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OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE UNA OXIDOREDUCTASA
EN UNA CEPA RECOMBINANTE DE Bacillus subtilis.
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Resumen

El uso industrial indiscriminado de compuestos derivados del cromo (Cr), ha ocasionado un incremento
de este metal en el medio ambiente. El Cr existe en estados de oxidacion que van de -2 a +6, siendo las
especies trivalente (lll) y hexavalente (VI) las formas mas estables y abundantes. El Cr(VI) es considerado
altamente toxico, para las bacterias por su alta solubilidad en agua, lo que le permite atravesar con
facilidad las envolturas celulares. La interaccion del Cr(VI) con compuestos reductores que genera
especies reactivas de oxigeno (ERQ) en el interior celular con consecuencias genotoxicas y citotdxicas.
Estudios previos mostraron que la oxidorreductasa OxrB posee una alta capacidad de reducir el Cr(VI) y
de incrementar su resistencia de B. subtilis a los efectos nocivos del ion cromato. En el presente trabajo
se construyé una cepa para investigar las bases moleculares involucradas en este mecanismo de
proteccion.

Abstract

Industrial applications of chromium (Cr) derived compounds has generated environmental pollution with
this heavy metal, which can exist in different oxidation states, including Cr(lll) and Cr(VI). Cr(VI) is water-
soluble possessing the ability of permeates the cell envelopes and react with intracellular reducing
compounds, thus producing reactive oxygen species (ROS) with cytotoxic and genotoxic consequences.
Previous studies revealed that the oxidoreductase OxrB possess a high capability of reducing Cr(VI) and
conferring protection to B. subtilis from the noxious effects of Cr(VI). The present work was aimed to
generate a recombinant strain of B. subtilis to investigate the molecular basis involved in this protecting
mechanism.
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INTRODUCCION

El uso industrial indiscriminado de compuestos derivados del cromo (Cr), ha ocasionado un incremento
substancial de este metal en el medio ambiente [1,2]. El Cr existe en estados de oxidacién que van de -2 a +6,
siendo las especies trivalente (lll) y hexavalente (VI) las formas mas estables y abundantes [1]. Los efectos
biolégicos del Cr varian de acuerdo con su estado de oxidacioén [3]. El Cr(VI) es considerado altamente toxico
para todas las formas de vida, siendo mutagénico y carcinogénico en humanos y mutagénico en bacterias, ya
que es altamente movil y soluble en agua, lo que le permite atravesar con facilidad las membranas biolégicas y
puede ser transportado activamente al interior de las células utilizando el transportador de sulfato, debido a su
analogia quimica con este ion [3,4,5]. En contraste el Cr(lll) es considerado menos téxico que el Cr(VI) debido
a su tendencia de formar complejos insolubles en agua [5]. Se ha propuesto que los efectos téxicos del Cr(VI)
son una consecuencia de su reduccion intracelular a Cr(lll), incrementando la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO), tales como el ion superdxido (02 -), peroxido de hidrogeno (H202) y radical hidréxilo (OH-)
[6]. Las ERO promueven una variedad de lesiones en el ADN, entre ellas la 8-oxo-G que es altamente
mutagénica [7]. En varios microorganismos los efectos mutagénicos de la 8-oxo-G son contrarrestados por el
sistema de guanina oxidada (GO) [7]. Este sistema esta compuesto por las proteinas MutM, MutY y MutT; los
dos primeros son responsables de evitar los efectos mutagénicos del 8-oxo-G una vez instalado en el ADN,
mientras que la ultima proteina tiene un papel preventivo, hidrolizando los precursores de ADN y ARN oxidado
de los depdsitos de nucledtidos [8]. B. subtilis posee un sistema GO completo; ademas de YtkD y MutT,
ortélogos del nucleétido difosfohidrolasa MutT de E. coli [9, 10], su genoma contiene genes que codifican las
proteinas MutM y MutY [11]. En 2014 Santos y col., demostraron que células de B. subtilis que carecen de un
sistema GO son significativamente mas sensibles al tratamiento con Cr (VI) que las células de la cepa silvestre
(WT), sugiriendo que el dafio oxidativo al ADN esta involucrado en los efectos nocivos de este oxianion [7].

En lo que respecta a la reduccion del Cr por microorganismos, la bisqueda se centra en identificar
determinantes de resistencia al ion cromato, principalmente aquellas enzimas capaces de catalizar
la reduccion de Cr(VI1) a Cr(lll) de manera directa, sin generar intermediarios indeseables como el Cr(V). Bacillus
subtilis presenta una respuesta adaptativa al ion cromato, ademas de poseer la capacidad de reducir el Cr(VI)
a Cr(lll) [7]. En estudios recientes demostré que la oxidoreductasa OxrB presente en esta bacteria mostré 63%
de homologia con la proteina ChrR de Escherichia coli, la cual representa a la cromato reductasa mejor descrita
hasta ahora [12]. OxrB pertenece a un grupo de proteinas denominado “Flavin  Mononucleétido Oxido
Reductasas dependientes de NADPH” [11], mismo grupo al que pertenece ChrR. La sobreexpresion del gen
yhdA en una cepa recombinante de B. subtilis incrementé su resistencia a los efectos nocivos del ion cromato
[13], ademas de mostrar una capacidad mejorada para reducir Cr(VI), tanto en presencia como en ausencia del
donador de electrones NADPH y en comparaciéon con una cepa control que solo contenia el vector pDG148
[12]. De igual manera se encontrd que la proteina recombinante His10-oxrB posee una eficiente actividad de
cromato reductasa in vitro. [13].

En conjunto estos antecedentes permiten plantear la aplicacion de herramientas moleculares para el disefio
racional de una cepa de B. subtilis carente del sistema GO e investigar si la sobreexpresiéon de dicha proteina
oxrB en este fondo genético protege a este microorganismo de los efectos genotédxicos producidos por el ion
cromato.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo

Las cepas y el plasmido que se utilizé en este estudio se listan en la tabla 1. Para el crecimiento y propagacion
de las cepas de B. subtilis se empled el medio Luria-Bertani (LB). Para llevar B. subtilis al estado fisiologico
de competencia, se emplearon los medios: GMI y GMII. Las cepas se crecieron a 37°C en medio soélido y/o
liquido con agitaciéon constante ajustado a 250 rpm. La densidad optica (DO) de los cultivos liquidos se
determind a 590 nm. Cuando se requirid, los medios fueron suplementados con los siguientes antibidticos:
Cloranfenicol (Cm) 5mg/ml, Espectinomicina (Sp) 25mg/ml, Tetraciclina (Tc) 5mg/ml y Knamicina (Kn) 25mg/ml.
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Preparacion y transformacién de células competentes y construccién de la cepa triple mutante Aytkd,
AmutM, Amuty.

La preparacion de células competentes de B. subtilis y su transformacion con ADN gendmico fue realizada de
acuerdo con el método descrito por Boylan y col. [14]. Para generar la mutante GO, se aisl6é el DNA gendmico

de la cepa PERM 602 para generar la cepa PERM 1700 (Tabla 1). Las transformantes se seleccionaron por
resistencia a Cm, Sp y Tc.

Tabla 1: Cepas y plasmidos empleadas en este estudio

CEPA GENOTIPO O FENOTIPO REFERENCIA
PERM 110 B.subtilis 1A751: apr bglT/ bgISAEV eglS A102 his npr Cepario
PERM Lab
PERM 602 PERM451 mutY:Sp, mutM:Tc SpR TcR Cepario
PERM Lab
PERM 1700 B.subtilis 1A751 Aytkd:Cm Cepario
CmR, PERM Lab
PERM 1699 B.subtilis 1A751 Aytkd:Cm, AmutM:Tc, AmutY:Sp Este estudio
CmR SpR TcR

PERM 1703 B.subtilis 1A751 Aytkd:Cm, AmutM:Tc, AmutY:Sp con plasmido pDG148 oxrB Este estudio
CmR SpR TeRKNnR

pPERM1557 pDG148 + ORF del genoxrB insertado Cepario
entre los sitios de corte Sall y Hindlll, PERM Lab
KnR
pDG148 Vector de expresion con origen de replicacion en E.coli AmpR y B.subtilis, , Kn® | Sun, Stragier, & Setlow, 1989

Obtencién y Caracterizacion Molecular de las de la cepa PERM1703

Para corroborar la presencia de la construccion que sobreexpresa al gen oxrB en los fondos genéticos de
interés se utilizaron dos criterios. La capacidad de conferir resistencia a las colonias transformantes, asi como
el analisis de restriccion de mini preparaciones de la construccion en geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio.

Analisis de la frecuencia de mutacion mediante el fenotipo de resistencia a Rifampicina.

Las frecuencias de mutacién de resistencia a rifampicina RifR de células de B. subtilis se determiné de la
siguiente manera. A partir de cultivos de cada cepa crecidos toda la noche, se inocularon matraces que
contenian 10 mL medio A3 (Medio Antibiotic 3 Difco, Detroit, Ml, EUA) y se incubaron a 37°C, 250 rpm, durante
12h. Pasado este tiempo el cultivo se centrifugd a 5000 rpm, durante 10 min, la pastilla celular se lavé una vez
con Sales Spizizen y se resuspendié en 1 mL de esta solucién En seguida se plaquearon alicuotas de 0.1 mL
en tres placas de LB suplementadas con Rifampicina (10ug/mL). Las placas se incubaron a 37°C. y las colonias
resistentes a Rif se contaron después de 24 horas. La cantidad de células en el cultivo bacteriano se determiné
mediante dilucion seriada y cuenta viable en placas de LB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn y caracterizacidén de una triple Mutante AGO en el fondo genético 1A751.
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Como un requisito necesario para comenzar a investigar
si la sobreexpresién del gen oxrB protege a B. subtillis de
los efectos mutagénicos promovidos por el estrés
oxidativo era necesario contar con una cepa de B. subtilis
carente del sistema GO (YtkD, MutM, MutY). Para mejorar
la sobreproduccion de OxrB se utilizd como fondo genético
una cepa de B. subtilis incapaz de producir proteasas a la
cual se le interrumpid el gen YtkD con un casete de
resistencia a Cm. Para construir la triple mutante se
transformaron células competentes de la cepa AytkD con
DNA cromosémico de una mutante deficiente en los genes
mutY'y mutM (SpR TcR). Como primer criterio para verificar
la obtencion de la cepa mutante ytkD/mutM/mutY se
corroboré que las colonias transformantes adquirieran una
resistencia simultanea a los antibiéticos Cm, Sp y Kn. En
estudios previos se demostré que la inactivacién del
sistema GO (YtkD, MutM y MutY) induce un fenotipo
hipermutador en B.subtilis [15]. Considerando este
antecedente, se precedié a determinar la frecuencia de
mutacion espontanea de colonias resistentes a rifampicina
(Rif") de la presunta mutante. Los resultados preliminares
mostraron que, de acuerdo con un reporte previo [6], la
falta del sistema GO indujo un aumento significativo en
la frecuencia de mutacion espontanea comparada con
la cepa silvestre (Figura 1). Estos resultados demostraron
la obtencion de la triple mutante AGO en el fondo genético
B. subtilis 1A751.

Obtencion de cepa de B. subtilis

sobreexpresar al gen oxrB

una para

Para conocer el efecto de la sobreexpresion de oxrB se
purificé el plasmido pPERM1557, el cual expresa a oxrB
desde el promotor fuerte Pspac inducible por ITPG [12]. A
continuacion, el plasmido pPERM1557 se introdujo por
transformacién a células competentes de la cepa B. subtilis
PERM1699 (AGO), construida en este trabajo. Las colonias
transformantes fueron seleccionadas en placas con medio
LB suplementado con Kn. Se obtuvieron mini preparaciones
de ADN plasmidico de las colonias transformantes y se
sujetaron a restriccion con la enzima EcoRYV. El resultado de
este analisis se muestra en la Figura 2, el cual corrobora la
obtencién de la cepa de interés, la cual se denomind B.
subtilis PERM1703.
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Figura 1. Frecuencia de Mutacion (Rif?) espontanea en
las cepas B. subtillis WT y la triple mutante (AGO).

Figura 2. Analisis electroforético del DNA plasmidico
aislado de la cepa de B. subtilis PERM1699 para corroborar
la presencia de pPERM1557 en este fondo genético: Las
preparaciones de las clonas indicadas se sujetaron a restriccion
con la enzima EcoRV generando en los tres casos las bandas
esperadas; i.e. de 7046 y 1988 pb, respectivamente, M escalera
de ADN de 1Kpb
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CONCLUSIONES

Se generd y caracterizd fenotipicamente una cepa de B. subtilis con fondo genetico AGO (MutM-MutY-YtkD).
De igual manera se genero y caracterizé molecularmente una cepa de B. subtilis 1A751 para sobreexpresar el
gen oxrB.
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