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 Los resultados de dicho estudio se indican en la Tabla 3.1. 

Tabla 3.1. Resultados de la cuantificación de RNA en F. nucleatum para los diferentes genes del 

estudio. 

Gen Niveles sin 
mitomicina C1

Niveles con 
mitomicina C1

Factor de Inducción2

lexA 6,71E-05 1,72E-03 25,63 
dinB 8,05E-05 2,16E-03 26,83 
recA 2,29E-04 1,44E-03 6,29 

1  Cifras en unidades relativas a la concentración del RNA de 16SrRNA utilizado como estándar.
2 El factor fue calculado dividiendo los valores relativos de la concentración de RNA de los genes 
indicados referidos al nivel de RNA del 16SrRNA con y sin mitomicina C. En todos los casos, los datos 
presentados son la media de tres PCR independientes y la desviación estándar de cada valor nunca 
superó el 10%.

Estos datos ponen de manifiesto que los tres genes estudiados se ven inducidos por 

daños en el DNA. 

3.3.3. Análisis en la clase Alfa de proteobacterias 

 Estudios previos realizados en nuestro laboratorio habían determinado que la caja 

LexA del gen recA de Rhizobiaceae era GAAC N7 GAAC (Tapias y Barbé, 1998). Además una 

comparación entre los promotores de los genes recA y uvrA de diferentes especies del grupo 

Alfa definió el motivo GTTCYYKYYYYGTTC como la caja SOS de dicho grupo filogenético 

(Tapias y Barbé, 1999). 

 Partiendo de esta base y siguiendo el ejemplo de anteriores estudios realizados en 

nuestro laboratorio (Erill et al., 2003) se procedió a realizar una búsqueda de genes bajo el 

control de una caja LexA en diferentes especies pertenecientes a las proteobacterias Alfa: 

Agrobacterium tumefaciens, Brucella melitensis,  Brucella suis, Bradyrhizobium japonicum, 

Caulobacter crescentus, Mesorhizobium loti,  Rhodopseudomonas palustris, Sinorhizobium 

meliloti, Rickettsia conorii y Rickettsia prowazekii.

3.3.3.1. Contenido del regulón LexA 

Mediante un programa algorítmico predictivo de motivos reguladores se procedió a 

analizar los genomas de los microorganismos indicados en el apartado anterior. El estudio 

tiene lugar en dos fases. En una primera fase el programa reconoce mediante búsqueda 

BLAST los genes de los microorganismos que son similares como mínimo en un 60% a los 

genes SOS de E. coli. A continuación busca un motivo parecido a GAAC N4 GAAC y, a partir 

de las cajas encontradas, el programa crea una caja consenso y la utiliza para filtrar el total 

de cajas previamente descubiertas en el genoma. En una segunda fase el programa extrae 

un nucleo de genes conservados y, juntamente con los datos experimentales previos, se crea 

una segunda búsqueda más astringente. Los resultados se muestran en la Tabla 3.2. 
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Mesorhizobium loti,  Rhodopseudomonas palustris, Sinorhizobium meliloti, Rickettsia conorii y

Rickettsia prowazekii.

3.3.3.1. Contenido del regulón LexA

Mediante un programa algorítmico predictivo de motivos reguladores se procedió a analizar

los genomas de los microorganismos indicados en el apartado anterior. El estudio tiene lugar en dos

fases. En una primera fase el programa reconoce mediante búsqueda BLAST los genes de los

microorganismos que son similares como mínimo en un 60% a los genes SOS de E. coli. A

continuación busca un motivo parecido a GAAC N4 GAAC y, a partir de las cajas encontradas, el 

programa crea una caja consenso y la utiliza para filtrar el total de cajas previamente descubiertas

en el genoma. En una segunda fase el programa extrae un nucleo de genes conservados y, 

juntamente con los datos experimentales previos, se crea una segunda búsqueda más astringente.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Genes con caja LexA en las diferentes proteobacterias Alfa estudiadas.

Genes SOS Cc At Sm Bm Bs Ml Bj Rp Función
lexA Represor del sistema SOS.
recA Regulador positivo del sistema SOS. 
ssb Unión a ssDNA.
yigN Desconocida.
uvrA Reparación por escisión.
sulA1 Inhibidor de la división celular.
dinB DNA polimerasa IV. 
uvrD Helicasa II
recN Recombinación.
uvrB Reparación.
ftsK División celular.
sulA2 Inhibidor de la división celular.
ruvA Recombinación.
Posibles adiciones
moaA Biosíntesis del cofactor de molibdeno.
dnaE Subunidad a de la DNA polimerasa III.
ruvC Recombinación.
recG Helicasa.
mgpS Desconocida.
moaAco Desconocida.
comM Competencia.
htpX Proteasa.
rhlE-2 Helicasa.
recJ Exonucleasa.
nth Enconucleasa.
ibpA Resistencia al calor.
hflX Unión a GTP.
mfd Factor de reparación.
ftsY División celular.
dinF Desconocida.
xerD Integrasa/recombinasa.
cheW Quimiotaxis.
parE DNA topoisomerasa IV.
sulAco Desconocida.

Cc: Caluobacter crescentus, At: Agrobacterium tumefaciens, Sm: Sinorhizobium meliloti, Bm: Brucella melitensis,
Bs: Brucella suis, Ml: Mesorhizobium loti, Bj: Bradyrhizobium japonicum, Rp: Rhodopseudomonas palustris. Los
cuadrados grises indican la bacteria en la que el gen correspondiente presenta el motivo LexA.

En dicha Tabla no aparecen Rickettsia conorii ni Rickettsia prowazekii porque el programa,

siendo coherente con los resultados hasta ahora publicados (Dunkin y Wood, 1994), no encontró

ningún análogo a lexA en su genoma. Estos microorganismos, parásitos intracelulares estrictos,

habrían reducido su genoma al mínimo necesario para la supervivencia dentro del huésped, donde el

entorno no contendría sustancias mutagénicas que hicieran necesarias la existencia de un regulón

LexA.

En el resto de bacterias se observa la existencia de un amplio regulón LexA conservado

dentro de las proteobacterias Alfa en comparación con las Gamma: lexA, recA, ssb, yigN, uvrA y 

sulA1. En las proteobacterias Gamma, el regulón LexA conservado se limita a los genes lexA, recA y

recN (Erill et al., 2003).

Dentro de las posibles adiciones destacan los genes dnaE, moaA y ruvC, presentes en todos

los casos, y comM, menos representado pero con una interesante función que potenciaría la

competencia en una bacteria en situación de desventaja. Asimismo, cabe señalar que el gen situado

cerca de moaA, que en el presente trabajo se indica como moaAco, comparte motivo de unión a 

LexA en un número significativo de proteobacterias  Alfa.

95



3.3.3.2. Análisis de la expresión in vivo del regulón LexA

Con el objetivo de validar experimentalmente mediante ensayos in vivo los  resultados

conseguidos mediante el análisis biocomputacional, se seleccionaron 13 genes del microorganismo

Sinorhizobium meliloti que presentaban al menos una caja con un HI (índice de heterología) menor

que 6 (Tabla 3.3). Se determinó este valor como estándar porque, en una prueba sobre E. coli, al

añadir este valor al programa se obtuvo la máxima sensibilidad y especificidad, es decir, el programa

definió el máximo número de genes regulados que ya se conocían, y mostró menos genes no

definidos previamente (Erill et al., 2003).

Con el fin de realizar ensayos EMSA con los promotores de los genes seleccionados se

decidió clonar, sobreexpresar y purificar la proteína LexA de S. meliloti. Se amplificó la región

codificante del gen lexA de S. meliloti mediante los oligonucleótidos lexSmdwSal y lexSm+1Eco a

partir de su DNA genómico. Como resultado se obtuvo un fragmento de 713 pb con dianas EcoRI y

SalI en los extremos que fue clonado en el vector pGEM-TÑ y secuenciado. A continuación se 

procedió, como en los casos anteriores, a su liberación mediante una digestión con los enzimas de

restricción EcoRI y SalI y a su clonación en el vector pGEX-4T-1 para llevar a cabo la sobreexpresión

y purificación de la proteína LexA de S. meliloti (Fig.3.21).

Tabla 3.3. Genes de S. meliloti seleccionados para su estudio in vivo.

Nombre Locus Caja D1 HI2

lexA SMc01183 GTTCTTGATTTGTTT 21 2.30

GAACACATATGGAAC 47 3.11

comM SMc00420 GTTCTATCATTGTTC 139 5.29

dinP/dinB SMc01373 GTTCCGGATATGATC +6 6.54

GTTCAACATTTGTTC 5 3.66

dnaE SMc01375 GAACACGCAGTAAAC 102 7.82

GAACAGTAGCGGAAA 248 9.66

GAACAAAAAGGGAAC 259 0

GAACGGAAATAGAAC 270 4.15

moaA SMc00866 GTTCTTGATTTGTTC 65 0.72

moaAco3 SMc00865 GAACAAATCAAGAAC 101 1.92

parE SMc01018 ATTCGCCTTTTGTTC 118 5.60

ruvC SMc03967 GTTTTTGTTTTGTTC 44 1.75

sulA1 SMc03790 GAACATAACATGAAC +6 2.65

sulA2 SMa0888 GAACAAATACAGAAC +33 2.08

sulA1co4 SMc03791 GTTCATGTTATGTTC 135 3.13

yigN SMc01102 GTTCTCGTTTTGATC 35 3.68

SMc03093 SMc03093 GTTCTTGATTTGTTC 148 0.72

1 Distancia de la caja al inicio de traducción. Los valores positivos indican cajas
intragénicas.
2 Índice de heterología de cada motivo.
3 Este gen es adyacente al moaA. Durante todo el experimento se usó este
nombre.
4 Este gen es adyacente al sulA cromosómico. Durante todo el experimento se usó
este nombre.
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Figura 3.21. Sobreexpresión y purificación de la proteína de S. meliloti en E. coli. Las muestras fueron 
visualizadas en un gel de poliacrilamida SDS al 13%. En la imagen se presentan extractos crudos de células E.
coli BL21-CodonPlus (DE3) llevando el plásmido pGEX-4TLexA en ausencia (-) o en presencia (+) de IPTG
(isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside). También se observa la proteína LexA purificada. Los marcadores de peso
molecular están indicados en el lado izquierdo de la imagen en kilodaltons.

Paralelamente se amplificaron los promotores de los genes seleccionados las parejas de 

oligonucleótidos descritos en la Tabla 2.2. Una vez amplificados, clonados en pGEMT-TÑ y 

secuenciados, todos estos fragmentos sirvieron de competidores para la unión de plexA-LexA

(Fig.3.22).

Figura 3.22. Movilidad electroforética del promotor lexA de S. meliloti sin (-) y con (+) proteína LexA purificada
del mismo microorganismo en presencia de promotores que contienen una posible caja LexA de este
microorganismo. En los siguientes pozos se observa el efecto que tiene en dicha unión la adición de 1 mg de 
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fragmentos de promotores sin marcar con digoxigenina. Como se puede observar, dichos fragmentos deshacen el
retraso, por lo que se puede afirmar que compiten con el promotor lexA marcado por unirse a la proteína LexA.

Tal y como muestra la Figura 3.22, todas las regiones promotoras de los genes indicados en

la Tabla 3.2 se unen a la proteína LexA. A continuación nos propusimos estudiar la expresión in vivo

de estos genes en condiciones inductoras del sistema SOS. Para llevarlo a cabo, como en el caso de

G. sulfurreducens, se realizó una inducción de S. meliloti con 20 mg/ml de mitomicina C durante 6

horas y se extrajo su RNA mediante el quit QuiagenÑ tal y como se describe en el punto 2.5.1.2 del

apartado de Material y Métodos.

Paralelamente se diseñaron las parejas de oligonucleótidos adecuados para amplificar la

región interna de cada gen a estudiar, entre los que se encontraba una que permitía amplificar la

región interna del gen codificante de la treonina sintetasa, cuyo producto se utilizó como estándar 

para la RT cuantitativa a tiempo real. Los resultados obtenidos mediante el ensayo que procedió a 

continuación se indican en la Tabla 3.4 y muestran que existe inducción en todos los casos. 

Tabla 3.4. Análisis cuantitativo de la evolución de diferentes genes de S. meliloti tras ser tratada con mitomicina

C.

Gen Niveles sin
mitomicina C1

Niveles con
mitomicina C1

Factor de Inducción2

lexA 2,18E-01 2,67 12,26
comM 9,3E-02 2,1 22,62
dinB 5,09E-01 86,82     170,65
dnaE 3,02E-02 4,82E-02 1,6
moaA 3,71E-02 5,94E-01 16,02

moaAco 4,23E-01 1,7 4,02
parE 5,61E-02 1,51E-01 2,7
ruvC 1,4E-02 7,1E-03 5,2

sulAcr 2,11E-02 1,22 58,00
sulApl 5,7E-03 9,33E-01 164,17

sulAcrco 7,46E-01 1,86 2,49
yigN 1,53E-01 2,03 13,30

SMc3093 2E-04 6,05E-2 300,62

1  Cifras en unidades relativas a la concentración del RNA del gen thrC, utilizado como estándar.
2 El factor fue calculado dividiendo los valores relativos de la concentración de RNA de los genes indicados
referidos al nivel de RNA del 16SrRNA con y sin mitomicina C. En todos los casos, los datos presentados son la
media de tres PCR independientes y la desviación estándar de cada valor nunca superó el 10%.

Esta inducción validó los resultados de S. meliloti obtenidos biocomputacionalmente, y, por 

lo tanto, permitieron otorgar un alto grado de fiabilidad a los obtenidos en el resto de

microorganismos.

De esta forma, el motivo de unión de LexA en S. meliloti quedó definido por la secuencia

consenso RAWC N7 RAAH.
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3.3.4. Análisis en bacterias gram positivas 

Publicaciones previas habrían identificado los motivos de unión a LexA de Bacillus subtilis

(Winterling et al., 1997) y de Mycobacterium tuberculosis (Davis et al., 2002). A partir de estos 

datos y, como en el punto anterior, se procedió a seleccionar un grupo de microorganismos 

perteneciente a las bacterias gram positivas para proceder a su análisis biocomputacional. Se 

procuró realizar el estudio sobre bacterias representantes del mayor número posible de clases, por lo 

que finalmente fueron seleccionadas 24 cepas pertenecientes a 21 especies: Mycobacterium leprae, 

Mycobacterium tuberculosis CDC 1551, Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Streptomyces coelicolor, 

Corynebacterium efficiens y Corynebacterium glutamicun como representantes de los 

actinomicetales; Bifidobacterium longum como respresentante de los bifidobacteriales; Bacillus 

subtilis, Bacillus halodurans y Bacillus anthracis de los Bacillaceae; Listeria innocua y Listeria 

monocytogenes de los Listeria; Staphylococcus aureus MW2, Staphylococcus aureus Mu50, 

Staphylococcus aureus N315 y Staphylococcus epidermidis como representantes de los 

Staphylococcus; Clostridium acetobutylicum, Clostridium perfringens y Clostridium tetani de los 

Clostridia; y Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes y Lactococcus lactis.

3.3.4.1. Contenido del regulón LexA 

De la misma manera que en el estudio de las proteobacterias Alfa, se realizó el estudio 

biocomputacional sobre los microorganismos arriba descritos. Los resultados se representan en la 

Tabla 3.5. 

 En dicha Tabla no se muestran los resultados correspondientes a Steptococcus agalactiae, 

Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes y Lactococcus lactis 

porque el estudio no reveló la presencia de gen lexA en ninguno de ellos.  

 Asimismo, se observa que el regulón LexA conservado en los diferentes grupos es bastante 

reducido, restringido a los genes lexA y recA. Esto es lógico teniendo en cuenta el alto número de 

microorganismos estudiados procedentes de muy diversos grupos taxonómicos.  

 Si se pasa a analizar los resultados de forma particular, se observa un regulón LexA 

conservado bastante extenso en el género Listeria, el formado por los genes lexA, recA, dinB, uvrB y

ruvA. Asimismo, en el resto de grupos los genes dinB, uvrB y ruvA son los que más frecuentemente 

se hayan con un motivo LexA predecible en su promotor. 

 Al analizar los resultados también se observan conjuntos de genes que, aunque 

tradicionalmente no se han descrito como genes SOS, nuestro estudio indica como posibles adiciones 

al regulón LexA. Estos genes se presentan agrupados según la filogenia, y a continuación se 

comentan los más significativos: 

i) En Actinomicetales se observan los genes trpD y appC. El gen trpC codifica una proteína 

que cataliza la síntesis de antranilato, sustancia usada como protector frente a ultravioleta 

en la industria cosmética.  
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ii) En Bacillaceae y Listeria es común el gen pcrA, que codifica una helicasa.

iii) xerD, udk, sbcD y MW2098 son posibles adiciones en la familia Staphylococcus, que

codifican, respectivamente, una recombinasa específica de lugar, una uridina

deoxiribonucleosido quinasa, una exonucleasa y una hidrolasa dependiente de metal.

iv) czrA es un gen frecuentemente encontrado en los grupos Staphylococcus y Clostridia,

y codifica un represor del transporte de zinc.

Desde un punto de vista global parece ser que, al igual que en el caso de proteobacterias

Alfa, las bacterias patógenas presentan un regulón LexA menos desarrollado, como es el caso 

de Mycobacterium y Staphylococcus.

3.3.4.2. Análisis de la expresión in vivo del regulón LexA

Al igual que en el caso de proteobacterias Alfa, se diseñaron diferentes experimentos

para validar los resultados obtenidos.  En este caso el microorganismo escogido fue Bacillus

subtilis, debido a que se disponía tanto de la cepa como de la proteína purificada. Así, y debido

a que el número de genes con caja LexA es menor que en el caso de S. meliloti, se decidió

comprobar la funcionalidad in vivo de todos los motivos LexA encontrados. Dichos motivos se 

indican en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Genes de B. subtilis candidatos para su estudio in vivo

Nombre Locus Caja D1

lexA Bsu1786 GAACCTATGTTT 59
GAACAAACGTTT 88
GAATGTTTGTTC 125

dinB2
Bsu0563 GAACTCATGTTC 43

recA2
Bsu1695 GAATATGCGTTC 87

GAAAAACAGTTC 16
uvrB2

Bsu3514 GAACTTTAGTTC 79
ruvA Bsu2770 GAACATATGTTA 66
dnaE Bsu2919 GAACATTTGTTT 63
appC Bsu1141 GAACAAATTTTC 180
pcrA Bsu0662 GAACGTATGTTT 23
recQ Bsu2301 GAACAGCGGTTC 47
uvrC Bsu2845 AAACAAACGTTC 46
recO Bsu2524 GAACGTATTTTC 152
recR Bsu0021 AAACAGCGGTTC +77
yneA2

Bsu1787 AAACATAGGTTC 70
GAACAAACATTC 4

tagC2
Bsu3575 GAACAAGTGTTC 87

GAACGTATGTTT 57
1 Distancia de la caja al inicio de traducción. Los valores positivos
indican cajas intragénicas.
2 Genes cuya pertenencia al regulón LexA ya ha sido descrita y 
demostrada con anterioridad (Marrero y Yasbin, 1988; Raymond-
Denise y Guillen, 1991; Cheo et al., 1991; Kawai et al., 2003).
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Descartados los genes que con anterioridad ya estaban descritos como pertenecientes al

regulón LexA, se procedió al estudio de la capacidad de unión de los 9 genes restantes a la

proteína LexA. Para llevarlo a cabo se diseñaron los oligonucleótidos indicados en la Tabla 2.2.2,

se amplificaron mediante PCR fragmentos de la región promotora de cada gen que contenía el 

motivo de unión y se clonó en el vector pGEM-TÑ. Tras su secuenciación se amplificaron y 

purificaron para proceder a su utilización en un ensayo EMSA (Figura 3.23).

Figura 3.23. Movilidad electroforética del promotor lexA de B. subtilis sin (-) y con (+) 5 ng de proteína
LexA purificada del mismo microorganismo en presencia de promotores que contienen una posible caja
LexA de este microorganismo. En los siguientes pozos se observa el efecto que tiene en dicha unión la
adición de fragmentos de promotores sin marcar con digoxigenina. Como se puede observar, dichos
fragmentos deshacen el retraso, por lo que se puede afirmar que compiten con el promotor lexA marcado
por unirse a la proteína LexA.

Tal y como muestra la Figura 3.23, todas las regiones promotoras de los genes

indicados en la Tabla 3.6 se unen a la proteína LexA. A continuación, de manera similar a la

llevada a cabo en el caso de S. meliloti, se propuso estudiar la expresión in vivo de estos genes

en condiciones inductoras del sistema SOS.

Con esta intención se diseñaron oligonucleótidos para amplificar un fragmento de entre 

200 y 300 pb de la región interna de cada gen. Dichos oligonucleótidos fueron destinados a un 

estudio de RT-PCR cuantitativa a tiempo real, en el que el RNA de estudio fue el obtenido,

mediante el quit QuiagenÑ (punto 2.5.1.2), de células B. subtilis tras un tratamiento con 20 

mg/ml de mitomicina C durante 1,5 horas.  RNA procedente de células sin tratar también fue

necesario para comparar ambos niveles de expresión y deducir el comportamiento de los genes 

estudiados frente a situaciones inductoras del sistema LexA. 

Los resultados obtenidos en dicho estudio corroboraron los reflejados en el ensayo 

EMSA (Fig. 3.23), observándose inducción en todos los casos. Así pues, se validaron los

resultados de B. subtilis obtenidos biocomputacionalmente lo que, al igual que en el caso de las

proteobacterias Alfa, otorgó un alto grado de fiabilidad a los obtenidos en el resto de

microorganismos.
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En el caso particular de B. subtilis, el motivo consenso de unión a LexA quedó definido 

como RAAH N4 DTTH.
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4. Discusión 

Los resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo, resumidos en la Tabla 4.1,

nos indicaron la existencia de regulones LexA muy diversos según la especie e incluso con

pequeñas variaciones entre cepas. Asimismo, se observaron patrones de expresión no 

descritos hasta la fecha. Este es el caso de G. sulfurreducens, cuyo estudio reveló que la

transcripción de cada gen lexA se haya unida a su respectivo gen dinB siendo la primera

especie bacteriana descrita con esta organización genética. En E. coli el gen lexD es el que se

encuentra detrás del gen lexA (Miki et al., 1984);  y en Xylella fastidiosa es recA el que sigue

a lexA (Campoy et al., 2002). Una búsqueda TBLASTN por el genoma de Geobacter

metallireducens (http://www.jgi.doe.gov) con la proteína LexA1 de G. sulfurreducens como

sonda reveló que el gen dinB también se encuentra inmediatamente detrás del gen lexA en

esta especie. Este hecho podría indicar que la presencia de una sola unidad transcripcional

que comprende ambos genes lexA y dinB es una característica común en el género

Geobacter. No obstante, a diferencia de G. sulfurreducens, no se detectó una segunda copia

del operón lexA-dinB en G. metallireducens. Debido a que el genoma de este

microorganismo aún no está completamente secuenciado, no se puede descartar su posible

existencia. El contenido G+C de los genes lexA2 de G. sulfurreducens y el lexA de G.

metallireducens, al igual que el de sus entornos, es aproximadamente del 65%, mientras

que el del gen lexA1 es solamente del 56%. Esta diferencia no nos permite excluir una

posible incorporación del gen lexA1 mediante transferencia horizontal.

Algunos regulones estudiados, como el de G. sulfurreducens y F. nucleatum, han 

resultado ser bastante reducidos. Ambos incluyen únicamente los respectivos genes lexA y 

dinB. El gen recA de G. sulfurreducens es el primero que, perteneciendo a un 

microorganismo con proteína LexA, no es inducible por daño en el DNA. El gen recA de

Porphyromonas gingivalis tampoco es estimulado por daño en el DNA (Liu et al., 2001), pero

en la secuencia completa de este microorganismo no se encontró ningún gen lexA

(http://www.tigr.org). El gran potencial mutagénico del entorno al que se ve sometido

G. sulfurreducens podría haber dirigido un proceso evolutivo hacia una síntesis constitutiva

de RecA, que, tal y como se indica en la introducción, es una de las proteínas más

importantes implicadas en la reparación mediante recombinación en bacterias. De hecho, el

nivel transcripcional del gen recA de G. sulfurreducens demostró ser muy superior tanto al

de lexA como al de trpA (Fig. 3.14).

En el caso de F. nucleatum también nos encontramos con un gen recA no regulado

por LexA (Fig.3.20) pero, a diferencia del perteneciente a G. sulfurreducens, es inducible por

daño en el DNA (Tabla 3.1), aunque en grado menor al de los genes lexA y dinB. Una posible

explicación sería la existencia de un segundo gen lexA funcional, que controlaría a el gen 

recA, pero búsquedas biocomputacionales no han dado ningún resultado en este sentido.

Ante este hecho, la posible existencia de un segundo mecanismo de respuesta al daño en el

DNA, a parte del clásico controlado por LexA, ha sido apuntada por algunos autores (Brooks

et al., 2001). El hecho que en G. sulfurreducens el gen recA no se encontrara tampoco

reacciones
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Tabla 4.1. Composición génica del regulón LexA en los microorganismos analizados en el presente trabajo.
Genoma1 Regulación Reparación2 Ciclo celular Metabólicos2 2 Competencia2

Caulobacterales
Caulobacter crescentus lexA recA ssb uvrA  uvrD  recN  uvrB  dnaE  recG rhlE-2 recJ nth sulA1 sulA2  ftsK ftsY moaA  hflX comM  ibpA cheW
Rhizobiales
Brucella melitensis lexA recA ssb  uvrA dinB uvrD  dnaE  ruvC  recG rhlE-2 recJ  nth

parE
sulA ftsY moaA

Brucella suis lexA recA ssb uvrA  dinB ruvC recG  rhlE-2 recJ mfd xerD parE sulA. moaA hflX comM  ibpA cheW
Agrobacterium tumefaciens lexA recA ssb uvrA  dinB uvrD  recN  uvrB  dnaE  ruvC recG

rhlE-2 nth mfd
sulA  ftsY moaA  hflX comM  ibpA

Mesorhizobium loti lexA recA ssb uvrA  dinB  recN dnaE  ruvC  recG  recJ xerD parE sulA  ftsY moaA comM
Sinorhizobium meliloti lexA recA ssb uvrA  dinB uvrD ruvA dnaE ruvC  nth  mfd parE sulA1 sulA2 ftsK moaA hflX comM  ibpA cheW
Bradyrhizobium japonicum lexA recA ssb  uvrA  dnaE ruvC sulA moaA comM
Rhodopseudomonas palustris lexA recA ssb uvrA dnaE ruvC sulA moaA
Rickettsiales
Rickettsia conorii -----3

a

Ricketsia prowazekii -----3

Fusobacterales
Fusobacterium nucleatum lexA dinB
Desulfuromonadalesd Geobacter sulfurreducens lexA1  lexA2 dinB1  dinB2
Bacillales
Bacillus subtilis lexA  recA ssb  dinB  uvrB ruvA  dnaE pcrA  recQ  uvrC recO recR appC
Bacillus halodurans lexA  recA ssb  dinB  uvrA uvrB  dnaB pcrA  recR ftsK
Bacillus anthracis lexA  recA dinB  ruvA  ruvB  uvrC impB/mucB
Listeria innocua lexA  recA dinB  uvrB  ruvA  dnaE  radA  pcrA  uvrC
Listeria monocytogenes lexA  recA dinB  uvrB  ruvA  dnaE  pcrA  recQ  uvrC
Staphylococcus aureus MW2 lexA  recA uvrB  dnaA  xerD  sbcD  xerC impB/mucB  czrA udk rpsF
Staphylococcus aureus Mu50 lexA  recA dinB  uvrB xerD  sbcD  xerC czrA  udk rpsF
Staphylococcus aureus N315 lexA  recA uvrB  xerD  sbcD  xerC impB/mucB czrA udk rpsF
Staphylococcus epidermidis lexA  recA dinB  uvrB  dnaA sbcD czrA  udk
Clostridiales
Clostridium perfringens lexA recA ssb  dinB  pcrA  recO recQ czrA
Clostridium acetobutylicum lexA recA uvrB czrA
Clostridium tetani lexA recA dinB ftsK
Lactobacillales
Streptococcus agalactiae -----3

Streptococcus mutans -----3

Streptococcus pneumoniae -----3

Streptococcus pyogenes -----3

Lactococcus lactis -----3

B
a
jo

 G
+

C

Micoplasmatales -----3

Actinomicetales
Corynebacterium glutamicum lexA recA ssb recN  ruvB uvrD  radA  dnaA impB/mucB
Corynebacterium efficiens lexA recA ssb dnaE
Streptomyces coelicolor lexA recA uvrA  dnaE pcrA trpD appC
Mycobacterium leprae lexA recA recN dnaE dnaB trpD appC
Mycobacterium tuberculosis CDC
1551

lexA recA ruvC  dnaB ftsK trpD appC

Mycobacterium tuberculosis
H37Rv

lexA recA ruvC dnaB trpD appC

Bifidobacteriales

A
lt

o
 G

+
C

Bifidobacterium longum lexA recA
1 Microorganismos listados por ordenes de acuerdo con el Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology. En colores se indica el hábitat correspondiente
ambiental (azul), plantas (verde), animales(rojos si son patógenos obligados o naranja si pueden tener vida libre).
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regulado por LexA, indica la existencia de regulones LexA atípicos, cuya cascada de 

reacciones está por dilucidar. En este caso, en el entorno natural de F. nucleatum,

(orofaringe, tracto gastrointestinal y genitourinario) es de esperar que los desencadenantes

del tradicional sistema SOS (ultravioleta, mutágenos) no sean muy frecuentes, por lo que la

existencia de un regulón SOS reducido y, en cierta manera, atípico, sería lógico. De hecho, 

recientemente se ha descrito en M. tuberculosis genes inducibles por daño en el DNA

mediante un mecanismo independiente a RecA (Rand et al., 2003).

Sin embargo, estos dos microorganismos no son los únicos con un regulón LexA 

reducido. En el caso de X. fastidiosa (Campoy et al., 2002) solamente la unidad

transcripcional lexA-recA y un gen que codifica una posible metilasa se encuentran bajo el

control directo de la proteína LexA. A parte de G. sulfurreducens y F. nucleatum, otros

microorganismos estudiados en el presente trabajo han resultado presentar un regulón LexA

con pocos componentes. Es el caso, por ejemplo,  de los pertenecientes a los géneros 

Clostridium y Mycobacterium.

Los resultados globales demuestran la existencia de un regulón LexA flexible, que a

lo largo de la evolución ha ido aumentando o perdiendo genes bajo su control. Estudios

recientes describen la evolución de los diferentes grupos bacterianos a partir de un ancestro

común (Gupta et al., 2002), describiendo su orden filogenético como se indica a 

continuación:

Gram-positivas con bajo %G+C

Gram positivas con alto %G+C

Clostridium-Fusobacteria-Thermotoga

Deinococcus-Thermus-Bacterias verdes no del azufre

Cianobacterias

Espiroquetas

Clamidia-Citofaga-Bacteroides-Bacterias verdes del azufre 

Aquifex

Proteobacteria e y d

Proteobacteria a

Proteobacteria b

Proteobacteria g
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Según dicho orden, la tendencia general del regulón LexA a lo largo de la evolución

habría sido la de aumentar progresivamente sus componentes. No obstante, dentro de cada

grupo existe cierta diversidad. Con el fin de averiguar si la composición del regulón LexA

estaba relacionado con el entorno del microorganismo, en la Tabla 4.1 se procedió a indicar,

mediante colores, si el entorno de la bacteria es ambiental (azul), vegetal (verde), animal

y/o humana patógena oportunista o no (naranja) y animal y/o humana patógena obligada

(rojo). En general, bacterias patógenas muy dependientes del huésped presentaron un

regulón LexA muy reducido o inexistente. Este es el caso de Rickettsiales dentro de las

proteobacterias Alfa, y de los Micoplasmatales dentro de las bacterias gram positivas.

En cambio, un género como Brucella, cuyos componentes son patógenos animales y 

humanos que han visto disminuido el tamaño de su genoma (Delrue et al., 2004), resultaron

presentar un regulón LexA bastante desarrollado.

A grandes rasgos parece influir más el grupo taxonómico al que pertenece que el

entorno en el que se desarrolla el microorganismo. Por esto, y de acuerdo con trabajos

precedentes (Erill et al., 2003), el uso de la composición del regulón LexA como marcador

filogenético sería totalmente válido.

De entre los genes pertenecientes a dicho regulón y comunes para todas las

proteobacterias Alfa estudiadas que poseen regulón LexA se encuentraron los genes

reguladores lexA y recA, el gen codificante de la proteína de unión a DNA de cadena sencilla

ssb, un componente del complejo de reparación por escisión (uvrA) y el inhibidor de

filamentación celular sulA. Otros genes se hallaron en un gran número de microorganismos,

si bien no en todos. Es el caso de la DNA polimerasa IV (dinB), y otro componente del

complejo de reparación por escisión (uvrD). Por lo tanto, queda patente la importancia de la

DNA polimerasa IV como integrante del regulón LexA. Su ubicuidad dentro del dominio

Bacteria como perteneciente a dicho regulón, se observa al haberse descrito también en 

proteobacterias Gamma (Erill et al., 2003), y al hallarse en el presente estudio en

proteobacterias Alfa, en G. sulfurreducens y en F. nucleatum, así como en bacterias gram

positivas. De hecho, estudios recientes describen la importancia de la actividad de este gen

para la supervivencia celular y el mantenimiento de la fitness a lo largo de la evolución

(Bjedov et al., 2003).

En cambio, otros genes típicos del regulón LexA en E. coli, como ftsK que codifica

una proteína de división celular que participa, juntamente con XerD y XerC, en la resolución

de dímeros (Massey et al., 2004), y un componente de la reacción de reactivación de

horquillas de replicación bloqueadas (ruvA), pertenecen al regulón LexA de únicamente dos

proteobacterias Alfa, S. meliloti y C. crescentus. De hecho, son estos dos microorganismos

los que poseen un regulón LexA más desarrollado y parecido al descrito para E. coli. En 

cambio, xerC y xerD, que en E. coli no forman parte del regulón LexA, si que se encontraron

en el regulón en varias Bacillales.

Asimismo, genes que hasta ahora no se habían descrito como genes SOS (Tabla 4.1)

se encuentran ampliamente representados en las proteobacterias Alfa. En este grupo

tenemos el que codifica la proteína de biosíntesis del cofactor de molibdeno, moaA, la 

subunidad a de la DNA polimerasa III (dnaE) y una resolvasa (ruvC). El gen dnaE también
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forma parte del regulón LexA de algunas bacterias gram positivas. La inclusión de la DNA 

polimerasa III dentro del sistema SOS de grupos filogenéticos anteriores a las

proteobacterias Alfa significaría una gran diferencia en cuanto a la organización genética de

este grupo del dominio Bacteria con respecto a lo descrito en especies como E. coli, donde

es la enzima de replicación cromosómica más destacada (McHenry, 1991). Esto podría

señalar hacia una evolución de las DNA polimerasas en las que algunas de ellas, como la

DNA polimerasa III, hubiese ido perdiendo su papel inicial como integrante de la respuesta

SOS para pasar a dedicarse únicamente a la replicación cromosómica en las proteobacterias

Gamma.

En las bacterias gram positivas estudiadas también se observaron genes

pertenecientes al regulón LexA no descritos hasta ahora. Este es el caso, por ejemplo, del

gen pcrA, que codifica una helicasa esencial de bacterias gram positivas, aunque su papel

preciso en el metabolismo celular del DNA aún es desconocido (Anand et al., 2004). Los

resultados obtenidos en el presente trabajo le adjudican un papel como componente del

regulón LexA en 6 de las 18 bacterias gram positivas estudiadas y que resultaron poseer un

sistema SOS análogo.

Por otro lado, cabe destacar el descubrimiento del gen sbcD como integrante del

regulón LexA en los microorganismos del género Staphylococcus. Homólogos a SbcC y SbcD

se encuentran en muchas bacterias y siempre se encuentran juntas. Por tanto, la interacción

de estas proteinas parece que se ha conservado a lo largo del tiempo (Eisen et al., 1999).

Dada la homología existente entre estas proteínas y MRE11/RAD50 (que se encuentran en 

eucariotas y en las Archaea), se puede pensar que se trataban se proteínas antiguas y que

su ausencia en determinadas especies se debe a una pérdida genética (Eisen et al., 1999).

Teniendo en cuenta los problemas sanitarios que infecciones provocadas por Staphylococcus

producen hoy en dia, profundizar en las funciones que este componente del regulón LexA

pudiera ejercer durante la infección podría ser interesante para futuras aplicaciones

sanitarias.

Otro gen controlado por LexA en microorganismos de un grupo muy específico, los

Actinomicetales, fue el trpD. En microorganismos como B. subtilis y E. coli, los genes trp

estan regulados negativamente por el producto de la via en la que participan y, además,

todos ellos se encuentran juntos en un único operón (Hu et al., 1999). En cambio, en S.

coelicolor el gen trpD se encuentra a parte.  La proteína codificada por trpD cataliza la

reacción de síntesis de un intermediario de la vía de biosíntesis de los aminoácidos

aromáticos triptófano, tirosina y fenilalanina a partir de corismato. Este intermediario es el

antranilato, cuyo derivado N-acetil-metil antranilato tiene propiedades fotoprotectoras

(Beeby y Jones, 2001). Aunque ninguna publicación relaciona el antranilato bacteriano con 

su compuesto derivado usado en la industria química, es sumamente sugerente que la

síntesis de un compuesto con posibles características fotoprotectoras se halle bajo el control

de la respuesta SOS, ya que supondría una barrera más de defensa ante los daños de la luz

ultravioleta para este grupo de microorganismos.

En general, cada especie presenta un regulón LexA diferente según su clasificación

filogenética y sus características particulares. La flexibilidad en su composición, a veces muy
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alejada de la clásica de E. coli,  abre las puertas a futuros estudios sobre la variabilidad de la 

respuesta SOS en el mundo bacteriano. 
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5. Conclusiones 

1. G. sulfurreducens posee dos unidades transcripcionales lexA-dinB independientes y

cuyas respectivas proteínas LexA1 y LexA2 se unen al mismo motivo de secuencia

GTT N2 C N4 G N3 ACC.

2. El gen recA de G. sulfurreducens no está bajo el control de ninguna de las dos

proteínas LexA, y su expresión es constitutiva frente al daño en el DNA.

3. El regulón LexA de G. sulfurreducens tan sólo está constituido por las dos unidades

transcripcionales lexA-dinB.

4. Mediante ensayos de movilidad electroforética, mutagénesis dirigida y footprinting,

se ha demostrado que el motivo TRTAM N10 TACA es a la caja LexA de F. nucleatum.

5. La proteína LexA de F. nucleatum no se une al promotor de su gen recA a pesar de 

que éste es inducible por mitomicina C. Por lo tanto el gen recA no forma parte del

regulón LexA de F. nucleatum que tan sólo está compuesto por lexA y dinB.

6. Mediante análisis in silico hemos demostrado que las proteobacterias Alfa estudiadas

poseen unos regulones LexA cuyos genes comunes son: lexA, recA, ssb, yigN, uvrA,

sulA y moaA, estando a su vez muy representados los genes dinB, dnaE, ruvC y

comM.

7. Los estudios in silico realizados sobre bacterias gram positivas han permitido

identificar posibles nuevos genes regulados por LexA, como appC en M.leprae, pcrA

en B. subtilis, y sbcD, xerD y czrA en S. aureus.

8. El conjunto de resultados obtenidos en el análisis de la constitución del regulón LexA

de diferentes especies bacterianas pone de manifiesto que éste presenta una

extraordinaria variabilidad, sugiriendo la existencia de transferencia génica horizontal

en su evolución.
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