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Resumen

Los organismos aerobios utilizan mecanismos que les permitan eliminar radicales de oxigeno producidos
durante la respiracion, asi como los que derivan de su interaccion con el medio ambiente. Las alteraciones en
el balance de las moléculas oxidantes y los procesos encargados de eliminarlos generan estrés oxidativo. Los
radicales producidos por este tipo de estrés, pueden generar dafios a las biomoléculas de la célula y causar
lesiones en el ADN. A este fendmeno se le conoce como estrés oxidativo. El sistema de la guanina oxidada
(GO) previene y repara lesiones en el ADN causadas por el estrés oxidativo, sin embargo, se ha demostrado
que en Bacillus subtilis la deficiencia de este sistema convierte a las células hiperresistentes al peréxido de
hidrégeno. El gen ohrA codifica para una peroxirredoxina que ayuda a proteger a las células contra peréxidos
organicos. En un andlisis protedémico de la cepa B. subtilis AGO, la sintesis de la proteina OhrA se encontro
aumentada al someter a la cepa a estrés por peréxido de hidrogeno. Para estudiar la contribucion de ohrA en
la resistencia al peroxido de hidrégeno de la cepa AGO, en este estudio se disefié una construccion para
interrumpir al gen ohrA de la cepa B. subtilis WT y una mutante deficiente en el sistema GO, respectivamente.
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Introduccion

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, no patégena, puede proliferar en distintos ambientes, posee
morfologia bacilar y es capaz de formar endosporas. Gracias a la facilidad con la que puede ser manipulada
genéticamente y a que se cuenta con la secuencia completa de su genoma, B. subtilis ha sido ampliamente
utilizado como modelo de estudio [,

Los organismos aerobios como B. subtilis utilizan mecanismos moleculares para eliminar las especies oxidantes
que se generan durante su metabolismo y en su interaccién con el ambiente. El estrés oxidativo es causado por
una produccién desmedida de especies oxidantes las cuales pueden dafiar las biomoléculas incluyendo a los
acidos nucleicos . La principal lesion producida en el ADN por el estrés oxidativo es el 8-oxo-dGTP, un
precursor oxidado que frecuentemente se incorpora al ADN opuesto a la adenina Bl. Ademas, la oxidacion
directa del ADN genera 8-oxo-dG, la cual induce mutaciones, por transversion, principalmente GC — TAy AT
—CG M.

El sistema de la Guanina oxidada (GO) es una ruta dedicada a reparar y prevenir las lesiones en el ADN
causadas por el estrés oxidativo mejorando la fidelidad de la replicacién del ADN. El sistema GO en B. subtilis
emplea las ADN glicosilasas MutM y MutY, la primera remueve la 8-oxo-G de los apareamientos 8-oxo-G:C y la
segunda, hidroliza la adenina de los desapareamientos 8-oxo-G:A Pl. Ademas, los efectos mutagénicos del 8-
oxo-dGTP son prevenidos por la 8-oxo-dGTP/GTPasa, YtkD, la cual hidroliza la molécula 8-oxo-GTP que se
encuentra en estado oxidado hasta transformarla en 8-oxo-dGMP que no funciona como sustrato de la
polimerasa y de esta manera se evita la incorporacién de la molécula oxidada al ADN [,

La exposicion a especies reactivas de oxigeno desencadena repuestas adaptativas unicas mas alla de la
respuesta general al estrés. En B. subtilis los efectos del peroxido de hidrégeno inducen respuestas controladas
por sigma B, regulon del estrés general; PerR, regulén que responde ante el H.O,, pero muy poco ante los
peroxidos organicos y OhrR (represor débilmente activado por H;O», pero capaz de responder ante los
hidroperoxidos organicos como el tertbutil hidroperoxido 671,
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Las proteinas Ohr son peroxidasas dependientes de tiol que contienen dos cisteinas muy conservadas y que
catalizan la reduccion de perdxidos a alcoholes oxidando sus residuos de cisteina y liberando agua L. El gen
ohrA de Bacillus subtilis (~426 pb) codifica para una peroxirredoxina (141 aminoacidos) cuya funcién es proteger
a la célula contra perdxidos organicos al catalizar la reduccion de diversos hidroperdxidos organicos utilizando
residuos de cisteina 8. Su expresién es regulada por el factor Sigma Ay por el represor OhrR 1,

Estudios previos demostraron que una cepa de B. subtilis deficiente en el sistema GO (AGO) exhibio un fenotipo
hipermutagénico e hiperresistente al peréxido de hidrogeno . Un andlisis protedmico de la cepa AGO demostro
que la proteina OhrA aumenta su sintesis cuando se induce estrés oxidativo por peréxido de hidrégeno, por
ello, con el objetivo de estudiar el papel de ohrA en la hiperresistencia al peréxido de hidrogeno de la cepa AGO,
en este estudio se obtendran mutantes de B. subtilis en este gen.

Materiales y métodos

Tabla 1: Cepas utilizadas en este estudio

Cepa Descripcion Referencia

PERM 451 Bacillus subtilis Cepa Silvestre, trpC2 Coleccion de cepas del laboratorio

PERM 603 Bacillus subtilis 451 ytkD::Neo, mutY::Sp, mutM::Tc Coleccion de cepas del laboratorio
Resistente a Neomicina, Espectinomicina y Tetraciclina

PERM 100 Escherichia coli DH5a Coleccion de cepas del laboratorio

PERM 1479  Escherichia coli DH5a conteniendo el plasmido pMUTIN-4-cat mas un fragmento interno del gen Coleccion de cepas del laboratorio

ypVvA (516 pb), con los sitios de corte EcoRl y BamHI. Resistente a Cloranfenicol.

PERM 1886  Escherichia coli DH5a conteniendo la construccion pJET-ohrA. Un fragmento de ~274pb. Este estudio
Corroborado por restriccion con las enzimas EcoR| y BamHI. Resistente a Ampicilina.

PERM 1889  Escherichia coli DH5a conteniendo la construccion pMUTIN 4-cat mas un fragmento de ~ 274pb de  Este estudio
ohrA corroborado por restriccién con EcoRI y BamHI. Resistente a Cloranfenicol.

PERM 1904  Bacillus subtilis 451 ohrA::Cm Este estudio
Resistente a Cloranfenicol

PERM 1903 Bacillus subtilis 451 ytkD::Neo, mutY::Sp, mutM::Tc, ohrA::Cm Este estudio

Resistente a Neomicina, Espectinomicina, Tetraciclina y Cloranfenicol

Tabla 2: Plasmidos utilizados en este estudio

Plasmido Descripcion Referencia
pJET1.2/blunt Vector de clonacién con casete de resistencia a Ampicilina Thermo Fischer Scienific, 2015
pMUTIN-4-cat pMUTIN-4 al cual se le cambi6 el casete de resistencia de Eria Cm Coleccion de cepas del laboratorio

Tabla 3: Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Oligonucledtidos Secuencia Descripcion

893 5"-GCGAATTCGCGGTAGGAGGAAGAGAAGGA-3’ Oligonucledtido directo para amplificar una regién interna
del gen ohrA de ~274pb para clonarse en vector pMUTIN-
4-cat. Con sitio de corte EcoRI.

894 5- GCGGATCCCGTCACACCCAGCTTATAGCC-3’ Oligonucledtido reverso para amplificar una region interna
del gen ohrA de ~274pb para clonarse en vector pMUTIN-
4-cat. Con sitio de corte BamHI.
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183 5'-GCAGCAACGAGACGTCAC-3’ Oligonucléotido reverso interno a lacZ para corroborar
mutantes de Bacillus subtilis con el plasmido pMUTIN-4
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Medios de Cultivo

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las diferentes cepas con las que se trabaj6 en el desarrollo
de este estudio fue el medio Luria-Bertani (LB). Este medio fue suplementado con Ampicilina (Amp),
Cloranfenicol (Cm), Neomicina (Neo), Espectinomicina (Sp) o Tetraciclina (Tc).

Replicacion in vitro y clonacién del gen ohrA

El ADN gendmico aislado de la cepa PERM 451 de B. subtilis (Tabla 1) se us6 como molde para la amplificacion
in vitro de un fragmento interno de ~274 pb del marco de lectura abierto del gen ohrA mediante PCR, utilizando
los oligonucledtidos 893 y 894 (Tabla 3). Se generd un gradiente de temperatura en la etapa de alineamiento
para obtener una amplificacién éptima del fragmento, que una vez obtenido, fue purificado en un gel de bajo
punto de fusién y ligado en el vector de mantenimiento pJET1.2/blunt (Tabla 2). Los productos de la ligacion se
utilizaron para transformar células competentes de E. coli DH5a. Las colonias fueron seleccionadas por su
resistencia a Ampicilina. Se extrajo ADN plasmidico de varias colonias transformantes y se realizé el analisis
por restriccion con las enzimas EcoRl'y BamHI.

Transformacion de células de Escherichia coli con la construccion pMUTIN-4-cat-ohrA

El vector integrativo pMUTIN-4-cat se purificé de la cepa PERM 1479 (Tabla 1) y se sujeto a restriccion con las
enzimas EcoRI y BamHI. El gen ohrA, cortado con las mismas enzimas, se ligé en pMUTIN4-Cat . El producto
se transformo en células competentes de E. coli DH5aq, las cuales fueron seleccionadas en placas de medio LB
adicionado con Cloranfenicol. Se extrajo el ADN plasmidico de varias colonias y se realizo la corroboracion de
la construccioén de interés mediante analisis de restriccion empleando las enzimas EcoRl y BamHI.

Transformacion en Bacillus subtilis

Para la obtencidon de una mutante de B. subtilis AohrA se prepararon células competentes de las cepas B.
subtilis 451 (parental) y B. subtilis AGO/ohrA, de la cepa 603 (AGO), y, estas se transformaron con el plasmido
pMUTIN-4-cat-ohrA. Se seleccionaron colonias de ambas transformantes en placas suplementadas con
Cloranfenicol, Neomicina, Espectinomicina, Tetraciclina y Cloranfenicol.

Posteriormente se realizaron extracciones del ADN gendmico de las transformantes y se corroboré la
interrupcion de ohrA mediante de PCR con los oligonucleétidos 893 y 183 (Tabla 3).

Resultados y discusion

Amplificacion del gen ohr4 por PCR

Se disefaron los oligonucledtidos 893 y 894 (Tabla 3) para amplificar una region interna del marco de lectura
del gen ohrA, como se muestra en la figura 1.1.

Se establecieron las condiciones 6ptimas de alineamiento de los oligonucleétidos para realizar una correcta
amplificacion de la region interna del marco de lectura del gen ohrA. Como muestra la Figura 1.2, el analisis
electroforético del producto de la PCR permite observar una uUnica banda de aproximadamente 274 pb
correspondiente al amplicon esperado al utilizar los oligonucleétidos 893 y 894 que alinean en los sitios
mostrados en la Figura 1.1.

1)
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Fig. 1. PCR para amplificar una regién interna del marco de lectura del gen ohrA de Bacillus subtilis. 1.1) Representacién esquemadtica y secuencia
amplificada. Los oligonucleétidos utilizados se muestran en azul. 1.2) Amplificacién por PCR. El amplicén generado es de 274 pb. (M) Marcadores de

tamano molecular 1kb. (1) Amplificacién de ohrA (2) Control negativo conteniendo tinicamente el oligonucleétido directo.

Corroboracion de la construccion pJET1.2/blunt-ohr4

Se purificé el amplicon de 274 pb de ohrA en un gel de agarosa de bajo punto de fusion y se insert6 en el vector
pJET1.2/blunt mediante una reaccion de ligacion. La construccion resultante (figura 2.1) fue insertada en células
competentes de E. coli DH5a. Las células transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a ampicilina.
La construccion fue corroborada por restriccion empleando las enzimas EcoRI y BamHI ya que los sitios de

corte de estas enzimas se encuentran insertados en el fragmento de interés como muestra la figura 2.

)
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2)
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~274pb

Fig. 2. Obtencion de la construccién pJET1.2/blunt-ohrA. 2.1) Representacion esquemadtica de la construccion con el vector de
mantenimiento pJET1.2/blunt mds un fragmento del marco de lectura de ohrA, se muestran los sitios de corte utilizados. 2.2)
Corroboracion de la construccion pJET1.2/blunt-ohrA por restriccion con las enzimas EcoRl y BamHI. (M) Marcadores de tamario
molecular, (1) Restriccion con EcoRl' y BamHI del Clon 1, (2) Restriccién con EcoRl' y BamHI del Clon 24, (3) Fragmento purificado de
ohrA.

Una restriccién exitosa resultaria en la liberacion del fragmento de 274 pb de ohrA como muestra la figura 2.2.
La banda de 2974 pb corresponde al vector pJET1.2/blunt mientras que la banda de 274 pb corresponde al
fragmento de interés.

Estos resultados corroboran la correcta clonacion del fragmento de ohrA en el vector pJET1.2/blunt. La cepa de
E. coli DH5a conteniendo esta construccion se guardo en la coleccion de cepas del laboratorio con el nombre
PERM1886.

El fragmento de ohrA con sitios de corte EcoRI y BamHI liberado de estas reacciones de restriccion se purifico
en un gel de agarosa de bajo punto de fusion.

Corroboracion de la construccion pMUTIN 4-cat portando el fragmento de ohr4

Se purificé el vector pMUTIN-4-cat de la cepa PERM 1479 previamente cortado con las enzimas EcoR| y BamHI
para generar sitios de restriccion compatible con el fragmento EcoRI/BamHI de ohrA. Se llevo a cabo una
reaccion de ligacion entre el fragmento de ohrA y el vector pMUTIN-4-cat utilizando la enzima T4 DNA ligasa.
La construccion resultante (Figura 3.1) fue insertada en células competentes de E. coli DH5a. Las células
transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a cloranfenicol.
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Fig. 3. Corroboracion de la obtencién de la construccion pMUTIN-4-cat-ohrA. 3.1) Representacién esquemadtica de la construccién

con el vector integrativo pMUTIN-4-cat mds un fragmento del marco de lectura de ohrA. 3.2) Corroboracién de la construccion por

medio de restriccion con las enzimas EcoRl y BamHI (M) Marcadores de tamario molecular, (1) ADN plasmidico pMUTIN-4-cat-ohrA,
(2) Restriccion de pMUTIN-4-cat-ohrA con EcoRl y BamHI

Se aislé ADN plasmidico de las colonias transformantes y se realiz6 la corroboraciéon de la construccion por
restriccion utilizando las enzimas EcoRI y BamHI. La figura 3.2 muestra los resultados de la corroboracién en

los cuales, se puede observar una banda de 274 pb correspondiente al fragmento de ohrA y una banda de 7621
pb correspondiente al vector pMUTIN-4-cat.

El observar las dos bandas representa una correcta construccion del vector necesario para la obtencién de las
mutantes en B. subfilis. La cepa de E. coli DH5a conteniendo esta construccion se guardd en la coleccion de
cepas del laboratorio con el nombre PERM 889.

Obtencion de cepas de B. subtilis deficientes en el gen ohr4

El vector pMUTIN4-cat-ohrA se utilizé para transformar células competentes de las Bacillus subtilis WT y DGO,

como muestra la figura 4.1. La interrupcion del gen ohrA ocurre mediate un evento de recombinacion homologa
sencilla (Fig. 4.1).

La interrupcion exitosa de ohrA, con la construccion, en ambos fondos genéticos, se muestra en la Figura 4.2.
El analisis electroforético de los productos de la PCR en el ADN genémico de las transformantes para la
obtencion de la mutante nula en el gen ohrA permite observar una banda de ~907 pb correspondiente al
amplicon esperado al utilizar el oligonucledtido 893 que se une a una region interna del marco de lectura del
gen ohrA y el oligonucleétido 183 reverso de lacZ. Estos resultados demuestran la obtencion de las mutantes
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B. subtilis AohrA y B. subtilis AGO/ohrA, las cuales se guardaron en la coleccion de cepas del laboratorio con
los nombres PERM 1904 y PERM 1903, respectivamente.

1)

Construccion
generada para
interrumpir el gen

pMUTIN4-cat
+ ohrA

_ Genoma
W@ﬁm; de B. subiilis

Vector integrado
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Fig. 4. Obtencion de cepas mutantes de B. subtilis en el gen ohrA. 4.1) Representacién esquematica de la interrupcion del gen ohrA
con la construccion pMUTIN4-cat-ohrA. 4.2) Obtencion de las cepas de B. subtilis dohrA 'y A4GO/ohrA. (M) Marcadores de tamano
molecular 1kb, (1) Control positivo: amplificacion de ohrA-lacZ en pDNA de la construccion pMUTIN4-cat-ohrA. (2) Control negativo:
amplificacién de ohrA-lacZ en DNA cromosémico de la cepa WT. (3-4) Amplificacién de ohrA-lacZ en DNA cromosémico de las
mutantes B. subtilis dohrA, (5-6) Amplificacion de ohrA-lacZ en DNA cromosémico de las cuddruples mutantes B. subtilis AGO/ohrA.
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Conclusiones

En este estudio se disend, se obtuvo y se corroboré6 molecularmente la construccién genética pMUTIN-4-cat-
ohrA para interrumpir el gen ohrA de B. subtfilis.

Con esta construccion se obtuvieron y caracterizaron molecularmente cepas mutantes de B. subtilis deficientes
del gen ohrA, asi como mutantes deficientes del sistema GO y ohrA, que se utilizardn para estudiar la
contribucion de ohrA en proteger a la cepa AGO del perdxido de hidrogeno.
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