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Obtencion de una mutante en el gen ohrA de Bacillus subtilis
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Introduccion II1. Construccion pMUTIN-4-cat-ohrA
El sistema de la guanina oxidada (GO) es una ruta dedicada a reparar A)
y prevenir lesiones en el ADN causadas por el estrés oxidativo ~7621pb
mejorando la fidelidad de la replicacion del ADN.Y El estrés
oxidativo es causado por una produccion desmedida de especies PMETZN;"CM
oxidantes las cuales pueden danar moléculas como los acidos '
nucleicos, proteinas y acidos grasos.!?!
El gen ohrdA de Bacillus subtilis (~426 pb) codifica para una feoRl pamil ~274pb

peroxiredoxina (141 aminoacidos) cuya funcion es proteger a la celula
contra peroxidos organicos. Su expresion es regulada por el factor
Sigma A y por la proteina OhrR que lo reprime. 3!

Fig. 3. Construccion pMUTIN-4-cat-ohrA. A) Representacion esquematica de la construccion
con ¢l vector integrativo pMUTIN-4-cat mas un fragmento del marco de lectura de ohrA4. B)

Corroboracion de la construccion por medio de restriccion con las enzimas EcoRI y BamHI

Se ha demostrado quc una ccpa de B. subtilis AGO es hlperresmtente (M) Marcadores de tamano molecular, (1) ADN plasmidico pMUTIN-4-cat-ohrd, (2)

al peroxido de hidrogeno [*. Un analisis protedmico de esta cepa Restriccion de pMUTIN-4-cat-ohrA con EcoRI y BamHI.
demostrd que ohrA aumenta su sintesis cuando se adiciona peroxido
de hidrogeno. Con el objetivo de estudiar el papel de ohrd en la IV. Obtencion de una mutante de Bacillus subtilis AohrA

resistencia al peroxido de hidrogeno de la cepa AGO se obtendra una

mutante de B. subtilis en ese gen. A) B)
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Fig. 4. Obtencion de cepas mutantes en el gen ohrA de B. subtilis. A) Representacion

esquematica de la interrupcion del gen ohrA con la construccion pMUTIN-4-cat-ohrA. B)
~274 pb Obtencion de las cepas de B. subtilis AohrA y AGO/ohrA. (M) Marcadores de tamafio
molecular 1 kb, (1) Control positivo: amplificacion de ohrA-lacZ en pDNA de la
construccion pMUTIN4-cat-ohrA. (2) Control negativo: amplificacion de ohrA-lacZ en
DNA cromosomico de la cepa WT (3-4) Amplificacion de ohrA-lacZ en DNA
cromosomico de las mutantes B. subtilis AohrA, (3-4) Amplificacion de ohrA-lacZ en DNA
cromosomico de las cuadruples mutantes B. subtilis AGO/ohrA.

Fig. 1. PCR para amplificar una region interna del marco de lectura del gen ohrd de
Bacillus subtilis. A) Representacion esquematica y secuencia amplificada. Los
oligonucleotidos utilizados se muestran en azul. B) Amplificacion por PCR. El amplicon
generado es de 274pb. (M) Marcadores de tamano molecular 1kb. (1) Amplificacion de .
ohrA (2) control negativo conteniendo unicamente el oligonucleotido directo. Conclusion

En este estudio se disend, se obtuvo y se corrobor6 molecularmente la
I1. Construccion pJET1.2/blunt-ohrA construccion genética pMUTIN-4-cat-ohrA para interrumpir el gen ohrA de B.
subtilis. Con esta construccion se obtuvieron y caracterizaron molecularmente

A) B) cepas mutantes de B. subtilis deficientes del gen ohrAd, asi como mutantes
deficientes del sistema GO y ohrAd, que se utilizaran para estudiar la contribucion
de ohrA en proteger a la cepa AGO del peroxido de hidrogeno.
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