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Introducción

Resultados

I. Amplificación y clonación de un fragmento del ORF de yciB 

Figura 1. Estrategia de construcción de un plásmido para interrumpir al gen yciB de
B. subtilis. A) Representación esquemática del locus de yciB y regiones aledañas, así como
de la región interna de este gen que se amplifico por PCR indicado con las flechas rojas
(yciB). B) Analisis electroforetico del fragmento de la región interna de yciB amplificado
por PCR. M: Marcadores de ADN (pb); Carril 1: Fragmento de yciB amplificado por PCR.

Figura 2. Construcción y corroboración de la clonación de yciB en el vector
pJET/1.2blunt. A) Diagrama de la estrategia que se utilizó para generar un plásmido
conteniendo el fragmento de ycIB entre los sitios EcoRI/BamHI de pJET/1.2blunt.
B) Corroboración por restricción enzimática del plásmido pPERM1884, aislado de
colonias transformantes de E. coli DH5a. Carril 1, pPERM1884 cortado con EcoRI
y BamHI. M. Marcadores de ADN (pb).

II. Diseño de una construcción integrativa (pMUTIN4-
DyciB) para interrumpir a yciB

Figura 3. A) Mapa de restricción del plásmido pMUTIN4-DyciB (pPERM1894).
B) Corroboración por restricción enzimática con EcoRI y BamHI de la obtención
del plásmido pPERM1894, aislado de colonias transformantes de E. coli DH5a.
Carril 1, pPERM1894 cortado con EcoRI y BamHI. M, marcadores de ADN (pb).

Conclusión
Se obtuvieron y caracterizaron molecularmente cepas mutantes de B.
subtilis deficientes del gen yciB, así como mutantes deficientes del
sistema GO y yciB. Estas cepas se utilizarán para estudiar la
contribución de yciB al fenotipo de hiperresistencia al estrés
oxidativo de la cepa ΔGO de B. subtilis.
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III. Corroboración de la interrupción de ycbI en B. subtilis 
WT y DGO

Figura 4. Interrupción del gen yciB de B. subtilis. A) Evento de recombinación
homóloga sencilla que conduce a la integración del plásmido pPERM1894 en el
locus yciB de B. subtilis. B) Fragmento de ADN que se amplificó por PCR, para
corroborar la interrupción de ycIB. C,D) Amplificación por PCR del fragmento
esperado de ~914 pb que corrobora la interrupción de yciB en el fondo genéticos
DGO (C) y WT (D), respectivamente. Carril 1, control positivo; carril 2 control
negativo; Carril 3-5, clonas probadas para ambos fondos geneticos. M. Marcadores
de ADN (pb).
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La pared celular es un andamiaje vital para mantener la forma
e integridad de las bacterias [1,2]. La principal estructura de
carga de la pared celular es el peptidoglicano (PG), un
copolímero formado por una secuencia alternante de N-acetil-
glucosamina y el Ácido N-acetilmurámico unidos mediante
enlaces β-1,4 [1]. Debido a su restricción a bacterias, la síntesis
de PG es uno de los principales objetivos de los antibióticos
[2]. El gen yciB de B. subtilis codifica para una supuesta L,D
transpeptidasa, perteneciente a la familia proteica YkuD [3],
Se demostró que la transcripción de yciB está regulada por el
represor Zur, encargado de la captación de zinc, y se ha
propuesto un papel en el transporte de zinc para YciB [4].
El ADN es una de las moléculas principales, y su estabilidad es
de suma importancia para el correcto funcionamiento y la
existencia de todos los sistemas vivos. Las sustancias químicas
y las radiaciones genotóxicas ejercen efectos adversos sobre la
estabilidad del genoma [5]. Bacillus subtilis cuenta con el
sistema GO, el cual se encarga tanto de prevenir como de
eliminar lesiones 8-oxoG. En nuestro grupo de trabajo se
cuenta con una cepa deficiente del sistema GO la cual presenta
un fenotipo hiperresistente a H₂O₂ e hipermutagénico. Estudios
recientes de nuestro grupo de trabajo sugieren que YciB podría
contribuir a este fenotipo. Para inestigar este aspecto, en este
trabajo realizamos una mutante de B. subtilis deficiente en esta
proteína.
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