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Los recientes avances tecnolégicos han
hecho posible que en pocas horas poda-
mos conocer la secuencia completa de los
genomas de cualquier bacteria cultivable o
no, desde una muestra pura o de una tan
compleja como la de cualquier microbiota.
La gran mayoria de elementos codificados
en estos genomas, como proteinas, RNA
ribosomales, RNAs de transferencia, pue-
den ser rapidamente anotados gracias a
algoritmos computacionales cada vez mas
potentes. Sin embargo, los genomas con-
tienen elementos adicionales que se esca-
pan a los criterios basicos de deteccion de
estos algoritmos. Por ejemplo, podemos
encontrar RNAs no codificantes con fun-
ciones reguladoras, RNA mensajeros con
regiones 5'y 3'largas (5'UTRs, 3'UTRs) para
controlar la expresién de sus genes asocia-
dos, y mini-proteinas menores a 50 ami-
noacidos con diversas funciones.

En el Laboratorio de Regulacién Génica
Bacteriana del Instituto de Agrobiotecno-
logia (CSIC) de Navarra nos dedicamos a
la identificacién y caracterizacién de los
elementos reguladores postranscripcio-
nales y mini-proteinas que normalmente
estan ocultos en los genomas bacterianos
secuenciados, utilizando como modelo
Staphylococcus aureus, una de las bacte-
rias patégenas mas relevante en el entor-
no hospitalario. Para ello, combinamos las
Ultimas tecnologias de secuenciacién masi-
vay protedmica para determinar variantes
genomicas, transcriptomas, traductomas,
y proteomas, que nos ayudan a identificar
estos elementos y aplicamos técnicas de
biologia molecular de precisién para carac-
terizar sus funciones.

Comprender cémo, cuando y para qué
se activan cada uno de estos elementos
“ocultos” nos permite conocer los mecanis-
mos moleculares que controlan procesos
fundamentales para las bacterias como, por
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ejemplo, una ruta metabolica especifica, la
patogenicidad, la resistencia a los antimi-
crobianos, la persistencia en el ambiente,
o su transmisibilidad entre la poblacion. El
conocimiento de estos mecanismos permi-
te identificar posibles dianas para el desa-
rrollo de nuevos farmacos que ayuden a
combatir las infecciones multiresistentes,
que hoy constituyen un grave problema de
salud publica.

> RNA mensajeros como
elementos multifuncionales
en S. aureus

La identificacion precisa de los extremos
de cada RNA producido en una bacteria ha
abierto un abanico de posibilidades a la
hora de entender los procesos de regula-
cion génica. Nuestro Laboratorio ha traba-
jado ampliamente en la caracterizacion del
transcriptoma de Staphylococcus aureus, lo
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gue nos ha permitido demostrar la impor-
tancia de las 5’UTRs y 3'UTRs como parte de
RNA mensajeros multifuncionales en proce-
sos de regulacion post-transcripcional.

Por un lado, hemos descubierto que las
5'UTRs contienen estructuras de RNA capa-
ces de contralar la expresiéon de genes invo-
lucrados en la respuesta al estrés por frioy
en la formacion de biofilm (Caballero et al.,
2018; Catalan-Moreno et al., 2021) (Fig. 1).
En uno de estos trabajos mostramos que
ciertas 5'UTRs de S. aureus actlan como
termosensores, mediante la reconfigura-
cion de sus estructuras para inhibir o acti-
var post-transcripcionalmente la expresion
de los genes asociados, dependiendo de la
temperatura ambiente. De esta manera,
estos ribosensores monitorizan los cambios
de temperatura durante la transicién de la
bacteria entre el hospedador y el ambien-
te (y viceversa), modulando la adaptacion
bacteriana y permitiendo una transmision

67



68

ESPECIAL MICROBIOLOGIA MOLECULAR

N

/)

Figura 1. mRNA multifuncionales. Los mapas transcriptémicos de precisién han permitido identificar
elementos reguladores y mini-proteinas contenidas en las regiones 5"y 3 “de los RNA mensajeros. Como
resultado, ademds de producir la proteina principal, estos transcritos pueden cumplir mdltiples funciones.
Por ejemplo, controlar la expresion de su propia proteina mediante elementos riboreguladores o producir
pequefias proteinas que se encuentran asociadas funcionalmente con la principal.

eficiente del patégeno entre humanos a
través de las superficies de contacto (Cata-
lan-Moreno et al., 2021).

Por otro lado, demostramos que las
3'UTRs bacterianas también contienen
elementos reguladores que controlan la
expresion de la proteina codificada en el
mismo MRNA, de manera similar a lo que
ocurre en organismos eucariotas (Ruiz De
Los Mozos et al., 2013; Menendez-Gil et dl.,
2020; Menendez-Gil and Toledo-Arana,
2021; Menendez-Gil et al., 2022). Ademas,
mostramos cémo las 3'UTRs bacterianas
son objeto de una evolucion diferencial,
que crea variaciones de regulacion fun-
cionales en las 3'UTRs de genes ortélogos
en especies estrechamente relacionadas
(Menendez-Gil et al., 2020), o incluso entre
cepas de S. aureus (Bastet et al., 2022).
Curiosamente, la mayoria de los mRNAs
que codifican proteinas ortélogas en bac-
terias filogenéticamente relacionadas,
tienen 3'UTRs con diferentes longitudes y
secuencias, que afectan de forma diferen-
cial a la expresién de la proteina ortéloga.
Hasta ese momento, los anélisis de con-
servaciéon de nucleétidos se hacian tratan-
do las secuencias codificantes (CDSs) y las
regiones intergénicas (IGR, que albergan las
3'UTRs) como unidades aisladas. Sin embar-
g0, este sesgo evolutivo de las 3'UTRs sugie-
re una estrecha relacién entre las CDSs y las
3'UTRs como parte de unidades transcrip-
cionales indivisibles que han evolucionado

para generar vias de regulacion post-trans-
cripcional especificas para cada especie
(Menendez-Gil et al., 2020; Menendez-Gil
etal., 2022).

> El proteoma oculto
de S. aureus: mini-proteinas
en las UTRs

Contar con mapas de alta resolucion de
los transcriptomas nos permitié también
reanalizar, mediante la combinacion de
enfoques multiémicos, las regiones ano-
tadas previamente como no-codificantes.
Asi observamos que, en realidad, varias
de estas regiones producian proteinas de
pequefio tamafio que no se encontraban
anotadas en las bases de datos e identifica-
mos 31 nuevas mini-proteinas en S. aureus
(Muruzabal-Galarza et al, 2025) (Fig. 1). Con
el fin de comprender sus funciones, nos
centramos en la caracterizacién de aquellas
mini-proteinas asociadas a factores de viru-
lencia del patégeno. En concreto, descubri-
mos que desde la 5-y 3'UTR del mRNA que
expresa una de las lipasas extracelulares
necesarias para la virulencia de S. aureus, se
producian dos mini-proteinas, LspUy LspD,
respectivamente. Ambas mini-proteinas
estaban altamente conservadas en miem-
bros del género Staphylococcus y presen-
taban una estructura de hélice anfipatica
similar a las de las Phenol Soluble Modulins
(PSMs), una de las familias de proteinas
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pequefias mas importantes para la viru-
lencia de esta bacteria. Nuestras investiga-
ciones mostraron que LspU se exportaba a
través de los mismos transportadores que
las PSMs, posicionando a esta mini-proteina
como un nuevo miembro de la familia PSM.
Ademas, nuestros resultados sugerian que
esta mini-proteina actia como nucleador
de las lipasas en la superficie celular para
evitar su dispersion, ayudando a localizar
la actividad lipasa en el sitio de la infeccién
(Muruzabal-Galarza et al, 2025).

En resumen, estos trabajos han puesto
de manifiesto que, a pesar de la inmensa
cantidad de informacién disponible en las
bases de datos, los genomas aun guar-
dan elementos ocultos importantes para
la biologia de las bacterias que esperan a
ser descubiertos.
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