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Resumen

La exposiciéon cotidiana a factores extracelulares e intracelulares puede provocar lesiones en el material
genético que amenazan el correcto funcionamiento de los sistemas bioldgicos. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS), resultantes del estrés oxidativo, modifican las bases del ADN generando la altamente
mutagénica lesion 8-OxoG. El sistema GO de B. subtilis, compuesto por las proteinas MutM, MutY y YtkD
(MutTA), permite a esta bacteria reparar e incluso prevenir los efectos citotdxicos y genotdxicos de esta lesion.
Sin embargo, se ha observado que una cepa de B. subtilis, carente de este sistema, muestra un fenotipo de
alta resistencia al H2Oo; actualmente se desconocen de manera cabal los genes/proteinas involucradas en
este fenotipo. En el presente trabajo, se pretende determinar la funcién bioquimica de YhaZ e investigar si
esta proteina contribuye a la alta resistencia al estrés oxidativo en la cepa AGO. Para tal fin, se disefié una
construccion genética, en un plasmido integrativo para interrumpir el gen yhaZ en los fondos genéticos B.

subtilis WT y AGO.
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Figura 1. A) Estructura de la 8-Oxo-Guanina, la base nitrogenada
predominante como consecuencia de la oxidacién por ROS; B)
Diagrama del sistema GO: MutM retira la 8-oxo-G, MutY retira

la A mal apareada con la 8-oxo-G, MutT previene la
incorporacién de 8-oxo-dGTP convirtiéndola en 8-oxo-DGMP.
Imagen obtenida de Michaels, 1992.

El ADN es una biomolécula esencial para la vida
cuya estabilidad quimica se encuentra
constantemente = amenazada por  factores
ambientales, asi como por subproductos del
metabolismo aerobio. La exposicion a la radiacion
ionizante, la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), asi como los agentes alquilantes,
promueven el estrés celular afectando el buen
funcionamiento de los sistemas bioldgicos.

Las especies reactivas de oxigeno atacan las
bases de los genomas generando bases oxidadas
y roturas de cadena. Estas lesiones inducen
mutaciones por transversion 'y generan
citotéxicidad. Por su bajo potencial de oxidacién las
guaninas del ADN son el blanco favorito de los
radicales de oxigeno, generando la base analoga
8-Ox0G, principal responsable de los efectos
mtagénicos en los organismos. Para contender con
estos problemas, los organismos cuentan con el
sistema GO (Guanina Oxidada). En B. subtilis este
sistema esta integrado por las proteinas MutM,
MutY y YtkD(MutTA).En conjunto, estas enzimas
previenen ila incorporacion de 8-d-OxoGTP a la
cadena de ADN (MutT), y actdan antes (MutM), o
después (MutY) de la replicacion del material
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genético (Figura 1). Se ha observado que una mutante de B. subtilis que carece del sistema GO expresa un
fenotipo hiper-mutagénico y muestra una lata resistencia a los efectos nocivos del peréxido de hidrégeno. Los
factores involucrados en sustentar estos efectos no son conocidos del todo. Se ha propuesto que el gen yhaZ
puede tener un papel importante en la respuesta ante el estrés oxidativo debido a que, segun estudios de
alineamientos multiples, muestra un 58% de similitud en 208 aminoacidos con enzimas de la familia TET,
capaces de transferir grupos hidroxilo al ADN'. Interesantemente, al producto predicho de yhaZ no se le ha
asignado una funcién, aunque, posee 40-50% de homologia con las enzimas de reparacion alquil purina ADN
glicosilasa*. Ademas, Au et al. (2005) mostraron que el gen yhaZ cuenta con sitios de unién para LexA en la
region promotora, lo cual sugiere que yhaZ es parte del sistema SOS.

Para determinar el papel que juega el gen yhaZ en respuesta al dafio provocado al ADN, en este estudio se
crearon mutantes nulas de B. subtilis deficientes en yhaZ tanto en la cepa silvestre (WT), como en la cepa
deficiente en el sistema GO. En estudios futuros, utilizando estas mutantes, se investigara de qué manera
yhaZ contribuye al fenotipo hiper-mutagénico e hiper-resistente a peréxido de hidrégeno en la cepa B. subtilis
AGO.

Materiales y Métodos
Cepas bacterianas y recuperacion del plasmido pMutin4-cat + yhaZ

Las cepas utilizadas se describen en la Tabla 1. Las cepas se propagaron en medio de cultivo Luria Bertani
(LB), cunado se requiri6 el medio se suplementé con Neomicina, Tetraciclina, Estreptomicina y/o
Cloranfenicol. El plasmido integrativo de pMutind-cat + yhaZ se aislé de la cepa PERM1814 mediante
cromatografia en columna y se corrobor6 su correcta extraccién con ensayos de restriccion utilizando las
enzimas BamHI y Hindlll (Figura 2.b).

Tabla 1. Cepas, oligonucledtidos y plasmido utilizado en este estudio

Genotipo/Fenotipo Fuente

Cepa

PERM1566 B. subtilis fondo genético 451 (wild Cepario del laboratorio
type - silvestre)

PERM®603 B. subtilis AGO::NeoR Tet? SpcR Cepario del laboratorio

PERM1885 B. subtilis AGO:AyhaZ:NeoR TetR Este estudio
SpcR CmR

PERM1899 B. subtilis AyhaZ::CmR Este estudio
Descripcion

Plasmido

PERM1814 Escherichia coli DH5a conteniendo el Cepario

plasmido pMutind-cat + yhaZ con
casete de resistencia a CmR.

Secuencia 5’-3’
Oligonucleétidos
Directo (840) CGGCTGGAGGACTGGCCT Cepario del laboratorio
Reverso (183) TCCCCATGGCAGGCGGGC Cepario del laboratorio

Transformacion de células competentes y corroboracion de la obtencion de las cepas
mutantes

Se utilizaron los medios GMI y GMII para preparar células competentes de las cepas B. subtilis PERM603 y
PERM1603 . Las transformantes, tanto de la cepa triple mutante (AGO) como la cepa silvestre (WT), se
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seleccionaron por resistencia a Cm (para la cepa AGO el antibiético se adicionaron en conjunto con los 3
antibidticos previamente mencionados) y se caracterizaron molecularmente mediante la amplificacién, por
PCR en colonia de la construccion yhaZ-lacZ del plasmido utilizado (tamafio de 1005 pb) (Figura 4). La cepa
cuadruple mutante (AGO: AyhaZ) se guardd en el cepario del laboratorio con el cédigo B. subtilis1885; La
cepa silvestre, con el gen yhaZ silenciado, se guardd en el cepario con el cédigo B. subtilis 1899.

Resultados y Discusion
Recuperacion del plasmido pMutind-cat + yhaZ

La composicion y tamario del plasmido aislado de la cepa E. coli PERM1814 (Fig. 2A) se corrobor6 de manera
exitosa, mediante analisis de restriccion con las enzimas Hindlll y BamHI. Como productos de la reaccién se
observa la liberacion de un fragmento de 372 pb del vector integrativo pMUTIN4, el cual cuenta con un tamafio

de 7700 pb (Fig. 2B).

A B
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pMutind-cat + yhaZ %0
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2.000
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Figura 1. A) Mapa del constructo pMutin4-DyhaZ. B) Andlisis de restriccién que corrobora la obtencién de la construccién pMutin4-DyhaZ.
Carriles: 1, marcadores de ADN; 2, pMutin4-DyhaZ; 3, pMutin4-DyhaZ + BamHI; 4, pMutin4-DyhaZ + Hindlll, 5, pMutin4-DyhaZ +
BamHI/HindlIl.

Obtencion y caracterizacion de cepas mutantes de B. subtilis

A continuacion, de manera independiente, se transformaron células competentes de las cepas B. subtilis WT
y AGO y se seleccionaron colonias transformantes resistentes a cloranfenicol (Cm). Para demostrar la
interrupcion del yhaZ, se realizaron reacciones de PCR en ambos transformantes, utilizando oligonucleotidos
especificos que amplifican un fragmento de 1000 pb (Figs. 3 y 4).

Se obtuvieron 34 colonias transformantes de la cepa WT (451) y 31 colonias resistentes de la cepa AGO
(603). De la cepa WT se tomaron 11 colonias para verificar la amplificacion de la construcciéon yhaZ-lacZ, de
las cuales 10 mostraron el producto de la amplificacion esperado (1005 pb) (Figura 3.a); Por otro lado, de la
cepa AGO se tomaron 11 colonias para verificar la amplificacion de la construccion, de las cuales 4 mostraron
el producto de la amplificacion esperado (1005 pb) (Figura 3.b).
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Figura 3. Corroboracién por PCR en colonia de la integracion de la construccién yhaZ-lacZ en el genoma de B. subtilis WT (a) y PERMDGO (b).
La separacion de los productos amplificados se realizé en un gel de agarosa al 1% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. MP: Marcadores de peso
molecular. El nimero sobre el carril indica el nimero de colonia de donde proviene la muestra. En la parte inferior izquierda se muestra el
fragmento de PCR esperado (1005 pb) al utilizar oligonucleétidos directo (F) y reverso (R) para amplificar la construccién insertada en el locus
yhaZ.

Es importante resaltar que se logré transformar a las cepas de B. subtilis mediante un evento de
recombinacion homéloga sencilla, donde el fragmento del gen yhaZ insertado en el plasmido reconocio a la
region complementaria en el genoma de ambas cepas y se integré en compaiia de todos los componentes
del plasmido: caset de resistencia a cloranfenicol, promotor fuerte, gen reportero y gen represor (Diagrama
1).

Gl oriE
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Diagrama 2. Esquema de la integracion del pldsmido pMutin4-cat-DyhaZ en el locus yhaZ del genoma de B. subtilis, mediante recombinacion
homéloga sencilla, generando colonias resistentes a Cm.
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Conclusion.

Se generaron y caracterizaron molecularmente las cepas B. subtilis AyhaZ y B. subtilis AGO AyhaZ.
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