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Anadlisis funcional de los genes recA y uvrA de
Paracoccus denitrificans

Hace mucho tiempo que se conoce la existencia en Escherichia coli de un sistema
multigénico que responde a las lesiones en e DNA. Este sistema, conocido como
sistema SOS no es exclusivo de esta especie bacteriana. Se han descrito sistemas
similares no solamente en muchas otras especies de bacterias gramnegativas sino que

también en especies grampositivas, siendo Bacillus subtilis € referente en estas Ultimas.

El objetivo de esta tesis ha sido ahondar en e conocimiento de laregulacion del sistema
SOS dentro del grupo a de las Proteobacterias. Para conseguir nuestro objetivo hemos
estudiado la regulacién de los genes recA y uvrA de Paracoccus denitrificans y

Rhodobacter capsulatus.

En primera instancia procedimos a aislar, secuenciar y caracterizar €l gen recA de P.
denitrificans, gracias a una sonda derivada del gen recA de Rhodobacter sphaeroides.
Posteriormente obtuvimos una cepa RecA™ de P. denitrificans. También aislamos y
secuenciamos la region operadoray €l extremo 5 de la region codificante del gen uvrA
de P. denitrificans, mediante hibridacion con un fragmento interior del gen uvrA de R.
sphaeroides. Para asegurarnos de que € gen uvrA de P. denitrificans formaba parte del
sistema SOS de dicho microorganismo comprobamos su capacidad de induccion frente

alesionesen el DNA.

El estudio de las regiones operadoras de 10s genes recA y uvrA, tanto in vitro mediante
analisis de movilidad electroforética, como in vivo mediante el andisis de la induccion
de fusiones con e gen lacZ de E. coli, nos ha permitido identificar el motivo
GTTCN7GTTC como la cgja SOS de P. denitrificans. La presencia de este motivo es

necesaria parala union de un represor, analogo al LexA de E. coli.

Asi mismo, y dado que el gen recA de R. capsulatus ya habia sido secuenciado en
nuestro laboratorio con anterioridad, nos centramos en el aislamiento y secuenciacion
del gen uvrA de esta especie bacteriana mediante una sonda obtenida a partir del gen

uvrA deR. sphaeroides. Unavez dispusimos de la secuencia operadoray del extremo 5’
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de la region codificante de este comprobamos su inducibilidad frente a lesiones en €l
DNA.

El estudio in vivo de la region operadora de estos dos genes pertenecientes a sistema
SOS de R. capsulatus se llevo a cabo mediante fusiones con el gen lacZ de E. coli. En
este caso también se comprobd que la cgja SOS de R. capsulatus responde a motivo
GTTCN,GTTC.

Los resultados obtenidos en este trabajo asi como los estudios previos realizados en
nuestro laboratorio sobre el sistema SOS de R. sphaeroides y de lafamilia Rhizobiaceae
nos permiten afirmar que el motivo GTTCYYYTTTTGTTC es la secuencia consenso
parala cga SOS del grupo a de las Proteobacterias. Este es el primer caso en el que se

describe una cagja SOS cuya secuencia no es palindrémica.

Los siguientes articulos describen y discuten los resultados en los cuales esta4 basado

este trabajo. En el texto se identifican con niUmeros romanos.

. Fernandez de Henestrosa, A. R., del Rey, A., Tarragd, R. y Barbé, J.
1997. Cloning and characterization of the recA gene of Paracoccus
denitrificans and construction of a recA-deficient mutant. FEMS Microbiol.
Lett. 147: 209-213.

1. del Rey, A., Diestra, J., Fernandez de Henestrosa, A. R. y Barbé , J.
1999. Determination of the Paracoccus denitrificans SOS  box.
Microbiology 145: 577-584.

I1l.  Labazi, M., del Rey, A., Fernandez de Henestrosa; A. R. y Barbe, J.
1999. Consensus sequence for the Rhodospirillaceae SOS operators. FEM S
Microbiol. Lett. 171: 37-42.
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1. Introduccion

Todos los organismos contemplan dentro de sus funciones basicas e mantenimiento de
la informacion genética contenida en sus moléculas de DNA. A pesar de que ciertas
mutaciones pueden comportar a la larga un incremento de la adaptacion al medio de un
individuo y por extension de la especie, lo mas habitual es que estas mutaciones afecten

de forma negativa alaviabilidad del organismo.

Laslesiones en el DNA pueden ser debidas a diferentes factores:
- Procesos propios del DNA: replicacion, etc.
- Productos del metabolismo celular: moléculas oxidativas, etc.
- Agentes quimicos.

- Agentesfisicos.

Los organismos han tenido que desarrollar mecanismos de defensa frente a estas
agresiones, para poder mantener su viabilidad. Si nos centramos en |os procariotas y
mas concretamente en E.coli, el microorganismo mas estudiado, comprobamos que se
han encontrado tres sistemas multigénicos que se activan en respuesta a diferentes

agentes mutagénicosy alesiones.

1- Larespuesta adaptativa a los agentes alquilantes, cuyo regulador positivo es
la proteina Ada. Este regulon esta formado por 4 genes: ada, alkA ,alkB y
aidB.

2- La respuesta adaptativa al estrés oxidativo, capaz de reparar lesiones
inducidas por los radicales quimicos que se generan como consecuencia del
metabolismo aerdbico. Los regulones oxyR y soxR, con mas de 20 genes,
son los responsables principales de minimizar este efecto, s bien los
regulones katF y soxQ también estéan implicados (Demple, 1991).

3- Larespuesta SOS o sistema de reparacion de emergencia.

A continuacion comentaremos con un cierto detalle este Ultimo sistema ya que es sobre

el que versala presente tesis.
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1.1. El sistema SOS de Escherichia coli

El sistema SOS es un reguldn integrado por mas de 30 genes que responde a lesiones en
el DNA o0 a una parada en €l proceso de replicacion (Tabla 1.1). Estos genes se llaman
din (damage inducible). Con la activacion de estos genes se consigue reparar las

lesiones y garantizar la supervivenciade lacélula

1.1.1. Modelo de regulacion del sistema SOS

1.1.1.1. Induccion del sistema

Cuando & DNA de las células de E. coli no presenta lesiones, los genes que forman
parte del regulon SOS, incluido el propio gen lexA, se encuentran reprimidos por la
proteina LexA. Larepresion de la transcripcion de estos genes no es total, ya que existe
una cierta expresion basal. Esto permite, por g emplo, que haya suficiente concentracion
de proteina LexA que pueda reprimir el sistema SOS, asi como de proteina RecA, cuya
sintesis también forma parte del sistema SOS, para llevar a cabo sus funciones
rel acionadas con |a recombinacion.

Cuando se produce una lesion en el DNA o una parada en la replicacion, la proteina
RecA pasa a la forma activa RecA™ que tiene actividad coproteasa y favorece la
autohidrdlisis de la proteina LexA entre los residuos Ala-84 y Gly-85, esta hidrdlisis
inactiva la proteina LexA (Little, 1991). Al estar inactivo € represor se produce un
incremento de la transcripcion de los genes del sistema SOS al no estar tan fuertemente
reprimidos. Una vez se han reparado |as lesiones disminuye la cantidad de RecA’, se

incrementalade LexA activay el sistemavuelve a estar reprimido.
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Tabla 1.1. Genes pertenecientes a sistema SOS de E. coli

Funcién

Genes cromosdmicos

dinA (polB)
dinB (dinP)

dinD (pcsA)
dinF
dinG

dinl

dinJ (sosA)

dinK (sosB)
dinL (sosC)

dinM (sosD)
dinN (sosE)
dinO (sosF)
lexA

recA

uvrA

uvrB
uvrD

sulA
umuDC
ruvAB
recN
sbmC
ssb

Genes extracromosdmicos

colA
colE
mucAB
impAB

represores fagicos

tum

DNA polimerasall.

Hipotética funcion en mutagénesis SOS debido a su similitud con
UmuC.

Funcion desconocida. Mutantes sensibles al frio.

Funcion desconocida. Situado a continuacion de lexA.

Funcion desconocida. Similitud con algunas helicasas reparativas.
Supresor en alto nimero de copias de mutaciones pcsA.

Funcién desconocida. Supresor en alto nimero de copias de
mutaciones pcsA, Hipotética funcion en la desestabilizacion de los
filamentos de RecA, y por tanto, en la parada de la sefial inductora del
sistema SOS. Inhibicién de la roturade UmuD.

Funcion desconocidar.

Funcion desconocidar.

Funcion desconocidar.

Funcién desconocidar.

Funcién desconocidar.

Funcién desconocidar.

Represor del sistema.

Recombinacién, mutagénesis SOS e induccion del sistema.
Unién a DNA, reconocimiento de lesiones en la reparacién por
escision de nucledtido.

DNA helicasa, unién al dafio e incision dual en lareparacién por
escision de nucledtido.

DNA helicasall. Reparacién por escision de nucledtido y reparacion
de errores de apareamiento incorrecto.

Inhibicion deladivision celular.

M utagénesis SOS.

Resolvasa. Recombinacion y reparacion por recombinacion.
Recombinacién y reparacion por recombinacion.
ResistenciaalamicrocinaB17.

Unién a DNA de cadena sencilla. M{ltiples funciones.

Produccién de colicinas.

Produccién de colicinas.

Homaologo a UmuDC. Mutagénesis SOS.
Homadlogo a UmuDC. Mutagénesis SOS.
Induccién de profagos™.

Induccién de f 186

a. Se incluyen Unicamente agquell os genes cuya expresion se encuentra regulada directamente

por LexA.

1. Genes hipotéticamente regulados por LexA, definidos por busqueda de operadores SOS en

|os bancos de datos.

2. No regulados por LexA pero con un mecanismo andlogo de hidrdlisis.

Referencias: Lewiset al., (1994); Friedberg et al., (1995); Koch y Woodgate, (1998).
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La induccion del sistema viene dada por la presencia de DNA de cadena sencilla
(ssDNA) originado como consecuencia de lesiones presentes en el DNA o de la parada
de la replicacion subsiguiente. La proteina RecA forma un complejo ternario con
ssDNA y un nucledtido trifosfato (Roberts et al., 1982) lo que provoca que pase a la

formaactiva( RecA”).

Ademas de recA y lexA existen otros genes cuyo producto es necesario para la
induccion del sistema. Seriael caso de:
- recFOR, que intervienen en la recombinacién. En concreto, la proteina RecF
optimiza el paso a RecA” (Thoms y Wackernagel, 1987; Whitby y Lloyd,
1995; Hedge et al., 1995).
- ssh, cuyo producto parece ser necesario para la formacion del complgo
ternario antes mencionado (Cohen et al, 1983).
- recBCD, que codifican € holoenzima exonucleasa V cuya funcion helicasa
participa en lagénesis de las regiones de ssDNA (Chaudhury y Smith, 1985).
- isfA, cuyo producto colaboraria con la proteina RecA en alguna de sus
funciones coprotedsicas como la hidréliss de UmuD (Bebenek y
Pietrzykowska, 1995; Koch y Woodgate, 1998)

1.1.1.2. Los genes SOS

Como ya se ha comentado, los genes SOS constituyen un regulon de mas de 30 genes
cromosomicos, pudiendo también estar presentes en plasmidos y fagos. Todos ellos

presentan en su promotor la cgja SOS(Tabla 1.2).

Se han caracterizado muchos de los genes SOS 'y se conoce la funcién de las proteinas
gue codifican. De todas formas alln quedan funciones a las cuales no se les ha atribuido

ningun gen.
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Tabla 1.2. Andlisis comparativo de los operadores SOS de E. coli

Secuencia

Gen

Genes cromosdmicos

OLCIFCIFIFHFCLOIIIHI
OOFFFFOFOOOFOFOVOR
QOO VLVLVLVLLLLLLLLVLVLLLO
CCCLCCLCLCLCLCLCCCLCCTICC
DOLLVLOLLLVLLLVLLLVLLLOLLOO
CCCOCICFHOVOCOCLCOOCLO I
OFF<I<IFHFFFOOOKFRF<I<HF<I
OCICIFCICLCIFHCIIIICC
COFR<C<COOFFROOORFKFRFE<
COFRCCOFFIICTOOIITITI
<HF+FFO<HFFFFRFRFI<HFOR
CCOLCCOIFH I
F<HFFOFFFFFFORFRFORKE
CFOCICLCLIFHF LTI T
FFOFFFFFRFFFRFOR<<OR
QOO OOOOLVLOOLLOLLLLLVLO
FFFFFFRFRFRFRFRFRFRRRRRF
DOFLVLOLLOVLLVLLLLLOLLOO
COCLCLCLCCIIFHOITLCOOILTITI
OFFFFFFII<HFI<IFHO<IHOR

) %)

o o] fust

o a 2 (@
- — { - o~ mn £ a
<CITOVOZZ<c<D D gL =005
Q828555383538 8E
TCoToT L 2555222 T oo S

Genes extracromosdmicos

tum (f 186)

<<+
FROFFKF
[OHONONONONO]
C<IICC
VCOLVOLO
CICCIC<CO
<k
CICICICIC
FFOFO®
FL<<O<
<k
OICITICIC
FRFRF<O
o<
-
[ONONONONONO)
e
VCOLVOLO
CICCCOO
<k

clo DF13
impAB
mucAB
cre (P1)
oop (A)

Operadores solapados

retron 67-1

OCOCOCOCOCOCLCOICHH+
-k FRFRFEFRFEREREOR
[CHOGNOGNONORNONONONORONONORONON O]
CACCCCCECECECECECEICICICC
oOooo0ooLLLLOLOLLLOLOLOOLOLOO
CCOCOCOICOICOICOICICC
<l << FHF<<HF<<XFHFOFF<<FEF<<HOR
CTOCOCOCOCOCOCOICL

Fr<F<F<FH<F<F <k
CLOCOICLCCILCILIILIICIC I
FFFFRFRFR<FRFRFRFE
LI IO
FFFFFOFOROROR
F<hF<F<F<F<F<k-
OFOFOFOFOF ORI
[OCHONOROVRONONONONONONONONO)
FFFFFRFRFRFRRFRFRFE
OO OOLOLVLLLLLLOLLOLOO
CICCOCHFIHIFHILTO
OLCOFOVOLCOLCOCLVOOO

TACTGTAAAT

retron 67-2
-1
-2
1
2
pMB1Col-1

pMB1Col-2
colA-1
colA-2

<
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También hay que comentar la existencia de genes que se inducen debido alesiones en el
DNA, pero que no estan regulados directamente por LexA. Entre estos se encuentra, por
giemplo, € gen phr, que participa en la reparacién del DNA o los genes dnaA, dnaB,
dnaN y recQ, relacionados con el metabolismo del DNA.

1.1.1.3. La caja SOS

L os genes SOS que estéan regulados negativamente por la proteina LexA presentan en su
region promotora lo que se denomina la caja SOS, una region que reconoce la proteina
LexA y alacual se une. La secuencia consenso de la cgja SOS es € paindromo CTG-
(TA)s-CAG. Las bases CTG y CAG parecen ser més importantes para la unién de

LexA, mientras que las bases centrales (TA)s tienen un papel moderado.

Como podemos ver en la Tabla 1.2, los genes SOS tienen una caja SOS que diverge en
menor 0 en mayor medida de la consenso. Cuanto méas se parezca la cgja SOS a la
consenso més afinidad tendra la proteina LexA por ellay por lo tanto mas reprimida
estard la expresion del gen en cuestion. Esto permite que no todas las funciones propias
del sistema SOS se activen a mismo tiempo sino de forma gradual, dependiendo del
alcance delalesion (Tabla 1.3). Asi, las que tienen menos afinidad son las de lexA, recA
y los genes uvr implicados en la reparacion por escision. Estos genes se inducen
rapidamente. Si las lesiones son méas importantes entonces se inducen los genes umu
que intervienen en la mutagénesis SOS asi como e gen sulA que inhibe la divisién

celular.

El grado de represion de los genes también viene determinado por € namero ( hay
genes que tienen mas de una cgja SOS ) y lalocalizacion de las cgjas SOS (Lloubes et
al., 1991, Schnarr et al., 1991). También se ha descrito que las condiciones fisiol6gicas
de la célula afectan, ya que hay una activacion diferente en funcion de la fase dél ciclo
celular (Dri y Moreau,1994; Relan et al., 1997).
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Tabla 1.3. Expresion in vivo de algunos genes SOS de E. coli, y valores de afinidad de la proteina LexA por sus operadores

Gen Regulacién irn vivo Regulacién in vitro
Nivel basal” Nivel inducido® Factor de induccion” Afinidad relativa® Indice de heterologia®

lexA 1300 7500 5,8 15 6,4y83
recA 1000-10000 100000 12 3,8 4,3
recN N.D. N.D. 10 N.D. 42v9,4
uvrA 20 250 4,8 14,6 7
uvrB 250 1000 3,7 8,8 6,1
uvrD 6500 45000 5,9 17,9 8,8
polB 40 300 7,3 N.D. 12,1
ruvA 700 5600 2-3 N.D. 9.2
ruvB 200 1600 Forma un operon con ruvA
dinl 500 2300 N.D. N.D. 6,23
suld N.D. N.D. 125 1 4,7
umuD 180 2400 22,5 1,1 2,8
umuC 5 200 Forma un operén con umuD

ay b. Nimero de copias por célula.

c. Factor de induccion promedio de una fusion con el gen lacZ.

d. Afinidad relativa: cantidad de proteina LexA necesaria en la determinacion de la K,,, mediante retraso electroforético y comparando con el operador de
suld. Los valores elevados corresponden a operadores débiles.

e. Indice de heterologia: medida de la desviacion de una caja con respecto a la secuencia consenso. Los valores elevados corresponden a operadores débiles.
En el caso de operadores multiples se indica el valor para cada uno de ellos.

N. D. No determinado.

Modificado de Lewis et al., (1994) y Kuzminov, (1999).
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1.1.2. Funciones del sistema SOS

Como se aprecia en la Tabla 1.1, los genes SOS codifican una serie de funciones
orientadas a la supervivencia de las células frente a las agresiones ambientales. Las
funciones bésicas son: procesos reparativos (ya sea por escision de nucledtido o por
recombinacion), la mutagénesis SOS o reparacion tendente al error, la inhibicion de la

division celular y lainduccion de profagos.

1.1.2.1. Reparacion

En e DNA nos podemos encontrar diferentes tipos de lesiones. Los mecanismos que
reparan estas lesiones se clasifican en funcion de la forma en que las eliminan.
Fundamental mente existen tres mecanismos:
1- Reparacion directa, en la que se produce una reversion de la lesion. Es €
caso, por gemplo, de lafotorreactivacion.
2- Reparacion por escision.En este caso tenemos dos modalidades: de base o de
nucledtido. En la primera se cercenala base lesionaday se coloca la correcta
En la segunda se elimina una parte de la cadena lesionada y se vuelve a
sintetizar utilizando la otra cadena como molde.
3- Reparacion por recombinacion, que tiene lugar en €l caso que no tengamos

una cadena molde intacta.

La reparacion por escision de nucledtido y por recombinacion forman parte de la via
SOS.
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1.1.2.1.1. Reparacion por escision de nucleotido

Se trata de una via reparativa con una elevada fidelidad, ya que utiliza la cadena
complementaria intacta como molde. Repara una elevada variedad de lesiones, que
tienen en comun la deformacion de la cadena de DNA. Asi, en el caso de la radiacion
UV, e 85% de las lesiones producidas son dimeros de timina, que provocan
deformidades, las cuales son reconocidas y reparadas mediante la escision de

nucledtido. Las otras lesiones producidas por laradiacion UV también son reparadas.

En este mecanismo reparativo intervienen 6 proteinas, que son las siguientes: UvrABC,

UvrD, DNA polimerasal y DNA ligasa.

UvrA, UvrB y UvrC forman un complegjo con actividad escinucleasa (Tabla 1.4).
Mutaciones en alguno de los 3 genes que codifican estas proteinas no son letales pero

disminuyen laviabilidad en casos de tratamiento con productos mutageénicos.

El gen uvrA (2082 pb) es monocistronico y es adyacente, aunque orientado en sentido
contrario, a gen ssb (Sancar y Rupp, 1979; Sancar et al., 1981). Ambos genes estan
reprimidos por LexA, debido a la presencia de una cgja SOS en la regién intergénica.
uvrA codifica una proteina de 107 kDa, dimérica en solucion (Sancar et al., 1981; Ohy
Grossman,1989). La proteina UvrA se une a DNA de cadena doble, preferentemente al
lesionado, y a UvrB. Ademas tiene actividad ATPasa, generando la energia necesaria
para e proceso de reparacion (Seeberg y Steinum, 1982, Kacinski y Rupp, 1982;
Grossman y Thiagalingam, 1993).

El gen uvrB (2019 pb) también es monocistronico y esta regulado por LexA. La
proteina UvrB, con un tamafio de 82 kDa, tiene funcion ATPasa y helicasa
Conjuntamente con UvrA forma el complejo UvrA,UvrB-DNA, que es & denominado

complegjo de preincision (Lin et al., 1992).
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Tabla 1.4. Caracteristicas de las subunidades UvrABC.

Proteina Peso Motivos funcionales Actividad Papel en la reparacion por escision de
molecular® nucleétido
UvrA 107 - Unién a ATP. Motivos de Walker Actividad ATPasa - Union a DNA
tipo A Uniodn inespecifica a DNA de - Reconocimiento de la lesion
- Dedos de Zn cadena doble - “transporte” de UvrB a la lesion

- Hélice-giro-hélice
- Regién polibisagra rica en Gly

Uniodn especifica a DNA dafiado
Interaccién con UvrB

UvrB 82 - motivos helicasa ATPasa y helicasa latente - Reconocimiento de la lesion
- Homologia con TRCF dependiente de la interaccion con - Formacioén del complejo de pre-

UvrA incision
Unién a DNA de cadena sencilla - Incisiéon en 3’
Unién a UvrA
Unidén a UvrC
Endonucleasa

UvrC 69 - Cierta homologia con UvrB Endonucleasa - Induccién de la incision en 3’

- Incisiéonen 5’
a. En kDa.

Modificado de Grossman y Thiagalingan, (1993) y Sancar, (1996).
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El gen uvrC (1840 pb) codifica una proteina de 69 kDa con actividad endonucleasa. Es
la responsable de la incision en el extremo 5' e induce la incisién en € extremo 3
Ilevada a cabo por UvrB (Sancar et al., 1984; Lin y Sancar, 1990). El gen uvrC no esta
regulado por LexA (Granger-Schnarr et al., 1986).

El gen uvrD (2100 pb), que si esté regulado por LexA, da lugar ala proteina UvrD que
tiene funcidn helicasa e interviene en la sintesis de DNA una vez se ha eliminado la
cadenalesionada (Arthur et al., 1982; Oedaet al., 1981; Maplesy Kushner, 1982).

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la reparacion por escision de nucledtido se
puede dividir en 3 fases: reconocimiento de la lesion, escision de la cadena lesionada y

sintesis de la nueva cadena.

La proteina UvrA, formando un dimero, recorre la doble cadena de DNA y cuando
encuentra una lesion que adtera la estructura del DNA se modifica
conformacionalmente, provoca la torsién del DNA y permite la llegada de UvrB que
tiene funcién helicasa y abre la doble cadena de DNA. En este momento es cuando se
forma el complejo de preincision (UvrA;B-DNA). La proteina UvrA se libera una vez

ha reconocido lazonade lalesidon y ha permitido lainteraccion de UvrB con el DNA.

Para que se produzca laincision se tiene que formar un complejo UvrC-UvrB-DNA. La
proteina UvrB, inducida por UvrC provoca una incision en €l cuarto enlace fosfodiester
a partir de la lesion en direccion 3' y después la propia proteina UvrC realiza una
incisién en € octavo enlace fosfodiester a partir de lalesion en direccion 5'. Se liberaun
fragmento de 13 nucledtidos. Una vez se ha hecho laincision, UvrC se separay se une

laproteina UvrD (helicasall).
En este momento se produce la sintesis de la nueva cadena. En esta funcion intervienen
por un lado UvrD y por € otro la DNA polimerasal. La unién de la DNA polimerasa |

desplazaala proteina UvrB del DNA.

Una vez se ha sintetizado el nuevo fragmento, éste se liga a resto de la cadena por la

accion delaDNA ligasa.
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1.1.2.1.2. Reparacién por recombinacion

En ocasiones, cuando la DNA polimerasa se encuentra con lesiones que modifican la
estructura del DNA salta'y provoca un hueco de unas 1000 bases en la cadena que se
esta replicando. De esta manera, nos encontramos que en una de las cadenas hay una
lesién mientras que en la otra hay una discontinuidad. Este hecho comporta la ausencia
de una cadena molde que permita la actuacion de otros mecanismos de reparacion. La
recombinacion, lo que permite es que en la doble cadena hija tengamos una cadena
molde con la secuencia correcta, de forma que entonces pueden actuar otras vias de

reparacion (Fig. 1.1).

En los procesos de recombinacién estédn implicadas varias vias, unas méas importantes
que otras. Aqui destacaremos algunas. De los genes que participan en estas vias hay
algunos que estan regulados negativamente por LexA. Ademas, algunas de las proteinas

de estas vias favorecen lainduccion del sistema SOS.

La via que tiene un papel mas relevante es la RecBCD que depende del holoenzima con
el mismo nombre, que tiene actividad exonucleasa y helicasa. Interviene en procesos de
recombinacion cromosdmica y esta implicada en la reparacion de roturas de doble
cadena (Michel et al., 1997). RecBCD le proporciona a la proteina RecA su sustrato de
accion, es decir, sSDNA que le permite crear la sinapsis de recombinacion (Taylor y
Smith, 1985; Kowalczykowski et al., 1994; Anderson y Kowalczykowski, 1998).
Ninguno de los genes que codifican RecBCD esté regulado por LexA.

Otra via implicada es la de RecF. Esta via interviene en la recombinacion plasmidicay
replicativa. Su papel en la recombinacién cromosomica es peguefio. RecF esta
implicado en la reparacion de los huecos generados en las cadenas hijas. En esta via
participan los productos de los genes recF, recd, recO, recN, recQ (Kowalczykowski et
al., 1994; Kuzminov, 1999). El gen recN esta regulado por LexA (Schnarr et al., 1991).

Las otras vias parecen ser poco relevantes, ya que, 0 bien actlan en casos muy

especiales (por giemplo recE), o bien en la resolucion de estructuras concretas.
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A
Reparacion por escision / \ Replicacion
—_m
[ |
Recombinacion
B |
l Replicacion
l Sintesis “bypass’
M -
|
Reparacion por escision / \ Replicacion
—_— M v — _— M ................ —_—
m - mm———— m -—————-
+
|

Figura 1.1. A. Mecanismo de reparacion por escision y mecanismo de reparacion por
recombinacion postreplicativa del dafio en e DNA. B. Modelo genera de sintesis
“bypass’ de lamutagénesis por radiacion UV.

Lesion (cuadrado negro); cadena paterna (linea continua); cadena hija (linea
discontinua); muesca rellenada por polimerizacion (linea de puntos); nucleotido erréneo
(M); mutacion (m).

Referencias: Modificado de Livneh et al., 1993.
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1.1.2.2. La mutagenesis SOS

La mutagénesis SOS también se denomina sintesis de translesion o reparacion tendente
aerror. Es unafuncion del sistema SOS que solo se pone en marcha cuando e grado de

lesiones del DNA es muy elevado.

Cuando & numero de lesiones es alto, no se pueden reparar y eso comporta un bloqueo
de lareplicacion. La mutagénesis SOS promueve un sistema alternativo de replicacion,
en e cua se incorporaran nucledtidos erroneos en |os huecos opuestos a las lesiones.
Las lesiones, por lo tanto, se mantienen, pero se evita el bloqueo de la replicacién, que
seria deletéreo. Mas adelante, los mecanismos de reparacion o replicacién podran

eliminar las lesiones.

En la mutagénesis SOS estan implicadas las siguientes proteinas: RecA, UmuD, UmuC

y laDNA polimerasa ll.

LaDNA polimerasalll eslaque actlia normamente en lareplicacion del cromosomade
E. coli. Es la Unica polimerasa esencial para la mutagénesis SOS (Haganese et al.,
1987). La sintesis de algunas de sus unidades se induce con las lesiones en e DNA,

pero no esta regulado por LexA.

El operdn discistronico umuDC esta regulado por LexA (Kitagawa et al., 1985). Cada
uno de los genes codifica una proteina de 15 kDa y 47'6 kDa respectivamente. Su
expresion se activa con la radiacion UV y con agunos agentes quimicos (Perry et al.,
1985). Es €l unico operdn gue se debe inducir para que se lleve a cabo la mutagénesis
SOS (Sommer et al., 1993).

La proteina UmuD ( dimérica en solucion) tiene que sufrir un proceso de autohidrolisis
para conseguir dar la forma activa, UmuD'. UmuD presenta una elevada homol ogia con
laregion carboxi-terminal de la proteina LexA. En este caso, como también sucede con

LexA, la proteina RecA actlia como coproteasa del proceso. El denominado UmuD' es
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un fragmento carboxi-terminal de 12 kDa. Posteriormente se puede formar el complejo

multimérico UmuD-'C, responsable de la mutagénesis SOS.

La mutagénesis SOS esta regulada de una forma muy estrecha, ya que su accién puede
comprometer la estabilidad de la célula. Estos son los mecanismos implicados en la
regulacion:

1- El promotor del operdn umuDC esta fuertemente reprimido por LexA y solo
se induce su expresion cuando las lesiones en e DNA son elevadas.
(Kitagawaet al., 1985).

2- Tanto UmuD como UmuC son proteinas muy |abiles.

3- UmuD tiene que pasar alaforma activa antes de ser funcional. En este caso,
la reaccién catalizada por RecA es més lenta que en el caso de la proteina
LexA (Nohmi et al., 1988).

4- UmuD' tiene més afinidad por UmuD de la que tiene por otra molécula de
UmuD'. Por lo tanto es mas probable la formacion de heterodimeros
UmuDD' no funcionales que la de homodimeros UmuD,' (Battista et al.,
1990).

El mecanismo por € cua actla la mutagénesis SOS parece ser €l siguiente: la DNA
polimerasa |1l se pararia cuando se encontrase con una zona del DNA lesionada. En
este momento, la proteina RecA se uniriaa ssDNA y formaria un nucleofilamento que
permitiria la union de UmuD,’'C. Después se daria lo que se denomina la sintesis
translesion, es decir, la incorporacion de un nucledtido incorrecto frente alalesiony la
posterior elongacion de la cadena. EI complgo UmuD;'C, que tendria por si mismo
actividad polimerasa (se ha propuesto Ilamarle DNA polimerasa V), se supone que
desplazaria a la DNA polimerasa |11 y gracias a la colaboracion de RecA colocaria €l
nucledtido delante de la lesion. Posteriormente la cadena se elongaria unos cuantos
nucledtidos més y a continuacion volveria a actuar la DNA polimerasa lll (Tang et al.,
1999; Sutton et al., 2000).
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1.1.2.3. Otras funciones SOS

Ademas de las reparativas, € sistema SOS tiene otras funciones. Uno de los genes méas
fuertemente controlados por LexA es el gen sulA (Schnarr et al., 1991). Lafuncion de la
proteina SUlA es inhibir la division celular (D'Ari y Huisman, 1983; Cole, 1983). SUulA
bloquea la accion de FtsZ e inhibe la formacion del septo de divisiéon celular (Dai y
Lutkenhaus, 1991), esto provoca la formacion de filamentos mientras se reparan las
lesiones. En cuanto las lesiones ya han sido reparadas disminuye la concentracion de

SulA y las células se vuelven adividir.

Otra de las funciones del sistema SOS es la induccién de profagos. Los represores de
los genes liticos de algunos profagos se parecen mucho a la proteina LexA. Es e caso,
por gemplo, de |, f80 y 434 (Sauer et al., 1982). En estos casos la proteina RecA”
induce la autohidrdlisis y se activa €l ciclo litico. La hidrdlisis se produce entre dos
residuos Ala-Gly, como en e caso de LexA.De esta manera los fagos activan su ciclo
litico en una situacion en que la célula que los hospeda tiene comprometida su
viabilidad.

1.1.3. La proteina RecA

1.1.3.1. Caracteristicas y funcion del gen recA

El gen recA codifica una proteina de 352 aminoéacidos con un peso de 38 kDa (Ogawa et
al., 1979; Sancar et al., 1980). Se trata de un operdn monocistronico que se encuentra
en una zona del cromosoma de E.coli en la que encontramos genes de "housekeeping” y
relacionados con € metabolismo (Horii et al., 1980). El gen recA esta flanqueado por

alaS y recX. La proteina RecA presenta un nivel basal en la célula importante, ya que
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realiza funciones béasicas para la misma. Pero su nivel se eleva significativamente
debido alainduccion del sistema SOS.

La proteina RecA tiene multiples actividades. No solo actta como parte integrante del
sistema SOS: induccion del sistema SOS y mutagénesis SOS. También desarrolla otras
funciones vitales para la célula como son la replicacion estable inducida como respuesta
al dafo, replicacion estable constitutiva, particion cromosomica, recombinacion

homaologay recombinacion replicativa (Kowalczykowski et al., 1994; Kogoma, 1997).

1.1.3.2. Mecanismo de accion de la proteina RecA

La forma activa de la proteina RecA en e intercambio de cadenas de DNA vy la
autohidrdlisis de algunas proteinas (por €. LexA) es la de un filamento nucleoproteico
helicoidal. En este filamento hay 6 mondmeros de RecA por vueltay se forman en
direccion 5® 3' en el ssDNA (Di Capua et al., 1982; Roca y Cox, 1990). Se ha
dilucidado la estructura de estos complejos de 6 mondmeros de RecA y es similar ala
de un tipo de helicasas como ahora RuvB 0 DnaB (Brenner et al., 1988, 1990; Heuser y
Griffith, 1989; Yu y Egelman, 1997; Egelman, 1998) lo que puede dar pistas sobre su
actividad.

Para que se lleve a cabo € intercambio de cadena en el DNA, RecA se ha de unir a
ssDNA y a ATP, para dar lugar a lo que se denomina filamento presinaptico. En
principio, la interaccién con dsDNA es a azar (Gonda 'y Radding, 1986), pero una vez
se establece la unidn se produce una obertura de la doble cadena y una busgqueda de
zonas homologas con la cadena de ssDNA (Shibataet al., 1979).

L os estudios que se han realizado hasta la fecha parecen indicar que la proteina LexA se
une alaranura que existe entre dos subunidades de RecA polimerizadas adyacentes (Yu
y Engelman, 1993). Esto explicaria porque es necesaria la presencia de filamentos de
RecA para que se produzca la induccion del sistema SOS y porque esta induccion

depende de la presencia de ssDNA.

17




Introduccioén

1.1.3.3. Estructura bioquimica de la proteina RecA

En laproteina RecA se pueden encontrar 4 tipos de dominios importantes.

1-

Dominio de union a nucleotidos e hidrolisis. La proteina RecA tiene funcién
ATPasa. Parece que la filamentacion de RecA requiere la presencia de ATP,
pero no su hidrélisis. Sin embargo, su hidrolisis si que es necesaria para la
disociacion del filamento (Lee y Cox, 1990a; 1990b). En esta unidon estén
implicadas 2 regiones correspondientes a los residuos 66-73 y 140-144. Los
aminoacidos de | as regiones circundantes también parecen tener importancia.
Dominio de unién a DNA. La zona central de la proteina RecA presenta un
elevado nimero de estructuras b y ademas nos encontramos con lo que se
denominan "loop 1" (los aminoacidos 156-165) y "loop 2" (194-210), que son
dos estructuras que presentan plegamiento a azar y que parecen ser las
responsables directas de la unién a DNA. Cuando RecA forma los filamentos,
los dos "loops" quedan en € interior de dichos filamentos. Mutaciones en estas
regiones afectan alaunion a DNA.

Dominio de interaccion mondmero-mondémero e interaccion entre
filamentos. La formacién de oligdmeros de RecA depende de interacciones
hidrofobicas. Para obtener los filamentos de RecA tenemos dos zonas
implicadas, una en la zona amino-terminal y otra en la zona carboxi-terminal, lo
cual permite suponer que se trata de una interaccion del tipo "cabeza-cola'. Los
aminoacidos implicados son los 37-38 y 298-301.

Dominio de interaccion con LexA y otras proteinas (“'target binding
domain'™). Los aminoécidos Gly-229 y Lys-243 son los implicados en la

interaccion con las proteinas cuya autohidrolisis estimula RecA.
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1.1.4. La proteina LexA

El gen lexA codifica una proteina de 202 aminoécidos con un peso molecular de 22,7

kDa. La proteina LexA regula negativamente el sistema SOS. Esta regulacion, como ya

se ha explicado, la lleva a cabo uniendose a una secuencia de DNA denominada caja

SOS. La proteina LexA también tiene la capacidad de formar dimeros y la de

autohidrolizarse. En condiciones fisiolégicas para poderse autohidrolizar necesita la

accion catalizadora de la proteina RecA.

1.1.4.1. Estructura de la proteina LexA

La proteina LexA tiene tres zonas diferenciadas a nivel estructural y funcional.

1- Dominio amino-terminal. Comprende los aminoécidos que van del 1 al 72. Es

el dominio de la proteina LexA que se une a DNA. En su estructura presenta
una variante de HTH (helix-turn-helix), que es comin en las proteinas
reguladoras (Pabo y Sauer, 1984; Harrison y Aggarwal, 1990). Por RMN
(resonancia magnética nuclear) se ha resuelto la estructura de este dominio. Se
ha observado la presenciade 3 hélices a que comprenden los aminoacidos 6-21,
28-35y 40-52. Ademas existen 2 cadenas b antiparalelas.

Regién conectora (*'hinge region™). Esta constituida por los aminoacidos del
73 a 94. Aqui encontramos el enlace entre los aminoacidos Ala-84-Gly-85. Este
es el enlace que se rompe en el proceso de autohidrélisis de laproteinaLexA. La
region conectora, contrariamente a lo que se pensaba, tiene un cierto
plegamiento (Little y Hill, 1985; Oertel-Buchheit et al., 1998). Su interaccion
con e dominio carboxi-terminal sirve para crear una estructura espacial
necesaria paralarotura (Oertel-Buchheit et al., 1998).

Dominio carboxi-terminal. En este dominio encontramos los aminoacidos que
van del 95 a 202 y esta implicado en la autohidrdlisis, la dimerizacion y en la

interaccion con RecA”. El dominio carboxi-terminal presenta una elevada
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homologia con UmuD vy cl (el represor del fago | )(Battista et al., 1990). a partir
de la secuencia de aminoécidos se puede deducir que a nivel estructural abundan
las cadenas b (Hurstel et al., 1986)

1.1.4.2. Dimerizacion

La proteina LexA es monomérica en solucion (Schnarr et al., 1985), pero para gque lleve
a cabo la represion se necesitan dos moléculas que forman un dimero (Thliveris et al.,
1991). Esta aparente contradiccion ya ha sido resuelta. Experimentamente se ha
demostrado que un mondmero interacciona con €l motivo CTG vy, acto seguido, un
segundo mondémero se une a otro motivo, CAG. El segundo mondmero se une gracias
aunainteraccion proteina-proteina (Fig. 1.2). Esta unién es cooperativay tiene lugar en

el dominio carboxi-termina (Kimy little, 1992).

Ka1 Kaz
—> —>
+— 4+—

Figura 1. 2. Modelo actual de union de la proteina LexA alacaja SOS. El dominio N-terminal
de laproteina LexA se representa con un circulo blancoy € C-terminal con un circulo negro.

Referencias: Kimy Little, 1992.
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1.1.4.3. Autohidrdlisis

Larotura de la proteina LexA se considera un proceso de autohidrdlisis ya que, tanto el
substrato de la reaccion (sitio de rotura) como €l centro catalitico se encuentran en la
propia molécula de LexA (Fig. 1.3). La proteina LexA se modifica covalentemente a si
misma (Kim y Little, 1993). A pH neutro, la proteina RecA cataliza la reaccion.
Asimismo, esta reaccion también puede darse de forma esponténea en condiciones de
pH basico (Little, 1984; Liny Little, 1988).

El sitio de rotura, como ya hemos comentado anteriormente, se hala entre los
aminoécidos Ala-84 y Gly-85, mientras que e centro catalitico esta formado por los
aminoacidos Ser-119 y Lys-156 (Slilaty y Little, 1987; Roland y Little, 1990). Como
podemos ver en lafigura, en e momento en que, o bien la proteina RecA esta activada
(RecA”), o bien hay una subida del pH se produce una desprotonizacion del grupo
amino de laLys-156 (pK 9,5). Este grupo amino, a su vez, le sustrae el proton a grupo
hidroxilo del aminoacido Ser-119. Esto provoca un atague nucleofilico del enlace

peptidico entre Ala-84 y Gly-85.

Parece ser que el papel que desarrollaria la proteina RecA” seria el de disminuir la pK
de la desprotonizacion de la Lys-156, fruto de una modificacion conformacional de la

proteina LexA.

Este modelo de autohidrdlisis se asemeja a mecanismo que utilizan las serin-proteasas
(como latripsing). De todas formas, se cree que es més andlogo a mecanismo de las b-
lactamasas (Little, 1993).

Como interaccionan espacialmente el sitio de rotura (Ala-84-Gly-85) y € centro
catalitico (Ser-119 y Lys-156) no esta totalmente resuelto. Hay dos hipotesis. o bien las
dos regiones se encuentran cercanas espaciadmente y es necesario un cambio
conformacional para que se lleve a cabo la reaccion, o bien se hallan distantes y es

necesario un acercamiento de ambas (Shepley y Little, 1996). En el segundo mecanismo
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pH neutro
Ausenciadelesionesen € DNA

H
Ser 119 Lys 156
Nter —AIaC—NGly m— C e C— Cter
H CHZ (CI|-I2)4
OH NH3+
pH basico
Activacion de RecA
H
Ser 119 Lys 156
Nter —AIaC—NGly s C e —— Cter
H CILZ (CI|-I2)4 .
| | el grupo amino
OH N2 pierde el proton
H
Ser 119 Lys 156
Nter —AIaC—NGIly m— (T e —— Cter
H CH2 (CI|-I2)4
OH 4~ NH2

El arupo amino substrae un protén a arupo hidroxilo

H
Ser 119 Lys156
Nter —AlaC—NGly s C so——C —— Cter
H CH2 (CI|—|2)4 atague
| | nucleofilico
0] NH3+

Figura 1.3. Reaccion de autohidrélisisde la protel’r-la LexA.
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se necesita la existencia de alguna zona flexible (Oertel-Buchheit et al., 1998), que

aproxime las dos regiones y que podria corresponder ala zona conectora.

1.2. El sistema SOS en otras especies bacterianas

Hasta ahora hemos visto las caracteristicas béasicas del sistema SOS en E. coli , pero hay
genesy proteinas similares alas del sistema SOS en otros microorganismos. Algunos de
estos microorganismos son muy cercanos a E.coli, pero también los hay que estan
bastante 0 muy alejados filogenéticamente. Estos descubrimientos demuestran que la
existencia de un sistema similar a SOS es un hecho generalizado en los
microorganismos. Estudios llevados a cabo también han demostrado que existen
proteinas similares a las que forman parte del sistema SOS en organismos eucariotas

como Saccharomyces cerevisiae y en arqueobacterias.

1.2.1. El sistema SOS en otras bacterias gramnegativas

Con los estudios acerca del sistema SOS que se han hecho en otros microorganismos
gramnegativos diferentes de E. coli se pretende observar la presencia de las proteinas de
este sistema y comprobar si su sintesis es inducida o no por los mismos factores que en
este Ultimo organismo. También es muy interesante comprobar si estos genes tienen una
caja SOS como lade E. coli, o bien si tienen otro tipo de cgja. Las proteinas que se han
estudiado mas son: RecA, LexA vy las diferentes subunidades del complejo UvrABC.
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1.2.1.1. El gen recA en el mundo bacteriano

Eslaproteinadel sistema SOS que més se haestudiado (Miller y Kokjohn, 1990; Karlin
et al., 1995; Karlin y Brocchieri,1996)(Tabla 2.1). Hay més de 70 secuenciadas. En la
mayoria de los casos €l estudio del sistema SOS se ha quedado aqui. recA es € Unico
gen del  sistema SOS que parece estar presente en todos |0s microorganismos, pues en
todos aquellos en los que se ha buscado se ha encontrado. Ademas se trata de un gen
altamente conservado, con poca variabilidad interespecifica, o cua indica que
probablemente el origen es muy ancestral (Eisen y Hannawalt, 1999). A pesar de todo,
tiene algunas zonas con cierta variabilidad, como es €l caso del extremo carboxi-
terminal ( los dltimos 30 aminoacidos), que en E. coli estan implicados en la regulacion
de laactividad RecA.

Para clonar los genes recA se han seguido diferentes estrategias que a continuacion

explicamos brevemente:

1. La estrategia mas comun hasta la fecha se basa en utilizar alguna de las
multiples cepas de E. coli RecA’. Aquellas células mutantes que hayan
incorporado un pldsmido que contenga una copia de un gen recA heterdlogo
veran incrementada su resistencia a agentes mutagénicos. Algunos de los genes
recA aislados asi serian los de: Pseudomonas aeruginosa (Sano y Kayegama,
1987), Proteus mirabilis (Eitner et al., 1981) y Serratia marcescens (Liaoy Liu,
1989).

En algunas ocasiones es posible que la complementacion llevada a cabo por €
gen recA heterélogo no seatotal y algunas de las funciones de la proteina RecA
no sean realizadas por la proteina heteréloga. Por g emplo, esto pasaria en los
casos de Erwinia carotovora (Keener et al., 1984) y Legionella pneumophila
(Dreyfus, 1989). Sus proteinas RecA no tienen la funcion coproteasa sobre €l

represor cl del fago |
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Hay casos en los que no hay induccion porque las secuencias reguladoras de los
genes de una especie no son funcionales en E.coli. Es el caso, por gemplo, de
Rhizobium phaseoli (Michiels et al., 1991), Agrobacterium tumefaciens
(Wardham et al., 1992) o Acinetobacter calcoaceticus (Gregg-Jolly y Ornston,
1994).

Un segundo método consiste en la utilizacién de cepas RecA, pero que no son
de E. coli sino de microorganismos mas afines a la especie de que queremos
obtener el gen recA. Esta técnica se ha utilizado, por ejemplo, para conseguir
clonar el gen recA de Rhodobacter sphaeroides, utilizando un mutante RecA™ de

Pseudomonas aeruginosa (Calero et al., 1994).

. También se pueden usar sondas de DNA marcadas, obtenidas a partir de PCR.
Para disefiar la sonda se utilizan las zonas del gen més conservadas. Esta sonda
se hibrida con una genoteca del microorganismo que nos interesay asi podemos
seleccionar clones que contendran el gen recA. Esta estrategia se ha usado, por

gjemplo, en e caso de Xanthomonas campestris (Leeet al., 1996).

Finalmente, se pueden disefiar unos oligonucledtidos degenerados, a partir de
zonas muy conservadas del gen recA. Se trata de un sistema muy interesante en
el caso de microorganismos muy alejados filogenéticamente de E. coli. Algunos
giemplos serian e caso de Lactococcus lactis, Mycoplasma pulmonis,
Mycoplasma mycoides, Chlorobium tepidum, Streptomyces lividans,
Corynebacterium tuberculosis, Clostridium perfringens, Borrelia burgdorferi,
Xantomonas campestris, Thermus aquaticus, Termotoga maritima y Aquifex
pyrofilus (Duwat et al., 1992; Jonhnston et al., 1997; Wertnur et al., 1994,
Pogson et al., 1996; Angov y Camerini-Otero, 1994; Gruber et al., 1999).
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Tabla 1.5. Organismos en los que se ha aislado un gen recA andlogo a deE. coli.

Organismo Gen Proteina
Recomb Clonac. Hibrid. Sec. Recomb. Coprot. Reaccion
def. cruzada
subclase y-entéricas
Aeromonas caviae + + + +
A. salmonicida + + + +
Citrobacter intermedus +
Escherichia adecarboxilata +
E. alkalescens +
E. aurescens +
E. blattae +
E. coli B/r + + + + + +
Erwinia carotovora + + +2 + + 40 +
E. chrysanthemi + + + +b
Klebsiella pneumoniae +
K. aerogenes +
Proteus mirabilis + + +/- + + + +
P. vulgaris + +2 + + + +
Providencia rettgeri -
Salmonella typhimurium + + + +
Serratia marcescens + + + + + +
Shigella flexneri + + + + + +
vibrio anguillarum + + + +
V. cholerae + + - + + + +
Yersinia pestis + + + +
Subclase y-no entéricas
Haemophilus influenzae + + +¢ + -
Legionella pneumophila + - + + +0 +
Pseudomonas aeruginosa + + +(-a) + + + +
P. cepacia + +
P. fluorescens + +
P. putida + + + +
P. syringae + + - +
Xanthomonas campestris + + +
Subclase p
Acinetobacter calcoaceticus + + +
Bordetella pertusis + - + + +P -
Methylophilus methylotrophus + + + +
Neisseria gonorrhoeae + + + +
N. meningitidis + +
Thiobacillus ferrooxidans + + + + +
Subclase o
Agrobacterium tumefaciens + + + +C +
Magnetospirillum magnetotacticum + + + + +
Paracoccus denitrificans + + +
Rhizobium etli + + + + +
R. japonicum +
R. leguminosarum + + + +
R. meliloti + + + + +
R. capsulatus + + +
R. sphaeroides + + - +
Otros gramnegativos
Aquaspirillum magnetotacticum + + + + +
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Tabla 1.5. (continuacién)

Organismo Gen Proteina
Recomb Clonac. Hibrid. Sec. Recomb. Coprot. Reaccion
. def. cruzada
Aquifex pyrophilus + +
Herbaspirillum seropedicae + + + + +
Myxococcus xanthus +/-& + +
Thermotoga maritima + +
Thermus aquaticus + + +
Cyanobacteria
Anabaena variabilis + + -
Gloeocapsa alpicola + + +
Synechococcus sp. + + + + +
Grampositivos
Bacillus subtilis + + ) + 4+bd +
Clostridium perfringens + + +
Corynebacterium glutamicum + +
C. pseudotuberculosis + + + +
Deinococcus radiodurans + + +
Enterococcus faecalis +
Lactococcus lactis + +
Mycobacterium tuberculosis + +
Staphylococcus aureus + + +C
Streptococcus pneumoniae + + + +
S. pyogenes + + +
Streptomyces coelicolor +
S. lividans + + +
S. violaceus + +
Bacteroides
Bacteroides fragilis + - + + + +
Prevotella ruminicola + + + +
Espiroquetas
Borrelia burgdorferi + +
Leptospira biflexa + - + + + +
Parésitos obligados
Rickettsia prowazekii + +
Mollicutes
Acholeplasma laidlawi + + + -
Mycoplasma mycoide + +
M. pulmonis + +
Spiroplasma citri +f + +
S. melliferum +f + +

La primera columnaindica s se ha aislado algin mutante deficiente en la recombinacién. La tercera columna indica
la deteccion de hibridacion con el gen recA de E. coli K-12 sin especificar si ésta es débil o fuerte. Las tres columnas
referentes ala proteinaindican si el andlogo de recA es capaz de complementar a un mutante de E. coli K-12 tanto en
su actividad recombinativa o coproteasa, y S se observa reaccidn cruzada con anticuerpos policlonales contra la
proteina RecA de E. coli.

a. Se empled laregion que codifica el lugar de unién del ATP propuesta por Knight et al.(1988).

b. No presenta actividad coproteésica frente al represor ¢l del bacteriofago | .

¢. Secuencia parcial.

d. In vitro.

e. M. xanthus presenta dos genes recA diferentes en su cromosoma. So6lo se ha obtenido un mutante deficiente en uno
deellos (Noriokaet al., 1995).

f. Se comportan como defientes en recA de manera natural (Marais et al., 1996).

Modificado de Rocay Cox, 1990.
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1.2.1.2. El gen lexA 'y su distribucion en el mundo bacteriano

El gen lexA es mas dificil de clonar que e gen recA y eso explica porque hay muchos
menos secuenciados. Un plasmido portador de un gen lexA no confiere una ventaja
selectiva a la cepa que lo contiene. Con la puesta en marcha de multiples proyectos de
secuenciacion de genomas completos se irén obteniendo en el futuro las secuencias de
muchos genes lexA (asi es como se han podido conocer las secuencias de |os genes lexA

de Synechocystis ssp, Thermotoga neapolitana y Deinococcus radiodurans, entre otras

especies).

En nuestro laboratorio se disefib un sistema para clonar genes lexA en microorganismos
cercanos a E.coli y que reconocieran la misma cgja SOS que éste. De este modo se
pudieron secuenciar los genes de: Salmonella typhimurium, Erwinia carotovora,
pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Providenza rettgeri y Aeromonas
hydrophila (Calero et al., 1991; Garrigaet al., 1992; Rieray Barbé, 1993; Rieray Barbé
1995).

El sistema consiste en aprovechar la funcion represora de la proteina LexA sobre el gen
sulA, e producto del cual puede dar lugar a la muerte celular cuando se expresa
constitutivamente. Si tenemos una cepade E. coli LexA"y SulA", y le introducimos una
genoteca gue utiliza un vector que contiene un gen sulA funcional, solo sobreviviran

aquellas células que hayan incorporado una copia de un gen lexA heterdlogo.

De estudio comparativo de estas proteinas LexA se deduce que hay una elevada
homologia entre ellas. Los aminoacidos Ser-119 y Lys-156, € centro activo del proceso
de autohidrélisis y sus aminoacidos circundantes estan totalmente conservados.
También en la zona amino-terminal encontramos mucha homologia en el motivo HTH,
sobretodo en las hélices a que lo forman. Es l6gica esta homologia si pensamos que €l
motivo HTH se encarga de la union al DNA y todas estas proteinas reconocen la misma

secuenciade DNA.
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Comparando las secuencias de las proteinas LexA de E. coli, y los microorganismos
cercanos filogenéticamente, con las secuencias de la proteinas LexA de
microorganismos mas alejados se aprecia que la mayor homologia se encuentra en la
region carboxi-terminal que, recordemos, es la que tiene la funcion de hidrolizar a

represor. La zona amino-terminal es diferente en funcion de la caja SOS que reconocen.

1.2.1.3. Los genes uvr en diferentes especies bacterianas

En algunos microorganismos también se ha estudiado € sistema de reparacion por
escision de nucledtido. En estos trabajos se han encontrado desde regulaciones
diferentes ala de E. coli, hasta la carencia de un sistema de reparacion por escision. En
el caso de los genes uvr comentaremos algunos ejemplos por separado en funcién de su

pertenenciaa grupo g, b o a de las Proteobacterias.

Grupo g En este grupo se han caracterizado algin o algunos genes de varios
microorganismos. Un gjemplo es S. typhimurium, de quien se han secuenciado |os genes
uvrA 'y uvrB. Los dos genes son inducibles por lesién, y ambos tienen la misma posicién

en el cromosoma que los genes de E. coli (Smith et al., 1991; Alberti et al., 1992).

Otro gemplo seria S. marcescens. En este caso ssb y uvrA tienen la misma disposicion
gue en E. coli, con dos cgjas SOS en la zona que queda entre los dos genes (de Vriesy
Wackernagel, 1993). No se ha estudiado su regulacion. Este seria también el caso de P.
mirabilis (de Vriesy Wackernagel, 1994).

Grupo b. Dentro de este grupo se ha estudiado a Neisseria gonorrhoeae (Black et al.,
1995). En este microorganismo se ha descrito la carencia de reparacion tendente a error
(Campbell y Yasbhin, 1984). Se ha secuenciado € gen uvrB. En su region promotora no

se ha encontrado una cgja SOS similar aladeE. coli.
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Grupo a. En este grupo solo se ha estudiado Brucella abortus. Se ha encontrado la
misma disposicion de los genes ssb y uvrA que en los microorganismos pertenecientes
al grupo gde las Proteobacterias (Zhu et al., 1993).

1.2.1.4. La caja SOS en las bacterias gramnegativas

Como hemos comentado anteriormente, la secuencia consenso de la cgja SOS de E. coli
es CTG-(TA)s-CAG. E. coli forma parte del grupo g de las Proteobacterias, que es €
grupo en € que se han estudiado mas microorganismos. Excepto en e caso de
Xantomonas campestris (una bacteria no entérica), todas las bacterias de este grupo

estudiadas tienen esta misma caja.

También se ha estudiado la secuencia a la cual se une la proteina LexA en algunos
miembros del grupo a de las Proteobacterias. Dentro de este grupo a nos encontramos
con bacterias que, en general, son de vida libre, con una elevada diversidad metabdlica
(desde fijadores de nitrogeno hasta fotosintéticos) y morfolégica. Todos ellos tienen
como hébitat el suelo (Woese et al., 1984: Stackenbrandt et al., 1988). En nuestro
laboratorio se ha demostrado que la caja SOS de la bacteria fototréfica Rhodobacter
sphaeroides responde a la secuencia GTTCN;GTTC. Hay que destacar €l hecho de que
se trata de una repeticion directa.

1.2.2. El sistema SOS en bacterias grampositivas

1.2.2.1. El sistema SOS en Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria grampositiva, aerobica, con capacidad para formar
esporas y que habita en medios terrestres. Es el microorganismo grampositivo que mas

se utiliza anivel de laboratorio. Hace ya muchos afios que se sabia que B. subtilis podia
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tener un sistema andlogo al sistema SOS de E. coli (Yashin, 1977a; Yasbin, 1977b). La
homologia funciona del sistema SOS de B. subtilis con el de E. coli es clara: presenta
induccion por lesion al DNA, vias reparativas homdlogas ( escision de nucleotido, por
recombinacion), reparacion tendente a error, induccion de profagos y filamentacion
celular (Lovey Yashin, 1984). Aunque en algunos aspectos hay diferencias a nivel de
regulacion y funcion. Por gemplo, la filamentacion celular no depende en el caso de B.
subtilis de RecA (Love y Yashin, 1984). Otro aspecto a tener en cuenta es que B.
subtilis puede desarrollar un estado de competencia de forma natural y esto afecta a la

regulacién de los genes SOS.

Se han clonado varios genes del sistema SOS de B. subtilis:
-recA (Marrero y Yashin, 1988). La proteina RecA tiene un 50% de homologia
con lade E. coli. Se ha comprobado que es capaz de catalizar la autohidrélisis de
laproteina LexA deE. coli (Wojciechowski et al., 1991)
-dinR (Raymond-Denise y Guillén, 1991). Codifica la proteina andloga a LexA.
Presenta homologia con € gen de E. coli. Esta homologia se concentra en el
extremo carboxi-terminal. Existe una elevada conservacion entre los residuos
Ser-119y Lys-156. A nivel amino-terminal son bastante diferentes sobretodo en
lahélice a3, lo cual esldgico ya que reconocen una caja SOS diferente

Ademés de estos dos genes se conocen mas genes din de B. subtilis (Love et al., 1985;

Gillespiey Yashin, 1987; Cheo et al., 1991).

El andlisis de las zonas promotoras de los genes din llevo a la identificacion de una
secuencia promotora consenso relacionada con la regulacion del sistema SOS (Cheo et
al., 1991). Esta secuencia consenso es conocida como la"Cheo box". Estudios recientes
han permitido afinar mas en la definicion de estd secuencia que seria
CGAACRNRYGTTCG (Winterling et al., 1998) (tabla 1.6). Se ha confirmado de forma
experimental que DIinR se une a esta cgja asi como a varios promotores din (Miller et
al., 1996).

DinR es € represor del sistema en B. subtilis. En condiciones normales esta proteina se
une alas "Cheo box", presentes también en los promotores de recA y dinR. DinR inhibe

la transcripcion de estos genes impidiendo laformacion del complejo RNA polimerasa-
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Tabla 1.6. Andlisis comparativo de los operadores SOS de diferentes bacterias grampositivas y

otras especies relacionadas.

Microorganismo Gen Secuencia
Bacillus subtilis recA CCGAATATGCGTTCG
dinA CGAACTTTAGTTCG
dinB AGGACTCATGTTCG
dinC CGAACGTATGTTCG
dinC AGAACAAGTGTTCG
dinR CGAACCTATGTTTG
dinR CGAACAAACGTTTC
dinR GGAACGTTTGTTCG
uvrB AAAACAAACGTTCG
dnaX CGAACCAAGGTTCA
Clostridium perfrigens recA AGAACTTATGTTCG
Corynebacterium glutamicum recA CGTAGGAATTTTCG
C. pseudotuberculosis recA AGAATGGTCGTTAG
Mycobacterium leprae recA CGAACAGATGTTCG
recA CGTACTGCGATTCG
lexA CGAACACATGTTTG
lexA CGAACATTCGATCG
M. smegmatis recA CGAACAGGTGTTCG
recA GGAACACCGGTCAG
M. tuberculosis recA CCGAACAGGTGTTCG
lexA CGAACACATGTTCG
Staphylococcus aureus recA CGAACAAATATTCG
Streptococcus mutans recA CGAACATGCCCTTG
S. pneumoniae recA GGATCATTAGAATG
dinF TGAACTTGAAATCG
S. pyogenes recA CGATTAGGAGAACG
Spiroplasma melliferum recA XGATCACGAGAACG
S. citri recA TGATCACGAGAACA
lactococcus lactis recA TGATAGAAAGTTCC
Bifidobacterium breve recA CGTTCACCCGCATC
recA CGAACAAATGTTCG
Bacteroides fragilis recA CGAATTAAACTTTG
recA CGAACGGATCATCG
Streptomyces lividans recA CGAACATCCATTCT
S. coelicolor recA AGAATGGATGTTCG
lexA CAAACACACGTTCG
S. clavuligenes lexA CGTTCGAGTGAAAA
S. rimosus recA CGAACGTCTATTCA
S. ambofaciens recA CGAACATCCATTCT
A A

Secuencia consenso

@
()

O

pel
=2
pel
<

@
—
—
(@]
@

Esta tabla se ha construido a partir de los articulos de Yasbin et al., (1992); Durbach et al., (1997);

Winterling et al., (1998).
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promotor (Miller et al., 1996). Cuando €l sistema se induce, se produce la autohidrélisis
de DinR anivel de los aminoacidos Ala-91 y Gly-92. Esta hidrdlisis esta catalizada por

RecA, DinR a igual que LexA puede autohidrolizarse en condiciones de pH bésico.

El sistema SOS de B. subtilis presenta algunas diferencias con el de E. coli. Unade ellas
es que en B. subtilis es normal la presencia de multiples cajas SOS en los genes
controlados por DinR ( sobretodo en la region operadora de recA). Se consideraria que
las proteinas reguladoras interactuarian formando un bucle regulador (Gralla, 1989;
Lobell y Schleif, 1990). En teoria, la molécula represora actuaria formando un
tetramero. Esta hipotesis no se ha conseguido demostrar y, de hecho, DinR se une al
DNA como dimero (Winterling et al., 1998).

Otra cuestion que diferencia el sistema de B. subtilis del de E. coli es €l hecho de que B.
subtilis puede desarrollar un estado natural de competencia. Cuando las células pasan a
ser competentes se produce unainduccion del sistema SOS independiente de lesiones en
el DNA. Para € éxito del proceso de transformacion se necesita que la recombinacion
sea eficiente, y se ha argumentado que este seria e motivo por € cual se induciria el
sistema. En estas condiciones, lainduccién de lared SOS ocurriria através del factor de
transcripcion de competencia (CTF), producto del gen comK (Haijema et al., 1996).
RecA se activaria como consecuencia de la presencia de regiones de ssDNA fruto del
estado de competencia, y a partir de agui € sistema funcionaria tal y como se ha

comentado anteriormente.

Hay que destacar que B. subtilis es la Unica bacteria capaz de adoptar un estado de
competencia de forma natural que tiene un sistema de reparacion tendente al error. Esto,
quizés, sea debido a que en una poblacion de B. subtilis solo € 20% de las células

adquiere el estado de competencia.

Finalmente destacar que, hasta e momento, la caja SOS de B. subtilis se ha encontrado
en todos los microorganismos grampositivos en los que se ha estudiado este aspecto
(Tabla2.2). Este seria el caso de: Clostridium perfrigens, Corynebacterium glutamicum,
Micobacterium leprae, M. tuberculosis, Staphylococcus aureus, Streptomyces lividans y
S. coelicolor entre otros (Yasbin et al., 1992; Durbach et al., 1997 y Winterling et al.,
1998).
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1.2.3. El sistema SOS en eucariotas y arqueobacterias

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se han estudiado mecanismos de reparacion y
se han hallado proteinas con homologia con la proteina RecA de E. coli. Los mutantes
en estas proteinas son deficientes en los procesos de recombinacion y reparacion. Un
giemplo de estas proteinas estudiadas serian Rad51, Rad55, Rad57 (Prakash et al.,
1993). Rad51 es la que mas se parece a la proteina RecA de E. coli y ademas se induce

en respuestaalesionesen el DNA (Basileet al., 1992).

En eucariotas superiores y en e hombre se han encontrado proteinas homdlogas a
Rad51 (Shirobara et al., 1993; Guptacet al., 1997). De todas formas, |o que parece claro
es que, tanto en S. cerevisiae como en eucariotas superiores, la funcién de la proteina

RecA procariota la desempefia un grupo de proteinas.

Dentro de las arqueobacterias se han estudiado 3 especies: Sulfolobus sofataricus
(termdfila), Methanococcus jannaschii (termdfila metandgena), Haloferax volcanii
(haldfila). En los 3 casos sus proteinas son méas parecidas a Rad51 que no a RecA
(Sandler et al., 1996).

Se ha conseguido un mutante Rad en H.volcanii y se ha comprobado que es deficiente

en procesos de recombinacién y reparacion, pero €l gen no se induce por lesiones en €
DNA (Woodsy Dyall-Smith, 1997).
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Como se ha comentado en la introduccion, en los Ultimos afios se ha producido un
incremento notable en e conocimiento del sistema SOS de E. coli (Friedberg et al.,
1995). También araiz de los estudios realizados en este periodo de tiempo, se ha podido
constatar la existencia de un sistema andlogo a sistema SOS de E. coli en todos las
eubacterias en las que se ha buscado. Alguno de €ellos, como, por gemplo, € sistema
dinR- recA de B. subtilis mantiene el esguema béasico: la presencia de un represor, la
proteina RecA y la induccion de un regulon. Pero el hecho de que los sistemas sean
analogos no quiere decir que sean idénticos y los diferentes microorganisSmos o grupos

filogenéticos pueden tener modelos diferentes al de E. coli.

El principal objetivo de este trabgjo ha sido la caracterizacion de la cgja SOS de
Paracoccus denitrificans y Rhodobacter capsulatus, que se enmarca dentro del estudio
de laregulacion SOS en € grupo a de las Proteobacterias que se lleva a cabo en nuestro
laboratorio.

Para ello, en este trabajo nos propusimos:

i) La clonacion y secuenciacion del gen recA de P. denitrificans para

posteriormente obtener un mutante RecA™ de P. denitrificans.

i) Aidar la zona promotora del gen recA y uvrA de P. denitrificans para asi

poder determinar la cgja SOS de este microorganismo.

i) La obtencion de los genes recA y uvrA de R. capsulatus para identificar

la secuencia de la caja SOS de esta especie bacteriana.
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2.1 Identificacion de la caja SOS de Paracoccus denitrificans.
(Articulos 1 'y I1).

Paracoccus denitrificans es una bacteria gramnegativa aerdbica cuyo hébitat es el suelo.
Forma parte del grupo a de las Proteobacterias, constituyendo un subgrupo junto con
Rhodobacter sphaeroides y R. capsulatus (Woese et al.,, 1984). La versatilidad
fisiolégicade P. denitrificans hace que su estudio a nivel genético y molecular sea muy
interesante. Varios de sus genes han sido aidados y caracterizados (Steinrticke y
Ludwig, 1993). También se han generado mutantes y vectores que facilitan la
manipulacion genética en P. denitrificans (Steinrlicke y Ludwig, 1993). A la hora de
hacer estudios genéticos es interesante poder contar con mutantes a nivel de
recombinacion (Rec), para, por gemplo, en e caso de estudios de complementacion
asegurar la estabilidad del vector de expresion. En otros microorganiSmos, como seria el

caso E. coli, esto se consigue mediante la construccion de mutantes RecA".

Por lo tanto, en nuestro laboratorio nos planteamos, la secuenciacion del gen recA de P.
denitrificans y la obtencion de un mutante RecA™ que facilitara su manipulacién

genética asi como el andlisis de laexpresion del gen recA de P. denitrificans.

2.1.1. Clonacion y secuenciacion del gen recA de P. denitrificans

Las proteinas RecA estudiadas hasta la fecha presentan una gran similitud en cuanto a
secuencia de aminoacidos (Karlin y Brocchieri, 1996). P. denitrificans y Rhodobacter
sphaeroides son dos especies bacterianas muy cercanas a nivel filogenético y ademéas
sus genomas presentan el mismo rango de contenido en G+C (64-67%). Por lo tanto,
asumimos que sus respectivos genes recA tendrian una elevada identidad a nivel de
secuencia de nucledtidos. Para confirmarlo, elaboramos una sonda marcada con un
fragmento Smal de 1,7 Kb del cromosoma de R. sphaeroides y que contenia su gen

recA. A continuacion se llevo a cabo un Southern a elevada estringencia con DNA
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cromosomico de la cepa PD1222 de P. denitrificans digerido de forma individual con
EcoRI, Pstl o Smal. En todos los casos se comprobd la presencia de bandas de
hibridacion. Este resultado sugeria que en P. denitrificans existia un gen similar a gen

recA deR. sphaeroides.

Posteriormente se procedié a construir una genoteca de P. denitrificans en e vector
| GEM1y se hibrido esta genoteca con la sonda anteriormente comentada. Uno de los
clones que di6 positivo se digirid con diversos enzimas de restriccion y a partir de estas
digestiones se hizo un Southern. Una banda EcoRI de 3 Kb hibridé con la sonda
proveniente de R. sphaeroides. Se recuper6 esta banday se ligo en la Unica diana EcoRl

del plasmido pBluescript SK(+), de esta manera se obtuvo el plasmido pUA617.

La secuenciacion del fragmento EcoRI de 3 Kb revel6 la presencia de un ORF a 4
nucledtidos de distancia de una secuencia Shine-Dalgarno (GAGGA). El ORF del gen
recA de P. denitrificans tiene 1071 nucledtidos (3 més que € de R. sphaeroides) que

codifican una proteina de 356 aminoéacidosy un peso molecular estimado de 38 kDa.

La comparacion de la secuencia de aminoécidos de la proteina RecA de P. denitrificans
con las proteinas de R. sphaeroides, R. capsulatus, Rhizobium etli y E. coli muestra
unos niveles de identidad del 88,6%, 85,6%, 72,9% y 64,3% respectivamente. El
extremo carboxi-terminal es la zona que presenta una mayor divergencia. En la proteina
RecA de P. denitrificans se conservan las regiones de la proteina RecA de E. coli con
actividad funcional como la de union a ATP, actividad coproteasa y recombinacion
homdloga, asi como la secuencia caracteristica de la proteina RecA. En la zona
promotora del gen recA de P. denitrificans no se ha encontré ninguna secuencia
homadloga a la caja SOS de E. coli, sugiriendo que la regulacién de este gen debia ser

diferente ala de su homdlogo de E. coli.
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2.1.2. Construccién de un mutante recA

Para obtener el mutante recA se clond e gen recA de P. denitrificans en el plasmido
pSUP202 y posteriormente se insertd una cassette de resistencia a kanamicina de 2 Kb
en la diana interna BstX| de dicho gen recA de P. denitrificans. De esta manera se
obtuvo e plasmido pUA618. Dicho plasmido se conjugé en una cepa Rif" derivada de
P. denitrificans PD1222. Se seleccionaron aquellos conjugantes resistentes a Km que
habian perdido la resistencia a tetraciclina producida por €l vector, lo que indicaba que
se habia producido una pérdida del vector debido a un proceso de doble recombinacion
y gue los clones seleccionados eran mutantes que han sustituido su gen recA salvaje por
el gen recA inactivado por la cassette Km. Se seleccioné un clon (UAP10) y se
comprobd que era realmente un mutante haciendo un Southern en € que se usdé como
sonda marcada e fragmento EcoRI de 3 Kb que contiene el gen recA de P.

denitrificans.

Como era de esperar, el mutante recA de P. denitrificans eramas sensible ala radiacion
ultravioleta que la cepa salvaje. Asi, a una dosis de 40 Jm?, la supervivencia de la cepa

salvaje era 10" veces mayor que la de la cepa mutante.

2.1.3. Expresion del gen recA de P. denitrificans

Para analizar la expresiéon del gen recA de P. denitrificans se obtuvo, a partir de PCR,
un fragmento de 251 pb que contenia 228 pb de la zona promotora y 23 pb de la zona
codificante. EI fragmento se amplificd a partir del pldsmido pUA617 y estaba
flanqueado por las dianas EcoRI y BamHI afiadidas artificialmente gracias a disefio de
los primers utilizados. El fragmento resultante se clon6é en € plasmido pUJ8
previamente digerido con EcoRI y BamHI. De esta manera se obtiene una fusion entre
el promotor del gen recA y € gen trp'-lacZ que no tiene promotor. Esta construccion,
designada como pUAG620, fué la base de los siguientes pasos. Un fragmento Notl con

extremos rellenados proveniente de pUA620 y que contenia la fusion recA-lacZ se
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clond en la Unica diana Smal del pldasmido de amplio espectro de huesped pLV 106,
dando lugar al pUA621. Dicho plasmido se conjugd en las cepas RecA”™ y RecA”™ de P.

denitrificans.

Tras un tratamiento con mitomicina C, se produjo un incremento en la expresion del gen
recA de P. denitrificans en la cepa salvaje pero no asi en la cepa RecA". Este hecho
indicaba la existencia de un elemento regulador en la zona anterior a la region
codificante del gen recA de P. denitrificans y que este microorganismo debe poseer un
represor similar a LexA que bloquea la expresiéon de recA en células no dafiadas y que

se inactiva por la actividad coproteasa de RecA.

2.1.4. Caracterizacion del punto de inicio de transcripcion del gen recA

de P. denitrificans

Se ha descrito que € gen recA en algunas especies bacterianas forma parte de un
transcrito policistronico (Martin et al., 1995). Para saber si era el caso del gen recA de
P. denitrificans se procedi6 a caracterizar € punto de inicio de su transcripcion.
Ademas, este experimento nos permitio situar en el promotor las secuencias
reguladoras. Se realizé un experimento de extension de primer a partir de RNA total
obtenido de la cepa PD1222 de P. denitrificans previo tratamiento con mitomicina C. El
punto de inicio de transcripcion corresponde a una A situada 72 pb antes del codén de
inicio de traduccion. Tambien nos permitié deducir que las regiones -35 y -10 podrian
corresponder respectivamente alas secuencias TTTGCAT y CCAAATA.
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2.1.5. Clonacion del gen uvrA de P. denitrificans

Para saber si una secuencia determinada es el elemento regulador de un regulén como,
por gemplo, puede ser e sistema SOS, conviene saber s dicha secuencia se halla
presente en todos los genes del reguldn. Por consiguiente nos propusimos aislar €l gen
uvrA de P. denitrificans para asi poder comparar su promotor con €l del gen recA, tanto

in vitro como in vivo.

Para clonar el gen uvrA de P. denitrificans elaboramos una genoteca de P. denitrificans
en el vector | GEM12 y la hibridamos con una sonda de 0,3 Kb Sacll correspondiente a
un fragmento interno del gen uvrA de R. sphaeroides (Mackenzie et al., 1995). De esta

forma aprovechamos la proximidad filogenética de estas dos especies bacterianas.

Uno de los fagos de la genoteca que dio positivo se digirié con diversos enzimas de
restriccion y mediante un Southern se pudo comprobar que un fragmento Smal de 5 Kb
hibridaba con la sonda originaria de R. sphaeroides. Este fragmento se clon6 en €l
plasmido pBluescript SK(+). A partir de ese plasmido pudimos obtener la secuencia de
la region promotora y del extremo 5' de la region codificante del gen uvrA de P.

denitrificans.

No todos los genes uvrA son inducibles por lesiones en el DNA. Por gemplo, los de
Pseudomonas aeruginosa y Neisseria gonhorreae no lo son (Rivera et al., 1997; Black
et al., 1998). Para comprobar si e gen uvrA de P. denitrificans se inducia o no
construimos el plasmido pUA694 que contiene una fusién uvrA-lacZ y lo introdujimos
en una cepa de P. denitrificans Rif". El tratamiento con mitomicina C inducia la
expresion de lafusion en células RecA™ y no lo haciaen células RecA’, indicando que la

induccion era dependiente de recA.
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2.1.6. Movilidad electroforética de los promotores recA y uvrA de P.

denitrificans

Se ha comprobado que el motivo GAACN;GAAC presente en la region promotora del
gen recA deR. sphaeroides controla su induccion por lesiones en el DNA (Fernandez de
Henestrosa et al., 1998). En e gen recA de P. denitrificans se encuentra esta misma
secuencia solapada con la posicion +1 anteriormente establecida. Por este motivo nos
dispusimos a hacer ensayos de retraso electroforético para comprobar si aguna proteina
se uniaalasecuencia GAACN,GAAC del promotor del gen recA de P. denitrificans. Si
anadimos extracto celular de P. denitrificans a fragmentos de DNA que contenian la
secuencia GAACN7GAAC observabamos un cambio en la movilidad, cambio gque no se
detecta s & fragmento de DNA no contenia la secuencia en cuestion. El complegjo
DNA-proteina que se formaba no se debia a una union proteica inespecifica sino a una
unién dependiente de secuencia, ya que si a lareaccion se le afiadia DNA del plasmido
pBSK sin marcar no se afectaba a la formacion del complejo DNA-proteina, pero si o
que se afiadia era el promotor recA de P. denitrificans salvagje sin marcar si que se
inhibia la formacién de dicho complejo. Si el competidor afiadido era el promotor del
gen recA de P. denitrificans mutado en alguna de las dos subcajas de GAACN;GAAC
desaparecia € retraso electroforético. La proteina que se unia a promotor del gen recA
de P. denitrificans debia ser la misma que se unia a promotor del gen uvrA de P.
denitrificans, ya que s afladimos este Ultimo promotor sin marcar se inhibia la

formacion del complejo.

En & promotor del gen uvrA de P. denitrificans entre la posicion -66 y -91 respecto al
inicio de traduccion nos encontramos con la secuencia GTTCN;GTTC, que es lareversa
complementaria de GAACN;GAAC, e motivo presente en e gen recA de P.
denitrificans. El gen uvrA de R. sphaeroides también presenta la secuencia
GTTCN;GTTC en su zona promotora, y es este el motivo que controla su induccién
por lesiones en el DNA. Fragmentos de DNA que contienen e promotor del gen uvrA
de P. denitrificans mutado en la primera o en la segunda repeticion de GTTCN;GTTC
no afectan a cambio de movilidad que sufre e promotor del gen recA de P.

denitrificans cuando se incuba con extracto celular de P. denitrificans.
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2.1.7. Efecto de mutaciones en su zona operadora sobre la expresion de

los genes recA y uvrA de P.denitrificans

Ademas de los estudios in vitro, pretendiamos comprobar in vivo s las secuencias
GAACN;GAAC y GTTCN;GTTC de los genes recA y uvrA respectivamente son las
secuencias reguladoras de estos genes. Para ello analizamos la expresion de los
promotores recA y uvrA de P. denitrificans, savajes y mutados. Se construyeron
fusiones de fragmentos derivados de ambos promotores con e gen lacZ. Los
promotores mutados |levaban las mismas mutaciones que los fragmentos que se habian
utilizado en los experimentos de movilidad electroforética. Las fusiones, que estaban en
el plasmido pLV 106, se introdujeron por conjugacion en P. denitrificans. Las fusiones
de promotores mutados mostraron una sintesis constitutiva y elevada de b-
galactosidasa. Este resultado indica que € control de los genes recA y uvrA de P.
denitrificans necesita las secuencias GAACN;GAAC y GTTCN;GTTC
respectivamente. También se comprobo que e nivel basal de los mutantes desregulados
recA eramas elevado que €l nivel al cua llegalafusion salvaje después del tratamiento
con mitomicina C. Las razones de este comportamiento se desconocen por e momento
aungue una situacion similar se ha descrito en E. coli (Krueger et al., 1983; Wertman y
Mount, 1985).

Debe degjarse constancia de que se introdujeron en células de R. sphaeroides una fusion
salvage y otra mutante del promotor del gen recA de P. denitrificans. La fusion salvaje

seindujo, mientras que la mutante presentd una actividad constitutiva.

Todo este conjunto de datos nos permite afirmar que la cgja SOS de P. denitrificans
responde a la secuencia GTTCN;GTTC. Podemos considerar que el mecanismo por €l
cual e represor LexA de P. denitrificans se une a operador del gen recA
(GAACN7GAAC) o a del gen uvrA (GTTCN;GTTC) debe ser e mismo, ya que las
secuencias son complementariasy reversas. En el caso de R. sphaeroides, las cgjas SOS
de los genes recA y uvrA también estan en la orientacion contraria (Ferndndez de
Henestrosa et al., 1998).
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2.2. ldentificacion de la region SOS de Rhodobacter capsulatus
(Articulo 111)

2.2.1. Anédlisis mutacional del promotor del gen recA de R. capsulatus

En nuestro laboratorio se habia demostrado previamente que la secuencia
GTTCN,GTTC es la cga SOS de R. sphaeroides. En el gen recA de R. sphaeroides
encontramos dos copias de esta caja, en orientacion contraria. Si analizamos la region
promotora del gen recA de R. capsulatus se pueden apreciar dos repeticiones directas
gue son practicamente idénticas a las que controlan la expresion del gen recA de R.

sphaeroides.

L as secuencias que encontramos en la region promotora del gen recA de R. capsulatus
son: GTTCN7/GTTC (12 repeticién directa) y GAACN;GAAC (22 repeticion directa).
Para analizar su funcién in vivo, procedimos a la creacion de fusiones del gen lacZ con
fragmentos de DNA que contenian, o bien el promotor salvaje del gen de R. capsulatus,
0 bien e promotor mutado. Estas fusiones se introdujeron por conjugacion en R.
capsulatus gracias al plésmido pLV106. La expresion del gen recA se indujo tras un
tratamiento con mitomicina C. Si mutamos una de las dos repeticiones directas del
promotor, € nivel basal es mayor, y €l factor de induccion menor que en €l caso de una
fusién que contiene & promotor del gen recA de R. capsulatus salvge. Cuando el
promotor fusionado contiene las dos repeticiones directas mutadas, la expresion es
constitutivay su nivel basal es el mismo nivel que se obtiene con fusiones del promotor

salvaje después de tratar las células con mitomicina C.
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2.2.2. Caracterizacion de la expresion del gen uvrA de R. capsulatus

Como ya se ha comentado con anterioridad, para identificar secuencias reguladoras de
un sistema genético es interesante comparar las regiones promotoras de varios genes
gue forman parte de este sistema. Por este motivo clonamos € gen uvrA de R.
capsulatus, para poder comparar su region promotora con la del gen recA de R.
capsulatus. Para aislar €l gen uvrA de R. capsulatus, construimos una genoteca en el
vector | GEM12 y aprovechando la proximidad filogenética con R. sphaeroides,
hibridamos esta genoteca con una sonda marcada de 0,3 Kb correspondiente a un
fragmento interno Sacll del gen uvrA de R. sphaeroides (Mackenzie et al., 1995). Uno
de los fagos que dio positivo fue digerido con diferentes enzimas de restriccion y a
partir de estas digestiones hicimos un Southern. Un fragmento de 6 Kb BamHI hibrid6
con la sonda anterior. Posteriormente se cloné este fragmento de 6 Kb BamHI en la
Unica diana BamHI del plasmido pBluescript SK(+). A partir del inserto contenido en
este plésmido pudimos secuenciar la region promotora 'y € extremo 5 de la region

codificante del gen uvrA deR. capsulatus.

Analizando la secuencia se detect6 que 66 nucledtidos antes del inicio de traduccion del
gen uvrA de R. capsulatus se halaba la repeticion directa GTTCN,GTTC. Para
confirmar su participacion en la regulacion de la expresion del gen uvrA de R.
capsulatus se construyeron fusiones del gen lacZ con € promotor salvge y con
promotores mutados en uno de los dos submotivos de la repeticion o en los dos. Las
células de R. capsulatus que portaban las fusiones mutantes presentaban una sintesis de
b-galactosidasa constitutiva y elevada. Estos resultados confirmaban que la secuencia

GTTCN;GTTC controlalaexpresion del gen uvrA deR. capsulatus.
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2.2.3. Definicidén de la caja SOS del grupo o de las Proteobacterias

La caracterizacion de la regiéon operadora de los genes SOS de otros miembros del
grupo a de las Proteobacterias es un proyecto que estaba desarrollando nuestro
laboratorio. En concreto se han realizado trabgjos a este respecto con R. sphaeroides y
R. etli.

En la Tabla 2.1 se recoge un andlisis comparativo de las secuencias operadoras de
dichos genes SOS en diferentes miembros del grupo a. Estas secuencias corresponden
tanto a operadores cuya implicacién real en la regulacion se ha demostrado

experimentalmente, como a regiones obtenidas de bancos de datos.

Se ha cogido la direccion de la secuencia operadora como GTTCN,GTTC dado que ésta
es la que se encuentra en la mayoria de los promotores portadores de una Unica copia
del motivo regulador.

La alineacion de las secuencias operadoras nos permite definir una secuencia consenso
GTTC-YYYTTTT-GTTC. Para elaborar esta secuencia consenso consideramos que
para una posicion determinada de la secuencia, la base consenso es aquella que esta

presente en esa posicién en e 50% de las secuencias analizadas.

Las repeticiones GTTC se halan atamente conservadas. Conviene destacar que la
segunda de ellas se halla més conservada que la primera 'y solo en 4 de las secuencias
operadoras analizadas presenta alguna variante. La base que presenta més variaciones es
laT (3), perteneciente a la primera repeticidn. Estas observaciones parecen indicar que
las bases que forman parte de la repeticion directa son las responsables de la interaccion

directa con la proteina reguladora.

En laregion central se observa como en el caso de las bases que van de la posicién 8 a

la 11, podemos establecer una secuencia consenso de 4 T, aunque lavariabilidad es
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Tabla 2.1. Andlisis comparativo de los operadores SOS de diferentes bacterias del grupo a de
las Proteobacterias.

Microorganismo Gen® Secuencia

12 3 456 7 8 9 101112131415
Rhodobacter sphaeroides recAl GTTCGCCTTATGATC
R. sphaeroides recA2* GTTCGCCCTAAGTTC
R. sphaeroides lexAl* cGTTCTGCCCGCGTTC
R. sphaeroides lexA2* GTTCACCGCCTGTTC
R. sphaeroides uvrA GTTCATACTATGTTC
R. sphaeroides uvrB1 cGCTCCGCCCTTGTTC
R. sphaeroides uvrB2* GATCCGTTTTTGTTC
Rhodobacter capsulatus recAl GTTCCGAAATTGTTC
R. capsulatus recA2* GTTCTGCTTTCGTTC
R. capsulatus uvrA GTTCCTGTTCCGTTC
Rhodopseudomonas viridis recAl GTTCTCTTCTTGTTC
R. viridis recA2* GTACACGATTTGTTC
Rhodopseudomonas palustris recAl* GTTCGCAATATGTTC
R. palustris recA2* GTACCCTATTTGTTC
Agrobacterium tumefaciens recAl* GTTCTGCTTTCGTTT
A. tumefaciens recA2* GTACTCTATTTGTTC
Rhizobium etli recAl* GTTCTATATTTGTTT
R. etli recA2* GTACCCTATTTGTTC
Sinorhizobium meliloti recAl* GTTCGATTCTTGTTC
S. meliloti recA2* GTACATGTTTTGTTC
S. meliloti uvrA GTTCTTTTTTTGTTC
Mesorhizobium loti recAl* GTTCTTTTTTCGTAC
M. loti recA2* GTACCTTTTTTGTTC
Brucella abortus recAl GTTCGTGGATAGTTC
B. abortus recA2* GTTCCATTCTTGTTC
B. abortus uvrA GTTCGATATTTGTTC
B. abortus ssb* GTTCCTGTTTTGTTC
Paracoccus denitrificans recA* GTTCACGGGTTGTTC
P. denitrificans uvrA GTTCCTGTGATGTTC
Aquaspirillum magnetotacticum recA GTTCTCCTCTCGTTC
Acidiphilium facilis recA* GTTTTGTCAACGTTC
Zynomonas mobilis recA GTTCACCTTATGTTC
Z. mobilis uvrAl ATTCCCCCTTTGTTC
Z. mobillis uvrA2 ATTCTGCTACCGTTC
Sphingomonas aromaticivorans recAl GTTCCCCCCTTGTTC
S. aromaticivorans recA2* GTACTCGTTGTGTTC
Caulobacter crescentus recA* GTACACTCTTTGTTC
C. crescentus lexA1* GTTCTCCTGGTGTTC
C. crescentus lexA2* GTTTGCGGTTTGTTC

()
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()
—
—
(@]

Secuencia consenso

a. 1y 2indican €l nimero del operador.
* . Indica aguellos casos en los que se ha utilizado la secuencia reversa complementaria para redlizar este
andlisis comparativo.
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Resultados y discusion

mucho més elevada que en € caso de las repeticiones. En las bases que van de la

posicion 5 ala 7 no se puede establecer una base consenso concreta.

Probablemente la funcion de esta region central debe ser |a de establecer un contexto

favorable alainteraccion de la proteina con las dos secuencias GTTC.

Es importante resaltar que tanto la Unica region operadora perteneciente a un gen uvrB,
las dos conocidas de genes lexA asi como e 66% de los operadores pertenecientes a
genes recA presentan una doble copia del motivo operador. En cambio, solo 1 de los 6
genes uvrA analizados presenta esta doble copia. Quizala presencia de una o dos copias
del motivo operador obedezca a una intensidad diferencial de la represiéon de los genes
gue presentan estos motivos. También debe destacarse que en los casos en |os que nos
encontramos con dos motivos operadores, éstos no siempre presentan la misma
orientacion. En la familia Rhizobiaceae se observa una uniformidad total y todos los
genes recA analizados presentan dos copias del motivo, teniendo ambas la misma

orientacion.

Del estudio de las cgas SOS de las bacterias del grupo a de las Proteobacterias

podemos deducir:

1. A diferencia de las caas SOS de otras especies bacterianas analizadas
anteriormente, la regiéon reguladora de los miembros del grupo a de las
Proteobacterias es una repeticion directay no un palindromo.

2. Laexistencia de una cierta similitud con uno de los motivos (GTTC) de la
caa SOS de B. subtilis y del resto de bacterias grampositivas en general.
Esta similitud puede ser producto, o bien de un ancestro comun, o bien de un

proceso de evolucién convergente.
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. Se han clonado los genes recA y uvrA de Paracoccus denitrificans y Rhodobacter
capsulatus mediante la utilizacion como sonda de sus correspondientes genes
homologos de Rhodobacter sphaeroides.

El inicio de transcripcion del gen recA de P.denitrificans es una A situada a 72
pares de bases de su codén de inicio de transcripcién. Las posibles regiones =10 y
—35 de este gen corresponden a las secuencias TTGCAT y CAAATA.

Los genes recA y uvrA de P. denitrificans se inducen por lesiones en el DNA. Esta
inducibilidad es dependiente del producto de su gen recA.

Mediante ensayos de movilidad electroforética con extractos crudos de P.
denitrificans se ha demostrado que la secuencia GAACN;GAAC es necesaria para
gue se forme un compleo especifico entre el promotor del gen recA de este
microorganismo y una proteina citoplasmética.

La presencia de esta secuencia GAACN;GAAC es imprescindible para que €l
promotor recA de P. denitrificans se induzca in vivo cuando se lesiona su DNA.
Este hecho nos permite afirmar que la repeticion directa GAACN;GAAC es la
region operadora del gen recA de P. denitrificans.

La movilidad electroforética del promotor del gen uvrA de P. denitrificans
disminuye en presencia de extractos crudos de este microorganismo a formarse un
complejo especifico DNA-proteina. Experimentos de competitividad han puesto de
manifiesto que esta proteina es la misma que |o hace a su propio promotor recA.
Laformacion del complejo entre el promotor uvrA y la proteina reguladora requiere
la presencia en éste del motivo GTTCN;GTTC, gue es la secuencia reversa y
complementaria del operador recA de P. denitrificans. Dado que esta misma
secuencia es imprescindible para la correcta induccion del gen uvrA por lesiones en
el DNA, se puede afirmar que GTTCN,GTTC es laregion operadora de dicho gen.
En la region promotora del gen recA de Rhodobacter capsulatus se ha identificado
la presencia de los motivos GTTCN;GTAC y GAACN;GAAC separados por 11
pares de bases. Asi mismo, en el promotor uvrA de este microorganismo se ha
demostrado la presencia de la secuencia GTTCN;GTTC. Dichos motivos son
imprescindibles parala normal induccién de los genes recA y uvrA de R capsulatus

por lesiones en el DNA.
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Conclusiones

9. El conjunto de datos obtenido a lo largo del presente trabajo nos permite establecer
gue la cga SOS de P. denitrificans y R capsulatus responde a motivo
GTTCN,GTTC.

10. El analisis comparativo entre los promotores de posibles genes SOS de bacterias del
Grupo filogenético a existentes en la actualidad en los bancos de datos nos ha

permitido definir la secuenciaGTTCYYYTTTTGTTC como su operador SOS.
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