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Resumen

Los organismos se encuentran en constante exposicion a factores intra- y extracelulares potencialmente
capaces de modificar la estructura del ADN provocando mutaciones y/o muerte celular. Para
contrarrestar los efectos adversos del estrés oxidativo, el cual impacta el ADN generando la base
analoga 8-OxoG, Bacillus subtilis cuenta con el sistema de reparacion de la Guanina oxidada (GO)
constituido por MutY (YfhQ), MutM y MutTA (YtkD). Las frecuencias de mutacion espontanea debidas a
la interrupcién individual y colectiva de los tres genes que codifican a este sistema han sido previamente
descritas en nuestro laboratorio. A la fecha se desconoce la contribucion en pares de dichos genes; para
abordar este punto, en el presente estudio se construyd una coleccién de cepas de B. subtilis con los
siguientes genotipos: AmutY-ytkD, AmutM-ytkD, y AmutM-mutY. Para caracterizar las mutantes dobles
se realizaron ensayos de mutacién espontanea de resistencia a rifampicina (Rif); los resultados
obtenidos se contrastaron con respecto a la cepa parental silvestre (WT).

Abstract

All organisms are constantly exposed to intra- and extracellular factors that can potentially modify the
structure of the nucleic acids promoting mutagenesis and/or cell death. To counteract the adverse effects
of oxidative stress, which after attack of DNA generates the base analog 8-OxoG, B. subtilis relies on the
GO system composed by MutY (YfhQ), MutM and MutTA (YtkD). The spontaneous mutation frequencies
of strains carrying single or triple disruptions on the genes encoding the GO system have previously
been reported. However, the contribution of double disruptions in these genes is currently unknown; to
address this aspect, in the present study a collection of null mutants with the following genotypes were
constructed: AmutY-ytkD, AmutM-ytkD, y AmutM-mutY. The spontaneous mutation frequencies to
rifampcin resistance were determined for the strains obtained and contrasted with those obtained for the
wild type parental strain.
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INTRODUCCION

El acido desoxirribonucleico (ADN) es la molécula que almacena la informacién genética de todos los
organismos. Estos ultimos estan expuestos a una gran variedad de agentes genotoxicos como las especies
reactivas de oxigeno (ERO), luz ultravioleta, radiaciones ionizantes y diversos compuestos quimicos. Estos
agentes son capaces de alterar la estructura quimica del ADN y sus precursores provocando mutaciones [1].
Muchas de estas mutaciones pueden ser letales, otras resultan favorables para la célula, asi brindandole
ventajas de supervivencia ante una condicién de presién de selectiva y asi permitiéndole adaptarse ante
aquella condicién [2,3]. Para el entendimiento de estos fendmenos, se ha utilizado a las bacterias como
modelo de estudio, incluyendo al microorganismo del suelo Bacillus subtilis [3]. Notablemente, se ha
demostrado que la tasa de mutacion en este organismo esta influenciada por la respuesta al estrés fisiolégico
[2,3].

Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

El estrés celular se define como cualquier perturbacion en el ambiente (inanicién de fuentes de carbono,
sobrepoblacién y acumulacién de radicales y toxinas) con consecuencias metabdlicas negativas en el
crecimiento de un organismo. Dicho estrés puede fomentar la mutagénesis, propiciar variabilidad genética y
beneficiar al organismo mediante la seleccién de alteraciones genéticas que le permiten escapar de las
condiciones que limitan su crecimiento [4].

Todos los organismos aerobicos enfrentan el estrés producido por radicales de oxigeno. Dicho estrés puede
ser propiciado en las células por distintos factores, i) aumento en la producciéon de precursores de radicales
libres, ii) incremento en las especies reactivas del oxigeno [5], iii) disminucion de la capacidad antioxidante o,
iv) de una combinacién de todos ellos [6].

El radical superoxido (Oz2’) generado a nivel de la cadena de transporte de electrones, mediante dismutacion
espontanea o por acciéon de la superdxido dismutasa (SOD) genera H20:2 o radicales perhidroxilo [7]. Ademas
del H202 otros agentes oxidantes como el tert-Butil Hidroperéxido (£-BPH), el paraquat (PQ), etc., propician la
produccion intracelular de ROS [8, 9].

La guanina es la base nucleotidica mas susceptible a la oxidacién por las ERO, el dGTP y GTP de las pozas
de nucledtidos al oxidarse producen 8-OxodGTP y 8-OxoGTP, respectivamente. La forma oxidada 8-
OxodGTP puede ser incorporada en las cadenas de ADN naciente opuesto a la adenina, lo que conduce a
mutaciones por transversion de bases, mediante el cambio de un par de A:T por G:C. Por otro lado, se ha
propuesto que el 8-Oxo-GTP tiene la capacidad de incorporarse en el RNA mensajero generando errores en
la transcripcion, lo que ocasiona la sintesis de proteinas alteradas [10].

La oxidacion directa de las bases nucleotidicas o la incorporaciéon de 8-OxodGTP al ADN puede generar sitios
apurinicos/apirimidinicos (AP) y roturas de cadena simple o de cadena doble en el ADN que son
potencialmente mutagénicos y téxicos para la célula [2,3].

Sistema de la Guanina Oxidada (GO)

Para contrarrestar estos dafos, algunos microorganismos cuentan con un sistema de prevencion y reparacion
denominado sistema de la guanina oxidada (GO). Aunque este sistema ha sido bien caracterizado en E. coli
[11,12], existen evidencias de su existencia en organismos procariéticos como Pseudomona aeruginosa y
Salmonella typhimurium, asi como también en eucariotes superiores como ratones y humanos [13]. En E. coli,
el sistema GO se encarga de evitar los efectos mutagénicos de la forma oxidada de la guanina, es decir, 8-
oxodG, también conocida como lesién GO y el sistema se encarga de hidrolizar el 8-oxo-dGTP de la poza de
nucledtidos y las restantes remueven del ADN el mal apareamiento 8-oxoG:A [11,12].
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Antecedentes

En B. subtilis los efectos mutagénicos de la 8-0xo-G son contrarrestados por el sistema GO que utiliza la
reparacion por escision de bases recurriendo a las ADN glicosilasas MutM y MutY. Estas enzimas liberan la 8-
oxo-G de los pares 8-oxo0-G:C y la adenina de los malos apareamientos 8-oxo-G:A, respectivamente [11].

Ademas, las proteinas MutT y MutTA (YtkD), protegen a las células vegetativas de B. subtilis de los efectos
nocivos del H202 y t-BHP [14]. La inactivacion genética de la proteina MutM indujo un incremento significativo
en la susceptibilidad de células de B. subtilis al H202 y al PQ, un compuesto que genera estrés oxidativo
mediante la produccion de radicales superdxido [15].

Se ha descrito que la inactivacion genética de mutM, mutY y ytkD estd asociada con un fenotipo
hipermutagénico [16], y es altamente resistente al peroxido de hidrégeno, en referencia a la cepa parental
silvestre [17]. Interesantemente, la cepa AGO produce niveles anémalamente elevados de ROS y acumula una
mayor cantidad de bases oxidadas 8-oxo-G [18]. En 2017, Goémez Romo, demostré que la cepa AGO
sobreexpresa catalasas, las cuales estan relacionadas con la hiperresistencia a H202[17].

Para conocer la contribucion de las proteinas del sistema GO a este fenotipo, en el presente proyecto se
utilizan enfoques moleculares y fisiolégicos para construir cepas con mutaciones dobles en los genes que
componen dicho mecanismo de prevencién/reparacion; ademas, se caracterizaron fenotipicamente mediante
la determinacion de la frecuencia de mutagénesis de colonias resistentes a rifampicina (RIif).

MATERIALES Y METODOS Tabla 1. Cepas utilizadas de B. subtilis.
. . . N fvm /2 . Fuente ylo
Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento Cepa Genotipo 6 fenotipo referenzia
Las cepas bacterianas de B. subtilis utilizadas en este | PERM311 WT168 Trp PERM-Lab
estudio, se muestran en la Tabla 1. El crecimiento de ' pgrmags | Aytkd:Neo, Neo " PERM-Lab |
estas cepas se realizé en medio Luria Bertani. Para
PERM1303 AmutY::Sp, Sp PERM-Lab

propagar y mantener en estado vegetativo a B. subtilis se
utilizé medio A3 (Antibiotic médium 3, Difco). En la | PERM1304 | AmutM:Tc, Tc' PERM-Lab
preparacion de las células competentes de B.subtilis se : . T i

utiliz6 medio GMI (sales spizizen 10X, glucosa 50%, PERMG02 | AmutY.Sp Amuti:Tc, Sp'Te PERM-Lab
extracto de levadura 10%, casaminodcidos 5% y aforado | pgrmigo7 | 1168 AmutY:Sp Aytkd:Neo, | £ o o

con agua HPLC) y medio GMII (medio GMI, afiadiéndole Sp"Neo'

CaCl2 0.5M y MgCI2 0.1M) [19]. Cuando fue necesario se | pgry1eos | WT168 Amuth:Tc Aytkd:Neo, | oo ooy dio
adicion6 a los medios de cultivo los siguientes Ter Neo'

antibidticos, Neomicina (Neo) 5 pg/mL, Rifampicina (Rif) WT168 AmutM:Tc AmutY::Sp, Este estudio
10 yg/mL, Tetraciclina (Tc) 10 ug/mL, Espectinomicina Ter Spr

(Sp) 100 pg/mL.

Preparacion, transformacidn de células competentes y obtencidn de las cepasmutantes AmutM-
AytkD, AmutM-AytkD, AmutY-AmutM

La preparacion y transformacion de células competentes de B. subtilis se realizé de acuerdo a un protocolo
previamente descrito [19]. Para la obtencion de las cepas mutantes AmutY-AytkD y AmutM-AytkD se utilizo el
ADN gendmico de PERM498 (AytkD) para transformar células competentes de B. subtilis PERM1303 (AmutY)
y PERM1304 (AmutM), véase la Tabla 1. Las transformantes se seleccionaron por resistencia a Sp y Neo y
Tc y Neo, respectivamente. Las cepas obtenidas se denominaron B.subtilis PERM1697 y PERM1698.
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Mientras que para la obtencion de la cepa mutante AmutM-AmutY, se utilizé el ADN gendémico de la cepa
PERM602 (AmutM-AmutY) para transformar células competentes de B. subtilis PERM311 correspondiente a
la cepa silvestre (WT) 168 (Tabla 1). Las transformantes se seleccionaron por resistencia a Tc y Sp.

Determinacion de frecuencias de mutacién de colonias resistentes a Rifampicina (Rifr)

Se seleccionaron colonias transformantes de las cepas mutantes AmutM-AytkD, AmutY-Aytkd, AmutM-AmutY
para sembrarlas en placas suplementadas con Tc y Neo, Sp y Neo y Tc y Sp, respectivamente (Tabla 1). En
la realizacién de los ensayos de mutacion espontanea, por la mafiana se seleccionaron colonias para
inocularlas en tubos de ensaye con medio LB liquido suplementado con los antibiéticos correspondientes, y se
incubaron en agitacion a 250 rpm a 37°C durante 10 horas. Después de este tiempo, se tomaron 100 pL de
cada preinoculo y se adicionaron en matraces que contenian 10 mL de medio A3, se incub6 en agitacion por
la noche durante 13 horas. El cultivo se centrifugé a 4800 rpm a 25°C, durante 10 min., la pastilla celular se
lavé dos veces con 10 mL de buffer fosfato salino (PBS) y se centrifugd después de cada lavado, utilizando
las condiciones anteriormente mencionadas. La pastilla celular se resuspendié en un volumen final de 1 mL
de PBS. A continuacién se plaquearon alicuotas de 100 pL en seis placas con medio LB suplementado con
Rif (10 pg/mL). Las placas se incubaron a 37°C, y las colonias resistentes a rifampicina se contaron después
de 24 horas. La cantidad de células en el cultivo bacteriano se determiné mediante cuenta viable, que
consistio en diluciones de 10-' a 107 en placas con medio LB; estas placas también se incubaron a 37°C.

Los valores de frecuencia de mutagénesis (Rif") de las tres cepas obtenidas en este estudio (AmutY-ytkD,
AmutM-ytkd, AmutM-mutY), se compararon con el valor obtenido para la cepa silvestre (WT).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2, se reportan los valores obtenidos de los ensayos de mutaciéon espontanea (Rifr) de las cepas
WT y las dobles mutantes generadas en este estudio.

Los resultados mostraron un incremento significativo en la mutagenesis espontanea de las cepas,
conteniendo dobles mutaciones en los genes del sistema GO, con respecto al valor mostrado por la cepa WT.

Estudios previos mostraron un valor de frecuencia de mutagénesis Rifr, en una cepa deficiente en el sistema
GO, alrededor de 1000 veces superior al mostrado por la cepa silvestre [17]. Ninguna de las dobles mutantes
obtenidas en este trabajo mostré valores tan elevados como los descritos para la cepa [1GO. En conjunto
estos resultados corroboran que la inactivacion simultanea de los genes mutM, mutY y ytkD es necesaria para
obtener un fenotipo hipermutador en B. subtilis.

Tabla 2. Frecuencia de mutacion Rif" de cepas de B. subtilis con distintos

genotipos.
WT168 0.692
AmutY AmutM 30
AmutY AytkD 73
AmutM AytkD 19
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron cepas con mutaciones nulas en los genes, mutY-mutM, mutM-ytkD, mutY-ytkD. Las tres cepas
mostraron frecuencias de mutagénesis espontanea superiores a la cepa parental silvestre.
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