bacillus thuringiensis para la biorremediacion

de sitios contaminados con este compuesto (Gorny et al., 2019).

Debido a las caracteristicas de Bacillus spp. antes mencionadas, se han
empleado diversas como biofertilizantes, biopesticidas y como biofungicidas en
agricultura. Se ha utilizado Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis
y Bacillus amyloliquefaciens como antagonistas para el control de Cercospora,
Rhizoctonia, Fusarium, Phytophthora, Aspergillus, Alternaria, Colletotrichum,
Botrytis, entre otros patdgenos de plantas (Pérez-Garcia et al., 2011).

El género Bacillus también ha sido relacionado con resistencia a metales
pesados. Multiples aplicaciones ambientales de esta caracteristica han tenido lugar
en el area de la biorremediacion de zonas contaminadas con metales pesados.
Bacillus ha servido como una alternativa para la remocion de metales téxicos en
aguas de origen industrial como Cd, Cr, Mn y Pb (Garcia et al., 2016; Ren et al.,
2015). Se ha observado una alta tolerancia y una alta bioadsorcion de metales
pesados por parte de Bacillus circulans y Bacillus thuringiensis (Oves et al., 2013;

58



Yilmaz, 2003). Bacillus cereus ha mostrado bioadsorcion de Cd(ll) en suelos
contaminados (Huang et al., 2013; Yin et al., 2019). También se ha visto resistencia
y bioadsorcion de Pb en cepas de Bacillus pumilus y Bacillus cereus (Colak et al.,
2011).

2.6 Contaminacion del suelo con metales pesados

El suelo es un componente ambiental que por su origen, formacion y
evolucion no es un recurso natural renovable, al menos.a corto plazo. Por lo general
se encuentra cubierto por vegetacién que le aporta materia organica y nutrientes
(Brevik et al., 2015; Kalev y Toor, 2018). El suelo provee servicios ambientales como
el de desempefiar un papel muy importante en los ciclos biogeoquimicos, ademas
de albergar gran parte de la diversidad de organismos en del planeta (Smith et al.,
2015). En condiciones naturales el suelo tiende a un estado de equilibrio bajo un
lento proceso de formacion llamado. edafogénesis. La meteorizacidon quimica y
mecanica de las rocas y la interaccién con microorganismos forman el suelo (Kalev
and Toor, 2018). Este estado natural de equilibrio del suelo se puede romper debido
a las actividades humanas como son: agricultura, industria, mineria, ganaderia,
urbanizacién, entre otras (Andrade-Herrera et al., 2019; Mcclintock, 2015; Mileusni¢
et al., 2014; Ostermann et al., 2014; Rachwat et al., 2015). Este tipo de modificacion

negativa se denomina degradacion de suelos (Lal, 2015).

Generalmente la presencia de compuestos quimicos o elementos a
concentraciones toxicas en los suelos es un tipo especial de contaminacion (Kumar
et al., 2019). El termino contaminacion se refiere a la introduccion o incremento
anormal de sustancias o0 materiales que impactan negativamente en el estado
natural del medio, generalmente causando dafio a organismos Vvivos Yy Su
ecosistema (Motuzova et al., 2014). Su origen puede ser geogénico o
antropogénico. La primera tiene relacién directa con procesos basados en la roca

madre de la que se formO el suelo, del vulcanismo, o del lixiviado de
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mineralizaciones. Sin embargo, los antropogénicos son debido a la produccion y
desecho de residuos peligrosos provenientes de las actividades humanas antes

mencionadas (Lal, 2015).

Se han observado fendmenos de volatilizacion, disolucion, lixiviacion o
erosion de diversos contaminantes como procesos de abandono o remocion, pero
también procesos de interaccion directa con organismos vivos cuando se hacen
solubles y por lo tanto bioasimilables (Liu et al., 2019). Un contaminante puede
presentar potencial para ser capturado o absorbido por un organismo, a este estado
se le llama biodisponibilidad (Mortensen et al., 2018). Este estado biodisponible esta
en funcién de la forma quimica y fisica del contaminante y de la capacidad de los
organismos para absorberlo (Adamo et al., 2014). Estos compuestos y elementos a
su vez pueden bioacumularse varios 6rdenes de magnitud por encima de la
concentracion del medio donde se desarrollan los seres vivos afectados (Mortensen
et al., 2018; Schneider et al., 2009).

En este sentido, los contaminantes mas relevantes del suelo por su alta
toxicidad son los metales pesados. Quimicamente un metal pesado se define
principalmente como aquellos elementos metalicos cuyo peso es mayor a 5 g cm?
0 con un numero atémico superior a 20 (Li et al., 2014; Oves et al., 2012). La
contaminacion del suelo por metales pesados representa un riego potencial y real
para la integridad del ambiente y para la seguridad humana y del resto de la
diversidadbiologica (Motuzova et al., 2014). Los metales pesados que se
encuentran comunmente como contaminantes en el suelo son Pb, Cr, As, Zn, Cd,
Cu, Hg vy Ni los cuales persisten por largos periodos de tiempo después de su

introduccion (Wuana y Okieimen, 2011).

2.6.1 Fuentes de los metales pesados en suelos contaminados
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Los metales pesados pueden aparecer en el suelo naturalmente por
procesos pedogenéticos o litogenéticos al intemperizarse el material parental,
generalmente estos metales quedan expuestos en concentraciones llamadas traza
(<1 g kg™) y son raramente tdxicos gracias a que se encuentran en formas quimicas
no asimilables por los organismos. Sin embargo, debido a la perturbacion de los
ciclos geoquimicos de los metales provocados por el hombre, puede haber
acumulacion de estos hasta alcanzar concentraciones que pueden afectar plantas,
animales, microorganismos, al humano y a los ecosistemas (Wuana y Okieimen,
2011).

Los metales pesados en el suelo provenientes de las actividades humanas
tienden a estar en mayor cantidad, en una mayor biodisponibilidad. La aplicacion de
fertilizantes y pesticidas en tierras de cultivo ha jugado un papel importante en el
aporte de metales pesados. Se ha observado un incremento significativo de la
concentracion de Cd, Pb y As en cultivos debido a la aplicacion de fertilizantes
(Atafar et al., 2010; Goncalves et al., 2014). En décadas pasadas los pesticidas
también contribuyeron a la contaminacion del suelo con metales, ya que las
formulaciones estaban hechas a partir de compuestos que tenian Cu, Hg, Mn, Pb,
0 Zn. Por ejemplo, algunos de estos pesticidas funcionaban como fungicidas que
contenian sulfato de cobre como ingrediente activo, u otros como el arsenato de
plomo que se usaba como control de insectos parasiticos en los cultivos de frutos
(Wuana y Okieimen, 2011).

La mineria y los procesos metallrgicos también han provocado una extensa
contaminacion por metales en el suelo, agua y aire. Se han encontrado
concentraciones mas altas de As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn, y Hg respecto a los niveles
maximos permisibles en los estandares de calidad de los suelos (Li et al., 2014;
Xiao et al., 2017).

Se ha observado la participacion del aire contaminado con metales pesados
en la subsecuente contaminacion de los suelos. En este sentido, las fuentes de

metales en el aire incluyen las emisiones de chimeneas o conductos de corrientes
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de aire, gas o vapor donde los metales se liberan en particulas a la atmdsfera.
Metales como As, Cd y Pb se pueden volatilizar cuando estan a altas temperaturas
y en la atmosfera pueden reaccionar, después convertirse en Oxidos y asi

condensarse para finalmente precipitar en el suelo (Wuana y Okieimen, 2011).

2.6.2 Contaminacion del suelo por mercurio

El mercurio es un metal liquido que pertenece al mismo grupo que el Zny
el Cd en la tabla periddica. Tiene un numero atomico de 80, masa atomica de 200.59
g mol?, densidad de 13.6 g cm, punto de fusién. de -13.6 °C, punto de ebullicion
de 357 °C (Wuana y Okieimen, 2011). Desde la era postindustrial se ha observado
un aumento en las concentraciones de este metal en suelo, agua y aire de 3 a 10
veces mayor. Ademas de las fuentes naturales de mercurio, las actividades
antropogénicas han favorecido su extensa distribucion a nivel mundial. La mayoria
de sus formas quimicas son altamente toxicas para el humano, inclusive a bajas
concentraciones causando problemas en el sistema nervioso central (Nance et al.,
2012).

En un estado natural el mercurio se encuentra como cinabrio, un mineral
formado por cristales de HgS, pero también se puede encontrar en el suelo en otras
formas quimicas-organicas (metilmercurio, fenilmercurio, etilmercurio), inorganicas
(sales de Hg* y Hg?*) y en su forma elemental (Hg®) (Nance et al., 2012). Se ha
observado que el mercurio sufre transformaciones de forma continua a manera de
un ciclo. La forma elemental cominmente se encuentra en un 95 % como
contaminante de la atmésfera, este después es oxidado al estado Hg?* (Morel et al.,
1998). Consecuentemente, casi un 60 % de la forma Hg?* disuelta se precipita hacia
la superficie del suelo donde es mas persistente que en otros compartimentos; el
otro 40 % es depositado en el agua oceanica. Las biotransformaciones en los

océanos convierten las formas Hg?* a Hg® que se volatiliza y regresa nuevamente a
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la atmosfera. Un proceso similar ocurre en el suelo, pero en este caso es menor la

cantidad de mercurio reducido la que regresa a la atmdsfera (Lindberg et al., 1995).

El mercurio se libera principalmente por procesos geogénicos naturales
como volcanismo y meteorizacion de rocas ricas en mercurio, se liberan de 80-600
Ton afio* de mercurio por fuentes naturales (Mason et al., 2012; Xu et al., 2015).
Las fuentes antropogénicas de mercurio son principalmente: la mineriay produccion
de metales, industria quimica, manejo y tratamiento de desechos, combustion de
carbon y madera y produccion de cemento. Hasta el afior 2016 se liberaron
aproximadamente 1,960 Ton afio! por actividades humanas (Hu y Cheng, 2016;
Male et al., 2013; Xu et al., 2015).

2.6.3 Factores que influyen en la movilidad y biodisponibilidad del mercurio en el
suelo

El comportamiento del-mercurio en el suelo depende de factores fisicos y
quimicos que influyen en su redistribucion. Las principales formas en las que se
encuentra el mercurio en suelo son las siguientes: disuelto (iones o complejos
solubles), absorbido no especificamente (uniéndose por fuerzas electrostaticas),
absorbido especificamente (enlaces covalentes o coordinados), quelado (unido a

sustancias organicas) y precipitado (sulfuro, carbonato, hidréxido) (Schuster, 1991).

Los principales factores que intervienen en el movimiento y disponibilidad
de mercurio son los diferentes acarreadores quimicos, las transformaciones, el pH
y el potencial redox. Se sabe que de manera natural el mercurio es acomplejado
con iones CI~, OH~, S%, se ha visto que la materia organica juega un rol importante
como factor dominante que controla la movilidad de mercurio en suelos acidos,
mientras que, en suelos basicos a alcalinos, son los minerales principalmente. Se
ha observado afinidad de mercurio con grupos funcionales en sustancias humicas
como OH, COOH, aromaticos y con SH. Es este sentido, el mercurio sera movil si

la materia organica del suelo también lo es, es decir, se puede absorber por
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particulas inmovilizadas, 1o que consecuentemente también se inmovilizara al
mercurio; por otro lado, se pueden formar complejos de materia organica y mercurio

haciéndose soluble y moverse a través del agua del suelo (Xu et al., 2015).

En el caso de los minerales de arcilla, hidroxidos de Fe, Mn, Al y FeS amorfo
son absorbentes muy importantes de mercurio que permiten su inmovilizacion. Por
otra parte, la interaccion con iones de ClI- al formar HgCl2 aumenta su solubilidad y
por lo tanto su movilizacion (Zhang et al., 2015).

Como se menciond antes, las transformaciones del ‘mercurio también
influyen en su movilizacion. Existen procesos de metilacion y demetilacion de
mercurio que son llevados a cabo principalmente por bacterias, la metilacion
consiste en la unién de un grupo metilo a mercurio. inorganico para dar lugar a
metilmercurio [CH3HQg]*. La desmetilacion por su parte, reduce la biodisponibilidad
de mercurio en suelo ya que al realizarse una reaccion reductiva se producen Hg°
que se volatiliza a la atmosfera y CHs4, mientras que CO2 y Hg?* se producen por una
reaccion oxidativa (Lu et al., 2016; Mason et al., 2012; Xu et al., 2015).

El potencial redox. interfiere con la movilizacion de mercurio. Se ha
observado que en condiciones andxicas con potencial redox se induce la metilacién
de mercurio por bacterias sulfato-reductoras y por su parte un ambiente reductor
puede incrementar la solubilidad del mercurio pasando de Hg?* en forma de HgS a
HgP® que se volatiliza y se libera a la atmésfera (Xu et al., 2015). El pH por su lado
juega también un papel importante en la movilizacion del mercurio ya que se ha
reportado que a pH 3 hay una minima disolucién de mercurio, mientras que a pH 5
u-11 hay mayor solubilidad (Xu et al., 2014).
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3 HIPOTESIS

Al someter la bacteria Bacillus subtilis a condiciones de estrés oxidativo,
habr& cambios en la estructura y densidad de las moléculas del tRNA®Ys |as cuales
son susceptibles de ser analizadas a través de secuenciacibn masiva y

herramientas de analisis de datos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el tRNA®Ys en Bacillus subtilis bajo condiciones de estrés oxidativo generado
por mercurio utilizando el método de secuenciacion masiva para Su uso como

modelo de estudio.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar diferentes perfiles transcriptémicos de Bacillus subtilis para
establecer condiciones de andlisis y uso del tRNA®YS como modelo de

estudio en condiciones de estrés oxidativo.
2. Establecer las condiciones de germinacion de esporas de Bacillus subtilis

bajo estrés oxidativo  inducido por mercurio, para analizar perfiles

transcriptomicos del tRNA®Ys a través de RNA-seq.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 Material Biologico

La bacteria Bacillus subtilis cepa PY79, fue obtenida de la American Type
Culture Collection (ATCC) y fue mantenida en medio LB (férmula por litro: extracto
de levadura 5 g, peptona 10 g y NaCl 10 g) solo o suplementado con 1.5% de agar
a 37°C en condiciones aerbbicas. El cultivo stock y experimentales fueron
preservados a -80°C. En el caso de las esporas, estas se mantuvieron suspendidas
en dH20 estéril a 4 °C.

5.2 Evaluacion de los perfiles transcriptomicos del tRNACYs en Bacillus subtilis a
partir de bases de datos en NCBI

En este proyecto se evaluaron metodologias de purificacion de moléculas
de RNA y secuenciacion para poder visualizar cambios en frecuencia de fragmentos
del tRNA®Ys en Bacillus subtilis y después aplicarlas en su uso como modelo de
estudio. Es por lo anterior que como primer paso se utilizaron los transcriptomas
disponibles las librerias en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus
Database) de NCBI (Clough y Barrett, 2016). En el Cuadro 2 se muestra la
descripcion correspondiente de las librerias utilizadas con nimeros de acceso
GSE100263 (Schwartz et al., 2018), GSE81238 (Nagler et al., 2016b) y GSE120050
(Liu et al., 2014). Se determind la calidad de las secuencias de RNA mediante el
programa FastQC, para lo cual se requirieron los datos de secuenciacion en
archivos fastq. Después se hizo un alineamiento al genoma de referencia de Bacillus
subtilis cepa 168 obtenido de la base de datos GenolList (Lechat et al., 2008) de
cada corrida de secuenciacion (SRR-n) en el programa BWA (Li y Durbin, 2009).
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De forma paralela se realizd otro alineamiento en BWA con los datos de
cada corrida de secuenciacién con respecto a la secuencia del gen para tRNA®Ys
obtenida de la base de datos SubtiList (Moszer et al., 2002). Esta region incluye el
gen del tRNASY, tRNAe! y el terminador con un tamafio total de 337 pb (region del
genoma de Bacillus subtilis cepa 168 de 952.035 a 952.371 Kb). Para visualizar
dichos alineamientos y observar ciertos cambios en la secuencia de los fragmentos
que se alineen con la regién del tRNA®Ys, se utilizé el visor genémico IGV (Robinson
et al., 2011).

5.3 Andlisis de moléculas de tRNA®Ys en el transcriptoma de Nagler et al., 2016b

Los datos de RNA-seq corresponden a un experimento de la evaluacion del
efecto del estrés salino en la expresion genética de Bacillus subtilis en diferentes
tiempos de germinacion y crecimiento de esporas. Estos datos corresponden a to min
(espora inactiva), germinacion y crecimiento de esporas durante 30, 60 y 90 minutos
(t30 min, teo min, Y too min), €n-presencia y ausencia de NaCl 1.2 M en medio de
germinacion. Cada muestra fue secuenciada por duplicado. Para evitar la confusion
y el sesgo de los isoaceptores de tRNA que no codifican 3"-CCA en Bacillus subtilis,
se aproveché el andlisis del procesamiento para el gen tRNA®S que, como se
menciond antes, esta presente en una sola copia en el genoma de Bacillus subtilis
y se encuentra en el extremo distal del operén rrnD. Al no codificarse la secuencia

CCA al final del extremo 3°, debe agregarse después de la transcripcion.

Para el analisis fino de las lecturas y el mapeo de secuencias, se utilizé el
programa CLC Genomics Work Bench versién 12.0.2 (Qiagen, CLC Bio, Aarhus,
Denmark). Las lecturas fueron mapeadas con la regiéon del gen para tRNA®YS, esta
secuencia de referencia fue descargada de la base de datos SubtiWiki
(http://subtiwiki.uni-goettingen.de) (Mader et al., 2012). Se utilizé un alineador local

para lecturas cortas y se usaron los parametros que arroja el programa por default.
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Se consideraron los alineamientos con una fraccién de tamafio de 0.8 y una fraccion
de similitud de 0.8. Dos mismatches y tres inserciones y deleciones por cada lectura
fueron permitidos. Los resultados del mapeo para todos los experimentos fueron de
243 a 1,141 lecturas. Asi, las lecturas mapeadas fueron extraidas y analizadas
utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) a través del programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013) , se alinearon a una secuencia del gen para tRNA®S, Las
secuencias alineadas fueron revisadas manualmente y se categorizaron en los
siguientes grupos: |) precursores (contiene nucleétidos codificados genémicamente
en los extremos 5" y 3"); 1) tRNA inmaduro (consta de 71 nucleotidos); Ill) tRNA
inmaduro (CCA en el 3%); IV) tRNA inmaduro (con 3°-CC). Para el caso de los
fragmentos de tRNA (tRFs), se contaron y sumaron todos los diferentes tamafios de
fragmento y se categorizaron en los siguientes grupos: V) fragmentos del extremo
3" (3’-tRF) con la secuencia CCA; VI) fragmentos 3"-tRF con CC; VII) todos los
fragmentos detectados como 5°-tRF (71 bases — n, donde n > 0, del extremo 3") o
fragmentos internos (de la posiciéon 2 a la 70 como referencia); VIII) tRNACYs
completo pero con adiciones incorrectas en el extremo 3°; y IX) fragmentos 3"-tRF

con adiciones incorrectas en el 3".

Una vez delimitados estos grupos de moléculas de tRNA®YS, se realizé el
analisis del contenido total de moléculas en la espora to min. Después, se comparé
el perfil de moléculas maduras, inmaduras y fragmentos en cada uno de los tiempos
de germinacion 'y posterior crecimiento de la espora (t30 min, teo min, ¥ too min). ESte
andlisis de la distribuciéon de moléculas de tRNA®Ys fue realizado en el programa
JPM 7 a través del algoritmo de frecuencias por grupo. También se evalud6 la
dindmica de estas moléculas de tRNA®YS en los nueve grupos delimitados en funcién
del tiempo de germinacion y crecimiento antes mencionados. Los graficos de

tendencia fueron construidos en el software SigmaPIlot version 14.0.
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Cuadro 2. Descripcién de las librerias de RNA-seq de Bacillus subtilis disponibles en NCBI

Acceso
GEO Corrida BioMuestra Muestra Experimento Instrumento MBases MBytes Fuente Tratamiento Disefo Referencia
lllumina HiSeq
SRR7475394 SAMNO09615572 GSM3258512 SRX4344891 2000 4,498 1,890 Cultivo Demetilasa  Paired
GSE100263  gpR7475393 SAMNO9615575 GSM3258511 SRX4344890 gl(;;(;gma Hised 4,323 1,846 Cultivo Demetilasa  Paired Schwartz et al., 2018
lllumina HiSeq No
SRR7475390 SAMNO09615494 GSM3258508 SRX4344887 2000 3,695 1,635 Cultivo demetilasa Paired
SRR3488635 SAMNO04962911 GSM2147025 SRX1750673 lon Torrent 1,506 1,206 NaCl'T90 Sal Single
SRR3488634 SAMNO04962910 GSM2147024 SRX1750672 lon Torrent 1,094 877 NaCl T60 Sal Single
SRR3488633 SAMNO04962909 GSM2147023 SRX1750671 lon Torrent 1,658 1,326 No NaCl T90 No Sal Single
SRR3488632 SAMNO04962908 GSM2147022 SRX1750670 Ilon Torrent 1,297 1,039 No NaCl T60 No Sal Single
SRR3488631 SAMNO04962907 GSM2147021 SRX1750669 lon Torrent 1,446 1,155 No NaCl T30 No Sal Single
SRR3488630 SAMNO04962906 GSM2147020 SRX1750668 lon Torrent 996 798 No NaCl T90 No Sal Single
GSEB1238 SRR3488629 SAMNO04962905 GSM2147019 SRX1750667 lon Torrent 1,349 1,076 No NaCl T60 No Sal Single Nagler et al., 2016b
SRR3488628 SAMNO04962904 GSM2147018 SRX1750666 Ion Torrent 1,087 871 No NaCl T30 No Sal Single
SRR3488627 SAMNO04962903 GSM2147017 SRX1750665 lon Torrent 913 734 Espora TO Dormancia  Single
SRR3488626 SAMNO04962902 GSM2147016 SRX1750664 Ion Torrent 1,214 969 NaCl T90 Sal Single
SRR3488625 SAMNO04962901 GSM2147015 SRX1750663 lon Torrent 1,252 1,000 NaCl T60 Sal Single
SRR3488624 SAMNO04962900 GSM2147014 SRX1750662 lon Torrent 1,320 1,056 NaCl T30 Sal Single
SRR3488623 SAMNO04962899 GSM2147013 SRX1750661 lon Torrent 1,173 940 Espora TO Dormancia  Single
SRR3488622 SAMNO04962898 GSM2147012 SRX1750660 Ilon Torrent 1,251 1,002 NaCl T30 Sal Single
lllumina HiSeq
SRR7852779 SAMN10079110 GSM3392543 SRX4703440 2000 2,203 1,110 A pnp Single
lllumina HiSeq
SRR7852778 SAMN10079112 GSM3392542 SRX4703439 2000 2,473 1,236 A pnp Single
lllumina HiSeq
GSE120050 SRR7852777 SAMN10079054 GSM3392541 SRX4703438 ﬁl(l)J?T(])ina Hiseq 7,854 3,941 Apnp Single Liu et al., 2014
SRR7852776 SAMN10079056 GSM3392540 SRX4703437 2000 2,405 1,210 Cepa silvestre Single
lllumina HiSeq
SRR7852775 SAMN10079057 GSM3392539 SRX4703436 2000 2,213 1,116 Cepa silvestre Single
lllumina HiSeq
SRR7852774 SAMN10079059 GSM3392538 SRX4703435 2000 1,499 757 Cepa silvestre Single

Datos tomados de NCBI, base de datos: Gene Expression Omnibus Database

(GEO).
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5.4 Establecimiento de las condiciones de germinacion y crecimiento de esporas bajo

estrés oxidativo usando HgClz.

5.4.1 Produccién y purificacion de esporas

Para analizar perfiles transcriptoémicos del tRNA®YS a través de RNA-seq, es
necesario el establecimiento preliminar de las condiciones experimentales de
germinacion de esporas, el medio a utilizar y el grado de estrés inducido por HgCl-.
El primer paso fue la produccion y purificacion de esporas a grandes cantidades, las
cuales después se utilizaron en las cinéticas de germinacion.. Las esporas de Bacillus
subtilis PY79 fueron producidas en cultivo liqguido en medio de esporulacion de
Schaeffer modificado con glucosa (2x SG; como se describe en Nicholson y Setlow,
1990), ver apartado de anexos. El medio fue inoculado asépticamente con una asada
de biomasa proveniente de un cultivo axénico de 18 horas. Se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 40 mL de medio para asegurar buena agitaciéon y
oxigenacion del cultivo. Estos cultivos para esporulacién fueron incubados a 37 °C
por siete dias y agitacion de 150 rpm. Como control, se utilizé un matraz con medio
sin inocular. Las esporas fueron recolectadas y lavadas con dH20 estéril al menos
siete veces por centrifugacién a 10,000 rpm (5 min). La pureza de los stocks de

esporas fue revisada por microscopia (= 99 %).

Para evaluar la concentraciéon de esporas (nimero de esporas por mL?), se
realizé un recuento en placa. Se hicieron diluciones seriadas por duplicado (se usé
diluyente de peptona), se tomé 1 mL del stock de esporas para la primera dilucion y
se inocul6 100 pL de las diluciones 107, 108 y 10° en agar LB, el sembrado se realizé
por extension en placa. La incubacion fue a 37 °C por 24 horas, pasado este tiempo
se contaron las UFC y se realizo el céalculo considerando el factor de dilucion

utilizado.
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5.4.2 Cinéticas de germinacion de esporas y crecimiento

Para realizar los experimentos del efecto del HgClz2 en la germinacion de
esporas y crecimiento posterior, se realizaron cinéticas de crecimiento en medio para
germinacion compuesto de Medio Minimo Spizizen (SMM; como se describe en
Nicholson y Setlow, 1990) con y sin HgClz, y adicionalmente se afiadié al medio L-
alanina 10 mM para desencadenar la germinacion (Nagler et al., 2014). Antes de
inocular el medio minimo, las esporas fueron activadas por calor a 70 °C por 30 min
para asegurar una germinacioén sincronizada (Nicholson y Setlow, 1990). Estos
experimentos fueron realizados en 40 mL de medio de germinacion (en matraces de
250 mL). Para encontrar la concentracibn minima que causa un efecto en la
germinacion se utilizaron concentraciones de 0.5, 1, 10, 15y 20 ug mL? de HgCla.
Se utilizé como control un cultivo de germinacion sin HgClz y un blanco sin esporas
ni HgCl2. El medio fue inoculado con 9.95 x.10° esporas en total y muestras de 700
pl fueron tomadas después de la inoculacion a to min, t3o0 min, tso min SUCESIVamente por
cuatro horas de incubacion para la medicion del crecimiento. Para las mediciones
espectrofotométricas, la germinacion fue llevada a cabo por triplicado y las lecturas
de absorbancia fueron hechas a 600 nm (DOsoo nm) en un espectrofotdmetro
Dynamica HALO XB-10. Los datos de DOsoo nm fueron normalizados por la division
de cada lectura entre el primer valor obtenido en to min, resultando en DOsoo nm relativa
dada en %. Un decremento del 60 % en DOesoo nm cOrresponde a la germinacion de

la poblacién de esporas completa (Atluri et al., 2006; Nagler et al., 2014).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Perfiles transcriptomicos del tRNA®Ys en Bacillus subtilis a partir de bases de
datos en NCBI

Gran parte de los estudios del tRNA se han basado en el seguimiento de los
niveles de tRNA a través de hibridacion tipo Northern blot. Las técnicas de hibridacién
pueden mostrar una cuantificacion en masa para algunos tRNAS con el mismo
anticodon. Sin embargo, no son capaces de distinguir ciertos grupos anticodon e
isodecodificadores que se diferencian sélo por una o unas pocas bases (Dittamar et
al., 2006; Fujishima y Kanai, 2014; Goodenbour y Pan, 2006). Ademas, las matrices
y las transferencias Northern no proporcionan informacion sobre posibles
modificaciones de los tRNAs, que se consideran vitales para su funcién. Con la
finalidad de conocer metodologias de purificacion y secuenciacion de RNA que
permitan el andlisis fino de moléculas relacionadas con el tRNA®YS, en este trabajo
se evaluaron tres transcriptomas de Bacillus subtilis disponibles en la base de datos
GEO (Gene Expression Omnibus Database) de NCBI, presentadas en el cuadro 2.

A través del alineamiento masivo de lecturas de todas las corridas de
secuenciacion de RNA reportadas por Schwartz et al., y Liu et al., para Bacillus
subtilis al genoma de referencia, en ninguna se detectaron lecturas correspondientes
al tRNA®s, La metodologia de purificacion de RNA del trabajo de Schwartz et al.,
esta disefiada especificamente para la amplificacion y secuenciacion de tRNAs a
través del tratamiento con demetilasas (DM-tRNA-seq) (Schwartz et al., 2018). Se
sabe que el tRNA, debido a sus abundantes modificaciones postranscripcionales y
Su estructura secundaria estable, no se ha secuenciado adecuadamente mediante
métodos estandar, ya que estas caracteristicas interfieren con la sintesis de cDNA 'y
la ligacion de adaptadores antes de la secuenciacion (Pang et al., 2014a; Zheng et
al., 2015). Para solucionar estos problemas, los métodos publicados emplean
estrategias de preparacion de bibliotecas inteligentes y diversas. DM-tRNA-seq fue

el primer protocolo publicado por Zheng et al., especificamente con el propdsito de
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secuenciar el tRNA (Zheng et al., 2015). Este protocolo utiliza una retrotranscriptasa
mas procesiva y una demetilasa procariota purificada, AlkB, para eliminar los grupos
metilo del tRNA que estropean la actividad de la enzima, aumentando asi la
abundancia de cadenas de cDNA més largas. Gogakos et al., desarrollaron Hydro-
tRNA-seq para aumentar la uniformidad de cobertura a través de la transcripcion de
tRNA dada a través de una fragmentacion limitada de tRNA durante la preparacion
de la biblioteca para evitar bases modificadas (Gogakos et al., 2017). Shigematsu et
al., disefiaron YAMAT-seq, en este protocolo se utiliza un adaptador de doble hebra
ligado a los extremos 5" y 3" del tRNA maduro que difiere de la ligacion del adaptador
no especifico (Shigematsu et al., 2017). Pinkard et al., desarrollaron QuantM-tRNA-

seq (Quantitative Mature tRNA sequencing), el protocolo para secuenciacion de

tRNA mas reciente. Como su nombre lo indica, €s una técnica ideada para la
secuenciacion y andlisis de abundancia de tRNAs maduros. Esta técnica aprovecha
el 3-CCA terminal del tRNA funcional, donde se liga con férula para unir un
adaptador bicatenario complementario a los terminales 5 y 3°, dichos adaptadores
son especificos para tRNAs en el rango previsto de 65 a 95 ribonucleétidos y
depende tanto de la ligasa como de los adaptadores (Pinkard et al., 2020).

A pesar de estas estrategias innovadoras, todavia existen importantes
limitaciones al estado actual de la técnica. Por ejemplo, DM-tRNA-seq se basa en la
purificacion en gel de tRNA, un paso con potencial para introducir sesgo (Xu et al.,
2019). En el trabajo de Schwartz et al., donde utilizaron la misma técnica, se observo
ademas que ciertas familias de tRNAs de bacterias con modificaciones que van del
extremo 3" hacia el sitio anticodon no pueden ser amplificadas, ya que tales
modificaciones no pueden ser eliminadas por las demetilasas y, por tanto, detienen
la transcriptasa inversa termofila y la sintesis de cDNA se anula. Un ejemplo de esto
es la modificacion ms?i® A37 del tRNAP" encontrada en Escherichia coli. Un trabajo
reciente indica que tal modificacion también esta en ciertos tRNAs de Bacillus subtilis,
pero en el caso del tRNA®YS no se ha identificado tal modificacion, solo metilaciones
(de Crécy-Lagard et al., 2020); por lo que no es probable que por esta razon el

tRNA®Ys no pueda ser amplificado. Sin embargo, se sabe que en Bacillus subtilis y
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Firmicutes relacionados, existe solamente una copia del gen para tRNA®Ys (Campos-
Guillén et al., 2010; Hernandez-Flores et al., 2020; Zhu y Stllke, 2017), lo que puede
sugerir que a diferencia de otros tRNAs, hay menor abundancia de tRNA®S que
pueden ser facilmente perdidos durante el proceso de purificacion de RNA.

Los otros métodos disponibles como el Hydro-tRNA-seq, por su disefio,
genera lecturas méas cortas que son dificiles de mapear y, por lo tanto, puede estar
sesgada la informacién. Por su parte, YAMAT-seq es incapaz de cuantificar un gran
numero de tRNA debido al requisito de cDNA de longitud completa, por lo que se
selecciona tRNA altamente estructurado y modificado que la retrotranscriptasa no
puede amplificar. Por ultimo, el método QuantM-tRNA-seq esta disefiado para tRNAs
maduros Unicamente, por lo que no habria deteccion de fragmentos de tRNA 5 -tRFs,
itRFs, modificaciones incorrectas en el 3" y precursores para los que el CCA no esta

codificado genéticamente.

El otro transcriptoma evaluado tuvo como objetivo utilizar el analisis RNA-
seq para sondear el recambio en el mRNA a nivel global en cepas silvestres y
mutantes en PNPasa (Apnp) de Bacillus subtilis (Liu et al., 2014). EI mapeo de
lecturas de secuenciacion de ambas condiciones no arrojo ningun alineamiento para
la region del gen de tRNAYS del genoma de referencia. En ese trabajo se utiliz6 el
protocolo de fenol caliente para la purificacion de RNA y después se utilizo el kit Ribo-
Zero rRNA (Epicentre) para eliminar el rRNA. Aqui la secuenciacién estuvo dirigida
al mRNA a través de la plataforma Illumina Hiseq 2000, por lo que no se hizo un
tratamiento especial para la eliminacion de modificaciones de nucledsidos presentes
en el tRNA gue no permitan la sintesis de cDNA. Otra posible explicacién seria, al
igual que el caso anterior, por la abundancia de transcritos del gen de tRNA®S no se
recuperan durante la extraccion y purificacion de RNA, por tanto, no se ven reflejados

en la secuenciacion.

Por otra parte, en el trabajo de Nagler et al., el mapeo al genoma de
referencia si mostro alineamiento de lecturas de secuenciacion con el tRNACYS en

todas las corridas de secuenciacion y para todas las condiciones de estrés por NaCl
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investigadas. En ese trabajo el aislamiento de RNA fue hecho con el método de
extraccion fenol-cloroformo y tratado con DNasas, la secuenciacion fue a través de
la plataforma lon Torrent. La secuenciacion por lon Torrent es un meétodo de
secuenciacion de DNA basado en la deteccion de protones liberados durante el
proceso de polimerizacion del DNA. Por tanto, este método se guia a través de la
adicion de nucleétidos en las cadenas simples de DNA en estudio. Como se puede
observar, tal método utilizado no describe la utilizacion de enzimas especiales para
eliminar modificaciones de bases, ya que el protocolo esta dirigido para el andlisis de
transcriptomas a partir de mRNA principalmente y no tanto de tRNAs. Sin embargo,
en ese trabajo se encontraron transcritos de ncRNA de al menos 20 genes diferentes
gue muy probablemente provienen de genes de tRNA, incluido el tRNA®Ys (Nagler et
al., 2016b). Tales resultados sugieren que el disefio-de secuenciacion utilizado, de
un solo extremo (single ends), impactaron en la deteccion de tRNAs, ya que la
secuenciacion de un solo extremo produce una lectura por fragmento. Ademas, se
sabe que este disefio de secuenciacion puede ser bueno para cuantificar la expresion
de RNA pequefio o la expresion a nivel de gen cuando las variantes de corte y

empalme no son una preocupacién (Hendrix, 2019).

Para proporcionar una vision profunda del procesamiento de tRNA®S en la
espora inactiva y durante el crecimiento en Bacillus subtilis, se utilizé la metodologia
RNA-Seq y la base de datos GEO (GSE81238). El numero total de lecturas para
todos los experimentos varié de ~7 a ~12 millones, pero un hallazgo interesante es
que existe una distribuciéon de lecturas mapeadas para tRNA®S en todas las
condiciones experimentales probadas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Lecturas mapeadas correspondientes al tRNACYs

GEO database Experimento Le-[:ct);[ﬁlas rrl;aegtel;rdass
SRR3488627 TO 7,395,066 243
SRR3488623 TO 9,593,083 349
SRR3488631 No NaCl T30 11,077,704 414
SRR3488628 No NaCl T30 8,808,097 566
SRR3488632 No NaCl T60 10,264,883 785
SRR3488629 No NaCl T60 10,487,594 823
SRR3488633 No NaCl T90 12,877,261 1,141
SRR3488630 No NaCl T90 8,069,190 683
SRR3488624 NaCl T30 10,215,022 462
SRR3488622 NaCl T30 10,294,457 882
SRR3488634 NaCl T60 9,182,674 760
SRR3488625 NaCl T60 9,468,524 530
SRR3488635 NaCl T90 12,497,964 813
SRR3488626 NaCl T90 9,377,023 712

6.2 Lecturas mapeadas para el tRNA®YS.en la espora

Las lecturas asignadas a la region del gen tRNA®YS se usaron para distinguir
entre las diferentes etapas del procesamiento de tRNA®S, Para reducir las
contribuciones al andlisis por la caida de la polimerasa inducida por las
modificaciones durante la metodologia de RNA-seq y debido al alto porcentaje de
fragmentos. cortos de RNA derivados del tRNA®S (5°-tRFs o 3'-tRFs) que se
observaron en el andlisis, se caracterizaron todas las lecturas mapeadas para fines

estadistico.

Los resultados muestran que la espora latente almacena una poblacion
diversa de moléculas de tRNA®S, Se analizaron un promedio de 296 lecturas
mapeadas en esporas inactivas (T0), y al menos nueve categorias se caracterizaron

y se representan en la Figura 14.
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Adiciones incorrectas en extremo 3"

tRNA completo (7.60%)
..GGTGTCGCCTCCAC
..GGTGTCGCCTCCACC
..GGTGTCGCCTCCACCC
...GGTGTCGCCTCCACA
..GGTGTCGCCTCCACAA
..GGTGTCGCCTCCACAAA
..GGTGTCGCCTCCACAC
..GGTGTCGCCTCCACACAARAACT
.GGTGTCGCCTCCACCAA
..GGTGTCGCCTCCACCAAA
..GGTGTCGCCTCCACCAAAA
...GGTGTCGCCTCCACCAAAAA
...GGTGTCGCCTCCACCAAAAAA
...GGTGTCGCCTCCC
...GGTGTCGCCTCCCC
...GGTGTCGCCTCCCCCA
...GGTGTCGCCTCCCAAAA
...GGTGTCGCCTCCCAAAAAAA
Fragmentos 3’-tRF (4.56%)
..GGTGTCGCCTCCAC
...GGTGTCGCCTCCACC
..GGTGTCGCCTCCACA
..GGTGTCGCCTCCACAC
...GGTGTCGCCTCCACCAA
...GGTGTCGCCTCCACCAAA
...GGTGTCGCCTCCAA
...GGTGTCGCCTCCAAA
..GGTGTCGCCTCCAAAA
...GGTGTCGCCTCCAAAAARA
...GGTGTCGCCTCCCAAAA
..GGTGTCGCCTCCCAAAAAAA
..GGTGTCGCCTCAC
...GGTGTCGCCTCACAAAAACC

Figura 14. Descripciéon general de las subpoblaciones de moléculas de tRNA®YS en

esporas inactivas de Bacillus subtilis. Las lecturas clasificadas fueron: 1) precursores,
I1) tRNA inmaduro,-lll) tRNA maduro con 3'CCA, 1V) tRNA inmaduro con 3'CC, V)
fragmentos 3"-tRF detectados con CCA, VI) fragmentos 3"-tRF detectados con CC,

VII) fragmentos detectados (5 -tRF y fragmentos internos), VIII) tRNA completo con

colas incorrectas afadidas en el 3" y I1X) fragmentos 3"-tRF con colas incorrectas

anadidas en el 3". La tabla a la derecha muestra las adiciones asociadas con las

diversas especies de tRNA®Ys en verde.

De estas categorias, se observaron los siguientes porcentajes de lecturas

almacenadas en esporas inactivas (Figura 15). Un bajo porcentaje (1.01 %) de

lecturas representaba tRNAs con nucleétidos codificados gendmicamente en los

extremos 5° 0 3', que se clasificaron como transcritos sin procesar (categoria I). La
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categoria con el porcentaje mas bajo de lecturas (0.34 %) represento tRNAs con el
extremo 3" incompleto (categoria Il). Las lecturas mas abundantes (22.85 %) fueron
tRNAs con el CCA correcto en el extremo 3' (categoria Ill). Un hallazgo interesante
fue el porcentaje relativamente alto de lecturas mapeadas (9.47 %) que representan
tRNAs con CC en el extremo 3" (categoria IV), lo que sugiere que son tRNAs
inmaduros. Se contd un alto porcentaje de lecturas con fragmentos del tipo 3°-tRF

con CCA o CC en el extremo 3" (23.19 %) para las categorias V y VI.

Debido al alto nimero de lecturas mapeadas correspondientes a fragmentos
observados en el to min (€SpOras inactivas) y en comparacion con el menor nimero de
lecturas mapeadas en los otros tiempos analizados (ver resultados a continuacion),
se sugiere que estas lecturas son probablemente fragmentos generados durante la
formacion de la espora. Si estos fragmentos se degradan posteriormente, podrian
soportar la sintesis de RNA de novo durante el crecimiento. Sin embargo, no se
puede descartar la posibilidad de que-un porcentaje de ellos puedan ser
subproductos de caida de polimerasa inducidos por modificacion resultantes de la

metodologia de RNA-seq.

Se observo un porcentaje considerable de lecturas (30.46 %) de fragmentos
5°-tRF y fragmentos internos, que se representan como la categoria VII. Las Ultimas
categorias observadas, VIII y IX, fueron lecturas con colas incorrectas agregadas
postranscripcionalmente en moléculas de tRNA®YS completos o fragmentos tipo 3-
tRF. El porcentaje total de estas lecturas fue del 12.16 % y las adiciones se muestran
en la Figura 14 (tabla en el lado derecho). Se observé que ambas categorias de
moléculas de tRNA®Ys, completas o fragmentos 3"-tRF con CCA en el extremo 3’,
portan nucledtidos adicionales como C o ambos CA, y algunos de ellos con un

segundo terminal CCA, también algunos de ellos con colas de poli(A).
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Figura 15. Porcentaje de lecturas almacenadas en endosporas inactivas.

En Bacillus subtilis, los genes.que codifican para tRNAs estan dentro de
operonesy, por lo tanto, los tRNAs se sintetizan como precursores que experimentan
modificaciones postranscripcionales para dar a moléculas funcionales. Estas
modificaciones incluyen el procesamiento de 5"y 3" por ribonucleasas, la adicién de
la secuencia CCA en el extremo 3" de aquellos tRNA que no codifican esta secuencia

y la edicion postranscripcional de ribonucledsidos.

El gen de tRNA®YS esta presente en una Unica copia en el genoma de Bacillus
subtilis y esta localizado en la parte distal del operdn rrnD. Aqui se encuentran los
genes que codifican para moléculas de rRNA (16S, 23S y 5S), ademas de un cluster
de genes encontrado rio abajo del rRNA 5S (Vold, 1985; Wawrousek et al., 1984). La
regulacion de la expresion del operén rrnD esta mediada por dos secuencias
promotoras consenso OA asociadas (P1 y P2) rio abajo del gen para rRNA 16S
(Koga et al., 2006). Un tercer promotor consenso oA esta localizado en el espacio
intergénico 23S-5S y esta asociado con mecanismos de respuesta estricta (Vold,
1985; Wawrousek et al., 1984) . Diversos informes han revelado que la regulacion de

la expresion de P1 y P2 se mantiene durante la formacion de esporas, y que estos
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promotores permanecen activos incluso durante las Ultimas etapas de la
esporulacion (De Hoon et al., 2010; Koga et al., 2006; Rosenberg et al., 2012). Otros
trabajos han observado ligeras diferencias en la expresion de los promotores P1 'y
P2 bajo estrés nutricional en células vegetativas (Natori et al., 2009; Samarrai et al.,
2011).

En base a estos datos reportados, esta claro que la expresion de tRNACYs
bajo el control de los promotores P1 y P2 tiene lugar durante la esporulacion y que
diversas subpoblaciones de moléculas de tRNA®YS podrian acumularse en esporas
latentes. Para ampliar nuestro conocimiento sobre el procesamiento del tRNA en
esporas de Bacillus subtilis latentes y germinantes, se utilizé la metodologia RNA-
seq para mostrar la diversidad de moléculas de tRNA®S que estaban presentes en
estas condiciones y en las esporas germinadas en presencia de alta salinidad.
Nuestros resultados muestran por primera vez la diversidad de las subpoblaciones
de tRNA®S almacenadas en esporas latentes en Bacillus subtilis (Figura 14) y
contribuyen al conocimiento del procesamiento de tRNA®S durante las fases de

latencia y crecimiento.

6.3 Distribucion de moléculas de tRNA®Ys durante la germinacién y crecimiento bajo

estrés salino

Los resultados muestran que la espora inactiva almacena moléculas de
tRNA®Ys maduras, lo que podria soportar las fases iniciales de traducciéon mientras
que el proceso de transcripcion y el procesamiento de tRNA®YS progresan durante la
fase de crecimiento. Por otro lado, los fragmentos pueden degradarse para que los
ribonucledtidos obtenidos puedan estar disponibles para la sintesis de ARN de novo
durante la fase de crecimiento. Por lo tanto, es razonable sugerir que durante la fase
de maduracion el procesamiento de tRNA progresara y, con el tiempo, la frecuencia
de la poblacién de moléculas de tRNA®Ys almacenadas en esporas cambiara.
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Para comprender la dindmica de la densidad de las moléculas de tRNA®Ys
durante el proceso de crecimiento, se analizaron las lecturas mapeadas para tRNACYs
a los t30 min, teo min Y teo min después del inicio de la germinacion en ausencia y presencia
de 1.2 M de NaCl en medio de cultivo. De un total de 9,163 lecturas mapeadas
obtenidas durante 90 minutos de crecimiento en ambas condiciones (Cuadro 3), se
obtuvo la distribucién de cada subpoblacién de moléculas de tRNA®Ys, representada

como el promedio en cada tiempo de muestra y visualizada en la Figura 16.

Mientras que algunas subpoblaciones de estas moléculas se observaron con
menor frecuencia y se detectaron en al menos una muestra de RNAy en un momento
de muestreo, otras subpoblaciones estuvieron presentes en todos los puntos de
tiempo analizados. De acuerdo con informes anteriores, se indujo una transcripcion
robusta durante el crecimiento. Por lo tanto, la subpoblacion de precursores de
tRNA®Ys se acumula en todos los puntos de tiempo analizados y representa una alta
frecuencia de moléculas de tRNA de las lecturas mapeadas con un promedio de
2034.5 lecturas mapeadas.

Durante la fase de maduracion de la espora (repening), es razonable suponer
gue una alta acumulacién de la subpoblacién de precursores durante el crecimiento
cambiara la subpoblacion  de  formas inmaduras de tRNA®YS (categoria II). Sin
embargo, el andlisis de lecturas mapeadas muestra una frecuencia mas baja con un
promedio de 34 lecturas mapeadas. Estos resultados pueden indicar que el
procesamiento de tRNA®YS a partir de precursores a través de la actividad de endo o
exo-ribonucleasas progresa, en cierta medida, durante la fase de crecimiento para
producir las formas inmaduras de tRNA®Ys que después estan disponibles para la
adicion de la secuencia CCA. De hecho, la forma madura del tRNA®YS con CCA en
su-extremo 3' aumentd en abundancia durante la fase de crecimiento, con un
promedio de 844 lecturas mapeadas, lo que significa que la actividad de adicion de
CCA se manifiesta durante la fase de maduracion. Nuestros resultados indican que
una fraccion significativa de las subpoblaciones de tRNA®YS sin extremo CCA, o con

extremos C o CC se convierten en tRNA®S maduros durante el crecimiento.
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Moléculas de tRNA®YS

Frecuencia

Media

(3"-tRF) ..
(3"-RF) ..
(3"-tRF) ...
(3"-RF) ..
(3"-tRF) ...
(3"-RF) ..
(3"-tRF) ...
(3"-RF) ..
(3"-RF) ..
(3"-RF) ..
(3"-RF) ..
(3"-tRF) ...
(3"-RF) ..
(3"-tRF) ..
(3"-RF) ...
(3"-tRF) ...
(3"-RF) ...
(3"-tRF) ...
(3"-RF) ..
(3"-RF) ..
(3"-RF) ..
(3"-RF) ..

ggtgtcgect
ggtgtcgectC
ggtgtcgcctCAAA
ggtgtcgcctCAC
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Figura 16. Distribucion de subpoblaciones de moléculas de tRNA®Ys respecto al
tiempo. Esporas latentes (to min) Y durante el proceso de crecimiento (t3o min, t6o min Y too
min) después del inicio de la germinacién en ausencia y presencia de 1.2 M de NacCl.
En esta grafica se muestran los Ultimos diez nucleétidos del tRNA®YS hasta la posicion
71, con adiciones correctas o incorrectas en la terminacion 3'. Los fragmentos (total
5’-tRF y fragmentos internos), 3"tRF y precursores se indican en el lado izquierdo. El
promedio de lecturas mapeadas para cada subpoblacion se indica mediante un
namero y mediante el gréfico de barras en el lado derecho y su presencia en cada

momento muestreado mediante una barra de color en el gréfico.

Sin embargo, se observaron algunas especies inmaduras sin extremos de CCA

completos en todos los puntos temporales de crecimiento.

Se observé una subpoblacion interesante de moléculas de tRNA®YS,
representada por fragmentos o 3"-tRF con diferentes adiciones al final de 3"; juntas
estas subpoblaciones representan un promedio de 1365.5 lecturas mapeadas. Estos
resultados indican que durante la fase de maduracion, la degradacion por RNasas
€s un mecanismo importante para obtener ribonucleotidos para la sintesis de RNA.
También es posible que un mecanismo de control de calidad de RNA esta operando
en esta fase. A este respecto, se observd un promedio de 194 lecturas mapeadas
para moléculas de tRNA®Ys completas y un promedio de 57 lecturas mapeadas para
fragmentos de 3"-tRF con adiciones incorrectas al final del 3".

6.4 Dinamica de las moléculas de tRNA®Ys durante el crecimiento en alta salinidad

Se han reportado efectos sobre la expresion génica en condiciones de alta
salinidad para las esporas en crecimiento (Nagler et al., 2016b). Por lo tanto, para
comprender si el procesamiento y la degradacion de tRNA®Ys podrian verse afectados
por el crecimiento en presencia de NaCl 1.2 M, las lecturas mapeadas para cada
categoria mencionada anteriormente en funcion de los diversos tiempos de muestra
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se compararon con las lecturas mapeadas de los datos obtenidos en ausencia de
NaCl. Los resultados de este andlisis para lecturas mapeadas mostraron
notablemente que los precursores (categoria 1) para tRNA®YS aumentaron
fuertemente a los 30 minutos después del inicio de la germinacion en ambas
condiciones investigadas y, en comparacion con las lecturas de esporas latentes (to
min). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticas en presencia de NaCl. A
los 60 y 90 minutos, la acumulacion de precursores permanece relativamente estable
y ambas condiciones muestran promedios similares de lecturas mapeadas (Figura
17).

Estos resultados significan que durante la fase de maduracion de las esporas
en crecimiento, la expresion del gen tRNA®YS estd ‘sobre regulada. Dada esta
observacion, se investigé si el aumento de la transcripcion de tRNA®YS afectaria
diferencialmente una subpoblacién particular'de moléculas de tRNA®Ys relacionadas
con los mecanismos de procesamiento. Comenzando con la categoria Il, nuestros
resultados muestran que para la forma inmadura de tRNA®S hubo un aumento en la
abundancia durante el crecimiento, pero la frecuencia de las lecturas mapeadas no
cambia significativamente en presencia o ausencia de NaCl en ninglin momento
(Figura 17).

El siguiente paso fue investigar si la subpoblacion de tRNA®Ys con CCA en el
extremo 3" (categoria lll) se veria afectada durante el estrés salino. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la abundancia de especies de
categoria Ill en presencia o ausencia de NaCl en ningin momento (Figura 17).

Se obtuvo un resultado intrigante en el andlisis de tRNA inmaduro con CC
en el extremo 3° (categoria IV). Si bien esa subpoblacion de moléculas de tRNA®Ys
disminuyo drasticamente durante los primeros 30 minutos después del inicio de la
germinacién en ambas condiciones. En presencia de NaCl la abundancia de esta
especie continud disminuyendo, mientras que en ausencia de NaCl a los 60 minutos
esta subpoblacion de moléculas de tRNA®YS aument6é algo en abundancia. Estos

resultados sugieren que los mecanismos de reparacion de CCA pueden estar

85



operando en ausencia de NaCl para producir tRNA®YS maduros durante esta fase. Si
consideramos los resultados para tRNA®YS almacenados en esporas inactivas en to
min, las categorias Ill mas IV representan un promedio de 95.5 + 16 lecturas
mapeadas, en comparacion con un promedio de 93 = 1 y 119 + 12 lecturas
mapeadas, respectivamente, para tRNA®S con CCA en la presencia y ausencia de
NaCl a los 30 minutos después del inicio de la germinacion. Estas observaciones
sugieren que los mecanismos de adicion de CCA son operativos en presencia de
NaCl, aunque de manera menos eficiente que en su ausencia. Sin embargo, no
podemos descartar la posibilidad de que, en presencia de NaCl, laactividad de la
RNasa se pueda redirigir como un mecanismo para obtener ribonucleétidos para

apoyar la transcripcion en lugar de la reparacion de CCA.

Esta Ultima interpretacion se correlaciona con los resultados para las
subpoblaciones de fragmentos tRNA®Ys 3"-tRF con adicion de CCA o CC en el
extremo 3. Los niveles para ambas subpoblaciones (categorias V y VI) disminuyeron
significativamente, a casi cero en el caso de la Categoria VI, en ambas condiciones
durante la fase de crecimiento (Figura 17). La Figura 17 muestra ademas que los
fragmentos de categoria VIl aumentaron en abundancia durante el crecimiento en
presencia y ausencia de NaCl, pero a un nivel mas bajo en presencia de NaCl que el

observado en su ausencia.

La abundancia de moléculas de la Categoria VIII aument6 en tzo min Y luego
disminuyd un-poco a partir de entonces en ausencia de NaCl, mientras que se
observé. un aumento continuo en estas moléculas durante el crecimiento en
presencia de NaCl. En teo min, l0S niveles de la categoria VIII fueron esencialmente
los. mismos en presencia y ausencia de NaCl. Los niveles de la Categoria IX
disminuyeron durante el crecimiento, inicialmente mas draméaticamente en ausencia

de NaCl que en su presencia.
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Los resultados muestran una generacion progresiva y degradacion de los
fragmentos de tRNA®YS (Figura 17), lo que sugiere que las RNasas estan presentes
y activas en los diferentes tiempos de muestreo empleados en estos experimentos.
De hecho, un reporte reciente de Swarge et al., demostro a través del analisis del
proteoma que varias exo-ribonucleasas estan presentes en las esporas latentes,
incluidas PNPasa, RNasa R, RNasa PH, YhaM, RNasa Y y otras. Mientras que su
expresion transcripcional fue reportada a los 15 minutos para PNPasa, YhaM y
RNasa Y, y 30 minutos para RNasa R y ARNasa PH después del inicio de la
germinacién (Swarge et al.,, 2020). Por lo tanto, es probable que estas exo-
ribonucleasas restantes de la esporulacion desempefien papeles esenciales en las
vias de degradacion y/o procesamiento del tRNA durante las fases de esporulacion

y maduracion.

En el caso particular del procesamiento del tRNA en Bacillus subtilis,
estudios in vitro e in vivo de las vias endonucleoliticas de RNasa P (Evans et al.,
2006; Kurtz et al., 1998) o RNasa Z (Pellegrini et al., 2003) y las rutas exonucleoliticas
de RNasa PH, PNPasa, RNasa R o YhaM han sido estudiadas (Oussenko et al.,
2005, 2002). De estos estudios queda claro que los precursores de tRNA con
extensiones en el extremo 5° son eliminados por RNasa P, mientras que RNasa Z
procesa el extremo 3" de casi todos los tRNA que carecen de la secuencia CCA
codificada (Pellegrini et al., 2003), y la exonucleasa RNasa PH procesa precursores
de tRNA gue contienen CCA (Oussenko et al., 2002; Oussenko et al., 2005). El
motivo CCA en el extremo 3" es una caracteristica clave de todos los tRNAs maduros
y es esencial para el proceso de aminoacilacion durante la sintesis de proteinas (Hou,
2010; Wellner et al., 2018). Tales resultados muestran que una subpoblacién
importante de tRNA maduro con CCA en su extremo 3" se almacena en la espora
latente y sus niveles aumentan durante el crecimiento. Se observo un retraso en este
aumento en presencia de NaCl, debido quizas a un efecto de la sal sobre la actividad
de las enzimas relacionadas con el procesamiento del tRNA®S, De hecho, hay
informes que demuestran los efectos sobre la adicion de CCA a tRNA®YS a través de
RNasa Z, PNPasa, RNasa R y CCAasa (Campos-Guillén et al., 2019, 2010).
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Queda por estudiar como se ven afectadas estas enzimas en condiciones de
estrés salino durante el crecimiento de esporas, pero Nagler et al., informaron de la
interesante observacion de que el gen cca estaba regulado negativamente durante
90 minutos de crecimiento en presencia de NaCl (Nagler et al., 2016b). Una
caracteristica relevante es que el gen cca esta inmerso en el operén que contiene
genes codificantes para bacilitiol (un regulador redox y un glucésido a-anomérico de
L-cisteinil-D-glucosamina con &cido L-malico). Estos genes biosintéticos estan bajo
control del promotor dependiente de oA. Esto sugiere que la expresion de ccay la
integridad de la terminacion 3" de los tRNAs pueden ser importantes durante el estrés
salino (Campos Guillen et al., 2017; Gaballa et al., 2013, 2010).

De acuerdo con reportes anteriores, se detectaron adiciones incorrectas en
el extremo 3" del tRNA®Ys de Bacillus subtilis, lo gue sugiere que pueden existir vias
alternativas de reparacion o degradacion en esta bacteria (Campos-Guillén et al.,
2010; Campos Guillén et al., 2019). Aunque se observo un alto porcentaje de tRNA
maduro con CCA en el extremo 3" en esporas inactivas, se desconoce cuéles
moléculas estarian disponibles para apoyar la sintesis inicial de proteinas durante el
crecimiento, aun queda también por determinar si este tRNA®S almacenado esta
unido a cisteina. Cabe sefialar a este respecto que la cisteinil-tRNA sintetasa se
detecté en esporas inactivas y su expresion también se detectd a los 60 minutos

después del inicio de la germinacion (Nagler et al., 2016b; Swarge et al., 2020).

Las respuestas al estrés salino durante la germinaciéon de esporas de
Bacillus. subtilis se han analizado previamente (Nagler et al., 2016b, 2015, 2014;
Nagler'y Moeller, 2015). A partir de estos estudios, 402 genes relacionados con la
respuesta al estrés salino se regulan positivamente, algunos de ellos bajo el control
del-promotor dependiente de oA (Nagler et al., 2016b). Por lo tanto, la acumulacion
observada de precursores de tRNA®S durante los 90 minutos de crecimiento en
nuestro estudio, sugiere que la regulacion positiva del operdn rrnD, gobernada por
promotores dependientes de oA, es importante para la sintesis macromolecular
durante el crecimiento. Una pregunta sin respuesta es cual de los tres promotores de

rrD es responsable de esta regulacion positiva.
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6.5 Establecimiento de las condiciones de germinacion y crecimiento de esporas de

Bacillus subtilis bajo estrés oxidativo

El crecimiento exponencial de Bacillus subtilis en presencia de mercurio se
ha investigado anteriormente (Cruz-Hernandez et al., 2013), pero se sabe poco sobre
los efectos del estrés oxidativo causado por mercurio en la germinacién y crecimiento
de esporas. En nuestro estudio, las esporas de Bacillus subtilis PY79 se germinaron
con L-alanina en el medio minimo Spizizen con y sin suplemento de LB al'50 % y con
diferentes concentraciones de HgClz. Estas concentraciones de HgClz se eligieron
de acuerdo con el estudio anterior de Cruz-Hernandez et al., sobre la respuesta al
mercurio en células vegetativas de Bacillus subtilis. En |la Figura 18 A se muestra la
cinética de germinaciéon de esporas realizada en medio minimo en DOeoo nm relativa
en porcentaje en funcion del tiempo. Se observa una disminucion del 60 % de la DO
600 nm de acuerdo con resultados de trabajos realizados con estrés salino, donde la
disminucion fue ligeramente méas lenta en presencia de NaCl 1.2 M (Nagler et al.,
2014). Tal decremento del 60 % enla DOeoo nm relativa corresponde a la germinacion
de casi toda la poblacién de esporas (Atluri et al., 2006; Nagler et al., 2014), por lo
gue finalmente casi toda la poblacion completa de esporas germiné exitosamente en
el tso min. Durante la germinacion, las esporas liberan iones y Ca?* -dipicolinato (Ca?*
-DPA), hidrolizan su corteza y se rehidratan, lo que provoca la pérdida de sus
propiedades de refractividad y resistencia (Setlow, 2013), es por ello que hay un

decremento del 60 % en la densidad Optica.

En este primer experimento se analizé el efecto del HJCl2en concentraciones
de 10, 15 y 20 pg mL* en el medio minimo (Figura 18A). Se puede observar un
retraso en el tiempo de germinacion de las esporas cuando hay HgClz> en el medio
en comparacion del control. Entre mas alta es la concentracion de HgCl2, mas retraso
en germinacion hubo. Debido al bajo contenido de nutrientes en el medio minimo, no
se pudo observar crecimiento mediante ODsoo nm durante los 180 minutos medidos.
El segundo experimento tuvo como objetivo no solo ver el efecto en la germinacion

y el crecimiento de esporas, sino también ver si la poblacion de células podia
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adaptarse y recuperar el crecimiento en presencia de HgCl.. Para observar mas
crecimiento, se le afiadio LB 50 % al medio de germinacion (Figura 18B). Tal
concentracion de medio LB, ya ha sido utilizada anteriormente por Cruz-Hernandez
et al., para estudiar el efecto del mercurio en la fase de crecimiento exponencial de
Bacillus subtilis, debido principalmente a la biodisponibilidad del mercurio. en

presencia de componentes complejos como el extracto de levadura y peptona (Cruz
Hernandez et al., 2013).
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Figura 18. Cinéticas de germinacion y crecimiento de esporas de Bacillus subtilis en
presencia de mercurio. A) geminaciéon en medio minimo 10, 15y 20 ug mLt HgCl>.
B) germinacion y crecimiento en medio minimo suplementado con LB 50 % 10, 15y

20 pg mL* HgCl2. C) germinacion y crecimiento en medio minimo suplementado con
LB 50 % con 0.5y 1 ug mL* HgCla.
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En este segundo experimento, asi como en el anterior, solamente el control
sin HgCl2 tuvo crecimiento vegetativo. Curiosamente, aqui la germinacion no tuvo
lugar a un porcentaje cercano al 100 %, ya que en todas las concentraciones
probadas aparte del control, la densidad Optica solo tuvo una disminucién de poco
mas del 40 % (excepto el control que solo disminuyé poco mas de 20 %) (Figura
18B), por lo que se puede inferir que no toda la poblacién de esporas en el to min
germinaron. Aqui, las concentraciones de HgCl2 tuvieron un efecto citotoxico en las
esporas germinadas, por lo que no hubo recuperacion del crecimiento. Sin embargo,
se realiz6 un tercer experimento utilizando las mismas condiciones de incubacién y
la misma formulacién del medio Spizizen con LB 50 % pero concentraciones de HgClz
mas bajas (0.5 y 1 ug mL?). Aqui aparentemente las concentraciones usadas no
tuvieron ningun efecto en la germinacion de las esporas 'y el crecimiento posterior,
ya que los tratamientos con mercurio siguen el mismo patrén de crecimiento que el
control. En el trabajo de Cruz-Hernandez et al., la concentraciéon de 1 pg mL* de
HgClz causé un efecto letal en las células, por lo que el crecimiento exponencial se
interrumpié (Cruz Hernandez et al., 2013), aqui, tal concentraciébn no afecto el

crecimiento (Figura 18C).

En esta parte del establecimiento de las condiciones de germinacion vy
crecimiento de esporas de Bacillus subtilis bajo estrés oxidativo, queda por encontrar
una concentracion de HgClz que afecte el crecimiento, pero que también las células
puedan adaptarse y volver al crecimiento. Se busca una concentracién que no sea

letal pero también que tenga un efecto citostatico en Bacillus subtilis.
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7 CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que las diferentes metodologias de extraccion,
purificacion y secuenciacion de RNA impactan en los resultados, aqui, la tecnologia
de lon Torren con secuenciacion single ends tuvo buenos resultados. La capacidad
de monitorear cuantitativamente los cambios en la abundancia del tRNASYs desde la
espora inactiva hasta la germinacién y el crecimiento es fundamental para
comprender estos procesos Yy las funciones de la transcripcion, la modificacién
postranscripcional y la traduccion en ellos. Los resultados reportados aqui usando
RNA-seq y andlisis de datos, brindan nuevos conocimientos sobre los cambios
dinAmicos en las subpoblaciones de especies de RNA relacionadas con las
moléculas tRNA®YS en las esporas inactivas y durantela germinacion y el crecimiento
en presencia y ausencia de NaCl 1.2 M. Una pregunta importante sin respuesta es
gué papel juegan estas diversas subpoblaciones en la economia metabdlica de la
espora y en los procesos de germinacién y desarrollo. Aqui se mostré por primera
vez la diversidad de las subpoblaciones de tRNA®YS almacenadas en esporas de
Bacillus subtilis.

Las moléculas de tRNA®YS residentes en las esporas se someten a un procesamiento
dinamico para producir-moléculas funcionales que pueden desempefiar un papel
esencial durante la sintesis de proteinas. Se detectaron adiciones incorrectas en el
3" de tRNA®s en Bacillus subtilis, lo que sugiere que pueden existir vias alternativas
de reparacion o degradacion que no se conocen. Los tRNA®YS de esporas se someten
a un procesamiento dinamico para producir moléculas funcionales y para sintetizar
RNA de novo.

El estrés salino produjo solo un efecto modesto sobre la expresion de tRNA®YS y la
acumulaciéon de especies relacionadas con tRNA®S. Los resultados del
establecimiento de las condiciones de germinacion de esporas y crecimiento
demuestran el efecto nocivo del mercurio en estos procesos vitales. El retardo en la

germinacion sugiere cierta adaptacion al estrés oxidativo el cual queda por estudiar.
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9 ANEXOS

> Medio de esporulacion de Schaeffer modificado (2x SG). Formula por
litro:

Bacto caldo nutritivo....... 16 g

KCl oo 29

MgSOs4 (7H20)............... 05¢g

Ajustar a pH 7 con NaOH 1 M, esterilizar en autoclave (15 psi, 15 minutos), enfriar a
>55 °C y afiadir 1 mL de soluciones* mas 2 mL de glucosa 50 % (m/v) estéril por
filtracion o en autoclave a 10 psi por 10 minutos.

-*Solucion de Ca(NOs)2 1 M (estéril por filtracion).
-*Solucion de MnCl2 10 mM (estéril por filtracion).

-*Solucion de FeSO4 1 mM (estéril por filtracion).

» Medio de germinacion (Spizizen medio minimo, SMM). Composicion por

litro:
(NH4)2SOa4 ............. 249
KoHPOa4............... 1l4 9
KH2PO4 ... 649

Nas citrato (2H20)....1 g
MgSO4 (7H20).....0.2 g

Esterilizar en autoclave a 15 psi por 15 minutos. Adicionalmente afadir las siguientes
soluciones a un litro de SMM:

D-glucosa 50% (w/v)........ 10 mL
L-triptéfano 5 mg mL™...... 10 mL

L-alanina 10 mM (En caso de requerirse para desencadenar la germinacion, tal como
se describe en Nagler et al., 2014 y Nagler et al., 2016b).
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Nota: La glucosa se esteriliza por filtracion o en autoclave a 10 psi por 10 minutos, el
L-triptéfano y L-alanina solamente por filtracion.
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