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Resumen

La integridad del DNA es importante para el optimo desarrollo de los organismos, por lo que estos
cuentan con proteinas que reparan el dafio que sufre su material genético, los cuales pueden ser
controlados por proteinas que disparan respuestas celulares a estrés, denominadas “checkpoints”. La
proteina DisA verifica el estado de dafio del cromosoma de las esporas de B. subtilis durante su retorno
al crecimiento vegetativo. DisA detiene la replicacién hasta que las lesiones genéticas, presumiblemente
promovidas por estrés oxidativo, son eliminadas. Con la finalidad de estudiar la relacion de DisA con los
sistemas de reparacion involucrados en este evento, se obtuvo una construcciéon génica para expresar
al gen disA desde un promotor inducible por el analogo de la lactosa IPTG. Para tal fin, se utilizé el
pldsmido integrativo pDR111 y como huéspedes cepas de E.coli con distintos fondos genéticos.

Abstract

DNA integrity is essential for the optimal development of all living forms; therefore, organisms count with
DNA repair systems whose activity can be under control of checkpoint proteins. The checkpoint protein
DisA verifies the damage state of the spore’s chromosomes during its return to vegetative growth. This
protein halts replication until all DNA damage, presumably inflicted by oxidative stress, is eliminated. To
investigate the interconnection between DisA with the repair pathways involved in this checkpoint event,
a construct to express disA from an IPTG-inducible promoter was generated in the integrative plasmid
pDR111 using as hosts E. coli strains with distinct genetic backgrounds.

Palabras Clave Bacillus subtilis; disA; checkpoint; esporas; dafio al DNA.
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INTRODUCCION

Todas las células deben copiar con precisién y
mantener la estabilidad de su material genético
para garantizar la transmision fiel a sus
descendientes. Todas las formas vivientes desde
las bacterias hasta los humanos poseen distintos
mecanismos dedicados al reconocimiento y la
reparacién de lesiones infringidas por factores
intra- y extra-celulares a su genoma.

La luz UV, altas temperaturas, la desecacion,
productos quimicos oxidantes y farmacos
genotoxicos tienen la capacidad de ocasionar
lesiones a la estructura del DNA y sus precursores
provocando mutaciones [1-3].

Bacillus subtilis, el microorganismo Gram-positivo
mejor caracterizado, bajo situaciones de estrés
nutricional puede experimentar un proceso de
diferenciacion que culmina en la formacién de un
tipo de célula en estado latente llamado espora [4-
6]. Debido a su capacidad de sobrevivir durante
largos periodos de inactividad metabdlica, las
esporas de B. subtilis representan un excelente
modelo para estudiar las consecuencias de la
larga exposicion a los factores ambientales que
dafian el DNA [1-3]. La estructura de las esporas
permite  su supervivencia bajo condiciones
ambientales extremas. Cuando las condiciones
son apropiadas, las esporas germinan para
regresar al crecimiento vegetativo [7].

La presencia de lesiones en el genoma de las
esporas puede afectar procesos vitales como la
transcripcion 'y la replicacion durante la
germinacidn/eclosion [9]. Por carecer de un
metabolismo activo, las esporas del género
Bacillus eliminan el dafio acumulado en su
genoma durante la germinacién/eclosién mediante
distintos sistemas de reparacion [2,3,8].

Se ha reportado que la presencia de lesiones en el
cromosoma de las esporas de B. subtilis activan
un evento de “checkpoint” dependiente de la
proteina DisA. Se conoce que esta proteina
retrasa la replicacion hasta que el dafio genético
ha sido eliminado, para proceder con el proceso
de eclosion [10].

Trabajo previo enfocado en demostrar la relacion
de DisA con sistemas de reparacion de DNA
mostrdé que la falta de uvrA del sistema NER y
disA, retardan el regreso de las esporas al
crecimiento vegetativo. Para adicionar evidencia
que sustente la participacién de DisA en controlar
los eventos de reparacién que ocurren durante la
germinacién/eclosion de las esporas de B. subtilis,
en el presente trabajo se generd una construccion
que permite expresar a disA desde un promotor
inducible por IPTG.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidos y condiciones

de crecimiento

En las tablas 1 y 2 se muestran las cepas y los
plasmidos que se emplearon en este estudio. El
crecimiento de las cepas se realiz6 en Medio
Luria-Bertani (LB). Cuando se requiri6, el medio
fue suplementado con los siguientes antibiéticos:
Ampicilina (Amp) 100 ug/mL, Kanamicina (Kn) 50
pg/mL, Tetraciclina (Tc) 100 pg/mL, Eritromicina
(Eri) 5 pg/mL y Espectinomicina (Sp) 100 pg/mL.

La preparacion de células competentes de E coli y
B. subtillis y su transformacion con DNA se efectuo
de acuerdo a los métodos descritos por Sambrook
y col. (1989) y Boylan y col. (1972),
respectivamente [11,12]. La obtencion de DNA
plasmidico a pequefa escala, la manipulacion
enzimatica y el andlisis electroforético de DNA en
geles de agarosa se llev6 a cabo utilizando
técnicas estandar [11].

Tabla 1: Cepas y plasmidos utilizadas en este estudio
CEPA GENOTIPO O FENOTIPO REFERENCIA

B. subtilis
168 Silvestre (Trp’) p(éeRpl\eriZb
PERM733 B. subtilis deficiente en disA p(éeRpﬁrLigb
E. coli
PERM100 E.coli DH5a P(I;eRpl\irLigb
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. Cepario GG corte para Sall (subrayado)
PERM118 E.coli SURE PERMLab
758 Oligonucledtido reverso
318 Mantiene los plasmidos enun | New England GCAGGCTAG | ubicado a 150 pb rio abajo
PERM31 bajo ntimero de copias. BioLabs CGTACAAACA | del codon de terminacion del
ATTCAGGTAT | marco de lectura abierto
E.coli DH5a conteniendo el . CA disA, posee sitio de corte
PERML1532 plasmido pPERM1532; AmpR Este estudio para Nhel (subrayado)
E.coli Sure conteniendo el .
PERM1534 plasmido pPERM1534; Amp?. Este estudio )
E.coli PERM318 conteniendo el RESULTADOS Y DISCUSION
PERM1535 plésmido pPERM1535: Amp?. Este estudio
Replicacidn in vitro, clonacion del gen disA
de B. subtilis
Tabla 2: Plasmidos empleados en este estudio Mediante PCR, se amplificé el marco de lectura
PLASMIDO DESCRIPCION REFERENCIA abierto del gen disA a partir del DNA cromosomico
‘ ‘ de B. subtilis 168. Para ello, se utilizaron los
pJET 1.2 Vector de clonacion; AmpR | Thermo Scientific oligonucledtidos 757 y 758 (Tabla 3) y Vent® DNA
_ _ polimerasa, empleando un gradiente de
pDRI11 | Vectorde expresion integrativo Donado por temperatura en la etapa de alineamiento. Los
para B.subtilis David Rudner productos obtenidos de estas reacciones se
PPERMI532 |  pIET 12+ disA, AmpR Este estudio analizaron en un gel de agarosa al 1%. Los
resultados en la Figura 1 muestran la amplificacion
pPERM1534 pDR111 + disA, AmpR Este estudio de un producto mayoritario con el tamafio
PERMIEE DR1117 JeA AR Esie oSl esperado (~1200 pb) en todas las temperaturas de
P P ISR, AMp ste estudio alineamiento utilizadas.

Caracterizacion molecular de las cepas
transformantes

Las construcciones génicas se verificaron
mediante andlisis de restriccion de
minipreparaciones de DNA en geles de agarosa al
1% tefnidos con bromuro de etidio, para constatar
la liberaciéon del fragmento disA (1200 pb) de los
vectores (pJetl.2 y pDR11) utilizando las enzimas
Bglll, Nhel y Sall. La insercion de disA en el vector
pDR111 también fue corroborada mediante
amplificacion por PCR utilizando los
oligonucleétidos 757 y 758 (Tabla 3), empleando
Taq DNA polimerasa (New Englad Biolabs).

Tabla 3: Oligonucledtidos utilizados en este estudio

SECUENCIA :
DESCRIPCION

OLIGONUCLEOTIDO

5-3

6cASICGA | L0 e e
& CATGGAAAAA codon del rgarco de Izctura
GAGAAAAAA

abierto de disA con sitio de

M 1 2 3 4 5

~ 1200 pb

Figura 1. Andlisis electroforético en un gel de agarosa al 1% del
producto de PCR (gen disA de B.subtilis). Carriles 1, 2, 3, 4y 5,
temperaturas de alineamiento de 50, 55, 60, 65 y 70 °C
respectivamente.

Generacidn de una construccidn parala
sobreexpresion del gen disA

El gen disA, amplificado por PCR, fue purificado
en un gel de agarosa de bajo punto de fusién. Este
se ligé en el vector de clonacion pJET1.2 y la
construccion resultante (pPERM1532) (Fig. 2) se
replicé en E. coli DH5a. La construccién se verificd
mediante andlisis de restriccion de
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minipreparaciones de DNA. Para tal fin los
plasmidos aislados de varias  colonias
transformantes se sujetaron a restriccion con la
enzima Bglll y los productos se analizaron en un
gel de agarosa al 1%. Los resultados mostraron
que dos de cuatro plasmidos contenian un
fragmento del tamafio esperado; i.e., 1200 pb, en
el vector pJET1.2 (Fig. 3). La construccion
resultante se denominé pPERM1532 (Tabla 2).

pJET1.2 -disA

disA
Ball™ san Nhel Bgll

Figura 2. Mapa de la construccion pJET-disA (pPERM1532).

PJET1.2 (~ 3000 pb}

dlish (~ 12000 pb]

Figura 3. Andlisis de restriccion para corroborar la
identidad de la construccién PERM1532 en un gel
de agarosa al 1%. DNA plasmidico de las clonas 1, 2,
3y 4 cortado con la enzima Bglll. Patron de restriccion
en clonas positivas 3 y 4 (3000 pb del vector, 1200 pb
del gen disA)

Tras verificar la identidad del plasmido
pPERM1532, el fragmento del gen disA se liberd
con las enzimas Sall y Nhel y se ligd en el vector
de expresion pDR111 previamente digerido con
las mismas enzimas. Los productos de la reaccion
de ligacién se utilizaron para transformar células
competentes de la cepa E. coli PERM318 (Tabla
1). Se seleccionaron colonias transformantes
capaces de crecer en medio suplementado con
ampicilina. Para corroborar la presencia de la
construccion pDR111-disA (Fig.4), se tomaron
muestras celulares, se lisaron por calor y se
utilizaron como templado en reacciones de PCR
para amplificar por PCR el ORF de disA utilizando
los oligonucleétidos 757 y 758 descritos en la
Tabla 3. Los resultados de la Figura 5 demuestran

gue una colonia analizada contiene la construccion
de interés, a la cual se le denominé pPERM1535.

amyE back H amp®

=
™ pDR111 amyE-hyper-SPANK (spec) ‘?n
(7841 bp) 3
*
disA
I Sall | | Nhel |

Figura 4. Mapa de la construccion pDR111-disA (pPERM1534 y
pPERM1535).

M 1 2

disA (~ 1200pb)

Figura 5. Verificacion de la construccion PERM1535 (pDR111-
disA) mediante analisis por PCR en un gel de agarosa al 1%.
Carril 1, control positivo, carril 2, clona 1 de la construccion
PERM1535.

Adicionalmente se obtuvo la construccion pDR111-
disA en la cepa E. coli SURE clonando el producto
de PCR de los oligonucleétidos 757 y 758 digerido
con las enzimas Sall y Nhel en el vector pDR111.
La construccion fue corroborada por analisis de
restriccion empleando las enzimas Sall y Nhel en
un gel de agarosa al 1%, observandose la
liberacion de un fragmento de 1200 pares de
bases correspondiente al ORF del gen disA en una
clona probada, carril 4 Figura 6. La construccion
obtenida en este fondo genético se denominé
pPERM1534.

— pDR111 (~ 7800 pb)

disA (~ 1200 pb)

Figura 6. Analisis de restriccion del plasmido pPERM1534 en gel
de agarosa al 1%. Carril 1, plasmido pDR111 vacio sin cortar; carril
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2 plasmido pDR111 vacio cortado, carril 3, pPERM1534 sin cortar,
carril 4 restriccion de pPERM1534 cortado con las enzimas Sall/
Nhel (disA 1200pb y pDR111~7800 pb ).

Transformacion de una mutante de B.
subtilis deficiente en DisA

Se utilizé la construccion pDR111-disA para
transformar células competentes de la cepa PERM
733, una mutante carente del gen disA. Mediante
un evento de recombinacibn homdloga se
obtuvieron colonias transformantes resistentes a
Sp, en las cuales presumiblemente se integro la
construccion de interés en el locus amyE, de

Bacillus subtilis (Fig.7).
Ph\m:l sqpank
S amE
PERM /733 disA-
. thper spank .

Figura 7. Interrupcién del gen amyE en Bacillus subtilis.

CONCLUSIONES

Se gener6 una construccién integrativa para
expresar el gen disA desde un promotor inducible
por IPTG en fondos genéticos de B. subtilis
carentes de DisA y diferentes sistemas de
reparacion de DNA.
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