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Resumen

La bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis es capaz de adaptarse y sobrevivir en entornos limitantes del
crecimiento activando, entre otros, un proceso denominado mutagénesis adaptativa, o asociada a la fase
estacionaria (MFE). La MFE ocurre en células quiescentes capaces de promover mutaciones bajo una presion
selectiva no letal que les permitira sobreponerse a las condiciones selectivas y proliferar. Para estudiar este
fenédmeno en Bacillus subtilis, Sung y Yasbin desarrollaron un sistema de ganancia de funciéon empleando la
cepa YB955 que contiene tres auxotrofias cromosomicas (hisC952, metB5, leuC427). Este sistema mide la
produccion de colonias auxotrofas His*, Met*, y Leu* en la etapa post-exponencial del crecimiento, bajo
condiciones de inanicion a los aminoacidos correspondientes. El estrés intracelular, o promovido por agentes
exégenos pueden generar lesiones en el ADN, las cuales pueden bloquear la elongacién de la maquinaria
transcripcional promoviendo mutaciones ventajosas; a este proceso se le denomina Mutagénesis Asociada a
la Transcripcion (MAT). En B. subtilis se han descrito 7 factores transcripcionales asociados a la ARN
polimerasa, incluyendo a NusG y Mfd, necesarios para la pausa, elongacién y terminacién transcripcional y
para acoplar la reparacién con la transcripcion, respectivamente. Reportes previos demostraron que NusG y
Mfd promueven la MFE. En este estudio se analizaron los porcentajes de mutaciones supresoras y posibles
reversiones de la cepa de Bacillus subtilis YB955 con interrupciones individuales o simultaneas en los genes
nusG y mfd, para elucidar los posibles mecanismos de reversion y el papel de nusG y mfd bajo condiciones
de estrés nutricional. Los resultados obtenidos sugieren que la interrupcion de mfd y/o nusG impactan leve,
pero significativamente la generacién de mutaciones supresoras respecto a la cepa parental YB955. Sin
embargo, el andlisis del porcentaje de mutaciones supresoras revel6 la existencia de colonias con triples
reversiones en los alelos mutantes bajo estudio. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la
supresion y/o inactivacion de nusG y mfd propician la MAT en células de B. subtilis en ayuno y carentes de
division.

Palabras clave: Bacillus subtilis YB955; nusG; mfd, estrés nutricional; Mutagénesis de Fase Estacionaria;
Mutagénesis Asociada a la Transcripcion.

Introduccion

En entornos donde las condiciones ambientales son desfavorables para el crecimiento, las bacterias activan
mecanismos de sobrevivencia. Durante la fase post-exponencial del crecimiento, B. subtilis es capaz de
establecer diferentes estrategias para adaptarse y sobrevivir incluyendo, la esporulacion, la produccion de
metabolitos secundarios, la hipermotilidad, la competencia celular y la mutagénesis adaptativa, o de fase
estacionaria (MFE) [1]. En este contexto, la replicacién disminuye o se apaga completamente; sin embargo,
la maquinaria transcripcional debe mantenerse activa para asegurar la expresién de genes necesarios para
la supervivencia y activacion de las rutas de diferenciacion celular arriba descritas [1,4]. Es aqui donde el
material genético se ve susceptible a dafios enddgenos o exégenos que promuevan lesiones en el ADN, las
cuales puedan bloquear la elongacién de la transcripcion al impedir el desplazamiento de la ARN polimerasa
activando procesos de evasion transcripcional (bypass) o insertando nucleétidos incorrectos cerca del sitio
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afectado, generando transcritos mutados, proceso conocido como retromutagénesis o sintesis de translesion
de la ARN polimerasa. Para corregirlo se emplea un mecanismo conocido como reparacién acoplada a la
transcripcion [4,5,6]. La generacion de transcritos mutados es el producto del proceso conocido como
mutagénesis transcripcional, que es favorecida en condiciones de estrés celular reflejandose ain mas en
aquellas regiones altamente transcritas dentro del genoma [4].

Se entiende por mutagénesis asociada a la fase estacionaria al fendmeno en el que las bacterias que no se
encuentran creciendo activamente adquieren mutaciones bajo una presion selectiva no letal, como la
limitacion de nutrientes u otras condiciones estresantes. Estas mutaciones promueven variabilidad genética
y permitiran a las bacterias sobreponerse a las condiciones selectivas y proliferar mediante cambios en su
expresion genética [1,2, 3]. Para estudiar la MFE en B. subtilis, Sung y Yasbin desarrollaron un sistema de
ganancia de funcion en la cepa de Bacillus subtilis YB955 que contiene tres auxotrofias cromosomicas a los
aminodcidos histidina, metionina y leucina (hisC952, metB5, leuC427). Las auxotrofias son generadas por
mutaciones puntuales: en el alelo de histidina ocurre en la posicion 952 y es una transicion de una Citosina a
una Timina; el cambio en el alelo de metionina es en la base nimero 346 con la transversién de una Guanina
por una Timina, y para el alelo de leucina ocurre una transicién de una Guanina por una Adenina. Por lo
anterior, en los alelos hisC y metB hay una mutacion sin sentido en la que se genera un codén de paro
prematuro (amber y ocre, respectivamente), que interrumpe la sintesis de la proteina a la que codifica. La
mutacién en el alelo /euC es una mutacion con cambio de sentido generando una proteina mutada. En este
sistema de ganancia de funcion, se lleva a la fase estacionaria a un cultivo de las cepas en estudio en medios
minimos deficientes de los aminoacidos histidina, metionina o leucina y se lleva el conteo durante los 10 dias
posteriores, contabilizando las colonias con fenotipo His*, Met* o Leu* para calcular la frecuencia de reversion
ajustada a la cuenta viable. Las colonias que crecen durante los dos primeros dias son descartadas como
mutantes generadas en la MFE porque se atribuye su crecimiento a la fase de crecimiento activo [1,2].

Las mutaciones adquiridas en la etapa post-exponencial que generan colonias prototrofas a histidina y
metionina en condiciones de inanicion en los aminoacidos a los que es auxoétrofa la cepa de YB955 pueden
ser atribuidas a reversiones verdaderas o mutaciones supresoras [7]. Para el caso del alelo de leucina, las
prototrofias se atribuyen a reversiones verdaderas o a mutaciones de segundo sitio, estas Ultimas se refieren
a mutaciones que ocurren en otra region dentro del mismo gen y que pueden restablecer la sintesis de la
proteina, sin revertir la mutacion original [2,7]. Se ha reportado que en la cepa YB955 un porcentaje alto de
las mutaciones en los alelos histidina y metionina son suprimidas por el alelo sup-3 y otras mutaciones
supresoras menos caracterizadas [2]. Para la cepa YB955, Sung y Yasbin encontraron que el porcentaje de
mutaciones supresoras de colonias Met" que crecen también en medio His es mayor a 90%, en cambio el
porcentaje de colonias His* que crecen en medio Met es menor al 20%, dentro de estos experimentos
unicamente un 0.6% (3/500) de colonias analizadas mostraron un fenotipo His* Met* Leu™ (triple revertante)

2].

En B. subtilis se han descrito 7 factores asociados a la transcripcion, que son un grupo de proteinas
accesorias asociadas a la ARN polimerasa, estas son NusA, NusB, NuskE, NusG, Rho, GreA y Mfd. NusG es
una proteina que forma un complejo con la ARN polimerasa, tiene acceso a la cadena no transcrita del ADN
promoviendo la pausa dependiente de secuencia rica en timina (TTNTTT), participa en la terminacién y anti-
terminacion de la transcripcion, mejora la elongacion transcripcional y su procesividad, ademas es participe
del acoplamiento y reclutamiento de proteinas accesorias de la traduccion. Mfd es una proteina implicada en
dirigir la reparacion acoplada a la transcripcién, reclutamiento del sistema de reparacién por escisiéon de
nucleétidos (NER), desensambla la ARN polimerasa cuando existen dimeros de pirimidina u otras lesiones
en el ADN, dirige la mutagénesis transcripcional por bypass transcripcional y promueve la mutagénesis de
fase estacionaria [5]. En estudios recientes, se demostré el papel de los genes nusG y mfd en B. subtilis y su
relacion con la mutagénesis de fase estacionaria. Se describié que nusG y mfd son genes promutagénicos
en condiciones de estrés nutricional, y que probablemente actuan por vias independientes. También se
demostré que la interrupcién de ambos genes mfd y nusG suprime la mutagénesis de fase estacionaria [5].

Retomando el concepto de la mutagénesis transcripcional y los resultados obtenidos en el estudio de Negrete-
Duran [5] sobre el papel de mfd y/o nusG en la MFE, en este trabajo se analiz6 el impacto de estos factores
en la generacion de mutaciones supresoras asociadas a la transcripcion, bajo condiciones de estrés
nutricional que limitan el crecimiento de B. subtilis.
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Materiales y Métodos
Cepas utilizadas

Tabla 1. Cepas de Bacillus subtilis utilizadas para la determinacion de mutaciones supresoras.

Cepa Descripcion Referencia
PERM1040 Bacillus subtilis YB955 Amfd, TcR Stock del laboratorio M. P-R
PERM1616 Bacillus subtilis YB955 AnusG, CmR Stock del laboratorio M. P-R
PERM1912 Bacillus subtilis YB955 AnusG Amfd, CmRSpR Stock del laboratorio M. P-R

Medios de cultivo

Para el crecimiento de las cepas se utilizd medio Luria-Broth (LB) liquido, a este se le adiciond agar
bacteriologico 15 g/L para preparar medios sélidos en placas. Segun cada cepa se suplement6é con los
antibidticos tetraciclina (Tc) 5 pg/mL, cloranfenicol (Cm) 5 pg/mL, tetraciclina (Tc) 15 pg/mL y/o
espectinomicina (Sp) 100 pg/mL.

Para el crecimiento de las cepas en los experimentos de mutagénesis de fase estacionaria se utilizé6 medio
Difco A3 (BD Difco, New Jersey, Franklin Lakes).

Para las placas de los experimentos de mutagénesis de fase estacionaria y la determinacion de mutaciones
supresoras se utilizo el Medio Minimo de Sales Spizizen (SMM) [2].

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121 °C y 15 libras de presion durante 15 min
previo a su uso.

Ensayos de mutagénesis de fase estacionaria

Se utilizé el procedimiento descrito por Sung y Yasbin [2]. A partir de un preinéculo de las cepas de interés,
crecido toda la noche a 37°C en agitacion constante, se tomaron de 250-500 uL para inocular en 25-50 mL
de medio Difco A3 suplementado con elementos traza Ho-Le, el cultivo se incubé a 37°C en agitacion
constante. El crecimiento se monitoredé determinando la D.O. cada 15-30 minutos con un colorimetro
(Biochrom WPA CO7500; Cambridge, Reino Unido) ajustado a una longitud de onda de 600 nm hasta localizar
el punto Ty (donde se interceptan las pendientes de las curvas del crecimiento exponencial y estacionario). A
partir de ese punto, el cultivo fue incubado 90 min y, transcurrido este tiempo, colectado por centrifugacion a
4800x%g durante 10 min a temperatura ambiente para obtener la pastilla celular, la cual se lavo y resuspendio
en 10 mL de PBS. Finalmente, se plaquearon de 50-200 pL de la suspension celular en diez placas Medio
Minimo de Sales Spizizen para His", Met y Leu, se incubaron a 37°C [2]. El numero de colonias revertantes
en las placas se contod diariamente durante 10 dias. Las colonias que crecieron durante los primeros seis dias
fueron descartadas y a partir del séptimo dia se seleccionaron las colonias de interés.

Determinacién de mutaciones supresoras y posibles reversiones

Las colonias que crecieron de los dias nimero siete al diez se seleccionaron y transfirieron a placas de Medio
Minimo de Sales Spizizen en el mismo aminoacido de seleccion, se incubaron a 37°C por 48 h y se contaron
el nimero de colonias revertantes siendo este el 100 % de las mutantes obtenidas de los ensayos de MFE.
Estas mismas colonias se transfirieron a placas Medio Minimo Sales Spizizen con los otros aminoacidos en
que no se hizo la seleccién. Se incubaron a 37°C por 48 h y finalmente se determiné el porcentaje de colonias
que crecieron del total en los otros dos aminoacidos en que no se hizo la seleccion inicial. El porcentaje de
posibles mutaciones supresoras se determinaron para los casos de las colonias con fenotipo His* Met* de
acuerdo con las siguientes formulas:

No.colonias His* que crecen también en SMM Met~

% mutaciones supresoras =
p No.colonias His* analizadas
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No. colonias Met* que crecen también en SMM His~

% mutaciones supresoras =
p No.colonias Met* analizadas

Extraccion de ADN gendémico

Para la extraccion del ADN genémico de las colonias de Bacillus subtilis YB955 Amfd, Bacillus subtilis YB955
AnusG y Bacillus subtilis YB955 AnusG Amfd con fenotipo His* Met* Leu® producto de los ensayos de
mutagénesis de fase estacionaria se sigui6 el protocolo descrito por Cutting y Vanderhorn [9].

Amplificacién de los fragmentos de los genes hisC, metB y leuC mediante PCR

Se utilizé6 ADN gendmico como molde de las colonias de Bacillus subtilis YB955 Amfd, Bacillus subtilis YB955
AnusG y Bacillus subtilis YB955 AnusG Amfd con fenotipo His® Met" Leu®, producto de los ensayos de
mutagénesis de fase estacionaria, para la amplificacion para la futura secuenciacion de las mutantes
generadas. La mezcla de reaccion para 30 reacciones de 9.5 uL cada una, estaba compuesta de: 242 pL de
agua grado biologia molecular, 30 pL de Buffer, 6 L de dNTPs, 2 uL del oligonucleoétido directo, 2 pL del
oligonucledtido reverso, 3 uL de enzima Vent polimerasa. A cada correspondiente reaccion se le afadieron
0.5 pL de ADN gendmico de cada respectiva colonia. Las condiciones de la PCR se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para la amplificacion de los fragmentos de los genes hisC, metB y leuC por PCR para las colonias
de B. subtilis deficientes de los genes nusG y mfd con fenotipo His™ Met™ Leu™.

Temperatura
Evento “C) Tiempo (min) Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 e
Desnaturalizacion 95 0.5
Alineamiento de
622, 63, 69° 0.3°0.5%> 30
oligonucleoétidos
Extension 72 0.5
Extension final 72 5 e
Mantenimiento 4 indefinidko e

a.b.¢ corresponden a las temperaturas y tiempo de alineamiento para la amplificacion de los genes metB,
leuC e hisC, respectivamente.

Resultados y Discusion

Inicialmente se realizaron experimentos de MFE con las cepas YB955 y deficientes en Mfd, NusG o en ambos
factores como se describiéd en Materiales y Métodos. Las colonias tardias con fenotipos His*, Met* o Leu*
obtenidas de cada una de las cepas en estudio, se utilizaron para investigar si las prototrofias asociadas a
estas provenian de mutaciones supresoras o reversiones verdaderas. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 3.

En referencia a las colonias His*, no se observaron diferencias importantes en el porcentaje de colonias que
también generaron la prototrofia Met* entre la cepa parental YB955 y la cepa deficiente en Mfd (Tabla 3).
Estos resultados sugieren que solo un 20% de las mutaciones His* son producto de mutaciones supresoras
y no incrementa este valor (Tabla 3). Para el caso de las mutantes nusG y nusG/mfd, el porcentaje de colonias
His* Met* disminuyé significativamente, a 0% y 4 %, respectivamente. Esto sugiere que la supresion y/o
inactivacion de estos factores promueven las reversiones verdaderas en el gen mutante hisC952.
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Tabla 3. Crecimiento de colonias revertantes con fenotipo His*, Met™ o Leu™ de las cepas deficientes de los genes nusG
y mfd obtenidas en los diferentes medios de seleccion durante los ensayos de mutagénesis de fase estacionaria.

Medios de seleccion Colonias con fenotipo
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Revertantes
His- SMM Met SSM Leu SSM His* Met* Leu*
YB955*
His* 104/104 (100 %) 15/104 (14.4 %) 0/104 (0 %) 0 (0 %)
Met* 68/78 (87.2 %) 78/78 (100 %) 0/78 (0 %) 0 (0%)
Leu* 0/113 (0 %) 0/113 (0 %) 113/113 (100 %) 0 (0 %)
Amfd
His* 81/81 (100 %) 15/81 (18.5 %) 0/81 (0 %) 0 (0 %)
Met* 94/94 (100 %) 94/94 (100 %) 1/94 (1.1 %) 1(1.1%)
Leu* 11/12 (91.6 %) 7/12 (58.3 %) 12/12 (100 %) 6 (50%)
AnusG
His* 53/53 (100 %) 0/53 (0 %) 0/53 (0 %) 0 (0 %)
Met* 76/80 ( 95 %) 80/80 (100 %) 58/80 (72.5 %) 58 (72.5 %)
Leu* 10/68 (14.7 %) 6/68 (8.8 %) 68/68 (100 %) 4(5.9 %)
AnusG Amfd
His* 100/100 (100 %) 4/100 (4 %) 3/100 (3 %) 2(2 %)
Met* 51/61 (83.6 %) 61/61 (100 %) 4/61 (6.6 %) 4 (6.6 %)
Leu* 1/1 (100 %) 1/1 (100 %) 1/1 (100 %) 1(100 %)

*Para la cepa parental YB955 se tomaron los datos reportados por Abundiz-Yafiez [8].

La pérdida individual o combinada de NusG y Mfd no afect6 significativamente el alto porcentaje de colonias
con doble prototrofia His* Met* observado en la cepa parental YB955 (Tabla 3). Estos resultados sugieren
que ni NusG, ni Mfd, afectan la capacidad de la cepa YB955 de generar mutaciones supresoras en el alelo
mutante metB5.

La obtencién de revertantes Leu® en las cepas mutantes mfd y mfd/nusG disminuy6 dramaticamente respecto
a las cepas YB955 y la cepa deficiente en NusG (Tabla 3). Sin embargo, el andlisis del porcentaje de
revertantes Leu* reveld un incremento significativo en la produccién de colonias que portaban reversiones
simultaneas en los alelos mutantes hisC y metB (es decir, triples revertantes). Estos resultados contrastan
con observaciones previas [2, 8] que reportaron que del total de las colonias con fenotipo Leu* analizadas, el
100 % son incapaces de crecer en His* Met*. Este hecho se atribuye a que las mutaciones en el gen leuC
son generadas por eventos intragénicos [2,8]. En este estudio también se observé la aparicién de colonias
con fenotipo Leu® Met" y Leu* His", lo cual sugiere que la ausencia de nusG y mfd propicia mutaciones en
regiones genomicas distintas al gen leuC.

Interesantemente, la produccion de revertantes con fenotipo His* Met* Leu™ (triple revertante) ocurrié con baja
frecuencias en las cepas con deficiencias en Mfd y Mfd/NusG. Asi, en la cepa AnusG/Amfd, de un total de
162 colonias Leu* analizadas, solo un 4.32% presentaron este fenotipo; en tanto que en la cepa Amfd solo
3.74% de 187 colonias analizadas mostraron este fenotipo. Para el caso de la cepa AnusG las colonias con

pag 5



VOLUMEN 28

Verano de la Ciencia XXIX
ISSN 2395-9797
WWwWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXI1X

ape

Universidad de Guanajuato

la reversion triple representaron el porcentaje mas alto que ascendié a 30.85% de un total de 201 colonias
analizadas. Sung y Yasbin reportaron que, de 500 colonias analizadas, Unicamente un 0.6 % tenia fenotipo
His* Met* Leu* [2], un porcentaje mucho menor a lo observado en este trabajo. Estos resultados sugieren
fuertemente que la ausencia de mfd y sobre todo de nusG, impactan en la generacion de mutaciones en
alelos distintos al de seleccion, posiblemente debido a su funcién en la regulacién de la transcripcion.

Algunas de las colonias con fenotipo His* Met* Leu* fueron procesadas para la extraccion de ADN
cromosomal como se describié en Materiales y Métodos. En experimentos futuros se amplificaran y sujetaran
a secuenciacion las regiones de los genes hisC, metB, y leuC que dan lugar a las auxotrofias. Esta estrategia
permitira esclarecer el papel que juegan Mfd y NusG en promover variabilidad genética para permitir a B.
subtilis escapar de las condiciones que limitan su crecimiento.

Conclusiones

Se determino el porcentaje de mutaciones supresoras obtenidas en los ensayos de MFE de cepas de B.
subtilis YB955 deficientes en los genes nusG y/o mfd.
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