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REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

GENERACION DE MUTACIONES ASOCIADAS A LAS FASE ESTACIONARIA
EN CELULAS DE BACILLUS SUBTILIS DEFICIENTES EN EL GEN mutSB

Luis Alberto Rodriguez Martinez', Mario Pedraza Reyes?

RESUMEN

En células de B. subtilis que no se dividen, la carencia del sistema GO indujo la sintesis diferencial de la proteina
MutSB, un paralogo de la proteina MutS del sistema de reparacién de bases mal apareadas (MMR). Por otra parte,
un estudio reciente mostré que el gen mutSB se expresa mayoritariamente durante fase estacionaria. Considerando
estos antecedentes en el presente trabajo se investigd si mutSB participa en la generacién de mutaciones asociadas
a la fase estacionaria y su relacion con el sistema MMR. Para ello, se construy6 una cepa deficiente en el gen mutSB
y una doble mutante AmutSL mutSB de B. subtilis. Los estudios con estas cepas sugieren que mutSB participa en la
mutacion asociada a fase estacionaria solamente cuando falla el sistema MMR.

Reparacion de ADN, Mutagénesis asociada al estrés, Supervivencia, Evolucién
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INTRODUCCION

En el genoma de B. subtilis se identific el gen mutSB (yshD), un paralogo de mutS cuyo producto
pertenece a la familia de proteinas! MutS2 (Eisen y col., 1997; Eisen, 1998). Se demostré que
MutSB no participa en la correccion de bases mal apareadas en fase de crecimiento, y que ademas,
no interactta funcionalmente con las proteinas del sistema MMR, MutS o MutL en B. subtilis
(Rossaolillo y Albertini, 2000).

Referente a las funciones de MutSB en otros organismos, se sabe que tanto en Helicobacter pylori
como en Thermus thermophilus esta proteina participa en la supresion de la recombinacién
homologa asi como en la reparacién de lesiones genéticas inducidas por estrés oxidativo (Wang y
col., 2005y Fukui y col., 2011). Particularmente en B. subtilis se encontr6 que la expresion de
mutSB ocurre principalmente en fase estacionaria (Rossolillo y Albertini, 2000). Un analisis de la
sintesis global de proteinas en la fase estacionaria de una mutante deficiente en el sistema de
reparacion de la guanina oxidada (GO) mostr6é un incremento en la produccién de MutSB. En B.
subtilis, el sistema GO juega un papel crucial en prevenir y/o

eliminar los dafios que genera el estrés oxidativo en el material genético de esta bacteria, estos
descubrimientos sugieren la posible participacion de mutSB en mecanismos asociados a la
mutacion adaptativa o de fase estacionaria. En el presente trabajo se investigd la contribucion de
mutSB en la produccién de mutaciones asociadas a la fase estacionaria, asi como la posible
interrelacion de este con el sistema MMR en la modulacion de este proceso bioldgico.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y medios de cultivo. Las cepas de B. subtilis y E. coli, asi como los plasmidos
gue se utilizaron en este trabajo se listan en la Tabla 1. Para el crecimiento se utilizé6 medio LB
(Luria-Bertani) y A3 (Medio Antibiético 3 DIFCO™. Cuando se requirié los medios fueron
suplementados con ampicilina a 100 ug/ml, neomicina a 10 pg/ml y eritromicina a 5 pg/ml.

Tabla 1. Cepas y plasmido utilizados
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Ce’pa(.) Genotipo Fuente y/o referencia
plasmido
E. coli DH5a F ®80d lacZ AM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recA endAl | Coleccion de cepas del laboratorio
' hsdR17 supE44 thi-1 gyrA96 de M. Pedraza-Reyes
B. subtilis
YB955 B. subtilis hisC952 metB5 leuC427 Coleccion de cepas def [aboratorio
de M. Pedraza-Reyes
PERM1227 YB955 AmutSB::LacZ Er'. Este estudio
PERM1239 YB955 AmutSB::Erm" AmutSL::Neo Este estudio
PERMYB151 YBY55 AmutSL:Neo Coleccion de cepas del laboratorio
de M. Pedraza-Reyes
Plasmidos
pJET 2.1/Blunt (2.97 kb) conteniendo un fragmento de 427
pPERM1211 pb de la region 5° del ORF del gen mutSB (nucleétidos, Este estudio
961-1355) con sitios de restriccion EcoRI y BamHI; Amp'
pMutin4d conteniendo un fragmento EcoRI/BamHI de 427 pb .
PPERM1217 proveniente de pPERM1211; Er' Este estudio

Técnicas de genética y biologia molecular. La preparacion de células competentes de E. coli y B.

subtilis, y su transformacién con ADN plasmidico se efectuaron de acuerdo a los métodos descritos
por Boylan y col (1972) y Sambrook y Russel (2001), respectivamente.

Ensayos de mutacion adaptativa. El procedimiento para efectuar estos andlisis fue previamente
descrito (Sung y Yasbin, 2002; Pedraza-Reyes y Yasbin, 2004; Vidales y col., 2009; Débora-Duarte
y col., 2011; Sung y col., 2002; Ross y col., 2006; Pybus y col., 2010). Los experimentos se
repitieron al menos 3 veces; cada experimento se realizé por sextuplicado.

RESULTADOS

Obtencién de cepas de B. subtilis deficientes en los genes mutSB y/o mutSL.

Con el objetivo de determinar si el gen mutSB participa en la generacion de mutaciones adaptativas
en B. subtiis, se generd una construccion para interrumpir dicho gen. Para tal fin, se amplifico por
PCR un fragmento de 427 pb del marco de lectura abierta del gen mutSB, a partir de ADN
cromosomico de la cepa B. subtilis 168 (WT). El fragmento de mutSB se cloné en el vector
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integrativo pMUTIN4 (Vagner y col., 1998. La construccion obtenida, se corroboré mediante
andlisis de restriccion y se denomin6é pPERM1217 (Fig. 1).

Eri’ H  Ampr
pPERM 1217

oriE

PspaCy—{DmutsBH  Jacz lacl

EcoRI BamHI

Figura 1. Diagrama del plasmido pPERM1217. Un fragmento interno del marco de lectura abierto de mutSB se clon6 en los
sitios EcoRI y BamHI del vector integrativo pMUTIN4 y se amplificé en células de E. coli. El pldsmido resultante contiene el
fragmento mutSB fusionado al gen reportero lacZ, ademas posee un gen de resistencia a eritromicina para su seleccion
en B. subtilis.

El plasmido pPERM1217 se utilizé para transformar celulas competentes de la cepa parental YB955
(his, met, leu) y PERMYB151 (mutSL) generando cepas de B. subtilis con fondo genético YB955,
deficientes en MutSB y MutSB MutSL, respectivamente; dichas cepas fueron caracterizadas
molecularmente, y denominadas, B. subtilis PERM1227 y 1239, respectivamente.

Efecto de la pérdida de los genes mutSB y/o mutSL en la produccién de mutaciones a
asociadas ala fase estacionaria de B. subtilis.

El sistema de reparacion de bases erréneamente apareadas (MutSL) juega un papel crucial en la
generacion de mutaciones asociadas a la fase estacionaria ya que su inactivacion genética propicié
un incremento significativo en el nimero de revertantes His*, Met* y Leu* en la cepa YB955
(Pedraza-Reyes y Yashin, 2004). Sin embargo, la sobrexpresiéon del operén mutSL no suprimié
completamente la produccion de mutantes durante fase estacionaria en B. subtilis (Pedraza-Reyes
y Yasbin, 2004) sugiriendo que existen factores y/o mecanismos celulares adicionales que
promueven la formacién de mutantes adaptativas en B. subtilis. Uno de los factores que podria
favorecer la generacion de mutaciones asociadas a fase estacionaria es el gen mutSB, ya que un
estudio previo reveld que la sintesis de la proteina codificada por este, i.e., MutSB, incremento en
fase estacionaria en un mutante deficiente del sistema GO. Para corroborar esta hipotesis se
determind la frecuencia de produccién de colonias revertantes con fenotipos His*, Met* o Leu* en las
cepas B. subtilis, YB955 (parental), AmutSB (PERM1227), AmutSL(PERM YB151) y AmutSL mutSB
(PERM1239) en condiciones que restringen el crecimiento. Los resultados de este analisis revelaron
que, la falta del gen mutSB no produjo un aumento o disminucién significativa en la frecuencia de
mutacion en los tres alelos en referencia a la cepa parental YB955 (Fig. 2). Como se habia
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demostrado, la carencia de MutSL incrementd la frecuencia de reversion de los tres alelos probados
(Fig. 2); de manera relevante, se observé que en la doble mutante AmutSL mutSB hubo un
incremento significativo en el nimero de revertantes His*, Met* y Leu® comparada con la cepa
AmutSL. En el alelo de his la reversion en la cepa AmutSL mutSB (PERM 1239) increment6 100
veces con respecto al nimero de revertantes producidas por la cepa YB955, Mientras que para la
cepa AmutSL(PERM YB151), los valores de reversibn mostraron un incremento de
aproximadamente 40 veces con respecto a la cepa parental (Fig. 2). Para el caso del alelo met y leu
la reversion en la cepa AmutS mutSB (PERM 1239) incremento entre 6 y 7 veces con respecto al
numero de revertantes producidas por la cepa YB955; en tanto que para la cepa AmutSL(
PERMYB151), dichos valores incrementaron en aproximadamente 4 veces con respecto a la cepa
parental (Fig. 2).
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Figura 2. Frecuencias de reversion en fase estacionaria para los alelos his, met y leu de las cepas YB955, AmutSB, AmutSLy AmutSL
mutSB de B. subtilis.

Las cepas se crecieron en medio A3 a 37°C, hasta 90 min después de iniciada la fase estacionaria; se sembraron
alicuotas del cultivo en cajas conteniendo medio minimo carente de His, Met o Leu, respectivamente. Los resultados
mostrados en cada grafica son representativos de tres experimentos independientes efectuados por sextuplicado + DS.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que cuando el sistema MMR
se encuentra inactivo o saturado por la acumulacién de bases mal apareadas, la proteina MutSB
participa en prevenir las mutaciones que se generan en células de B. subtilis carentes de division
celular. En estudios futuros sera necesario investigar el tipo de lesiones sobre las que MutSB opera
y que contribuyen en generar mutaciones adaptativas en esta bacteria.
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CONCLUSIONES

En ausencia de un sistema MMR funcional MutSB juega un papel relevante en modular la
produccién de mutaciones en células de B. subtilis carentes de division celular.
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