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Resumen

Las condiciones metabolicas optimas durante el crecimiento provee a las bacterias un suplemento
balanceado de precursores para la sintesis de ADN, permitiendo a la maquinaria replicativa y a los sistemas
de reparacion duplicar fielmente sus genomas, al permitir aproximadamente un error por cada 10° pares de
bases de ADN duplicadas. Sin embargo, en la naturaleza las bacterias enfrentan situaciones poco propicias
para el crecimiento incluyendo la limitacion de nutrientes y factores fisico-ambientales como la desecacion,
el calor y las radiaciones solares. Bajo estas circunstancias, las bacterias del género Bacillus despliegan
respuestas celulares que les permiten adoptar estados morfofisioldgicos distintivos como la competencia
genética, formacion de esporas, asi como la mutagénesis asociada a la fase estacionaria (MFE), también
conocida como mutagénesis adaptativa. A través de este proceso, las bacterias generan diversidad en sus
genomas para escapar de las condiciones que limitan su crecimiento y esculpir rutas evolutivas. La
participacion de sistemas que previenen y/o eliminan los insultos que sufre el ADN, las moléculas quimicas
de sefializacién celular, asi como distintos factores que regulan la maquinaria transcripcional, han sido el
objeto de las investigaciones que desarrollaron 5 alumnos de la Division de Ciencias Naturales y Exactas,
durante el verano de la ciencia UG-2023, en el laboratorio de Mutagénesis y Reparacién de ADN del
responsable de estos proyectos.
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Obtencion de una construccién para sobreexpresar el gen yqghB de B. subtilis en
Escherichia coli

Los microorganismos deben sobrevivir a las condiciones cambiantes del ambiente en el que viven, ademas,
necesitan generar una respuesta apropiada para asegurar su supervivencia. Para ello, han desarrollado
sistemas de sefalizacion mediados por segundos mensajeros como el di adenosin monofosfato ciclico (c-di-
AMP)[1] . El c-di-AMP regula muchos procesos fisioldgicos en bacterias como la deteccién de dafio al ADN y
la mutagénesis y actua por medio de moléculas efectoras que son ampliamente desconocidas [2]. YqhB es
una proteina que podria unir al c-di-AMP ya que contiene dos dominios CBS mediante los cuales une al c-di-
AMP in silico. Esta reportado que esta proteina protege contra estrés oxidativo y forma parte de la respuesta
de Sigma B vy el regulon SOS por lo que seria un efector importante para que el c-di-AMP funcione en la
modulacion de la mutagénesis [3]. En este trabajo se disefid y generd una construccion para expresar y
purificar la proteina YghB en E. coli para demostrar experimentalmente esta union.

RESULTADOS

Amplificacion del gen yqhB por PCR

El gen yghB se amplifico mediante PCR utilizando como templado ADN gendmico de la cepa silvestre B.
subtilis 168 y los oligos 5'- GC GGATCC GCA AAG GAA ATT ATG GTG CC- 3’y 5'-GC AAGCTT TTC ATC
CGC ATC AAA TTC ATC-3, conteniendo los sitios de corte BamHI y Hindlll. En la Figura 1B se muestran el
amplicon obtenido, un producto de 405 pb. El producto de PCR del gen yqhB se purificd de un gel de agarosa
de bajo punto de fusion y se ligé en el vector pJET1.2/blunt para transformar células competentes de E. coli
DH5a. Las colonias transformantes se seleccionaron en placas de medio LB suplementadas con Amp y la
confirmacion de la construccion se realizé mediante andlisis de  restriccion de  mini-preparaciones de
DNA plasmidico empleando las enzimas BamHI y Hindlll. EI patron esperado en las bandas, demostro
la obtencion de la construccion de interés a la cual se le denomino pPERM1934 (Figura 1C).
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Figura 1. PCR para amplificar el marco de lectura del gen yghB de Bacillus subtilis. A) Representacion esquematica del gen de interés
y que serad amplificado. B) Amplificacién por PCR. El amplicon generado es de 405pb. (1) Amplificacion del gen yghB (M) Marcadores
de tamafo molecular 1kb. C) Corroboracion de la construccion pJET1.2/blunt-yghB por restriccién con las enzimas BamHI y Hindlll.
(1) pldsmido cortado con BamHI (2) plasmido cortado con Hindlll (3) plasmido cortado con BamHI y Hindlll (M) Marcadores de
tamafo molecular 1kb

Construccion pQE30-yqhB

Para sobreexpresar el gen yqghB en E. coli se utilizo el vector de expresion pQE30. El gen yghB se libero
del pPERM1934 y se ligo en los sitios BamHI y Hindlll de pQE30; el producto de la ligacién se introdujo
por transformacién a células competentes de la cepa E. coli XL10-Gold. Se eligieron algunas colonias
transformantes para extraer el DNA plasmidico, el cual se digiri6 con Hindlll/BamHI para corroborar
la obtencion de la construccidn de interés. Los resultados de este analisis se muestran en la
Figura 2. Se obtuvieron las bandas de restriccion esperadas, a la construccion generada se le denomind
pPERM1952.
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Figura 2. Obtencidon de cepas sobreexpresantes del gen yghB en E. coli

corresponde al fragmento de yghB.

CONCLUSION

Se demostré la obtencion de la construccion genética pQE30-yqghB para la sobreexpresion de YghB en E.
coli. Las cepas sobreexpresantes se utilizaran para purificar la proteina en E. coli XL10 GOLD vy cristalizarla
para determinar experimentalmente si existe interaccion con el c-di-AMP.

Diseno molecular de una cepa de Bacillus subtilis deficiente en el sistema GO y
Xantina Oxidasa.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen como consecuencia del metabolismo aerdbico. El
desequilibrio entre la produccion de ROS y sistemas de defensa antioxidantes provoca estrés oxidativo y
dafio celular*. Para contrarrestar los efectos nocivos del estrés oxidativo, B. subtilis activa regulones genéticos
como las respuestas SOS y de estrés por perdxidos?. Se ha propuesto que la proteina PucR de B. subtilis
regula la expresion de 15 genes incluyendo al operon pucA-B-C-D-E, cuyos genes codifican subunidades de
la xantina oxidasa (XO). Durante la hidroxilacion oxidativa de la hipoxantina (HX) y la Xantina (X) para generar
acido urico, como subproductos de la reaccion, la XO genera peréxido de hidrogeno (H202) y oxigeno
molecular (O2)°.

B. subtilis cuenta con el sistema de reparacion/prevencion GO, el cual se encarga tanto de prevenir como de
eliminar la altamente mutagénica lesion 8-oxoG del ADNE. En nuestro grupo de trabajo se cuenta con una
cepa deficiente del sistema GO, la cual presenta un fenotipo hiperresistente a H,O, e hipermutagénico. Para
investigar si la XO contribuye al establecimiento de este fenotipo, en el presente proyecto se utilizaron
enfoques moleculares para inactivar genéticamente el operon pucA-E, en el fondo genético B. subtilis AGO.

RESULTADOS

Para investigar si la XO contribuye a la hiperresistencia al H,O, de la cepa GO se generd una construccion
para interrumpir al operon pucA-B-C-D-E . Para tal fin se amplificaron los fragmentos 5y 3'de los genes pucE
y pucA del operon de la XO a partir de DNA genémico de la cepa 451 (WT) de B. subtilis, los oligonucleétidos
5-GC CCGCGG CTCCTGGAAGACCAGGAGGAG -3y 5-CC GAAGCC GCGTCTCAT CTG -3, con sitios
de restriccion Sacll/BamHI se usaron para amplificar pucA, mientras que para amplificar a pucE se utilizaron
los oligonucledtidos 5-GA GTTGCT TGAAGCGATCGAC y 5- GA GTTGCT TGAAGCGATCGAC-3’, con
sitios de restriccion EcoRI/Xhol (Figura 1).

corroboracion de la sobreexprecién por medio de restriccion enziméatica (M)
Marcadores de tamafio molecular 1 kb, (1) Restriccion del plasmido usando la enzima
BamHlI. (2) Restriccidon del plasmido usando la enzima Hindlll (3) Restriccion del
plasmido usando las enzimas BamHI y Hindlll. Se puede observar la obtencion de
una banda de pb que corresponde al plasmido pQE30 y una banda de 405pb que
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Figura 1. Amplificacién de fragmentos 5°y 3“de los genes pucA y pucA del operén de la XO.
A) Representacion esquematica del operon pucA-E. B) Amplificacion por PCR un fragmento

de 603 pb de pucA (Carriles 1-3). C) Amplificacién por PCR de un fragmento de de 513 pb
de puckE (Carriles 1-3).

Para obtener una construccién que interrumpa el operén pucA-E en B. subtilis, los fragmentos 5-pucAy 3’-

pucE amplificados por PCR se subclonaron secuencialmente en el vector integrativo pDG1515-Cm de
acuerdo con la estrategia de la Figura 2.
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Sall BarhHI |

pDG1515-pucAipucE | OriE l

5'-puckE I Cm* I 3 -pucA

O O

O

Figura 2. Obtencién de una construccién para interrumpir el operén
pucA-E mediante recombinacién homéloga

CONCLUSION

Se generod y caracterizé molecularmente una construccion en el vector pDG1515 el cual contiene los brazos
3' pucE y 5' pucA del operdn de la Xantina Oxidasa. Esta construccion se usara para deletar el operén que
sintetiza la Xantina Oxidasa en las cepas silvestre y una mutante deficiente en el sistema_GO
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Generaciéon de una construccidon polA-lacZ para analizar la expresion espacio-
temporal de polA en Bacillus subtilis

B. subtilis es capaz de formar esporas, estas pueden permanecer latentes durante miles de afios. La
biogénesis de las esporas ocurre en un esporangio que consta de dos compartimentos, las células madre y
la preespora’. Este proceso es estrictamente dependiente de un programa de expresion genética diferencial
en ambos compartimentos del esporangio. Lesiones de ADN provocadas por factores espontaneos y
ambientales, pueden comprometer la esporulacion®. Para contender con este problema, B. subtilis cuenta
con mecanismos de reparacion que operan durante la esporogénesis, los cuales utilizan polimerasas de baja
fidelidad (BF), incluyendo a YgjH y a YqjW?. PolA es otra polimerasa de BF que trabaja en conjunto con los
sistemas BER y NER en esta bacteria'®. El objetivo de este trabajo consiste en generar y caracterizar una
cepa de B. subtilis portando una fusion polA-lacZ para elucidar el patron de expresion compartamental de
polA, durante la esporulacion de B. subtilis.

RESULTADOS

Amplificacion (PCR) de un fragmento 5°de polA

Para generar una cepa de B. subtilis que porte la fusion polA-lacZ se amplifico por PCR el fragmento 5°del
gen polA utilizando como templado el ADN genomico de la cepa silvestre de B. subtilis 168. En la figura 1 se
muestra el amplicon obtenido, observando que al utilizar una temperatura de alineamiento de 60°C se obtuvo
un fragmento del tamafio esperado ~480 pb.

430 pb

650pb |

500pb «——1
400pb +—

El =L

Figura 1.- Amplificacién por PCR de un fragmento del extremo 5° de polA, con un tamafio
aproximado de 480 pb. M.- Marcadores de ADN, carril 1.- Amplicon de polA (~480pb) . Ta=60°C,
Vent Pol.

Subclonacion del fragmento 5°-polA en el plasmido integrativo pMutin4-cat

El producto de PCR se clono en el vector pJET1.2/blunt y se amplifico en E. coli generando una construccion
pJET1.2/blunt-polA. A continuacion, utilizando la estrategia que se muestra en la figura 8 el fragmento de 480
pb de polA se cloné en el plasmido integrativo pMUTIN-CAT. La corroboracion de la construcciéon obtenida
también se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Andlisis de restriccion del plasmido pMutin4-Cat-polA con las enzimas BamHI y EcoRl. MPM.-
Marcadores de ADN. Carril 1.- Fragmentos liberados de la construccién pMutin4-Cat-polA luego del corte
con las enzimas de EcoRl y BamHI.

CONCLUSION

Se genero y caracterizd molecularmente una construccion génica que porta una fusién transcripcional polA-
lacZ en el plasmido integrativo pMutin4-Cat. La integracion de esta construccion en el locus polA, permitira
en ensayos posteriores, analizar los niveles de expresion de este gen durante el ciclo celular de Bacillus
subtilis.

Determinacion del perfil de lesiones geneticas en esporas dormantes vy
eclosionantes de Bacillus subtilis

La capacidad de las esporas de Bacillus subtilis para regresar al crecimiento vegetativo, depende de su
integridad gendmica. En este proceso denominado germinacion/eclosion, es crucial reparar el dafio al ADN
acumulado durante la latencia''. Durante la germinacion/eclosion, la entrada de agua y la activacién del
metabolismo aerdbico pueden generar lesiones oxidativas, que pueden ser reparadas por el sistema BER,
en este sistema se incluyen las AP-endonucleasas Nfo y ExoA. La deficiencia de estas proteinas genera un
retardo en la germinacion/eclosion de las esporas'. Sin embargo, aun en ausencia de Nfo y ExoA, existe
reparacion de las lesiones oxidativas en el ADN de las esporas eclosionantes'®. Estas observaciones sugieren
la participacion de otras enzimas involucradas en procesar este tipo de lesiones, como Nth y la proteina
checkpoint DisA. Por lo tanto, nos enfocamos en analizar la presencia de lesiones oxidativas y establecer la
dinamica de germinacion/eclosion de esporas de B. subtilis deficientes de DisA y las principales AP-
endonucleasas.

RESULTADOS

Para analizar la presencia de lesiones oxidativas en ADN de esporas de B. subtilis deficientes en DisA, es
necesario obtener ADN cromosomico de alta pureza, para ello se implemento una estrategia para extraer
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ADN de esporas eclosoniantes de los distintintos genotipo (Figura 1). EI ADN purificado se analizo en geles
de agarosa tefidos con Et-BrEt (Figura 2).

Extraccién de ADN de esporas

Recolectar esporas (60 miny 120 min —
después del inicio de la Germinacion ) Purificacién de
ADN

4 |
g v

Tratamieato con Fog

(Campos et al,, 2014) Gel alcalino

Figura 1. Estrategia para purificar ADN cromosémico de
esporas eclosoniantes de B. subtilis

15 000 pb

Figura 2. Andlisis de ADN cromosomal purificado de esporas
eclosionantes con distintos genotipos, en geles de agarosa tefiidos con
Et-Br. M: Marcadores moleculares. Células eclosionantes 60 min (carril 1-
4)Carril 1. WT, Carril 2. nfo exoA, Carril 3. nfo exoA nth Carril 4. nfo exoA
nth disA. Células eclosionantes 120 min (carril 5-8) Carril 5. WT, Carril 6.
nfo exoA, Carril 7. nfo exoA nth Carril 8. nfo exoA nth disA.

CONCLUSION

Se obtuvo ADN cromosomico de alta pureza de esporas de B. subtilis con diferentes genotipos y se lograron
estandarizar las concentraciones adecuadas para posteriormente analizar la presencia de lesiones en geles
de ADN alcalinos.

pag 3



VOLUMEN 16

¢
o8 XXVII Verano De la Ciencia

de . ISSN 2395-9797
WWww. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Determinacion de la capacidad de la proteina Hisg-Cdd en la desaminacion de ADN
de doble cadena

La desaminacién de bases del DNA es un tipo importante de alteracion quimica, tres de las cuatro bases
presentes en el DNA, citosina (C), adenina (A) y guanina (G) poseen un grupo amino exociclico, que es
susceptible a ser hidrolizado de manera espontanea bajo condiciones fisioloégicas o inducidas por radiaciéon
ultravioleta, radicales de oxigeno, acido nitroso (HNO2), éxido nitrico (NO) y bisulfito de sodio (SB), estas
alteraciones quimicas conduce a la produccion de bases analogas como el uracilo, hipoxantina y la xantina,
las cuales son protencialmente pre-mutagénicas sino son reparadas antes de la siguiente ronda de replicacion
produciendo mutaciones por transicion o transversion'*. En nuestro grupo de trabajo se determiné que tanto
YwgL como el sistema de reparacion de bases mal apareadas (MMR) contrarrestan los efectos mutagénicos
que causa el uracilo y bases desaminadas en el genoma de B. subtilis'®. En el presente trabajo se investigd
si la proteina recombinante His6-Cdd, que comparte homologia estructural con desaminasas de mamiferos,
es capaz de desaminar DNA de doble cadena y convertirlo en sustrato de la endonucleasa YwqL, una enzima
capaz de hidrolizar DNA conteniendo bases desaminadas.

RESULTADOS

Para investigar si la proteina recombinante His6-Cdd es capaz de desaminar DNA de doble cadena, es
necesario purificar la proteina a homogeneidad, para ello se siguio el protocolo descrito en la figura 1.

Fraccion
Sonicar soluble
-6
30 S
30 min 3
—{>~
A\ e Ny

Centrifugar

L

\

&«

Lavar con
20 mM de imidazol

Eluir con
250 mM de imidazol

Il /

) -
S <]_ ¥ @
SDS-PAGEAnilisis ! cadfiise

Figura 1. Estrategia de purificacion de la proteina Hiss-Cdd de una cepa de E. coli que porta una
construccion para sobreproducir una proteina Hiss-Cdd.

En la figura 2 se muestra que utilizando este protocolo se logro obtener una banda unica de alrededor de 30
KDa (carriles 6 — 9).

Hiss-Cdd
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Figura 2. Andlisis por SDS-PAGE 15% de la purificacion de la proteina Hiss-Cdd por cromatografia de
afinidad metadlica. Carriles: 1, extracto celular sin inductor, 2, Extracto celular inducido, 3, fraccién no
unida a la columna (FT), 4, fraccion de lavado, 5-9, eluciones de His¢-Cdd. La proteina purificada se
obtuvo de la cepa E. coli PERM1607.
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Por otro lado, para investigar si el ADN desaminado es sustrato de YwqL, se obtuvo el extracto celular de una

cepa de E. coli que sobreexpresa a YwqL (Figura 3).

Figura 3. Andlisis por SDS-PAGE 15% de la purificacion de la proteina YwqL. La cepa de E. coli PERM
1071 que sobreexpresa a la proteina YwqL, se crecié en medio LB hasta una D.O ¢oonm de 0.5, el cultivo
se dividié en dos subcultivos a uno de ellos se le adiciond IPTG a una concentracion final de 0.25 mM
y se incubaron por 4 horas a 28 °C. Las células se cosecharon por centrifugacion, se prepararon los
extractos celulares y se analizaron por SDS-PAGE 15%. M marcadores de peso molecular de proteinas
(kDa), 1 y 3 cultivo control; 2 y 4 cultivo inducido con IPTG. 1 y 2 fraccién soluble, 2 y 4 fraccién
particulada.

CONCLUSION

Se purifico la proteina recombinante Hiss-Cdd de B. subtilis, mediante cromatografia de afinidad metalica y

se obtuvo el extracto celular de una cepa de E. coli que sobreexpresa a Hiss-YwqL.
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