v

PAPEL DE MFD EN LA REPARACION POR ESCICION DE BASES DURANTE

LA ESPORULACION DE BACILLUS SUBTILIS

Guerrero-Zavala Alejandro (1), Pedraza-Reyes Mario (2)

1 Lic. Quimico Farmacéutico Bidlogo, Universidad de Guanajuato | agz_ag@hotmail.com

2 Departamento de Biologia, Divisidn de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de

Guanajuato | pedrama@ugto.mx

Resumen

En células carentes de division, la proteina Mfd de B. subtilis ha sido involucrada en la mutagénesis asociada a la
transcripcion; asi como en la reparacion de ADN acoplada a la transcripcion (TCR) en células esporulantes de este
microorganismo. Un reporte reciente revelé que una mutante de B. subtilis deficiente en Mfd present6 defectos en la
esporulacion incluso en ausencia de agentes externos dafiinos para el ADN, sugiriendo que las lesiones espontaneas
de ADN, generadas en el esporangio, pueden activar la via dependiente de TCR. Las bases oxidadas, sitios
apurinicos/apirimidinicos (AP) asi como las roturas de cadena dobles y sencillas pueden ser generadas
espontdneamente como producto del ataque del ADN por especies reactivas de oxigeno (ROS); dichas lesiones son
procesadas por el sistema GO (MutM, MutY y MutT) asi como por las AP endonucleasas Nfo, ExoA y Nth (Sistema
BER). Un estudio reciente mostré que la carencia de Mfd afect6 la eficiencia de esporulacion de B. subtilis sugiriendo
que las lesiones espontaneas, promovidas por ROS que interfieren con la transcripcién son procesadas con la
participacion de esta proteina y las AP endonucleasas Nfo, ExoA y Nth. Para investigar esta hipotesis, esporangios
de B. subtilis carentes de Mfd y las proteinas del sistema BER fueron tratadas con una DLs, de peréxido de hidrogeno
(H20,) que es un agente promotor de ROS; después de una hora de tratamiento, se calculé el porcentaje de
supervivencia para cada una de las cepas tratadas y no tratadas. Se encontr6 que los esporangios deficientes en
Nfo, ExoA y Nth asi como Nfo, ExoA, Nth y Mfd fueron mas susceptibles al tratamiento con H,O, que las células
esporulantes de la cepa silvestre. En conjunto, nuestros resultados sugieren que en células esporulantes de B.
subtilis que no replican su genoma, Mfd y el sistema BER coordinan la eliminacién de las lesiones promovidas por
ROS y que comprometen el programa transcripcional que regula la esporulacion.

Abstract

In non-growing vegetative cells of B. subtilis the Mfd protein has been involved in transcription-
associated-mutagenesis as well as in transcriptional-coupling of DNA repair in sporulating cells of this
microorganism. A recent report revealed that a Mfd-deficient mutant of B. subtilis presented defects in
sporulation even in the absence of external DNA damage suggesting that spontaneous DNA lesions,
generated in sporangia, may activate the TCR-dependent pathway. Oxidized bases, apurinic/apyrimidinic
(AP) sites and single and double strand breaks are side products resulting from attack of DNA by radical
oxygen species (ROS). These lesions are processed with aid of the GO system (MutM, MutY and MutT)
as well as by the AP endonucleases Nfo ExoA and Nth. We report here that B. subtilis sporangia
deficient for Mfd increased its Spo- phenotype following genetic inactivation of the Nfo, ExoA, Nth-
encoding genes, strongly suggesting that spontaneous ROS-promoted lesions that interfere with
transcription are eliminated by Mfd and Base Excision Repair (BER). To further investigate this notion, B.
subtilis sporangia lacking Mfd and the BER proteins (Nfo ExoA Nth) were treated with a LD50 of the
ROS-promoter agent hydrogen peroxide (H202) and the survival fraction of sporangia from each strain
were calculated after 1 h. Notably, sporangia deficient for Nfo ExoA Nth and Nfo ExoA Nth Mfd were
more susceptible to H202 treatment than sporulating cells of the wild type strain. Altogether, our results
suggest that in non-replicating sporulating B. subtilis cells Mfd and the BER system concertedly
coordinate the elimination of ROS-promoted DNA lesions that compromise the transcriptional program that drives
sporulation.
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INTRODUCCION

Cuando las condiciones nutricionales vy
ambientales son poco favorables para su
crecimiento vegetativo Bacillus subtilis es capaz de
emprender un proceso de diferenciacion celular
gue da lugar a la formacién de una endospora.
Este proceso, que consta de ocho etapas, inicia
con un evento de divisién celular asimétrica que da
como resultado la formaciébn de dos
compartimentos, la célula madre y la pre espora,
cada uno conteniendo una copia cromosomal
identica [1]. La esporulacion en B. subtilis es
regulada en gran medida por una cascada de
factores sigma (o) que se unen a la RNA
polimerasa, permitiendo asi la expresion espacial y
temporal de genes requeridos para la formacion de
la espora [2]. Ademé&s de los factores sigma, el
factor transcripcional SpoOA juega un papel crucial
en el proceso de esporulacién ya que regula
directa o indirectamente, varios cientos de genes
gue participan en este evento de diferenciacion
[2][3]. Las esporas de B. subtilis son resistentes a
un gran ndamero de condiciones ambientales
extremas, incluyendo el calor, la abrasion, la
desecacion extrema, la exposicibn a agentes
qguimicos, la exposicibn al ataque de otros
organismos, a enzimas degradativas y a la
prolongada exposicion a la radiacion solar
[1][4][5][6]. Ademas, las esporas poseen la
habilidad de permanecer en latencia por largos
periodos de tiempo y germinar cuando perciben
condiciones de crecimiento favorables [2][4]. Se
han identificado varios factores importantes en la
resistencia de las esporas de B. subtilis,
incluyendo las condiciones de esporulacion,
particularmente la temperatura, las cubiertas de la
espora, la relativa impermeabilidad, bajo contenido

Bacillus subtilis; Esporulacion; Mfd; Sistema BER

de agua y un alto nivel de minerales en el centro
de la espora (“core”), saturacion del DNA de la
espora con las proteinas pequefias acido-solubles
(SASP) del tipo a/f; ademas de los sistemas de
reparacibn que se encuentran durante la
germinacion de las espora [4][5][6].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS)
formadas en la célula ya sea como producto del
metabolismo celular o por agentes externos, tienen
la capacidad de reaccionar con lipidos, proteinas y
con el ADN. De acuerdo a esto, se ha mostrado
gue cuando el DNA es atacado por ROS, resulta
en la formacion de bases oxidadas como 8-oxo-
adenina y 8-oxo-guanina (8-oxo-G), entre otras;
asi mismo este ataque puede generar sitios
apurinicos/apirimidinicos (AP) [7]. Las lesiones no
voluminosas o que no distorsionan la cadena
incluida la 8-oxo-guanina (8-oxo-G) y el uracilo son
procesados por la via de reparacién por escisién
de bases (BER), la cual requiere la participacion
de diferentes DNA glicosilasas y al menos una
endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP). B.
subtilis posee un sistema de
prevencion/reparacion dedicado exclusivamente a
evitar los efectos mutagénicos de la 8-0xo0-G;
dicho sistema denominado GO, esta conformado
por las proteinas MutM, MutY y MutTA [8]. B.
subtilis ademas cuenta con tres proteinas
diferentes que poseen actividad de AP-
endonucleasas, denominadas Nfo, ExoA y Nth
para eliminar éstas lesiones genotoxicas [7].

Se ha reportado que la via de reparacién acoplada
a la transcripcion (Mfd) juega un papel importante
en eliminar lesiones espontaneas durante la
esporulacién [1]. En apoyo de esta observacion, se
encontré que la sola ausencia de Mfd afectd dicho
proceso, sugiriendo que las lesiones espontaneas
que ocurren en células esporulantes, como la 8-
0x0-G y los sitios AP, podrian afectar la expresion
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de genes que son especificamente requeridos
para llevar a cabo de manera eficiente la
formacion de la espora [1]. Utlilzando un enfoque
genético-molecular, en el presente trabajo se
investigd una posible interconexion entre Mfd y la
ruta de reparacion BER en el procesamiento de
lesiones de ADN que tienen el potencial de afectar
el proceso de la esporulacion en B. subtilis.

MATERIALES Y METODOS

En la Tabla 1 se muestran las cepas de B. subtilis
utilizadas en este estudio. Todas las cepas fueron
construidas en nuestro laboratorio y son derivadas
de la cepa silvestre B. subtilis 168 (trp). Las cepas
se crecieron en medio DSM (Difco, especifico para
inducir la esporulacion de B. subtilis). La
esporulacién de las cepas se monitoreo mediante
microscopia de contraste de fases.

Tabla 1. Cepas de B. subtilis usadas en este estudio.

Cepa Genotipo

168 Wild type (Trp?)

PERM1309 | Amfd::spc (Spc)

Anfo::neo exoA: tet nth::eri (Neo

PERM1307 Tet Eri)

Anfo::neo AexoA:: tet Anth:: eri

PERM1310 | \rfdtspe (Neo Tet Eri Spe)

Experimentos de eficiencia de esporulacion

Las cepas de B. subtilis fueron crecidas en medio
DSM a 37 °C durante 24 h. Para determinar la
eficiencia de esporulaciéon se realizaron diluciones
seriadas en PBS y se plaquearon alicuotas del
cultivo en medio LB sdlido, las unidades
formadoras de colonias (ufc) fueron contadas
después de 16 horas de incubacion.

Experimentos de resistencia a perdxido de
hidrogeno

Las cepas de B. subtillis fueron crecidas en medio
DSM a 37 °C y se monitored la densidad 6ptica a
600 nm hasta encontrar To (tiempo en el cual la
pendiente de la fase logaritmica y la fase

estacionaria se interceptan), después de 4.5 h los
cultivos fueron divididos en dos, dejando uno como
control y otro expuesto a tratamiento con peréxido
de hidrogeno (20 mM). Los cultivos fueron
incubados durante 1 h mas. Para determinar la
sobrevivencia al tratamiento se realizaron
diluciones seriadas en PBS y se plaquearon
alicuotas de ambos cultivos en medio LB sélido,
las (ufc) fueron contadas después de 16 h de
incubacion a 37 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la pérdida de las proteinas Nfo,Nnth,
ExoA sobre la eficiencia de esporulacién de una
mutante de B. subtilis deficiente en Mfd.

Para investigar si Mfd y el sistema BER
contribuyen en la reparaciéon del dafio genético
espontaneo generado durante la esporulacion de
B.subtilis, se indujo la esporulacion de las cepas
carentes de Mfd y/o el sistema BER y se
determiné la eficiencia de esporulacion para cada
una de ellas en relaciéon con una cepa silvestre.
Los resultados de este andlisis (Figura 1)
muestran que la ausencia de Mfd afect6 a la
esporulacién en un nivel muy similar al obervado
en la mutante carente de Nfo ExoA Nth; sin
embargo, se puede observar que dicho efecto se
potencia en la cuadruple mutante (Figura 1). Estos
resultados sugieren que Mfd y las AP
endonucleasas Nfo ExoA y Nth juegan papeles
cruciales en la elimnacién de lesiones genéticas
que se producen espontaneamente durante el
proceso de esporulacion de B. subtilis.
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Figura 1 Esporulacion relativa de las cepas deficientes en el
sistema BER y en Mfd-BER en comparacion con la cepa
silvestre.

Efecto del peroxido de hidrégeno durante la
esporulacién de cepas de B. subtilis deficientes en
Mfd y/o Nfo, ExoA, Nth.

Para investigar si Mfd y el sistema BER
contribuyen en la reparacion del dafio genético
causado por el estrés oxidativo durante la
formacién de esporas, los esporangios de B.
subtilis carentes de Mfd y/o el sistema BER
colectados 4.5 horas después de iniciado el
proceso de esporulacién, fueron tratados con H20:
(20 mM) durante una hora. Los resultados de este
analisis (Figura 2) mostraron que en referencia a la
cepa parental silvestre, la carencia de las AP-
endonucleasas Nfo, ExoA, Nth incrementé de
manera significativa la susceptibilidad de los
esporangios de B. subtilis al tratamiento con el
agente oxidante. Es de resaltar, que la eliminacion
de las cuatro funciones no aumentdo Ila
susceptibilidad a H202 con respecto a las cepas
Amfd y Anfo exoA nth (Figura 2). Este resultado
sugiere fuertemente que Mfd y las tres AP
endonucleasas forman parte una misma via
durante la eliminacion de lesiones de ADN
promovidas por estrés oxidativo.
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Figura 2 Porcentaje de supervivencia de esporangios de
distintas cepas de B. subtilis. Las células fueron tratadas con
H202 20 mM, 4.5 h después de iniciada la esporulacion.

CONCLUSIONES

Mfd y las AP-endonucleasas Nfo ExoA y Nth
eliminan lesiones genéticas espontaneas o
promovidas por el estrés oxidativo con un impacto
directo en la supervivencia y morfogenésis de las
esporas de Bacillus subtilis.
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