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3. Resultados  
 
3.1. Identificación de la caja SOS de R. metallidurans 
 

En esta parte del trabajo, el objetivo fue identificar y caracterizar la caja SOS 

de R. metallidurans y estudiar el funcionamiento del sistema de reparación 

SOS en este microorganismo. Para ello, dado que las dos proteínas más 

importantes en este sistema son RecA y LexA, en primer lugar se procedió a 

realizar el aislamiento y secuenciación de los genes recA y lexA y de sus 

regiones promotoras, se identificó dentro de dichas regiones una posible 

caja SOS. Seguidamente, se construyeron mutantes RecA(Def) y LexA(Def) 

de R. metallidurans para analizar la expresión del gen recA en estas cepas y 

también en E. coli, en presencia y en ausencia de lesiones en el DNA. Se 

realizaron experimentos para determinar si la caja SOS de R. metallidurans 

era funcional y cumplía las mismas funciones que en E. coli, en cuanto al 

mecanismo de regulación de genes del sistema y se identificaron los genes 

que están bajo el control de LexA. 

 

3.1.1. Clonación y secuenciación del gen recA de R. metallidurans 

 

Las proteínas RecA de diferentes bacterias tienen secuencias de 

aminoácidos muy conservadas (Karlin y Brocchieri, 1996), basándose en 

esta característica y sabiendo que los genomas de A. tumefaciens y R. 

metallidurans tienen un contenido parecido de G+C (aproximadamente 59-

67%), en este estudio se planteó que podía existir una elevada similitud 

entre sus secuencias. El gen recA de A. tumefaciens había sido previamente 

descrito y caracterizado (Wardhan et al., 1992), por lo que la estrategia que 

se utilizó para aislar el gen recA de R. metallidurans fue localizar y aislar 

dicho gen mediante hibridación del DNA cromosómico de R. metallidurans, 

digerido con enzimas de restricción, con una sonda del gen recA de A. 

tumefaciens. 

 

Para tal fin, en primer lugar se escogió una región altamente conservada del 

gen recA de A. tumefaciens. Seguidamente se amplificó dicha región, 
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utilizando los oligonucleótidos UprecA Agro y LorecA Agro, a partir de DNA 

del plásmido pAgrR4, que contiene el gen recA de esta especie. En dicha 

amplificación se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 500 pb 

(+181 a +678). Para poder utilizar este fragmento como sonda, se marcó con 

digoxigenina y se llevaron a cabo southern blots a alta y baja astringencia 

con DNA cromosómico de la cepa de R. metallidurans, digerido previamente 

con XhoI y también con ClaI. Se obtuvo una marca de hibridación de un 

fragmento de aproximadamente 3.5-4 kb con el DNA digerido con XhoI y de 

un fragmento de aproximadamente 8-9 kb con el DNA digerido con ClaI (Fig. 

3.1).  
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Figura 3.1. Hibridación por southern blotting del DNA cromosómico de R. 
metallidurans, digerido con las enzimas de restricción ClaI (carril 2) y XhoI (carril 3). 
Se utilizó como sonda de hibridación un fragmento interno de aproximadamente 
500 pb del gen recA de A. tumefaciens. El marcador de peso molecular fue el λ ⊥ 
HindIII (carril 1). 
 

Para los subsiguientes estudios se eligió el fragmento mayor, a partir del 

cual se preparó una subgenoteca. Para ello, se realizó un escalado de la 

restricción del DNA cromosómico para tener mayor cantidad y se 

recuperaron tres fragmentos diferentes de entre 6 y 9 kb. Mediante 

hibridación con la misma sonda y a baja astringencia, se observó marca de 
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hibridación con los diferentes fragmentos, si bien la señal fue más intensa 

con el fragmento de menor tamaño (Fig. 3.2). 
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Figura 3.2. Hibridación por southern blotting de diferentes fracciones del DNA 
cromosómico de R. metallidurans, digerido con la enzima de restricción ClaI, 
Fracción 1 (carril 2), Fracción 2 (carril 3) y Fracción 3 (carril 4). Se utilizó como 
sonda de hibridación un fragmento interno de aproximadamente 500 pb del gen 
recA de A. tumefaciens. El marcador de peso molecular fue el λ ⊥ HindIII (carril 1). 
 

 

Dicho fragmento se clonó en el vector pBSK y se electrotransformó en la 

cepa de E. coli HB101immE3 (RecA-). Los clones obtenidos fueron 

sembrados en placas de LB que contenían MMS al 0.02% y aquellos clones 

que crecían en presencia de este agente mutagénico, fueron sometidos a 

una prueba de resistencia a la radiación ultravioleta, mediante el test de la 

gota. Se extrajo el DNA plasmídico de los clones positivos y se digirió con la 

enzima ClaI. Los plásmidos que tenían un tamaño superior a 6 kb fueron 

retransformados en células HB101immE3 y comprobados de nuevo por 

crecimiento en 0.02% de MMS y por el test de la gota. 
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Tras realizar dichas pruebas se obtuvo el plásmido pUA980, de un tamaño 

aproximado de 6.5 kb, que contenía un fragmento ClaI de 3.5 kb, el cual fue 

secuenciado, utilizando los oligonucleótidos Direct-Cy5 y Reverse-Cy5 

(Sanger et al., 1977). Las secuencias obtenidas no se correspondieron con 

un posible gen recA, por lo que se procedió a realizar un mapa de restricción 

del plásmido. Basándose en los datos obtenidos, se procedió a realizar una 

recircularización de un fragmento más pequeño, de unas 5.8 kb, que se 

había obtenido de una digestión con la enzima HindII. Este fue 

retransformado en células competentes de DH5α y HB101immE3, para 

volver a realizar las pruebas de crecimiento en MMS al 0.02% y el test de la 

gota, obteniéndose en ambos casos resultados positivos. De nuevo se 

secuenció el fragmento, pero no se localizó un posible gen recA. Teniendo 

en cuenta las dianas de restricción encontradas en los fragmentos 

secuenciados, se procedió a realizar una digestión con KspI y con SphI, 

obteniéndose cuatro fragmentos: uno correspondía al vector pBSK y los 

otros tres a fragmentos del inserto. El fragmento de mayor tamaño 

(aproximadamente 2 kb) se clonó en el vector pBSK, se transformó en 

células competentes de HB101immE3 y se realizaron de nuevo las pruebas 

de crecimiento en MMS al 0.02% y el test de la gota con los clones 

recombinantes obtenidos. El fragmento se secuenció, utilizando los 

oligonucleótidos Direct-Cy5 y Reverse-Cy5 (Sanger et al., 1977). En este 

caso, en la secuenciación obtenida con el oligonucleótido Reverse-Cy5 se 

localizó la presencia de un ORF a 6 nucleótidos de distancia de una típica 

secuencia Shine-Dalgarno (GAAGGA). Este ORF de 1059 nucleótidos 

codifica una proteína de 353 aminoácidos. Además, en la región promotora 

(a 168 nucleótidos), se localizó una secuencia idéntica a la caja SOS de E. 

coli (CTGT-N8-ACAG) (Fig. 3.3). Por comparación y mediante la ayuda de 

programas informáticos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), se determinó 

que podía tratarse de la proteína RecA de R. metallidurans. Por otra parte, al 

analizar la secuencia obtenida con el oligonucleótido Direct-Cy5 y utilizando 

programas informáticos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), se pudo 

determinar que dicha región se correspondía con la proteína RecX, la cual 

está ubicada en la región flanqueante a la proteína RecA de algunas β-

Proteobacterias. 
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Figura 3.3. A: Secuencia de la región promotora del gen recA de R. metallidurans. 
El inicio de traducción está señalado en negrita y subrayado, la posible caja SOS 
está indicada en negrita (CTGT-N8-ACAG) y el RBS (Ribosme Binding Site) o 
secuencia Shine-Dalgarno en cursiva. B: Comparación de las secuencias de la 
proteína RecA de R. metallidurans, R. solanacearum y E. coli. 
 

A.  
 
GCCGGTGGGGCTTGCCAAGCATACTGTTTTTTTATACAGTACCCGACATTCCGGGCGAGCTACCATGA
AAGGTGATCGCACCATGCCGGGTTGGGCGTCGTGGCCTGGAGAATCCATCCCGGAAAAGGGCTTTGGG
TTCAGGGCGTCGCGCCGTATGCGGCCTATTTATACACCATTGACTGAAGGACGACCATG 
 
 

B. 
 

R. metallidurans     MDDKKAGAGVSAEKQKALAAALSQIEKQFGKGSIMRLGDGEIEQDIQVVSTGSLGLDIAL 60 
R. solanacearum      MEDGKKAASMSAEKQKALAAALAQIEKQFGKGSIMKMGDAEVEP-VQVVSTGSLGLDVAL 59 
E. coli              -------MAIDENKQKALAAALGQIEKQFGKGSIMRLGE-DRSMDVETISTGSLSLDIAL 52 
                      .. . . .:. :*********.************::*:.: . .::.:*****.**:** 
 
R. metallidurans     GVGGLPRGRVVEIYGPESSGKTTLTLQVVAEMQKLGGTCAFIDAEHALDVQYAGKLGVDV 120 
R. solanacearum      GVGGLPRGRVVEIYGPESSGKTTLTLQVVAEMQKLGGTCAFIDAEHALDVTYADKLGVKV 119 
E. coli              GAGGLPMGRIVEIYGPESSGKTTLTLQVIAAAQREGKTCAFIDAEHALDPIYARKLGVDI 112 
                     *.**** **:******************:*  *: * ************  ** ****.: 
 
R. metallidurans     GNLLISQPDTGEQALEITDALVRSGSIDLIVIDSVAALVPKAEIEGEMGDSLPGLQARLM 180 
R. solanacearum      PDLLISQPDTGEQALEIADALVRSGSVDLIVIDSVAALVPKAEIEGEMGDALPGLQARLM 179 
E. coli              DNLLCSQPDTGEQALEICDALARSGAVDVIVVDSVAALTPKAEIEGEIGDSHMGLAARMM 172 
                      :** ************ ***.***::*:**:******.********:**:  ** **:* 
 
R. metallidurans     SQGLRKLTGTIKRTNCLVIFINQIRMKIGVMFGSPETTTGGNALKFYASVRLDIRRIGSI 240 
R. solanacearum      SQALRKLTGTIKRTNCLVIFINQIRMKIGVMFGSPETTTGGNALKFYASVRLDIRRIGSI 239 
E. coli              SQAMRKLAGNLKQSNTLLIFINQIRMKIGVMFGNPETTTGGNALKFYASVRLDIRRIGAV 232 
                     **.:***:*.:*::* *:***************.************************:: 
 
R. metallidurans     KKGDEVVGNETKVKVVKNKVSPPFREAFFDILYGQGISRQGEIIDLGVDAKIVEKAGAWY 300 
R. solanacearum      KKGDEVVGNETKVKVVKNKVAPPFREAIFDILYGAGVSREGEIIDLGVEAKVVEKSGAWY 299 
E. coli              KEGENVVGSETRVKVVKNKIAAPFKQAEFQILYGEGINFYGELVDLGVKEKLIEKAGAWY 292 
                     *:*::***.**:*******::.**::* *:**** *:.  **::****. *::**:**** 
 
R. metallidurans     SYNGEKIGQGKDNAREYLRENPDIADEIENKVRLALGVAPLNTVAGAPAEVEG------- 353 
R. solanacearum      SYNGERIGQGRDNCREFLRENAELAREIENKVREHLGVTPMGAVTLAEEVEED------- 352 
E. coli              SYKGEKIGQGKANATAWLKDNPETAKEIEKKVRELLLSNPNSTPDFSVDDSEGVAETNED 352 
                     **:**:****: *.  :*::*.: * ***:***  *   * .:   :    *.        
 
R. metallidurans     - 
R. solanacearum      - 
E. coli              F 353 

 

La secuencia de nucleótidos correspondiente al gen recA de R. 

metallidurans fue introducida en el NCBI/GenBank (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/Genbank/index.html), bajo el número de acceso AF312928. La 

comparación de la secuencia deducida de dicha proteína, mediante 

programas informáticos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), permitió 

determinar que tenía una alta similitud con la recombination protein RecA de 

Burkholderia cepacia y otras especies de Burkholderia (identidad del 81%), 

Bordetella pertussis (identidad del 76%), Ralstonia solanacearum (identidad 

del 78%) y Methylobacillus flagellatus (identidad del 74%), todos ellos 
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microorganismos cercanos a nivel filogenético y miembros del grupo β-

Proteobacteria. Se realizó un alineamiento de las secuencias de 

aminoácidos de las proteínas RecA de R. metallidurans, R. solanacearum y 

E. coli, utilizando un programa informático (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) 

(Fig. 3.3). Mediante dicho alineamiento se encontraron los siguientes 

porcentajes de identidad entre dichas proteínas. 

 

• RecA de R. metallidurans vs. RecA de R. solanacearum: 84% 

• RecA de R. metallidurans vs. RecA de E. coli:    68% 

• RecA de R. solanacearum vs. RecA de E. coli:    65% 

 

 3.1.2. Clonación y secuenciación del gen lexA de R. metallidurans 

 
El genoma de R. metallidurans está siendo secuenciado por el DOE-JGI 

(Department of Energy, Joint Genome Institute, University of California), 

disponiéndose en este momento de una secuencia parcial en la dirección 

http://www.jgi.doe.gov/JGI_microbial/html/ralstonia/ralston_homepage.html. 

El gen lexA de esta especie fue identificado en dicha secuencia buscando, 

mediante programas informáticos, regiones de dicha secuencia parcial con 

elevada similitud al gen lexA de E. coli. 

 

Así, se localizó una posible secuencia que podía corresponder al gen lexA. 

Mediante los oligonucleótidos LexA Rals1 y LexA Rals2 se amplificó la 

región que podía contener al gen lexA y a su promotor, obteniéndose un 

fragmento de 1.2 kb que fue clonado en el vector pGEM-T y secuenciado 

utilizando los oligonucleótidos Direct-Cy5 y Reverse-Cy5 (Sanger et al., 

1977). Este plásmido fue denominado pUA986. 

 

La secuencia amplificada contiene un ORF de 654 nucleótidos a 10 

nucleótidos de distancia de una típica secuencia Shine-Dalgarno (AAGA) 

que codifica una proteína de 218 aminoácidos. Además, en la región 

promotora (a -61 nucleótidos y a -41), se encontraron dos secuencias 

idénticas a la caja SOS de E. coli (Fig. 3.4). 
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Figura 3.4. A: Secuencia de la región promotora del gen lexA de R. metallidurans. 
El inicio de traducción está señalado en negrita y subrayado, las posibles cajas 
SOS están indicadas en negrita (CTGT-N8-ACAG) y el RBS (Ribosme Binding Site) 
o secuencia Shine-Dalgarno en cursiva. B: Comparación de las secuencias de la 
proteína LexA de R. metallidurans, R. solanacearum y E. coli. Están señalados en 
negrita los residuos Ala84, Gly85, Ser119 y Lys156, de la proteína LexA de E. coli, los 
cuales se mantienen muy conservados en muchas especies. 
 
A.  
 
CTGGCCGAACCCGTGACAAACCCGTGGGCCTCACCCCACAGAACTACTCGTGTTGAGCCGGCTGCGCA
AAATGTGCTTGCACTTCACCCGATACTGTATAAAATCACAGCATACTGTTTAAACATACAGTGCTTCG
GCACAAGACCTGCGACCCATG 
 
 
B. 
 
 
R. metallidurans     MATLTPRQQQIFDLIRDTIRNTGFPPTRAEIAAEFGFSSPNSAEEHLRALARKGVIELTP 60 

R. solanacearum      MATLTTRQQQIYDLIHQTIQRTGFPPTRAEIAAEFGFSSPNAAEEHLRALARKGVIELTP 60 

E. coli              MKALTARQQEVFDLIRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVS 60 

                     * :**.***:::***:: * .**:******** .:** ***:*****:*********:.. 

 

R. metallidurans     GASRGIRLKVTRSDSERPDQFSLPMPGVLQLTLPLVGRVAAGSPILAAEHIDRQYQVDAS 120 

R. solanacearum      GASRGIRLRAEGGAS--PHQFSLPSMGLMQLTLPLVGRVAAGSPILAAEHIDRQYQVDPS 118 

E. coli              GASRGIRLLQEEEEG-----------------LPLVGRVAAGEPLLAQQHIEGHYQVDPS 103 

                     ********      .. . . : .  .  . :**********.*:** :**: :****.* 

 

R. metallidurans     VFDERPDYLLRVRGLSMRDAGILDGDLLAVKKASEAANGKVVVARLGDDVTVKRLKKRGD 180 

R. solanacearum      LFSSRPDFLLKVRGMSMRDAGILDGDLLAVQRAAEAANGKIVVARLGDDVTVKRFQRKGR 178 

E. coli              LFKPNADFLLRVSGMSMKDIGIMDGDLLAVHKTQDVRNGQVVVARIDDEVTVKRLKKQGN 163 

                     :*. ..*:**:* *:**:* **:*******::: :. **::****:.*:*****::::*  

 

R. metallidurans     TIELIAENPDFQNIVLHAGRDEFSLEGIAVGLIRSSGF- 218 

R. solanacearum      QVELIAENPDFEPIHVDLDRDEFQLEGLAVGLIRPAAP- 216 

E. coli              KVELLPENSEFKPIVVDLRQQSFTIEGLAVGVIRNGDWL 202 

                      :**:.**.:*: * :.  ::.* :**:***:** .    

 

 

La secuencia de nucleótidos correspondiente al gen lexA de R. metallidurans 

está introducida, bajo el número de acceso AF330820, en el NCBI/GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). Mediante programas 

informáticos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), la comparación de la 

secuencia deducida de dicha proteína, permitió determinar que tenía una 

alta similitud con un hipotético represor de la regulación de la transcripción 

de R. solanacearum (identidad del 78%), y una menor similitud con la 

proteína LexA de Providencia rettgeri (identidad del 58%), con la proteína 

LexA de Erwinia carotovora (identidad del 56%) y con la proteína LexA de E. 
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coli (identidad del 56%), entre otras. Se realizaron comparaciones de las 

secuencias de aminoácidos de la proteína LexA de R. metallidurans, R. 

solanacearum y E. coli utilizando un programa informático 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (Fig. 3.4). El alineamiento permitió 

determinar los siguientes porcentajes de identidad entre dichas proteínas. 

 

• LexA de R. metallidurans vs. LexA de R. solanacearum:  77% 

• LexA de R. metallidurans vs. LexA de E. coli:   60% 

• LexA de R. solanacearum vs. LexA de E. coli:   61% 
 
Habiendo aislado los genes recA y lexA de R. metallidurans y sabiendo que 

los dos tienen en su región promotora una secuencia idéntica a la caja SOS 

de E. coli. (CTGT-N8-ACAG), la siguiente pregunta que se planteó fue saber 

si esa teórica caja SOS era funcional o no en este microorganismo y en otros 

microorganismos con este tipo de caja SOS, como la propia E. coli. Por ello, 

el siguiente objetivo fue analizar su expresión en mutantes RecA(Def) y 

LexA(Def) de R. metallidurans, para lo cual se obtuvieron dichos mutantes, 

se construyó una fusión del promotor del gen recA con el gen lacZ y se 

estudió su expresión en ambos mutantes. 

 
3.1.3. Construcción del mutante RecA(Def) de R. metallidurans 

 

Para obtener el mutante RecA(Def) de R. metallidurans, la estrategia que se 

siguió fue la de clonar un fragmento interno de dicho gen en el plásmido 

pSUP202 e introducirlo mediante conjugación en una cepa de R. 

metallidurans resistente a rifampicina, esperando que se realice una 

recombinación simple y el plásmido quede integrado en el cromosoma de la 

cepa, interrumpiendo así el gen recA. 

 

El primer paso fue amplificar, mediante PCR, un fragmento interno del gen 

recA de R. metallidurans de aproximadamente 300 pb, utilizando los 

oligonucleótidos Baint1 y Baint2. Este fragmento fue clonado en el vector 

pGEM-T, obteniéndose el plásmido pUA982. Se comprobó mediante 

secuenciación la presencia del fragmento, se liberó el fragmento por 
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restricción con ApaI y SacI y se clonó en el vector pSUP202 (Apr, Tcr, Cmr). 

Este plásmido fue denominado pUA983 y fue electrotransformado en la cepa 

MC1061, dando origen a la cepa UA6187. 

 

Paralelamente, se obtuvo un mutante espontáneo resistente a rifampicina de 

R. metallidurans. Dicha cepa, a la que se denominó UA12000, fue conjugada 

con la cepa de E. coli UA6187, utilizando el plásmido movilizador pRK2013. 

Los clones recombinantes se seleccionaron por resistencia a rifampicina, 

ampicilina y tetraciclina. Se analizó si dichos clones contenían el gen recA 

interrumpido, estudiando su sensibilidad a la radiación ultravioleta. Se 

seleccionaron los clones sensibles a la radiación ultravioleta o aquellos cuyo 

crecimiento se veía afectado por este tratamiento, y se extrajo su DNA 

cromosómico para realizar un experimento de southern blot. 

 

Para ello, el DNA cromosómico obtenido fue digerido con ClaI, enzima para 

la cual el plásmido pSUP202 presenta una diana única. Dicho DNA fue 

hibridado con un fragmento marcado con digoxigenina, que contiene íntegro 

el gen recA de R. metallidurans más sus regiones flanqueantes. Esta sonda 

fue obtenida por amplificación por PCR, utilizando los oligonucleótidos 

FrecA3 y BandaA2. Tal como era de esperar, se visualizaron dos bandas de 

hibridación en aquellos clones en los que estaba interrumpido el gen, 

mientras que con el DNA de la cepa salvaje se obtuvo una única banda (Fig. 

3.5). Se escogió uno de dichos clones y se le denominó UA12003. 

 

Adicionalmente, se determinó la supervivencia de dicho clon frente a 

diferentes dosis de radiación ultravioleta. Como se observa en la Tabla 3.1, 

la supervivencia de la cepa salvaje es mayor que la de la cepa mutante 

RecA(Def), la cual a partir de 20 J/m2 es ya inviable. 
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Figura 3.5. Hibridación por southern blotting del DNA cromosómico de la cepa 
salvaje de R. metallidurans (carril 2) y del mutante RecA(Def) (carril 1), digeridos 
con la enzima de restricción ClaI. Se utilizó como sonda de hibridación un 
fragmento de aproximadamente 1.7 kb que contenía el gen recA de R. 
metallidurans. El marcador de peso molecular fue el λ ⊥ HindIII. 
 

 

 

 
Tabla 3.1. Supervivencia de la cepa salvaje de R. metallidurans y de los mutantes 
RecA(Def) y LexA(Def) frente a la radiación ultravioleta 
 

Dosis  
Supervivencia (%) 

(J/m2) Salvaje RecA(Def) LexA(Def) 

0 100 100 100 

5 93.86 1.99 N D 

10 55.94 0.28 49.14 

20 30.71 0 20.103 

40 7.086 0 3.296 

60 0.602 0 0.176 

80 0.018 0 0 

     N D: no determinado  
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3.1.4. Construcción del mutante LexA(Def) de R. metallidurans 

 

Para la construcción del mutante LexA(Def) se siguió la siguiente estrategia. 

Se insertó una cassette tetraciclina (ΩTc) en una región interna del gen lexA 

de R. metallidurans. Seguidamente, esta construcción se clonó en el 

plásmido suicida pJQ200KS y se introdujo por conjugación en la cepa de R. 

metallidurans UA12000 (Rifr), esperando que se produjera una doble 

recombinación entre el gen lexA interrumpido con la cassette y el gen lexA 

salvaje. 

 

Para esto se ligó la cassette de la resistencia a la tetraciclina en la diana 

única EcoRI del plásmido pUA986, que contiene el gen lexA de R. 

metallidurans y se electrotransformó en células competentes de E. coli 

DH5α. Dicha cassette se obtuvo desde el plásmido pHP45ΩTc, tras una 

restricción con SmaI. Los clones obtenidos fueron seleccionados por 

resistencia a ampicilina y tetraciclina y comprobados mediante restricciones 

de los plásmidos con enzimas que cortan en el MCS (Multiple Cloning Site) 

del vector pGEM-T. Se eligió uno de estos plásmidos y se le denominó 

pUA987. Dicho plásmido es de aproximadamente 3.2 kb y contiene el gen 

lexA de R. metallidurans interrumpido por la cassette tetraciclina (lexA::ΩTc). 

 

El siguiente paso fue introducir el fragmento del gen lexA con la ΩTc en el 

plásmido suicida pJQ200KS. Dicho plásmido contiene el gen sacB, inducible 

por sacarosa y su expresión es letal en un amplio rango de bacterias 

gramnegativas, cuando crecen en un medio que contenga un 5% de 

sacarosa (Quandt y Hynes,1993). Por lo tanto, los clones portadores del 

plásmido pJQ200KS no podrán crecer en medios con un 5% de sacarosa. El 

proceso que se siguió fue el siguiente. Se ligó el plásmido pJQ200KS con el 

fragmento deseado y se electrotransformó en células competentes de E. coli 

DH5α. Los clones fueron seleccionados por su crecimiento en placas de LB 

con tetraciclina y, posteriormente, se hicieron réplicas en placas que 

contenían sacarosa y en otras que carecían de ella. Los clones que no 

crecieron en presencia de sacarosa fueron comprobados mediante 
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restricciones con HindIII y amplificación por PCR del fragmento lexA::ΩTc. A 

uno de los plásmidos recombinantes que tenía el fragmento lexA::ΩTc, se le 

denominó pUA988 y a la cepa que lo contiene UA6186. 

 

Se introdujo el plásmido pUA988 en la cepa de R. metallidurans UA12000 

mediante conjugación triparental desde la cepa UA6186 y con el plásmido 

movilizador pRK2013. Los clones obtenidos se seleccionaron por resistencia 

a rifampicina y tetraciclina y, posteriormente, se replicaron en placas que 

contenían sacarosa al 5%. En este caso se esperaba que los clones fueran 

capaces de crecer en presencia de sacarosa, ya que si se ha producido la 

doble recombinación, el plásmido pJQ200KS debe perderse. Se extrajo DNA 

cromosómico de los clones que habían sido capaces de crecer en presencia 

de sacarosa al 5% para confirmar la construcción del mutante mediante 

hibridación. Para esto, se digirió el DNA cromosómico de los posibles clones 

mutantes LexA(Def) con la enzima ClaI y se hibridó a baja astringencia, 

utilizando como sonda un fragmento del gen lexA de R. metallidurans 

marcado con digoxigenina. Dicho fragmento se obtuvo mediante una 

amplificación por PCR utilizando los oligonucleótidos LexA Rals1 y LexA 

Rals2. El resultado del southern blot fue la visualización con el DNA del 

mutante LexA(Def), de una banda de un tamaño superior a unas 2 kb 

respecto a la banda de la cepa salvaje (Fig. 3.6). Al mutante obtenido se le 

denominó UA12002. 

 
Como en el caso del mutante RecA(Def), también se determinó la 

supervivencia de este clon frente a diferentes dosis de radiación ultravioleta. 

Como se observa en la Tabla 3.1, la supervivencia de la cepa salvaje fue 

similar a la del mutante LexA(Def). 
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Figura 3.6. Hibridación por southern blotting del DNA cromosómico de la cepa 
salvaje de R. metallidurans (carril 2) y de un mutante LexA(Def) (carril 3), digeridos 
con la enzima de restricción ClaI. Se utilizó como sonda de hibridación un 
fragmento de aproximadamente 1.2 kb que contenía el gen lexA de R. 
metallidurans. El marcador de  peso molecular fue el λ ⊥ HindIII (carril 1). 
 
 
3.1.5. Expresión del gen recA de R. metallidurans en E. coli y en los 
mutantes RecA(Def) y LexA(Def) de R. metallidurans 

 

El siguiente punto de este estudio, fue el análisis de la expresión del gen 

recA de R. metallidurans, en presencia y ausencia de lesiones en el DNA de 

la cepa MC1061 de E. coli y en los mutantes RecA(Def) y LexA(Def) de R. 

metallidurans. Dicha expresión se analizó, utilizando como control la cepa 

salvaje de este microorganismo. Para esto, se construyó una fusión del 

promotor del gen recA de R. metallidurans con el gen lacZ sin su promotor y 

se la introdujo en las diferentes cepas, determinando los niveles de β-

galactosidasa en cultivos no tratados y tratados con mitomicina C. 

 

El primer paso consistió en amplificar por PCR un fragmento de 557 pb que 

contiene parte del mencionado gen recA y su región promotora (-477 a +80), 

utilizando los oligonucleótidos FrecA3 y FrecAdw. Se clonó dicho fragmento 

en el vector pGEM-T y se secuenció para comprobar que no hubiera 

ninguna mutación. Este fragmento estaba flanqueado por las dianas EcoRI y 
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BamHI que habían sido añadidas a los oligonucleótidos usados. Ello permitió 

obtener dicho fragmento por restricción para su posterior clonación en el 

plásmido pUA949. Los clones obtenidos al electrotransformar células de E. 

coli DH5α fueron seleccionados por su resistencia a ampicilina y a 

kanamicina. Dichos recombinantes fueron comprobados por digestión con 

diferentes enzimas de restricción. Posteriormente, digiriendo con las 

enzimas BamHI y SalI, se obtuvo el fragmento que contenía el recA junto 

con la cassette Km del plásmido pUA949 (orientados en posición 

divergente). Esta nueva construcción fue introducida utilizando estas mismas 

dianas en el plásmido pHRP309, que es de bajo número de copias, tiene un 

amplio rango de huésped y contiene el gen lacZ sin su promotor. El producto 

de la ligación se transformó en la cepa de E. coli DH5α y los clones fueron 

seleccionados en placas de LB suplementadas con kanamicina, gentamicina 

y X-gal, lo que permitió seleccionarlos, tanto por resistencia a antibióticos, 

como por la actividad β-galactosidasa. De esta manera, se obtuvo una fusión 

entre el gen recA y el gen lacZ, orientados en el mismo sentido, en el 

plásmido pHRP309. Al plásmido portador de dicha fusión se le denominó 

pUA985. Para poder analizar la expresión del promotor recA en las cepas 

anteriormente mencionadas, se introdujo el plásmido pUA985 a las 

diferentes cepas, por transformación en E. coli y por conjugación en las 

diferentes cepas de R. metallidurans. 

 

En el caso de la electroporación del pUA985 a E. coli MC1061, los clones 

recombinantes se seleccionaron en placas de LB que contenían kanamicina, 

gentamicina y X-gal, obteniéndose la cepa UA6185. 

 

Para introducir el plásmido en las diferentes cepas de R. metallidurans, 

primero se transformó el plásmido pUA985 en la cepa de E. coli S17λpir, que 

permite realizar conjugaciones biparentales sin la necesidad de utilizar un 

plásmido movilizador. Seguidamente y por este método, dicho plásmido fue 

introducido en las cepas UA12000 (Rifr), UA12003 [RecA(Def)] y UA12002 

[LexA(Def)] de R. metallidurans.  
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Los clones recombinantes se seleccionaron sembrando en placas de LB 

suplementadas con rifampicina, gentamicina, kanamicina y X-gal a las 

concentraciones adecuadas para este microorganismo (Tabla 2.3). Para el 

mutante RecA(Def) se añadió también la ampicilina a las placas. De esta 

forma se obtuvieron los transconjugantes UA12001, UA12005 y UA12004, 

derivados de la cepa salvaje y de los mutantes RecA(Def) y LexA(Def) de R. 

metallidurans, respectivamente. 

 

Para analizar la expresión del gen recA en las diferentes cepas obtenidas, se 

realizaron cultivos de todas ellas en medio LB con agitación y a la 

temperatura óptima para cada microorganismo, hasta alcanzar la mitad de la 

fase exponencial. Seguidamente, cada cultivo fue dividido en dos, y a uno de 

ellos se le añadió mitomicina C, como agente inductor, a una concentración 

de 0.4 y 1.2 µg/ml para E. coli y R. metallidurans, respectivamente. Se 

prosiguió la incubación en las mismas condiciones durante 2 h. Pasado 

dicho tiempo se determinaron las unidades de β-galactosidasa en cada caso 

y se calculó el factor de inducción de la expresión de dicha enzima debida al 

tratamiento con mitomicina C. 

 

Los resultados obtenidos (Tabla 3.2) mostraron que hay un aumento de la 

expresión del recA de R. metallidurans al lesionar el DNA con mitomicina C 

en las cepas salvajes de ambas especies. Así, la expresión aumentó del 

orden de 4.8 veces en E. coli, mientras que dicho aumento fue sólo de 1.8 

veces en la cepa salvaje de R. metallidurans. Como era de esperar en los 

mutantes RecA(Def) y LexA(Def) no se observa un aumento de la expresión, 

la cual se mantiene al nivel basal propio de cada cepa. Estos resultados 

indican que la expresión del gen recA de R. metallidurans es inducible por 

lesiones en el DNA y que esta inducción tiene lugar tanto en esta especie 

como en E. coli. 
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Tabla 3.2. Expresión del gen recA de R. metallidurans en E. coli, en la cepa salvaje 
de R. metallidurans y en sus mutantes LexA(Def) y RecA(Def) 
  

Cepa Factor de Inducción∗ 

E. coli MC1061 4.8 

R. metallidurans salvaje 1.8 

R. metallidurans LexA(Def) 1.02 

R. metallidurans RecA(Def) 0.99 

∗ El factor de inducción es el cociente entre la actividad específica de 
β-galactosidasa de los cultivos tratados con mitomicina C y los no tratados. 

 

 

3.1.6. Regulación de la expresión de diferentes genes de reparación del 
DNA de R. metallidurans por la proteína LexA 
 
Los resultados obtenidos hasta el momento indicaron que la caja SOS que 

se había identificado en el promotor de los genes recA y lexA de R. 

metallidurans es funcional y además que podría ser reconocida por el propio 

represor LexA de E. coli. Según todo ello, podría pensarse que el sistema 

SOS de R. metallidurans es muy similar al de E. coli y por tanto que dicho 

sistema debe regular diferentes genes que intervienen en reparación del 

DNA, al igual que ocurre en E. coli. Dado que el genoma de R. metallidurans 

está parcialmente secuenciado y que dichas secuencias pueden consultarse 

en la base de datos TIGR (The Institute for Genomic Research, DOE/JGI) 

http://www.jgi.doe.gov/JGI_microbial/html/ralstonia/ralston_homepage.html, 

se buscaron secuencias que presentaran similitud con las de algunos genes 

que forman parte de la red SOS de E. coli (Fernández de Henestrosa et al., 

2000). En esta búsqueda también se incluyó el genoma de R. solanacearum, 

el cual está secuenciado completamente y puede consultarse en la base de 

datos TIGR (The Institute for Genomic Research, Genoscope) 

http://www.genoscope.cns.fr/externe/English/Projets/Projet_Y/Y.html). El 

objetivo de esta búsqueda era seleccionar algunos genes, que pudieran 

formar parte de la red SOS de R. metallidurans, para estudiar si estaban 

regulados por el represor LexA de R. metallidurans y analizar su expresión al 

lesionar el DNA. 
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El resultado de esta búsqueda fue localizar en el genoma de R. 

metallidurans las secuencias de una hipotética proteína de la familia 

ImpB/SamB/MucB, y unas hipotéticas proteínas RuvAB, UvrA y DinG, que se 

correspondían, respectivamente, con las proteínas DinP, RuvAB, UvrA1 y 

Probable ATP-dependent DNA helicase related protein de R. solanacearum. 

 

En la Tabla 3.3 se muestran los contigs y las regiones que codifican dichas 

proteínas, además de las ya conocidas LexA y RecA, tanto en el genoma 

parcialmente secuenciado de R. metallidurans, como en el genoma completo 

de R. solanacearum. 

 
Tabla 3.3. Contigs y regiones codificantes de las proteínas RecA y LexA y de otras 
hipotéticas proteínas de la red SOS de R. metallidurans y R. solanacearum 
 

R. metallidurans R. solanacearum 

Proteína Contig Región Codificante¹ Proteína Región Codificante²

RecA 677 15416 - 16477 RecA 596177 - 597235 

LexA 653 12 719 - 12063 LexA 1391833 - 1391233

Familia ImpB/ 
SamB/MucB³ 710 8889 - 7882 DinP 1702478 - 1703566

RuvAB³ 509 8597 - 8016 
6879 - 7946 RuvAB 535969 - 535388 

535324 - 534257 
UvrA³ 669 23 809 - 20 957 UvrA1 449166 - 446302 

DinG³ 668 6390 - 8762 
Probable ATP-
dependent DNA 

helicase related protein4 
1745815 - 1747956

¹ Posición según el contig donde se encuentra el gen. 
² Posición con respecto a la secuencia completa de R. solanacearum. 
³ Hipotéticas proteínas de R. metallidurans. 
4 Hipotética proteína de R. solanacearum. 
 

Se analizaron las regiones promotoras de todos estos genes y se observó 

que, a parte de recA y lexA en las dos especies de Ralstonia, solamente el 

hipotético gen de la familia impB/samB/mucB de R. metallidurans, 

presentaba la secuencia CTGT-N8-ACAG en la posición –74 con respecto a 

su inicio de la traducción. En los otros tres genes de R. metallidurans no se 

localizó ningún tipo de secuencia palindrómica como la que se esperaba, ni 

tampoco en los de R. solanacearum. Ello sugería que la red SOS del género 

Ralstonia, y específicamente de R. metallidurans, podía ser diferente a la de 

E. coli. 

 133



Resultados 

3.1.6.1. Unión de la proteína LexA de E. coli a diferentes genes de R. 

metallidurans que codifican proteínas de reparación del DNA  
 
Para averiguar si la red SOS de R. metallidurans era diferente a la de E. coli, 

se realizaron ensayos de movilidad electroforética con el objetivo de conocer 

si la proteína LexA era capaz de unirse a la región promotora de los genes 

descritos en el apartado anterior. Dado que se disponía de un extracto de la 

proteína LexA de E. coli [Extracto purificado al 95%, según el método 

descrito por Little y colaboradores (1994) y gentilmente proporcionado por el 

Dr. Roger Woodgate (National Institute of Child Health and Human 

Developement, National Institute of Health)] y que la probable caja SOS de 

los genes lexA y recA de R. metallidurans es igual a la de E. coli, se optó por 

utilizar la proteína LexA de E. coli frente al gen lexA de R. metallidurans en 

ensayos EMSA. Los resultados obtenidos mostraron que el represor LexA de 

E. coli se une específicamente al gen lexA de R. metallidurans. En atención 

a estos datos, los ensayos de EMSA con todos los genes elegidos se 

realizaron con la proteína LexA de E. coli. 

 

A partir de las secuencias de los diferentes genes, se diseñaron 

oligonucleótidos para amplificar fragmentos de entre 200 y 300 pb que 

incluyeran la región promotora y parte de la región codificante de cada uno 

de ellos. Utilizando los oligonucleótidos indicados en la Tabla 2.2 se 

amplificaron los diferentes fragmentos y se clonaron en el vector pGEM-T, 

obteniéndose los plásmidos pUA989, pUA990, pUA991, pUA992, pUA993 y 

pUA994 que contenían, respectivamente, las regiones promotoras de los 

genes lexA (posiciones -240 a +38 respecto al inicio de traducción del gen), 

recA (-193 a +80) y de los hipotéticos genes de la familia impB/samB/mucB 

(-222 a +39), uvrA (-224 a +43), ruvAB (-194 a +34) y dinG (-216 a +43). Los 

fragmentos clonados en los mencionados plásmidos fueron secuenciados 

por el método dideoxi (Sanger et al., 1977), utilizando los oligonucleótidos 

Direct-Cy5 y Reverse Cy5 en el ALF Sequencer (Amersham Pharmacia 

Biotech), para confirmar que no había cambios en las secuencias. 
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Posteriormente, se amplificaron dichos fragmentos utilizando uno de los 

oligonucleótidos propios del gen y los oligonucleótidos directo o inverso 

universal del vector pGEM-T, marcados con digoxigenina en su extremo 5’ 

(Dir-dig o Rev-dig), y se purificaron a partir de geles de agarosa (2%). 

 

Una vez conseguidos todos los fragmentos marcados, se realizaron las 

mezclas de reacción proteína-DNA, como se han descrito en la sección de 

Materiales y Métodos, utilizando en cada caso, 20 ng de fragmento de DNA 

marcado y 90 ng de proteína LexA de E. coli purificada. Los resultados 

obtenidos mostraron una clara banda de retraso en los ensayos con el DNA 

de los genes lexA, recA y el hipotético gen de la familia impB/samB/mucB. 

Por el contrario, con el DNA de los hipotéticos genes uvrA, ruvAB y dinG, no 

se observó ningún cambio de movilidad (Fig. 3.7). 

 

 

recA   C T G T T T T T T T A T A C A G----153pb-----ATG 

lexA(a)  C T G T A T A A A A T C A C A G-----45pb-----ATG 

lexA(b)  C T G T T T A A A C A T A C A G-----25pb-----ATG 

impB/samB/mucB C T G T A C G T T T A T A C A G-----58pb-----ATG 

 

 

 

 

 

 

 

 

recA
- +

lexA
- +

impB/samB/
mucB
- +

ruvAB
- +

uvrA
- +

dinG
- +

recA
- +

lexA
- +

impB/samB/
mucB
- +

ruvAB
- +

uvrA
- +

dinG
- +

 
Figura 3.7. Movilidad electroforética de los fragmentos de DNA que contienen la 
región promotora de los genes recA y lexA y de los hipotéticos genes de la familia 
impB/samB/mucB, ruvAB, uvrA y dinG de R. metallidurans en ausencia (-) y 
presencia (+) de la proteína purificada LexA de E. coli. Se indican las secuencias de 
la región del palíndromo CTGT-N8-ACAG y la distancia al codón de inicio de 
traducción de cada fragmento que presenta banda de retraso electroforético. 
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3.1.6.2. Expresión de algunos genes de reparación del DNA de R. 

metallidurans en la cepa salvaje y en el mutante LexA(Def) 
 

Los resultados presentados en el apartado anterior están de acuerdo con el 

hecho de que en las secuencias promotoras de los hipotéticos genes uvrA, 

ruvAB y dinG no se hubiera encontrado la secuencia palindrómica CTGT-N8-

ACAG. Además, también sugieren que la red SOS de R. metallidurans no 

debe ser igual a la de E. coli. Por ello, el siguiente paso fue analizar el nivel 

de expresión de todos estos genes en la cepa salvaje de R. metallidurans y 

en el mutante LexA(Def) en respuesta al daño al DNA. 

 

En primer lugar, se obtuvo RNA total de la cepa salvaje y del mutante 

LexA(Def) de R. metallidurans tanto de cultivos tratados como no tratados 

con mitomicina C, durante 2 horas a 30ºC a una concentración de 1.2 µg/ml. 

Las extracciones de RNA se realizaron con el sistema de QUIAGEN, 

RNeasyMiniKit, obteniéndose un rendimiento de entre 1.2 y 3.5 µg/µl, al 

cuantificarlo espectrofotométricamente. Se realizó un tratamiento con DNasa 

(Roche Diagnostics S.L.) para no tener ningún tipo de contaminación de 

DNA en las muestras, lo cual se comprobó por PCR, utilizando como molde 

el RNA extraído.  

 

La cuantificación de la expresión se realizó mediante experimentos de RT-

PCR, utilizando el sistema LightCycler–RNA Master SYBR Green I de Roche 

Diagnostics S.L. en el equipo LightCycler Instrument (Roche Diagnostics 

S.L.), que permite una amplificación a tiempo real de cada gen y una 

posterior cuantificación del producto amplificado, mediante el software del 

equipo. Las condiciones de la RT-PCR fueron las descritas en el punto 2.6.3. 

 

Se diseñaron los oligonucleótidos adecuados para amplificar las regiones 

internas de los diferentes genes, mediante la ayuda del programa informático 

DNASTAR (PrimerSelect). Los oligonucleótidos debían amplificar un 

fragmento de entre 200 y 300 pb, dentro de la región codificante del gen, 

tener temperaturas de anillamiento similares en todos los casos y no formar 

dímeros de oligonucleótido entre sí. Para realizar la curva patrón que permite 
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la cuantificación, se utilizó el hipotético gen hisS de R. metallidurans, dado 

que su expresión no se ve afectada por lesiones en el DNA. En la Tabla 2.2 

se han indicado los oligonucleótidos escogidos y cada par de 

oligonucleótidos (up y rv) amplifica la región escogida de los genes recA, 

lexA y de los hipotéticos genes impB/samB/mucB, ruvAB, uvrA, dinG y hisS.  

 

Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 3.4, en la que puede 

observarse un alto nivel de inducción de los genes recA y lexA en la cepa 

salvaje en respuesta al tratamiento con mitomicina C. Asimismo, los 

restantes genes estudiados también se inducen tras dicho tratamiento, si 

bien el nivel de inducción es menor. Como era esperable, en la cepa 

LexA(Def), el gen recA no se indujo, ni tampoco el hipotético gen de la 

familia impB/samB/mucB. Por el contrario, los hipotéticos genes uvrA y dinG 

se indujeron en dicho mutante, tras el tratamiento con mitomicina C. 

Asimismo, no se obtuvo producto de amplificación del gen lexA en el 

mutante LexA(Def) ya que dicho mutante tiene insertada la cassette 

tetraciclina en este gen. 
 
Tabla 3.4. Expresión de genes de reparación de R. metallidurans  
 

Gen Salvaje LexA(Def) 

 - Mit C¹ + Mit C¹ F.I. - Mit C¹ + Mit C¹ F.I. 

lexA 8.4 144.3 17.2 N.D. N.D. N.D. 

recA 8.4 249.5 29.6 35.18 32.02 0.91 

impB/samB/mucB² 0.31 1.58 5.04 3.91 2.94 0.75 

uvrA² 4.9 25 5.1 0.55 1.83 3.31 

dinG² 4.7 11.6 2.5 0.27 0.76 2.83 

ruvAB² 3.6 9.7 2.7 N.D. N.D. N.D. 

hisS² 1 1 1 1 1 1 

F.I.: Factor de inducción 
N.D.: No detectado 
¹Valor obtenido en unidades arbitrarias respecto a la curva patrón realizada con el gen hisS. 
²Hipotéticos genes de R. metallidurans 
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Por otra parte, es de señalar que no fue posible obtener un producto de 

amplificación del hipotético gen ruvAB que fuera cuantificable en el mutante 

LexA(Def), en los diferentes ensayos que se realizaron. Ello podría sugerir 

que en dicho mutante el nivel de expresión de este gen es 

extraordinariamente bajo. 

 

3.1.6.3. Unión al gen lexA y al hipotético gen uvrA de extractos crudos 
de proteínas de la cepa salvaje y del mutante LexA(Def) de R. 

metallidurans 
 
Los resultados obtenidos hasta el momento, claramente indicaban que los 

genes recA, lexA y el hipotético gen de la familia impB/samB/mucB de R. 

metallidurans son inducibles por lesiones en el DNA y regulables por el 

represor LexA. Por el contrario, los hipotéticos genes uvrA y dinG, si bien 

son inducibles por lesiones en el DNA, no parecen estar regulados por la 

proteína LexA. Para corroborar estos datos, se decidió estudiar la unión del 

promotor del hipotético gen uvrA a extractos crudos de proteínas, obtenidos 

de la cepa salvaje y del mutante LexA(Def) de la propia R. metallidurans, 

incluyendo también el promotor del gen lexA como control. Para ello, se 

realizaron ensayos EMSA, introduciendo los controles adecuados que 

permitieran determinar la especificidad de la unión. 

 

Se prepararon extractos crudos de proteínas de la cepa salvaje y del 

mutante LexA(Def) de R. metallidurans y, previo a la realización de los 

ensayos con los diferentes fragmentos, se determinó la concentración 

óptima de proteína que debía utilizarse. Para ello, se utilizaron diferentes 

diluciones de los extractos de proteínas frente a los fragmentos de DNA 

marcados de los genes lexA y uvrA y se determinó que la dilución a la que 

se visualizaba más claramente la unión extracto de proteína-DNA era 1:4. 

 

En estas condiciones de ensayo se realizaron los experimentos EMSA y, 

como puede observarse en la Fig. 3.8, el extracto crudo de la cepa salvaje 

de R. metallidurans produce un claro retraso de la movilidad electroforética 

del fragmento de DNA del gen lexA (carril 2). Por el contrario, esto no ocurre 
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cuando el extracto proteico procede del mutante LexA(Def) (carril 6). Estos 

datos indican que la proteína LexA de R. metallidurans se une a la región 

promotora del gen lexA. Asimismo, se demostró que la unión es específica, 

al incorporar a los ensayos realizados con el extracto crudo de la cepa 

salvaje de R. metallidurans competidores 100 veces concentrados. Así, en el 

carril 3 se observa que al utilizar como competidor inespecífico DNA del 

plásmido pBSK se mantiene el retraso, mientras que al utilizar un competidor  
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Figura 3.8. Movilidad electroforética del fragmento de DNA que contiene la región 
promotora del gen lexA de R. metallidurans en ausencia (carril 1) y presencia 
(carriles 2-5) de extracto crudo de proteína de la cepa salvaje de R. metallidurans y 
en presencia de extracto crudo del mutante LexA(Def) (carril 6). En los carriles 2, 3, 
4 y 5, respectivamente, se visualizan las pruebas realizadas sólo con extracto crudo 
y con la adición de competidor inespecífico (DNA plasmídico de pBSK, x100), 
competidor específico (fragmento sin marcar de DNA del promotor del gen lexA, 
x100) y un fragmento sin marcar de DNA del promotor del hipotético gen uvrA, 
x100). 
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específico, como el mismo fragmento lexA de R. metallidurans no marcado 

(carril 4), la banda de retraso se pierde. Adicionalmente se utilizó como 

competidor un fragmento no marcado del promotor del gen uvrA de R. 

metallidurans (carril 5). Como puede observarse este fragmento no altera la  

unión del gen lexA al extracto, lo cual es una evidencia más de que el gen 

uvrA debe estar regulado por un sistema independiente al de LexA. 

 

En la Fig. 3.9 se presentan los resultados obtenidos al realizar el ensayo con 

el fragmento de DNA del hipotético gen uvrA. Se observa un similar 

comportamiento del DNA frente a los extractos crudos de proteína de la cepa 

salvaje y del mutante LexA(Def). Así, en ambos casos, se produce un claro 

retraso en la movilidad electroforética del fragmento de DNA del hipotético 

gen uvrA (carriles 2 y 6), de lo que se puede deducir que existe algún otro 

tipo de control, diferente a la proteína LexA, para este gen. Se comprobó 

también la especificidad de la unión proteína-DNA, utilizando como 

competidor inespecífico DNA del plásmido pBSK, 100 veces concentrado, 

(carriles 3 y 7). En este caso el retraso electroforético se mantiene, mientras 

que al utilizar como competidor específico, el mismo fragmento del hipotético 

gen uvrA de R. metallidurans no marcado 100 veces concentrado (carriles 4 

y 8), desaparece casi totalmente la banda de retraso. 

 

Los datos de los ensayos EMSA y de expresión génica indican claramente 

que el hipotético gen uvrA debe estar regulado por algún tipo de control 

alternativo al de la proteína LexA en respuesta a lesiones en el DNA.  
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Figura 3.9. Movilidad electroforética del fragmento de DNA que contiene la región 
promotora del hipotético gen uvrA de R. metallidurans en ausencia (carril 1) y 
presencia (carriles 2-4) de extracto crudo de proteína de la cepa salvaje de R. 
metallidurans. En los carriles 2, 3 y 4, respectivamente, se visualizan las pruebas 
realizadas solo con extracto crudo, con la adición de competidor inespecífico (DNA 
plasmídico de pBSK, x100) y de competidor específico (fragmento sin marcar de 
DNA del promotor del hipotético gen uvrA, x100) y, en ausencia (carril 5) o 
presencia (carriles 6-8) del extracto de proteína crudo del mutante LexA(Def). En 
los carriles 6, 7 y 8, respectivamente, se visualizan las pruebas realizadas con 
extracto crudo y con la adición de competidor inespecífico (DNA plasmídico de 
pBSK, x100) y de competidor específico (fragmento sin marcar de DNA del 
promotor del hipotético gen uvrA, x100). 
 
 
3.2. Identificación de la caja SOS de D. radiodurans 

 
El principal objetivo de esta parte del trabajo ha sido la identificación y 

caracterización de la caja SOS de D. radiodurans implicada en la regulación 

de este sistema de reparación. Para ello, el primer paso fue la clonación y 

secuenciación del gen recA. Luego se procedió a la identificación y 

caracterización de la mencionada región reguladora, mediante ensayos 

EMSA y mutagénesis dirigida, utilizando un extracto proteico de dicho 

microorganismo con la proteína LexA sobreexpresada. 
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3.2.1. Clonación y secuenciación del gen lexA de D. radiodurans 

 

Para poder clonar y secuenciar el gen lexA de D. radiodurans se partió del 

hecho de que la secuencia de este gen se encuentra en la base de datos del 

NCBI-GenBank en la dirección: 

 

http://www.ncbi.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?cmd=Retri

eve&db=nucleotide&list_uids=2257473&dopt=GenBank  

 

A partir de la secuencia obtenida se diseñaron oligonucleótidos para 

amplificar un fragmento de unos 1200 pb que contenía el gen lexA con sus 

regiones flanqueantes (oligonucleótidos LexA Dei1 y LexA Dei2). El 

fragmento obtenido fue recuperado y clonado en el vector pGEM-T, dando 

origen al plásmido pUA996. Éste fue secuenciado para comprobar que no 

tuviera ningún tipo de mutación, mediante el método dideoxi (Sanger et al., 

1977), utilizando los oligonucleótidos Direct-Cy5 y Reverse Cy5 en el ALF 

Sequencer (Amersham Pharmacia Biotech).  

 

En la Fig. 3.10 se muestra la organización génica de la región que contiene 

el gen lexA, según la secuencia encontrada en el GenBank del NCBI. Dado 

que el gen lexA está muy cerca al orf 144c, se creyó conveniente determinar 

que ambos no forman una única unidad transcripcional. Para ello, se 

utilizaron los oligonucléotidos señalados en la Fig. 3.10, cuyas secuencias y 

características se indican en la Tabla 2.2, para amplificar por RT-PCR. Los 

oligonucleótidos LexA Dei7 y LexA Dei6 amplifican un fragmento dentro de la 

región codificante del gen lexA (+1 a +105). En cambio, con los 

oligonucleótidos LexA Dei7 y LexA Dei4 se amplificaría un fragmento que 

incluiría parte de la región codificante de lexA y parte del gen anterior, lo cual 

únicamente sería posible si ambos genes formaran una unidad 

transcripcional. 

 

Se realizó una extracción de RNA de D. radiodurans, utilizando el sistema de 

QUIAGEN, RNeasyMiniKit y se trató con DNasa (Roche Diagnostics S.L.) 

para evitar cualquier tipo de contaminación de DNA en las muestras. Se 
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comprobó que no hubiera contaminación con DNA, mediante PCR, con los 

oligonucleótidos elegidos y utilizando como molde el RNA obtenido. Los 

resultados obtenidos se presentan en la Fig. 3.10, en la que se observa que 

solamente se obtiene un producto de amplificación cuando se utilizan los 

oligonucleótidos de la región codificante del gen lexA, por lo que se puede 

deducir que su promotor debe estar en la región inmediatamente anterior al 

gen lexA y que éste no está formando un operón con otros genes anteriores. 
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Figura 3.10. A: Diagrama que muestra el gen lexA de D. radiodurans y sus genes 
flanqueantes. Se indican los oligonucleótidos LexA Dei7, LexA Dei6 y LexA Dei4 
que fueron utilizados para amplificar un fragmento interno de dicho gen (LexA Dei7, 
LexA Dei6) y un fragmento de este gen y parte del anterior (LexA Dei7, LexA Dei4). 
Las flechas señalan la orientación de cada uno de los genes y las flechas dobles las 
regiones intergénicas. B: Amplificación por RT-PCR de los fragmentos LexA Dei7 – 
LexA Dei6 y LexA Dei7 – LexA Dei4 (carriles 3 y 7, respectivamente) del gen lexA 
de D. radiodurans. En ambos casos se realizó un control negativo sin molde 
(carriles 1 y 5), y un control positivo utilizando como molde DNA cromosómico de D. 
radiodurans (carriles 2 y 6). Se utilizó como marcador de peso molecular el φ174 ⊥ 
HinfI (carril 4). 
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3.2.2. Unión al gen lexA de un extracto proteico que contiene la 
proteína LexA sobreexpresada de D. radiodurans  
 

El siguiente propósito del trabajo fue estudiar el gen lexA de este 

microorganismo e intentar localizar en su región promotora algún motivo de 

unión de la proteína LexA. Dado que para la realización de este tipo de 

trabajo se requiere gran cantidad de proteína LexA, se procedió a su 

sobreexpresión, utilizando el vector de expresión pET22b(+) (Novagen). Se 

amplificó por PCR el fragmento +1 a +777 del gen lexA de D. radiodurans, 

con los oligonucleótidos LexA Dei2 y LexA Dei6. El oligonucleótido LexA 

Dei6 tenía la diana de restricción NdeI (CATATG) que coincide con el inicio 

de la región codificante del gen (ATG). Este fragmento fue clonado en el 

vector pGEM-T y se secuenció para comprobar que no tuviera ningún tipo 

de mutación mediante el método dideoxi (Sanger et al., 1977), utilizando los 

oligonucleótidos Direct-Cy5 y Reverse-Cy5 en el ALF Sequencer (Amersham 

Pharmacia Biotech). Este plásmido fue denominado pUA997.  

 

Seguidamente, se liberó el fragmento que contenía el gen lexA, utilizando las 

enzimas de restricción NdeI (del oligonucleótido) y NotI (del MCS del vector 

pGEM-T) y se ligó con el vector de expresión pET22b(+), digerido con las 

mismas enzimas, de manera que se generaban extremos cohesivos. El 

producto de la ligación se electrotransformó en células competentes de E. 

coli DH5α y los clones recombinantes se seleccionaron en placas de LB 

suplementadas con ampicilina y X-gal. Se comprobó que tenían el 

fragmento, mediante restricción con las enzimas NdeI y NotI. El plásmido 

pET22b(+) que contiene el fragmento NdeI-NotI del gen lexA de D. 

radiodurans fue denominado pUA998. Se secuenció el mencionado 

fragmento, utilizando el oligonucleótido T7prom-Cy5, confirmándose que la 

secuencia era la correcta. El plásmido pUA998 fue transformado en células 

competentes de E. coli BL21(DE3) y se seleccionaron los clones capaces de 

crecer en placas de LB suplementadas con ampicilina y X-gal, obteniéndose 

la cepa UA6188, que fue utilizada para sobreexpresar la proteína LexA. 
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Se realizó primero una prueba de sobreexpresión a pequeña escala en 10 ml 

de cultivo y posteriormente un escalado hasta 1 l, con el objetivo de obtener 

una mayor cantidad de proteína. Seguidamente, se extrajo la proteína 

sobreexpresada mediante el protocolo de sonicación. La proteína 

sobreexpresada se visualizó mediante electroforesis de proteínas en un 

minigel desnaturalizante de SDS-poliacrialmida al 15%, previa 

desnaturalización de las muestras, observándose una banda intensa de 

entre 20 y 30 kDa, lo cual se corresponde con el tamaño de la proteína 

LexA.  

 

Una vez obtenido el extracto proteico que contenía la proteína LexA 

sobreexpresada, el siguiente paso fue realizar ensayos de movilidad 

electroforética (EMSA) para detectar si se producía la unión de esta proteína 

al gen lexA. En primer lugar, se determinó la concentración óptima del 

extracto de proteína. Para esto se realizó un ensayo preliminar utilizando 

diferentes diluciones del extracto de proteínas (1:2, 1:4, 1:8, 1:40, 1:400, 

1:800 y 1:1600) y un fragmento de la región promotora del gen lexA de 532 

pb (LexA1), obtenido por amplificación utilizando los oligonucleótidos LexA 

Dei1 y otro marcado en su extremo 5’ con digoxigenina, denominado Dig 

LexA Dei, situado en la posición +105 con respecto al inicio de traducción 

del gen lexA. 

 

Los resultados obtenidos mostraron que a partir de la dilución 1:40 se 

apreciaba claramente una banda de retraso con respecto al control negativo. 

Esa banda se seguía observando en las siguientes diluciones. Por ello, se 

escogió como concentración de trabajo la dilución 1:1600 del extracto 

proteico, lo que evitaría uniones inespecíficas con otras proteínas. En este 

estudio preliminar ya se pudo apreciar que había una unión entre la proteína 

LexA y la región promotora del gen lexA. El siguiente punto fue determinar si 

esta unión era específica, para lo cual se utilizaron en el ensayo, 

competidores 100 veces concentrados. En el carril 2 de la Fig. 3.11, puede 

observarse claramente la banda de retraso correspondiente a la unión de la  
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Figura 3.11. Movilidad electroforética del fragmento LexA1 de 523 pb, que contiene 
la región promotora del gen lexA de D. radiodurans en ausencia (carril 1) y 
presencia (carriles 2-6) del extracto proteico de D. radiodurans. En los carriles 2, 3, 
4, 5 y 6, respectivamente, se visualizan las pruebas realizadas sólo con extracto de 
la proteína LexA sobreexpresada y con la adición de competidor inespecífico (DNA 
plasmídico de pBSK, x100), competidor específico (fragmento sin marcar de DNA 
LexA1, x100) y otros competidores (fragmento sin marcar de DNA del promotor del 
hipotético gen lexA2 de D. radiodurans, x100) y fragmento sin marcar de DNA del 
promotor del gen recA de D. radiodurans, x100). 
 

 

proteína LexA con la región promotora del gen lexA. Asimismo, en dicha 

figura se aprecia como al incorporar un competidor no específico (carril 4: 

DNA del plásmido pBSK) se mantiene la banda de retraso, mientras que al 

añadir un competidor específico (carril 3: el mismo fragmento sin marcar del 

gen lexA de D. radiodurans), la banda de retraso electroforético desaparece. 

Adicionalmente, se utilizaron como competidores fragmentos de dos genes 

que podían estar relacionados con el sistema de regulación de LexA en este 

microorganismo, recA y lexA2. El gen recA codifica la proteína RecA 

presente en D. radiodurans al igual que en la mayoría de especies, mientras 

que el gen lexA2 ha sido descrito como un hipotético gen que codifica la 

proteína LexA2, que tiene una estructura similar a LexA y podría tener 

funciones parecidas a esta. Las secuencias de estos genes y de sus 
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regiones promotoras se encuentran en la base de datos del NCBI-GenBank 

en las direcciones: 

 

http://www.ncbi.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?cmd=Retri 

eve&db=nucleotide&list_uids=2251086&dopt=GenBank 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Re 

trieve&db=protein&list_uids=6460658&dopt=GenPept 

 

 

Para poder realizar los ensayos de movilidad electroforética, anteriormente 

comentados, se obtuvieron mediante PCR un fragmento de 785 pb que 

contiene el promotor y parte del gen recA (oligonucleótidos RecA Dei3 y 

RecA Dei2) de D. radiodurans y un fragmento de 1 kb que incluye el 

promotor y el hipotético gen lexA2 (oligonucleótidos LexA2 Dei5 y LexA2 

Dei6) de D. radiodurans. En la Fig. 3.11 se puede observar que al utilizar 

estos competidores, 100 veces concentrados, la banda de retraso se 

mantiene, tanto con el fragmento de recA (carril 6) como con el fragmento de 

lexA2 (carril 5). Con esto se comprobó que el retraso que se observa es 

debido a una unión específica entre la región promotora del gen lexA y la 

proteína LexA de D. radiodurans y, además, que tanto en el caso del 

hipotético gen lexA2 como en el del recA, no hay ningún tipo de unión con 

dicha proteína, por lo que se puede decir que ambos genes no estarían 

regulados del mismo modo que el gen lexA.  

 

3.2.3. Determinación de la caja SOS de D. radiodurans mediante 
mutagénesis dirigida de la región promotora del gen lexA 
 

Una vez demostrado que existe una unión específica entre la proteína LexA 

y la región –427 y +105 del gen lexA (fragmento LexA1), se procedió a su 

acotamiento, para determinar en qué lugar exactamente se realiza dicha 

unión. Para conseguir este objetivo se amplificaron por PCR los fragmentos 

LexA2, LexA3 y LexA4, que se indican en la Fig. 3.12. Dichos fragmentos se 

obtuvieron utilizando el oligonucleótido Dig LexA Dei marcado con 
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digoxigenina y los oligonucleótidos LexA Dei4, LexA Dei10 y LexA Dei5, con 

lo que se obtuvieron fragmentos de 412, 155 y 138 pb, respectivamente. 
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Figura 3.12. A: Diagrama representativo de los fragmentos amplificados del 
promotor del gen lexA de D. radiodurans, usados en ensayos EMSA. Los 
fragmentos LexA1, LexA2, LexA3 y LexA4 fueron generados por amplificación por 
PCR. Las posiciones señaladas son con respecto al inicio de traducción del gen. B. 
Movilidad electroforética de los fragmentos LexA1, LexA2, LexA3 y LexA4 en 
ausencia (-) y presencia (+) del extracto de proteínas de D. radiodurans. 

 148



Resultados 

Los resultados obtenidos al realizar ensayos EMSA utilizando dichos 

fragmentos frente al extracto de proteínas se visualizan en la Fig. 3.12. En 

ella se aprecia que la banda de retraso electroforético se mantiene al utilizar 

los fragmentos de DNA LexA1, LexA2 y LexA3, mientras que ya no se 

observa unión con el fragmento LexA4. Estos resultados indican que la 

región en la que se produce la unión específica entre la proteína LexA y el 

promotor del gen lexA de D. radiodurans, está comprendida entre el 

nucleótido –50 y el inicio de traducción del gen. 

 

Partiendo de estos datos, se realizó un análisis buscando un hipotético 

motivo de unión (repeticiones inversas o directas) en la región comprendida 

entre las posiciones –50 y el codón ATG, inicio de la traducción del gen. Se 

encontró un motivo palindrómico CTTG-N8-CAAG en la posición –38. Para 

intentar demostrar si realmente este motivo podría corresponder a una 

posible caja SOS, se diseñaron oligonucleótidos para introducir mutaciones y 

analizar su efecto en la unión entre esta región mutada y la proteína LexA. 

Se estableció que las mutaciones serían las siguientes: A→G, C→T, G→T y 

T→G, evitando así, que cada base fuera substituida por su complementaria. 

 

En el fragmento LexA3 se cambiaron todos los nucleótidos del submotivo 

izquierdo en la posición –38 (CTTG por TGGT), utilizando los 

oligonucleótidos LexA Dei26 y Dig LexA Dei. Igualmente se cambiaron todos 

los nucleótidos del motivo derecho de este fragmento en la posición –26 

(CAAG por TGGT), utilizando los oligonucleótidos LexA Dei15 y Dig LexA 

Dei. Asimismo se insertaron 4 timinas en la posición –27, flanqueando el 

brazo derecho del motivo propuesto, utilizando los oligonucleótidos LexA 

Dei14 y Dig LexA Dei. Con todos estos fragmentos, obtenidos por PCR, se 

realizaron ensayos EMSA y tal como puede verse en la Fig. 3.13, en todos 

los casos, se observó la pérdida de unión proteína-DNA. 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se continúo con la caracterización de 

esta región y la determinación de la importancia de cada una de las bases 

del motivo en la unión a la proteína LexA. Para ello, se obtuvieron, por PCR, 

fragmentos de DNA que contenían mutaciones puntuales en cada uno de los  
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Figura 3.13. Movilidad electroforética de diversos mutantes del fragmento LexA3 de 
la región promotora del gen lexA de D. radiodurans. Se presenta una sustitución de 
CTTG por TGGT en el brazo izquierdo (carril 3), una sustitución de CAAG por 
TGGT en el brazo derecho (carril 4) y una inserción de 4 nucleótidos (TTTT), 
flanqueando el brazo derecho (carril 5) del palíndromo propuesto CTTG-N8-CAAG. 
Se utilizan como controles de movilidad la sonda LexA3 en ausencia (carril 1) y 
presencia (carril 2) del extracto de proteínas. 
 

nucleótidos del palíndromo y en sus bases colindantes y, se realizaron 

ensayos EMSA con dichos fragmentos. Las mutaciones puntuales se 

obtuvieron utilizando el oligonucleótido Dig LexA Dei y diferentes 

oligonucleótidos que contienen un cambio en su secuencia. Así, estos 

oligonucleótidos para el brazo derecho fueron del LexA Dei16 al LexA Dei21 

y para le brazo izquierdo del LexA Dei30 al LexA Dei35 (Tabla 2.2). En la 

Fig. 3.14 se puede ver el efecto de cada una de estas mutaciones en la 

unión a la proteína LexA. Ninguna de las mutaciones introducidas en las 
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bases adyacentes a los dos motivos tuvo efecto en la unión, tampoco se 

observó efecto al cambiar la C, la segunda T o la G del submotivo izquierdo 

o la segunda A o la G del submotivo derecho. En cambio, se observó que se 

pierde el retraso electroforético, cuando se realizan cambios en la primera T 

del submotivo izquierdo o en la C o la primera A del submotivo derecho 

(CTTG-N8-CAAG).  
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Figura 3.14. Movilidad electroforética de diversos mutantes del fragmento LexA3 de 
la región promotora del gen lexA de D. radiodurans, en presencia del extracto de 
proteína de D. radiodurans con LexA sobreexpresada. Se observa el efecto de 
mutaciones puntuales en los brazos izquierdo (carriles 3-8) y derecho (carriles 9-14) 
y en las respectivas bases flanqueantes del palíndromo propuesto como posible 
región reguladora (GCTTGACCCGTGACAAGG). Se utilizó como control de 
movilidad el fragmento LexA3 en ausencia (carriles 1 y 15) y en presencia (carril 2) 
del extracto de proteínas. En el fragmento que contiene la región promotora del gen 
lexA están señalados el inicio de traducción (en cursiva, negrita y subrayado), la 
teórica región reguladora palindrómica (en negrita y subrayado) y las bases en que 
se realizaron las mutaciones puntuales (en negrita). Se indica además cada uno de 
los cambios efectuados y las bases, en las que la sustitución elimina la unión 
proteína-DNA, están en recuadro. 
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Para confirmar los datos obtenidos se realizaron pruebas adicionales en los 

nucleótidos que aparentemente no eran importantes en la unión extracto de 

proteínas-DNA. Así, se obtuvieron mutantes del fragmento LexA3, 

cambiando dos de estos nucleótidos cada vez, utilizando los oligonucleótidos 

LexA Dei36, LexA Dei37, LexA Dei38 y LexA Dei39 y el oligonucleótido 

marcado Dig LexA Dei. Asimismo, se obtuvo un mutante de inserción con el 

oligonucleótido LexA Dei43 y el Dig LexA Dei. Con dichos fragmentos 

mutantes se realizó un ensayo EMSA (Fig. 3.15), donde se observa que hay 

una disminución en la unión proteína-DNA si la mutación consiste en 

cambiar GC por TT del brazo izquierdo (primera base y su base colindante, 

carril 3), al igual que al cambiar GG por TT del brazo derecho (última base y 

su base colindante, carril 5), por otro lado se observa también que se pierde 

totalmente la unión al cambiar el par TG del brazo izquierdo por GA (carril 2). 

Estos datos demuestran que estas dos bases también deben tener 

importancia en dicha unión. Igualmente, se puede apreciar una pérdida 

parcial de la unión al insertar TTT entre CA y AG y al cambiar AG por GT del 

brazo derecho (carriles 6 y 4, respectivamente), demostrando así la 

importancia de la segunda mitad del submotivo derecho de la región 

palindrómica. 
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Figura 3.15. Movilidad electroforética de diversos mutantes del fragmento LexA3 de 
la región promotora del gen lexA de D. radiodurans, en presencia del extracto de 
proteína de D. radiodurans con LexA sobreexpresada. Se observa el efecto de 
diferentes mutaciones [cambios dobles (flechas continuas) e inserción de bases 
(flecha discontinua)] en los brazos izquierdo (carriles 2 y 3) y derecho (carriles 4, 5 y 
6) y las bases flanqueantes del palíndromo propuesto como posible región 
reguladora (GCTTGACCCGTGACAAGG). Se utilizó como control de movilidad el 
fragmento LexA3 en ausencia (carril 7) y en presencia (carril 1) del extracto de 
proteínas. Las bases que fueron cambiadas de dos en dos están subrayadas y los 
cambios que se han realizado están recuadrados. 
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4. Discusión 
 

Una de las líneas de investigación en las que nuestro grupo de trabajo se ha 

centrado desde hace ya más de 20 años es la identificación y el estudio de 

las cajas SOS y la regulación de este sistema en diferentes grupos 

filogenéticos, tales como las bacterias verdes no sulfúreas y las γ-, α-y δ-

Proteobacterias, entre otros (Calero et al., 1991; Garriga et al., 1992; Calero 

et al., 1994; Riera y Barbé, 1995; Fernández de Henestrosa et al., 1998; 

Tapias y Barbé, 1999; del Rey et al., 1999; Campoy et al., 2002; Fernández 

de Henestrosa et al., 2002; Jara et al., 2003). En estos estudios se han 

aislado y secuenciado diferentes genes de la red SOS, tanto reguladores 

(recA y lexA) como otros (uvrA y uvrB), utilizando diferentes metodologías 

para caracterizar sus regiones reguladoras y estudiar el control de su 

expresión. Últimamente, el desarrollo de proyectos de secuenciación de los 

genomas de varios microorganismos ha significado una gran aportación a 

este tipo de estudios, ya que el disponer de nuevas secuencias completas y 

parciales de varias especies permite realizar una minería genómica 

buscando, mediante programas informáticos de comparación, genes 

análogos a los descritos en el sistema SOS de diversos organismos. El 

análisis de dichas secuencias permite la identificación de las regiones 

reguladoras y su comparación con las variantes de las cajas SOS definidas 

previamente. Hasta el presente se han definido las siguientes regiones 

reguladoras, o cajas SOS: 

 

Proteobacteria 

 

• γ-Proteobacteria 

o Enterobacteriales, Aeromonadales, 
Pseudomonadales, Pasteurellales,  
entre otras     TACTGT-N8-ACAGTA 

o Xanthomonadales    TTAG-N6-TACTA 

• α-Proteobacteria 

o Rhodobacterales y Rhizobiales  GTTC-N7-GTTC 
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• δ-Proteobacteria 

o Geobacter          GGTT-N2-C-N4-G-N3-ACC 

• Proteobacterias no clasificadas 

o MC-1 (Bacteria magnetotáctica)  CCT-N10-AGG 

 

Bacterias grampositivas     CGAACRNRYGTTYG 

 

Bacterias no clasificadas  

o D. ethenogenes     AGAAC-N4-GTTCT 

 
La bacteria magnetotáctica MC-1 está relacionada filogenéticamente con el phyllum α-

Proteobacteria y a D. ethenogenes se la incluye dentro de las bacterias verdes no sulfúreas 

(Hugenholtz et al., 1998) 

 

En estos diferentes motivos se conserva la característica de ser estructuras 

palindrómicas o repeticiones directas, como sucede en otros motivos 

reguladores de varios sistemas. Tanto el tipo y número de motivos como su 

ubicación son variables e importantes en la diferente expresión y regulación 

de los genes SOS. En este marco, este trabajo se ha centrado en la 

identificación y caracterización de las cajas SOS de dos grupos filogenéticos 

no estudiados hasta este momento: la β-Proteobacteria R. metallidurans y la 

bacteria D. radiodurans del grupo Deinococci. 

 

4.1. Identificación de la caja SOS de R. metallidurans 
 
R. metallidurans CH34 (Goris et al., 2001), anteriormente denominada 

Alcaligenes eutrophus (Davis, 1969) y Ralstonia eutropha (Yabuuchi et al., 

1995), es un bacilo gramnegativo, quimolitotrofo facultativo, del grupo β-

Proteobacteria y perteneciente al orden Burkholderiales, capaz de crecer en 

medios con concentraciones relativamente elevadas de determinados 

metales pesados (Zn, Cd, Co, Pb, Hg, Ni y Cr). Su temperatura óptima de 

crecimiento es 30ºC y se la puede encontrar normalmente en sedimentos y 

en suelos que contengan metales pesados. Su resistencia a estos 

compuestos está ligada a la presencia de dos megaplásmidos pMOL28 y 
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pMOL30 que contienen genes que codifican una maquinaria de reflujo de 

cationes a través de su membrana. Además, R. metallidurans se caracteriza 

por ser una buena receptora de otros plásmidos que portan diferentes genes 

que codifican funciones de degradación, resistencia a metales, etc., 

presentando una alta frecuencia de transferencia. Por ello, esta especie 

tiene una alta plasticidad genómica que se ha relacionado con su capacidad 

de adaptarse al estrés y a severas condiciones en biotopos industriales, por 

lo que hay, actualmente, un gran interés en sus posibles aplicaciones en el 

área de la biotecnología ambiental (Goris et al., 2001). 

 

En el primer punto del estudio se logró realizar la clonación del gen recA de 

R. metallidurans y al secuenciar dicho gen se identificó en su región 

promotora un motivo palindrómico idéntico a la caja SOS de E. coli. Dicho 

motivo está situado a 168 pares de bases del inicio de traducción del gen. 

De igual manera, tras clonar y secuenciar el gen lexA de R. metallidurans se 

localizaron dos motivos palindrómicos como el de E. coli, a 61 y 41 pares de 

bases, respectivamente, antes del inicio de traducción de este gen. Según 

estos resultados R. metallidurans, al igual que lo descrito en otras especies, 

incluída E. coli, contiene dos cajas SOS en el gen lexA (Schnarr et al., 1991). 

Según se ha indicado la presencia de múltiples sitios de unión de la proteína 

LexA a la región promotora del gen lexA debe permitir un nivel de control de 

la expresión de este gen más preciso que si únicamente hubiera un sitio de 

unión (Movahedzadeh et al., 1997a). 

 

La presencia de estos palíndromos en los genes lexA y recA claramente 

sugería que la caja SOS de R. metallidurans debía de ser la misma que la de 

E. coli y, probablemente, que ambos genes debían ser funcionales en esta 

última especie. Dicha hipótesis se comprobó al estudiar la expresión de una 

fusión del promotor del gen recA de R. metallidurans con el gen lacZ de E. 

coli, en presencia y ausencia de lesiones, en una cepa salvaje de E. coli. En 

este estudio se determinó que dicho gen se inducía en respuesta a las 

lesiones en el DNA, por lo que se determinó que la secuencia reguladora del 

gen recA de R. metallidurans es reconocida in vivo por la proteína LexA de 

E. coli, habiendo una regulación cruzada del sistema SOS entre las dos 

 157



Discusión 

especies, similar a la descrita en otros gramnegativos (Fernández de 

Henestrosa et al., 1991). Es de destacar que las γ-Proteobacterias no forman 

un grupo homogéneo por lo que se refiere al tipo de caja SOS que 

contienen, pudiendo distinguirse dos grupos. Así, mientras que las especies 

estudiadas S. typhimurium, E. carotovora, P. putida, P. aeruginosa (Garriga 

et al., 1992; Calero et al.,1993), P. rettgeri (Riera y Barbé, 1993) y A. 

hydrophila (Riera y Barbé, 1995) presentan una caja SOS como la de E. coli, 

las dos especies estudiadas del orden Xanthomonadales contienen como 

motivo regulador la secuencia TTAG-N6-TACTA. Nuestros resultados indican 

que R. metallidurans, a pesar de ser una β-Proteobacteria, contiene la caja 

SOS del primer grupo de los indicados anteriormente en las γ-

Proteobacterias. 

 

Del mismo modo, se analizó la expresión del gen recA de R. metallidurans 

en su propia especie, para lo cual fue necesaria la construcción de mutantes 

RecA y LexA defectivos, en los cuales se analizó la expresión del gen recA 

desde la fusión mencionada anteriormente. Los resultados obtenidos en la 

cepa salvaje fueron similares a los de E. coli, si bien el nivel de inducción fue 

menor y, como era de esperar, en los mutantes LexA(Def) y RecA(Def) la 

expresión fue constitutiva. Se analizó también la supervivencia de dichos 

mutantes frente al tratamiento con radiación ultravioleta, observándose un 

comportamiento similar al descrito para este tipo de mutantes en otras 

especies bacterianas. Así, frente a iguales dosis de radiación, la viabilidad 

del mutante LexA(Def) es similar a la de la cepa salvaje, mientras que el 

mutante RecA(Def) presenta una baja supervivencia. Esto se debe a que un 

microorganismo deficiente en la expresión de su gen recA no es capaz de 

realizar diferentes funciones vitales, tales como la recombinación, la 

reparación y la inducción del sistema SOS (Friedberg et al., 1995; Kogoma, 

1997). Por el contrario, un mutante LexA(Def) presenta el sistema SOS 

totalmente desreprimido y es capaz de actuar frente a una lesión, reparando 

su DNA y permaneciendo viable una vez recuperado del daño. 
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El conjunto de estos resultados mostraron que la regulación del sistema 

SOS de R. metallidurans debía ser muy similar a la descrita en E. coli y en 

muchas otras γ-Proteobacterias. Como ya se ha comentado en esta 

memoria, el regulón SOS de E. coli está integrado como mínimo por 40 

genes, cuya expresión se ve incrementada frente a diferentes tipos y niveles 

de lesiones del DNA. Para avanzar en el conocimiento de los genes que 

integran este regulón en R. metallidurans se realizó una búsqueda de 

posibles genes SOS en las bases de datos de TIGR (The Insitute for 

Genomic Research), tanto en el genoma parcialmente secuenciado de R. 

metallidurans como en el genoma totalmente secuenciado de R. 

solanacearum, comparándolas con las secuencias conocidas de genes que 

forman parte del sistema SOS de E. coli. El resultado de este proceso fue la 

selección de los hipotéticos genes ruvAB, uvrA, dinG y de uno perteneciente 

a la familia impB/samB/mucB. Se encontró que entre dichos genes, 

solamente este último tenía una secuencia reguladora igual a la de los genes 

recA y lexA, la cual estaba localizada 74 pb antes de su inicio de traducción. 

En los otros hipotéticos genes, ruvAB, uvrA y dinG, no se localizó dicho 

motivo. Los ensayos de movilidad electroforética confirmaron que no se 

produce una unión específica entre la proteína LexA de E. coli purificada y 

los promotores de aquellos genes de R. metallidurans en los cuales no se 

había localizado la secuencia palindrómica CTGT-N8-ACAG, mientras que el 

hipotético gen de la familia impB/samB/mucB es regulado por dicha proteína. 

Además, estos resultados se confirmaron in vivo al analizar la expresión de 

todos estos genes mediante experimentos de RT-PCR on-line, cuantificando 

su inducción en respuesta al tratamiento con mitomicina C. Así, en la cepa 

salvaje de R. metallidurans se observó que todos estos genes eran 

inducibles en respuesta al daño en el DNA, mientras que en el mutante 

LexA(Def) no se induce el gen recA, ni el hipotético gen de la familia 

impB/samB/mucB, que justamente son los que presenta la región 

palindrómica CTGT-N8-ACAG, aumentado, en cambio, la expresión de los 

que carecen de dicha región. Es de señalar que el nivel de inducción de la 

expresión de recA y lexA en la cepa salvaje es muy superior al de los otros 

genes analizados. Esto contrasta con los resultados obtenidos al estudiar la 

expresión del gen recA de R. metallidurans desde la fusión recA::lacZ en la 

 159



Discusión 

cepa salvaje. Dado que el método empleado para cuantificar los tránscritos 

de un RNA es muy sensible, puede considerarse que el aumento de la 

expresión de recA y también de lexA es realmente muy elevado en 

respuesta a las lesiones en el DNA. Por otra parte, debe señalarse también 

que el nivel de expresión de los hipotéticos genes uvrA y dinG es menor en 

el mutante LexA(Def) que en la cepa salvaje, siendo indetectable la del 

hipotético gen ruvAB. Por tanto, según estos resultados de entre todos los 

genes estudiados, únicamente el hipotético gen de la familia 

impB/samB/mucB, además de los reguladores recA y lexA, formarían parte 

del regulón SOS. Esto indica que debe existir una vía alternativa o varias, 

independientes de LexA, regulando la expresión de los hipotéticos genes 

ruvAB, uvrA y dinG y probablemente otros, como respuesta al daño en el 

DNA. 

 

En base a esta hipótesis se realizaron ensayos EMSA con extractos crudos 

de proteínas tanto de la cepa salvaje como del mutante LexA(Def) de R. 

metallidurans frente al gen lexA y al hipotético gen uvrA. Los resultados 

obtenidos indicaron que la región promotora del gen lexA se une 

específicamente al extracto crudo de la cepa salvaje, mientras que no se 

observó ningún retraso electroforético frente al extracto crudo del mutante 

LexA(Def). Por el contrario, los extractos crudos de la cepa salvaje y del 

mutante LexA(Def) se unen específicamente a la región promotora del 

hipotético gen uvrA. Estos datos fuertemente sugieren que la expresión de 

dicho gen debe estar regulada por alguna proteína, diferente de LexA y, a 

pesar de que no se ha realizado este tipo de estudios con los hipotéticos 

genes ruvAB y dinG podrían esperarse resultados parecidos. 

 

Hay microorganismos que a pesar de tener la misma secuencia reguladora 

que E. coli, CTGT-N8-ACAG, no tienen regulones SOS tan amplios como el 

de esta bacteria y dentro de las propias γ-Proteobacterias se han descrito 

muchas variaciones. El regulón SOS de P. aeruginosa incluye algunos 

genes que forman el regulón SOS de E. coli. No obstante, y a diferencia de 

E. coli, los genes uvrA y uvrB no contienen una caja SOS ni son inducibles 

frente al daño, lo cual indica que su expresión es constitutiva e 
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independiente de LexA-RecA (Rivera et al., 1996; Rivera et al., 1997). 

Dentro del mismo grupo γ-Proteobacteria, en el genoma de X. fastidiosa 

solamente se han identificado 10 genes (lexA, recA, uvrA, uvrB, ssb, recN, 

ruvAB, dinG, ftsK y yigN) de los pertenecientes al regulón SOS en E. coli y 

tan sólo en el operón lexA-recA se encontró el motivo de unión de la proteína 

LexA. Al realizar un análisis buscando esta secuencia reguladora en todo el 

genoma de este microorganismo, se localizó dicha secuencia en otros 

marcos abiertos de lectura y se comprobó que solamente el orf XF2313 era 

inducible por lesiones en el DNA (Campoy et al., 2002).  

 

En el grupo α-Proteobacteria se ha determinado que los genes lexA, recA y 

uvrA-ssb tienen una caja SOS GTTC-N8-GTTC y están regulados por las 

proteínas LexA y RecA (Tapias et al., 1997; del Rey et al., 1999; Labazi et 

al., 1999). Sin embargo, en la bacteria marina magnetotáctica MC-1, una 

proteobacteria no clasificada, pero relacionada filogenéticamente con este 

grupo y que presenta el motivo CCT-N10-AGG, la proteína LexA es capaz de 

unirse únicamente a la caja SOS de las regiones promotoras del gen lexA y 

del operón umuDC, lo que no sucede en genes como recA, recN o uvrA 

(Fernández de Henestrosa et al., 2003). Algo similar se ha descrito en G. 

sulfurreducens, perteneciente al grupo δ-Proteobacteria, ya que solamente 

en las regiones promotoras de los operones lexA1-dinB1 y lexA2-dinB2 se 

han encontrado cajas SOS y que hay una regulación por parte de su 

proteína LexA, mientras que esto no se observa en los genes recA, recN, 

ruvAB, ssb, umuDC, uvrA y uvrB (Jara et al., 2003). 

 

También en los microorganismos grampositivos se han descrito situaciones 

semejantes. M. tuberculosis tiene la misma caja reguladora, 

CGAACRNRYGTTYC (Davis et al., 2002), que la de B. subtilis (Cheo et al., 

1991; Winterling et al., 1998). En M. tuberculosis se han encontrado genes 

que son inducibles por lesiones en el DNA y que tienen dicha caja como 

recA, lexA y el operón ruvCAB, sin embargo otros genes inducibles como 

ssb y uvrA no presentan dicha caja en su región promotora, dinP y recN se 

inducen a bajo nivel y su secuencia reguladora no es muy conservada y 
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dinG no contiene la secuencia reguladora y su expresión es constitutiva. 

Además, la red SOS de M. tuberculosis está integrada por genes como ruvC 

y recC, que no forman parte de este regulón en E. coli (Brooks et al., 2001). 

La bacteria verde no del azufre D. ethenogenes, que tiene el mismo motivo 

regulador y una regulación cruzada con DinR de B. subtilis, presenta una 

proteína LexA que únicamente es capaz de unirse a la región promotora de 

los genes lexA y uvrA, desconociéndose si los genes recA, recN, ruvA y ruvB 

están sometidos a algún tipo de regulación (Fernández de Henestrosa et al., 

2002).  

 

Los resultados obtenidos en este trabajo, así como los estudios realizados 

en diferentes grupos de microorganismos difieren significativamente del 

sistema SOS de E. coli y apuntan cada vez más a que este sistema de 

reparación en este microorganismo debe ser una situación particular en el 

mundo bacteriano. Sin embargo, la mayoría de trabajos muestran que, a 

pesar de las variaciones existentes, muchos de los genes de reparación que 

integran la red SOS de E. coli son inducibles por lesiones en el DNA y que 

su expresión está regulada por algún mecanismo independiente de LexA. La 

caracterización y el estudio de estos mecanismos en el mundo bacteriano es 

uno de los aspectos claves para conocer los sistemas de reparación del 

DNA en los diferentes grupos filogenéticos y comprender su significado en 

términos evolutivos. 
 

4.2. Identificación de la caja SOS de D. radiodurans 

 

D. radiodurans (Brooks y Murray, 1981), anteriormente denominada 

Micrococcus radiodurans (Raj et al. 1960), fue aislada por primera vez en 

1956 en enlatados de carne esterilizados mediante rayos X. Pertenece al 

phylum Deinococci, que se supone muy antiguo filogenéticamente y 

presenta un alto contenido de GC. Dentro del género Deinococcus, 

solamente se han descrito siete especies, siendo todas radioresistentes. Sus 

células son cocos que se agrupan en tétradas, aeróbicos, no móviles, ni 

esporulados, productores de carotenos y grampositivos, a pesar de tener 

una pared celular compuesta por una membrana externa, una gruesa capa 
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de péptidoglicano y una capa multilaminar compartimentalizada, parecida a 

la de los gramnegativos. Las especies de este género están ampliamente 

distribuidas, colonizando tanto ambientes con alto contenido en materia 

orgánica, como suelos o heces animales, como pobres en nutrientes y 

secos, como muestras de granito en valles antárticos, polvo, instrumentos 

médicos irradiados, etc. Son extremadamente resistentes a productos 

químicos, tóxicos y genotóxicos, capaces de reducir metales y 

radionucleótidos, además de ser resistentes al daño oxidativo, a la 

desecación (Mattimore y Battista, 1996) y a altos niveles de ionización, 

pudiendo sobrevivir a exposiciones agudas de radiación gamma de hasta 1,7 

Mrads y dosis crónicas de 6 kilorads/h (Minton, 1994; Daly et al., 1994; Daly 

y Minton, 1996; Venkateswaran et al., 2000). También son resistentes a la 

radiación ultravioleta, pudiendo llegar a soportar dosis de 600-1000 J/m2 sin 

que se afecte su total supervivencia. 

 

La elevada resistencia de D. radiodurans a uno de los efectos más letales de 

las radiaciones, como es la rotura de la doble cadena del DNA, se debe a 

que este microorganismo posee determinadas estrategias de prevención, 

tolerancia y reparación del daño que le permiten reparar cromosomas 

severamente fragmentados. Así, tras recibir altas dosis de radiación 

ionizante (1.5 Mrad) es capaz de reparar más de 100 roturas de doble 

cadena por cromosoma, con una supervivencia del 100% y prácticamente 

sin que se produzcan mutaciones (Kitayama et al., 1983; Minton, 1994; 

Minton y Daly, 1995). Entre algunas de las características que contribuyen a 

esta resistencia cabe citar: 

 

• pigmentos carotenoides 

• pared celular compleja 

• enzimas de detoxificación de las especies reactivas de oxígeno 

(catalasas y superóxido dismutasas) 

• capacidad de eliminar radicales oxigeno 

• mecanismos complejos que le otorgan un eficiente sistema de 

reparación de DNA 
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Entre los mecanismos de reparación, se sabe que D. radiodurans cuenta con 

la reparación por escisión de nucleótidos mediada por el sistema de la UV 

endonucleasa-α, producto de los genes uvrA1 y uvrA2, que podría constituir 

una vía análoga a la de Uvr(A)BC de E. coli (Minton, 1994, Agostini et al., 

1996; Narumi et al., 1997; Battista, 1997). Este mecanismo es además 

complementado por la acción de la UV endonucleasa-β, producto de los 

genes uvsC, uvsD y uvsE, que es una vía alterna de reparación por escisión 

que actúa ante la pérdida de la reparación por escisión de nucleótidos 

(Udupa et al., 1994; Battista, 1997; Earl et al., 2002a). Además, posee 

también un mecanismo de reparación por escisión de bases, realizado por 

nueve glicosilasas y una endonucleasa apurínica-apirimidínica y de 

reparación de apareamientos erróneos, gracias a la actividad de las 

proteínas MutL y MutS. Finalmente, dispone también de una eficiente 

reparación por recombinación homóloga en la que intervienen las proteínas 

RecA, RuvABC y SbcCD (White et al., 1999; Makarova et al., 2001). En este 

último mecanismo de reparación, D. radiodurans tiene una ventaja adicional, 

ya que posee varias copias de genoma por célula, 4 de ellas en fase 

estacionaria y hasta 10 en fase exponencial. Además, se ha propuesto que 

habría un alineamiento entre las regiones homólogas de estas copias, lo cual 

facilitaría su reparación (Hansen, 1978; Tirgari y Moseley, 1980; Daly y 

Minton, 1995; Minton y Daly, 1995; Minton, 1996). Presenta también 

elementos repetitivos localizados en todo su genoma y dispone de un 

sistema de regulación que controla la replicación y la división celular, según 

el nivel de daño presente y el proceso reparativo llevado a cabo por la célula. 

Junto a ello, es capaz de transportar nucleótidos dañados fuera de la célula, 

lo que impide su posible reincorporación al genoma (Daly et al., 1994; 

Minton, 1994; Battista, 1997). Todos estos mecanismos son muy poco 

comprendidos todavía, deben ser diferentes de los conocidos y con una 

capacidad especial para potenciar la eficiencia de los sistemas reparativos 

convencionales. Se ha señalado que todas estas características se regulan 

probablemente por mecanismos altamente específicos y propios de este 

microorganismo, lo que explica su elevada resistencia al daño del DNA. Así, 

a pesar de que otras especies pueden tener algunas de estas propiedades 
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especiales, carecen de la capacidad reparativa de D. radiodurans (Battista, 

1997; Battista, 2000). 

 

Debido a sus especiales características y a que son fácilmente cultivables y 

no patógenas, las especies del género Deinococcus tienen un gran interés 

biotecnológico por su posible utilización en biorremediación de zonas 

contaminadas con tóxicos químicos y con radiación. Además, dentro de este 

género, D. radiodurans puede ser transformada y por tanto es 

genéticamente manipulable (Tirgari y Moseley, 1980). Todo ello condujo a 

que se la escogiera en el Proyecto de Secuenciación de Genomas, 

finalizándose  la secuenciación del genoma de la cepa R1 de D. radiodurans 

en 1999 por TIGR (The Institute for Genome Research 

(http://www.tigr.org/tigr-scripts/ CMR2/GenomePage3.spl?database=gdr)). 

Su genoma está compuesto por cuatro moléculas circulares: el cromosoma I 

(2648638 pb), el cromosoma II (412348 pb), un megaplásmido (177466 pb) y 

un plásmido (45704 pb) (White et al., 1999). De los 3187 marcos abiertos de 

lectura encontrados, solamente 1493 se pueden asignar a productos génicos 

conocidos en otras especies bacterianas y de las 1694 proteínas de función 

desconocida, 1002 están presentes únicamente en D. radiodurans. De 

hecho y sorprendentemente este microorganismo tiene un menor número de 

enzimas de reparación que E. coli (Makarova et al., 2001) y la mayoría de 

sus genes de reparación no se expresan a altos niveles (Karlin y Mràzek, 

2001). Varios genes relacionados con la reparación como recA, uvrA, polA, 

ruvB se encuentran en el cromosoma I, mientras que el gen lexA y el posible 

gen lexA2, descrito por Makarova y colaboradores (2001), están localizados 

en el cromosoma II (Kikuchi et al., 1999). 

 

La proteína RecA de D. radiodurans ha sido muy estudiada y tiene varias 

características especiales. El gen que la codifica forma parte de un operón 

policistrónico (Narumi et al., 1999) junto con los genes cinA y ligT, los cuales 

no cumplen ningún papel en el funcionamiento y regulación de dicha región 

(Bonacossa de Almeida et al., 2002). La proteína RecA tiene un alto nivel de 

expresión, especialmente frente a daños a nivel del DNA, llegando a 

aumentar su expresión entre 50 y 100 veces (Carrol, et al., 1996). Presenta 
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mucha similitud con otras proteínas RecA de varias especies, pero también 

diferencias significativas. Así, al igual que en otros microorganismos forma 

filamentos estriados sobre el DNA, puede hidrolizar ATP y dATP, tiene 

actividad coproteasa y es la responsable de una eficiente reacción de 

intercambio entre cadenas (Kim et al., 2002; Satoh et al., 2002). En cambio, 

y a diferencia de la proteína RecA de E. coli, es capaz de competir más 

eficientemente con la proteína SSB por los sitios de unión al DNA de cadena 

sencilla y se une más rápidamente al DNA de doble cadena, aún en 

presencia de ssDNA (Kim et al., 2002). Igualmente, la vía de intercambio de 

cadenas de DNA se realiza de forma inversa a la de E. coli, ya que el 

filamento se une en primer lugar al DNA de doble cadena y desde ahí es 

capaz de unirse a su dúplex homólogo de cadena sencilla y realizar el 

intercambio (Kim y Cox, 2002). Es un elemento crítico en la reparación de 

roturas de doble cadena (Daly et al.,1994) mediante recombinación 

homóloga y se ha visto que es muy importante en este punto la 

recombinación intercromosómica (Daly y Minton, 1995). Por otra parte, se ha 

descrito una vía de reparación del daño por recombinación independiente de 

RecA, que consiste en un anillamiento de la cadena sencilla y que se 

produce en la fase inicial de la reparación, si bien este mecanismo no parece 

ser muy eficiente (Daly y Minton, 1996). 

 

La proteína LexA de D. radiodurans no ha sido tan estudiada y no presenta 

una conservación demasiado alta con respecto a las de otras especies. La 

región más conservada es la C-terminal, implicada en la autohidrólisis, 

manteniéndose especialmente conservados los residuos Ala83 y Gly84, sitio 

exacto en que se produce la rotura y otros residuos importantes en este 

proceso como la Ser119 y la Lys158. En contraste, la región N-terminal, 

implicada en el proceso de unión al DNA, tiene una estructura de tres α-

hélices, de las cuales la II y la III forman una variante del motivo de unión al 

DNA típico, helix-turn-helix descrito en las proteínas LexA conocidas y está 

muy poco conservada (Narumi et al., 2001). 

 

La hipotética proteína LexA2 de D. radiodurans no ha sido muy 

caracterizada, tan sólo se conoce que tiene un dominio de unión a DNA con 
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la estructura helix-turn-helix y un dominio de autohidrólisis, de ahí que se ha 

determinado que podría cumplir funciones similares a la proteína LexA 

(Makarova et al., 2001, Narumi et al., 2001). El gen lexA2 que la codifica no 

es tan parecido a lexA1, a diferencia de lo que sucede en especies que 

contienen dos genes lexA como G. sulfurreducens (Jara et al., 2003). 

 

La especiales características de D. radiodurans justifican el creciente interés 

en dilucidar si posee un sistema de reparación SOS y en estudiar su 

regulación. Teniendo en cuenta que esta especie está muy alejada 

filogenéticamente de otros grupos en los que ha sido descrito este sistema y 

todo lo comentado anteriormente, se podría esperar que la caja SOS fuera 

distinta de las ya conocidas. 

 

En el trabajo que se presenta, se utilizó la secuencia obtenida de la base de 

datos del NCBI-GenBank para clonar el gen lexA de D. radiodurans y tras su 

secuenciación se determinó que la secuencia clonada era idéntica a la 

proporcionada por el banco de datos. El análisis de su región promotora no 

permitió encontrar ningún motivo regulador similar a los ya descritos para 

otros grupos de microorganismos, pero se localizó un hipotético gen (orf 

144c) tan sólo 56 pb antes de su región codificante. Mediante un ensayo con 

RT-PCR se descartó la posibilidad de que el gen lexA estuviera formando un 

operón con otros genes, por lo que se esperaba que el promotor de dicho 

gen estuviera en la región inmediatamente anterior al mismo. Así, mediante 

ensayos EMSA de la posible región promotora del gen lexA frente a un 

extracto proteico que contenía LexA sobreexpresada, se determinó que 

dicha proteína era capaz unirse específicamente a una región comprendida 

entre el nucleótido –50 y el inicio de traducción. Esta región contenía el 

palíndromo CTTGACCCGTGACAAG, localizado 38 pb antes del codón de 

inicio de traducción, el cual podría corresponder a una teórica caja SOS. 

Tras la mutagénesis dirigida del mismo se llegó a establecer que, 

efectivamente, la secuencia propuesta CTTG-N8-CAAG es la caja LexA del 

gen lexA de D. radiodurans, siendo las bases señaladas en negrita las más 

importantes dentro del motivo regulador. Este motivo es diferente a los 

anteriormente descritos para otros microorganismos y concuerda con el 
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hecho de que la región de la proteína LexA menos conservada sea la N-

terminal que es la zona de interacción con el DNA. 

 

Las pruebas realizadas para probar la especificidad de la unión extracto 

proteico-promotor del gen lexA, en las que se usaron como competidores 

fragmentos de DNA de los promotores del gen recA y del posible gen lexA2, 

determinaron que el extracto proteico utilizado en los ensayos no era capaz 

de unirse a los promotores de dichos genes. Estos resultados concuerdan 

también con el hecho de que no se encuentre la secuencia reguladora de 

lexA, o alguna variante de la misma, en la región promotora de ambos 

genes. Además estos resultados confirman los datos de Narumi y 

colaboradores (2001) que indican que la proteína LexA no está implicada en 

la regulación de la expresión del gen recA. Resultados similares han sido 

descritos también para la bacteria verde no del azufre D. ethenogenes 

(Fernández de Henestrosa et al., 2002), la bacteria marina magnetotáctica 

MC-1 (Fernández de Henestrosa et al., 2003) y la δ-Proteobacteria G. 

sulfurreducens. Cabe destacar que en esta última especie se ha 

determinado que recA tiene un nivel de expresión basal muy alto y que no es 

inducible por el daño del DNA (Jara et al., 2003). En D. radiodurans se sabe 

que la expresión del gen recA es inducible por lesiones en el DNA, 

habiéndose sugerido una posible autorregulación (Bonacossa de Almeida et 

al., 2002) y también que estaría controlada por la proteína IrrE, codificada en 

el gen irrE que se encuentra en el cromosoma I de D. radiodurans y descrita 

hasta el momento solamente en este microorganismo (Earl et al., 2002b). 

Posiblemente esta regulación alternativa y otras funciones de la proteína 

RecA en D. radiodurans que le permiten mejorar sus formas de acción frente 

a las roturas cromosómicas son una consecuencia evolutiva de la exposición 

de este microorganismo a ambientes extremos (Kim y Cox, 2002). 

 

A pesar de que la expresión de recA sea independiente de LexA se ha 

comprobado que la actividad coproteasa de RecA es capaz de inducir la 

autohidrólisis de LexA in vivo (Narumi et al., 2001). Según los estudios 

realizados por Satoh y colaboradores (2002) la actividad coproteasa de esta 
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proteína sería un factor muy importante en la resistencia a la radiación que 

presenta este microorganismo. 

 

Analizando los datos obtenidos en este estudio y lo que se conoce sobre la 

reparación de D. radiodurans se puede afirmar que este microorganismo no 

tiene un sistema de reparación SOS como los que se han definido 

anteriormente. En esta especie, la proteína LexA regula la expresión del gen 

lexA y podría regular la expresión de otros genes, pero no la del recA ni la 

del hipotético gen lexA2. Sin embargo, la proteína RecA que se induce en 

respuesta al daño en el DNA, puede catalizar la autorrotura de LexA. Ello 

sugiere que RecA cumpliría un papel en la regulación de los genes que 

estuvieran bajo el control de LexA. Por otro lado, y dado que la expresión de 

RecA, además de ser autorregulada, está controlada por IrrE, esta proteína 

podría regular indirectamente la expresión de los posibles genes controlados 

por LexA  

 

Dados los resultados de los que se dispone hasta el momento, es necesario 

proseguir este tipo de estudios para definir los genes que están bajo el 

control de LexA y determinar el papel de las proteínas IrrE y LexA2. Todo 

ello puede colaborar en dilucidar los complejos mecanismos que confieren a 

D. radiodurans su excepcional capacidad para reparar el daño del DNA tan 

eficientemente. 
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5. Conclusiones 
 

1. El aislamiento y secuenciación de los genes recA y lexA de la β-

Proteobacteria, R. metallidurans, ha permitido identificar en su región 

promotora un motivo regulador idéntico a la caja SOS consenso de E. 

coli: CTGT-N8-ACAG. 

2. El análisis de la inducibilidad del gen recA de R. metallidurans por 

lesiones en el DNA, realizado mediante fusiones de este gen y el gen 

lacZ de E. coli, ha permitido demostrar que dicho gen es inducible, 

tanto en R. metallidurans como en E. coli, por lo tanto la caja SOS 

encontrada es funcional en ambas especies. 

3. La proteína LexA de R. metallidurans controla su propia expresión ya 

que la proteína LexA de E. coli y un extracto crudo de R. 

metallidurans se unen específicamente a la región promotora del gen 

lexA. 

4. Los genes recA, lexA y el hipotético gen de la familia 

impB/samB/mucB de R. metallidurans presentan el motivo CTGT-N8-

ACAG en su región promotora y están bajo el control de LexA, lo cual 

se ha demostrado mediante ensayos de movilidad electroforética 

utilizando la proteína LexA de E. coli y mediante el análisis de la 

inducción de la expresión de estos genes frente a la mitomicina C, 

tanto en la cepa salvaje como en el mutante LexA(Def) de R. 

metallidurans. 

5. Los hipotéticos genes uvrA, ruvAB y dinG de R. metallidurans son 

inducibles por daño en el DNA, pero no presentan una caja CTGT-N8-

ACAG, y además, en ensayos de movilidad electroforética se ha 

demostrado que la proteína LexA de E. coli no se une a la región 

promotora de estos genes. 

6. El hipotético gen uvrA de R. metallidurans está sometido a un control 

independiente de LexA, ya que tanto los extractos crudos de la cepa 

salvaje como los del mutante LexA(Def) de R. metallidurans se unen a 

la región promotora de dicho gen. 

7. Tras la clonación y secuenciación del gen lexA de D. radiodurans se 

determinó que este gen no forma un operón con otros genes 
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anteriores y que su motivo regulador debe estar en la región 

inmediatamente anterior. Mediante ensayos de movilidad 

electroforética se ha demostrado que la proteína LexA controla su 

prpia expresión. 

8. Mediante el acotamiento de la región promotora del gen lexA de D. 

radiodurans se encontró un motivo palindrómico que podría ser la 

secuencia reguladora de dicho gen y, a través de ensayos de 

movilidad electroforética y mutagénesis dirigida se determinó que el 

motivo CTTG-N8-CAAG corresponde a la región de unión proteína-

DNA para D. radiodurans, siendo las bases en negrita las más 

importante para está unión. 

9. El análisis de los promotres de los genes recA y del hipotético gen 

lexA2 de D. radiodurans mostró que no presentan el motivo regulador 

CTTG-N8-CAAG y mediante ensayos de movilidad electroforética se 

ha demostrado que su regulación es independiente de LexA. 
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