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RESUMEN 

En respuesta a daño al DNA, las células activan mecanismos para detener la progresión del 

ciclo celular, permitiendo la eliminación de daño y el mantenimiento de la integridad de su 

genoma. Hemos descrito que DisA, una proteína tipo “checkpoint”, inspecciona el material 

genético de las esporas de B. subtilis en busca de lesiones oxidativas provocadas por la 

entrada de agua y activación del metabolismo aeróbico durante germinación/eclosión. Las 

lesiones genéticas provocadas por el estrés oxidativo son procesadas por el sistema BER 

(reparación por escisión de bases), incluyendo las AP endonucleasas Nfo y ExoA. La 

carencia de estas enzimas retarda la eclosión y la segregación del cromosoma, y ambos 

procesos son suprimidos por interrupción de disA. Para conocer posibles interacciones de 

DisA con proteínas de reparación o recombinación, se llevaron a cabo análisis epistáticos 

entre disA y distintos genes de reparación de DNA durante el proceso de 

germinación/eclosión. Usando este enfoque encontramos que en comparación con mutantes 

sencillas en cada gen, esporas con las mutaciones ∆disA uvrA y ∆disA mfd retardaron su 

retorno al crecimiento vegetativo, sugiriendo que las lesiones que son procesadas por el 

sistema NER (reparación por escisión de nucleótidos), dependientes e independientes de 

Mfd, son procesadas en coordinación con DisA. La adición de peróxido de hidrógeno 

exacerbó el defecto en la eclosión de esporas de las mutantes ∆disA uvrA y ∆disA mfd, así 

como en la mutante simple ∆mfd, lo cual apoya el concepto de que las lesiones oxidativas 

generadas durante la germinación son procesadas por el sistema NER de manera 

independiente y dependiente de TCR (reparación acoplada a la transcripción). Para conocer 

si distintas lesiones afectan los comportamientos observados se empleó 4NQO, un agente 

promotor de lesiones que distorsionan la doble hélice y que son sustrato para NER y TCR. 

Se encontró que las mutantes ∆uvrA, ∆disA uvrA, ∆mfd y ∆disA mfd son afectadas 
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severamente por este agente durante eclosión en comparación con la mutante ∆disA y la cepa 

parental silvestre. Análisis de frecuencia de mutación espontánea a rifampicina mostraron 

incrementos en mutagénesis en la doble mutante ∆disA uvrA en comparación con la mutante 

sencilla ∆uvrA, en contraste, la mutante sencilla ∆mfd mostró una alta mutagénesis la cuál 

disminuyo luego de la interrupción genética de disA. La frecuencia de mutación inducida por 

H2O2 o 4NQO mostró los mismos comportamientos, pero con niveles de mutagénesis 

exacerbados. Interesantemente, la cepa WT en presencia de H2O2 y 4NQO presentó una tasa 

de mutación más elevada que la cepa carente de disA, estos resultados sugieren que disA 

promueve errores en la reparación cuando existen lesiones que impiden el progreso normal 

de la eclosión. También se observó que en ausencia de Mfd, DisA promueve mutagénesis 

dependiente de las DNA polimerasas de baja fidelidad YqjH y YqjW. El espectro de 

mutaciones observado en colonias resistentes a rifampicina fue asociado con desaminación 

de bases en esporas de la cepa WT y con bases oxidadas en las esporas ∆disA y ∆mfd.  En 

conclusión, los resultados de este trabajo sugieren que las lesiones oxidativas en el DNA 

generadas espontáneamente y que son substrato del sistema BER activan la función de DisA, 

la cual coordina eventos de reparación dependientes de NER y TCR, permitiendo un retorno 

eficiente de las esporas de B. subtilis al crecimiento vegetativo.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Respuesta al daño al DNA 

 

El DNA es la macromolécula que guarda la información necesaria para la formación 

de otro ser vivo, por lo que las células deben copiar y mantener su genoma para asegurar la 

exitosa transmisión de su material genético a la siguiente generación (Lenhart y col., 2012). 

Constantemente, el DNA de todos los organismos está expuesto a factores metabólicos, 

físicos y químicos que pueden alterar su estructura, por lo que las células han desarrollado 

ingeniosos mecanismos para tolerar y reparar el daño. Si estos mecanismos fallan pueden 

conducir a enfermedades hereditarias en humanos como Xerodema pigmentosum (XP), 

cáncer de colon no-poliposo (HNPCC) y algunas formas de cáncer de mama, entre otras 

enfermedades (Friedberg y col., 2006). En bacterias, el daño al DNA y la acumulación de 

mutaciones pueden afectar la viabilidad celular; sin embargo, la mutagénesis es considerada 

también como el “motor molecular” que dirige la evolución (Walker, 1981).  

Distintos mecanismos de reparación de DNA han sido identificados en los seres 

vivos, incluyendo, la reversión directa (DR), reparación por escisión de nucleótidos (NER), 

reparación por escisión de bases (BER), reparación de bases mal apareadas (MMR), 

reparación acoplada a la transcripción (TCR), reparación por recombinación homóloga (HR) 

y no homologa (NHEJ) (Friedberg y col., 2006). Adicional a estos mecanismos de reparación, 

las células poseen proteínas checkpoint de daño al DNA, las cuales en eucariotes pueden 

detener la progresión del ciclo celular y disparar la transcripción de genes de respuesta a 

estrés, e incluso conducir a apoptosis (Kastan y Barket, 2004). 
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1.2 Mecanismos checkpoint en bacterias 

Los mecanismos de checkpoint en respuesta a daño al DNA han sido estudiados 

también en bacterias; por ejemplo, en Caulobacter crescentus, una bacteria que produce dos 

células hijas distintas; una que dispone de flagelo y otra que puede fijarse a una superficie 

mediante un tallo. Las lesiones genéticas que activan la respuesta SOS en esta bacteria 

resultan en la inhibición de CtrA, un factor de transcripción que promueve la expresión de 

proteínas involucradas en división celular. Además, induce la sobreproducción de SidA, una 

proteína que inhibe la división celular por la unión a FtsW (Domian y col., 1997; Modell y 

col., 2011). En Escherichia coli la detención del ciclo celular es mediada por la expresión de 

SulA (sfi o sulA,) inducida por la respuesta SOS, previniendo la división celular a través de 

la inhibición de la polimerización de FtsZ (Mukherjee y col., 1998). Una vez que la respuesta 

SOS es inactivada, la síntesis de SulA disminuye debido a que está sujeta a una rápida 

degradación por la proteasa Lon, permitiendo con ello el progreso de la división celular, y el 

avance del ciclo celular (Mukherjee y col.,1998). 

1.3 Morfogénesis en B. subtilis y mecanismos checkpoint en su ciclo de vida 

B. subtilis es una bacteria Gram-positiva, habitante normal del suelo capaz de llevar 

a cabo un complejo proceso de desarrollo que culmina en la formación de una célula 

diferenciada llamada espora. Las esporas pueden sobrevivir a tratamientos que rápida y 

eficientemente matan a las células vegetativas incluyendo altas temperaturas (aún mayores 

de 100°C), radiación ionizante, solventes químicos, detergentes y enzimas hidrolíticas 

(Nicholson y col., 2000). 

El proceso de desarrollo de la espora es disparado por condiciones de limitación de 

nutrientes y alta densidad celular. La formación de la espora puede dividirse en 7 etapas 
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(Fig.1) (Errington, 2003). En las primeras etapas (I y II) ocurre una división celular asimétrica 

hacia dos compartimentos de distinto tamaño, la célula madre (compartimento grande) y la 

preespora (compartimento pequeño), cada uno con su propio cromosoma y su patrón de 

expresión de genes (Nicholson y col., 2000; Setlow, 2006). Posteriormente, la pre-espora es 

envuelta y engullida por la célula madre, la cual agrega una serie de cubiertas a la espora en 

desarrollo en las siguientes etapas (III a VI), las cuales permitirán a la espora la adquisición 

de las características de resistencia a diferentes factores ambientales. Finalmente, en la etapa 

VII la espora madura es liberada por lisis de la célula madre (Losick y col., 1986). 

 

Figura 1. Representación esquemática del ciclo de vida de B. subtilis A) Ciclo de vida 

vegetativa. B) Ciclo de esporulación (Errington, 2003) 
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En B. subtilis existen proteínas con función de checkpoint que regulan la división 

celular en respuesta a daño en el DNA o estrés en la horquilla de replicación en crecimiento 

vegetativo y esporulación (Lenhart y col., 2012). Durante el crecimiento vegetativo, la 

proteína YneA inhibe la división celular; un evento dependiente de la activación de la 

respuesta SOS, mediante un mecanismo aún por definir (Kawai y col., 2003).  Otro evento 

de checkpoint descrito en esta bacteria involucra a DnaA, una proteína que al detectar 

perturbaciones en la horquilla de replicación se une a regiones regulatorias del operón yllB-

ylxA-ftsL-pbpB, desregulando su transcripción y previniendo nuevas rondas de división 

celular (Goranov y col., 2005). 

La entrada a esporulación es un proceso delicadamente regulado que puede ser 

modulado por daño al DNA y condiciones que interfieren con la replicación cromosómica. 

La proteína Sda evita la esporulación cuando la replicación está activa inhibiendo la 

fosforilación de Spo0A (Burkholder y col., 2001) mediante la unión de Sda al dominio de 

autocinasa de KinA, previniendo su autofosforilación y subsecuente activación (Rowland y 

col., 2004). La síntesis de Sda incrementa también en respuesta a daño al DNA o por el 

estancamiento de las horquillas de replicación (Ruvolo y col., 2006). Adicionalmente, la 

proteína SirA es activada después de la entrada a esporulación para prevenir nuevas rondas 

de replicación del DNA. SirA secuestra a la proteína DnaA evitando con ello su unión al 

origen de replicación OriC (Ran Lee y col., 2009; Wagner y col., 2009).  La expresión de 

SirA es activada a través de la fosforilación de Spo0A, permitiendo la entrada a la 

esporulación, pero evitando un incremento en el número de copias cromosómicas, lo cual 

reduciría la viabilidad de la espora (Veening y col., 2009). 
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Además de Sda, otra proteína que evita la entrada a esporulación cuando existe daño 

o estrés en la replicación del cromosoma es DisA (DNA integrity scanning protein A). Esta 

proteína con función de checkpoint es capaz de unirse de manera inespecífica al DNA. Se ha 

descrito que una quimera DisA-GFP es capaz de formar un foco dinámico e inspeccionar el 

cromosoma bacteriano. Cuando DisA encuentra daño en el DNA, se detiene en el sitio de la 

lesión e induce una respuesta celular que retarda la activación de Spo0A, deteniendo la 

esporulación antes de la división asimétrica (Bejerano-Sagie y col., 2006). La estructura de 

DisA consiste en un dominio globular N-terminal con actividad de diadenilato-ciclasa (DAC) 

y un dominio C-terminal tipo RuvA (HhH) de unión al DNA, separado por un dominio 

central helical (Witte y col., 2008). DisA convierte un par de moléculas de ATP a 3,5-

diadenosina monofosfato cíclico (C-di-AMP). Esta actividad de diadenilato ciclasa es 

reducida por la unión de DisA a estructuras de DNA ramificado incluyendo las del tipo 5´y 

3´flap o uniones de 3 o 4 cadenas, como los intermediarios de reparación tipo Holliday (Witte 

y col., 2008). Además, se demostró que la adición de agentes de daño durante la esporulación 

disminuye los niveles de C-di-AMP, sugiriendo que DisA genera algún tipo de señal cuando 

la integridad del genoma está comprometida a través de la disminución en la producción del 

segundo mensajero (Oppenheimer-Shaanan y col., 2011). Recientemente se demostró que 

durante el regreso de las esporas a crecimiento vegetativo DisA también opera como un 

checkpoint que responde a daño oxidativo en el DNA (Campos y col., 2014).  

1.4 Regreso de las esporas al crecimiento vegetativo 

Las esporas dormantes pueden monitorear su ambiente y cuando las condiciones son 

favorables para el crecimiento, son capaces de regresar al crecimiento vegetativo a través de 

un programa de desarrollo que puede ser dividido en dos etapas, i) germinación, y, ii) 
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eclosión (Fig.2) (Setlow, 2003). La primera etapa inicia cuando germinantes específicos, los 

cuales incluyen: aminoácidos, azúcares y nucleósidos de purina, son percibidos por 

receptores en la membrana interna de la espora. En B. subtilis el receptor GerA induce 

germinación en respuesta a L-alanina, mientras que los receptores GerB y GerK colaboran 

para disparar la germinación en respuesta a una mezcla de asparagina, glucosa, fructosa e 

iones de potasio (AGFK) (Setlow, 2003).  Segundos después de sensar estos inductores, la 

espora activa la germinación, que consta de los siguientes eventos: en la fase I ocurre la 

liberación de H+, Zn+, ácido dipicolínico (DPA) y Ca2+, reemplazando este último con agua, 

lo que permite la hidratación parcial del “core” de la espora y pérdida de resistencia a calor. 

En la fase II de la germinación ocurre la hidrólisis del peptidoglicano del córtex lo que 

conduce a una mayor captación de agua, permitiendo con ello la movilidad y actividad de 

proteínas necesarias para el proceso de eclosión, el cual eventualmente convierte las esporas 

germinadas en células en crecimiento (Setlow, 2003).  

 

Figura 2. Representación esquemática de las etapas del proceso de germinación de B. subtilis 

(Modificado de Setlow, 2003). 
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La degradación de las proteínas α/β SASP durante la eclosión de las esporas libera el 

DNA para la transcripción, probablemente también para reparación y eventualmente 

replicación (Setlow, 2007). Los aminoácidos libres producidos de la proteólisis de las 

proteínas SASP suministran gran parte de la energía del metabolismo temprano en la eclosión 

de las esporas (Setlow, 2003). Debido a que la ribonucleótido reductasa se encuentra presente 

en esporas eclosionantes, es muy posible que en esta etapa ocurra la síntesis de 

deoxiribonucleótidos trifosfato requeridos para la síntesis de DNA (Setlow, 2003). 

 Aunque a la fecha no se ha demostrado de manera fehaciente cuales factores sigma 

dirigen la expresión de genes durante la eclosión, existen evidencias que apuntan a la 

participación mayoritaria del factor de transcripción vegetativo σA
; aunque también se ha 

planteado la participación del factor σM
 de función extracitoplasmática, el cual parece jugar 

un papel en la osmotolerancia de las esporas (Horsburgh y col., 2001). 

1.5 Sistemas de protección y reparación de DNA en las esporas de B. subtilis 

Las esporas bacterianas son metabólicamente inactivas, por lo que el daño ambiental 

a componentes celulares de la espora se acumula para ser reparado durante la germinación y 

eclosión (Nicholson y col., 2000). En su estado latente las esporas de B. subtilis son altamente 

resistentes a distintos tipos de estrés ambiental, tal como sustancias químicas tóxicas, 

desecación, presión, temperaturas extremas y luz UV (Setlow, 2006). La resistencia se basa 

en la propia estructura de la espora que está constituida por gruesas capas de proteínas 

entrecruzadas (Fajardo-Cavazos y Nicholson, 1995), el córtex de la espora, el ácido 

dipicolínico, las proteínas ácido-solubles (α/β SASP) y protectores del DNA de la espora 

(Setlow y Setlow, 1996). La unión de las proteínas α/β SASP y la deshidratación de la espora 

parecen cambiar la conformación del DNA de la forma B a la forma A (Nicholson y 
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col.,1990), lo cual cambia la fotoquímica a luz UV para favorecer la formación de 5-timinyl-

5-6-dihidrotimina o fotoproducto de espora (SP), el cual es removido por la enzima SP liasa 

y el sistema NER durante la germinación (Nicholson y col., 1991; Pedraza-Reyes y col., 

1994). 

Agentes químicos genotóxicos y agentes oxidantes tienen efectos mutagénicos en 

células en crecimiento, pero no en esporas, esto ocurre gracias a la protección que le proveen 

las cubiertas (Setlow, 2006).  La mayoría de los agentes oxidantes mata a las esporas dañando 

las capas externas, así como la membrana interna de la espora (Cortezzo y col., 2004; Setlow, 

2006). Las proteínas α/β SASP también protegen al DNA de daño por peróxido de hidrógeno 

(H2O2) pero no de agentes alquilantes (Setlow y col., 1998). Aun cuando las AP 

endonucleasas Nfo y ExoA no contribuyen a proteger a esporas de H2O2, (Salas-Pacheco y 

col., 2005) estas enzimas junto con RecA y NER juegan un importante papel en eliminar 

daño al DNA inducido por H2O2 durante germinación/eclosión (Ibarra y col., 2008). 

Adicionalmente, las proteínas α/β SASP, la recombinación no homóloga (NHEJ) y 

las proteínas Nfo y ExoA parecen ser factores importantes en la prevención y reparación de 

daño inducido por radiación ionizante, la cual genera roturas de doble cadena (Weller y col., 

2002; Moeller y col., 2011). ExoA, Nfo y YkoUV así como la respuesta SOS mediada por 

RecA, están implicados también en reparar lesiones ocasionadas por calor seco incluyendo 

roturas de cadena y sitios AP (Salas-Pacheco y col., 2005; Wang y col., 2006; Moeller y col., 

2007; Setlow y Setlow, 1995). Por otra parte, se ha demostrado que la catalasa KatX es 

esencial para combatir al H2O2 durante la germinación (Setlow, 1988; Bagyan y col., 1996). 

B. subtilis también cuenta con una actividad de superóxido dismutasa (SodA), la cual se 

encuentra presente tanto en células vegetativas como en esporas, esta actividad enzimática 
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protege a las células del estrés oxidativo durante el crecimiento vegetativo y durante el 

proceso de esporulación (Inaoka y col., 1999). 

Además de las proteínas SplB, UvrA, RecA, Nfo, ExoA, KatX, SodA, y YkoUV, 

recientemente se demostró que las proteínas de reparación YwjD, Mfd y Aag se empaquetan 

en la pre-espora, lo cual sugiere su participación en germinación (Ramírez-Guadiana y col., 

2012; Ramírez-Guadiana y col., 2013; Ayala-García y col., 2016). 

Mediante un análisis global de la expresión temporal de genes durante la eclosión, se 

detectaron genes de reparación de DNA, entre los que se encuentran nth, ung, yqjW y ypcP 

(Keijser y col., 2007). Las proteínas de reparación del DNA empacadas en la espora y la 

expresión de novo de las enzimas de reparación durante la eclosión, podrían ser sumamente 

importantes durante el regreso a crecimiento vegetativo, no solo para reparar el daño 

acumulado durante la latencia sino también para reparar el daño generado durante la 

germinación y eclosión de la espora. 
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II. ANTECEDENTES 

Durante la germinación/eclosión, la activación del metabolismo aerobio y la entrada 

de agua promueven la producción de radicales de oxígeno capaces de atacar el DNA de las 

esporas (Campos y col., 2014). Las lesiones oxidativas, incluyendo sitios AP, roturas de 

cadena sencilla y bases oxidadas como la 8-oxoG son procesadas principalmente por el 

sistema BER. En B. subtilis las AP endonucleasas Nfo y ExoA juegan un papel de gran 

relevancia en eliminar estas lesiones en la etapa de germinación/eclosión (Ibarra y col., 

2008). Se reportó que la ausencia de estas enzimas genera un marcado retardo en el proceso 

de germinación/eclosión y un incremento en la mutagénesis inducida por H2O2 en 

comparación con la cepa parental silvestre. Derivado de estas observaciones, se propuso que 

la acción coordinada de Nfo y ExoA con el sistema NER y la proteína RecA contrarrestan 

los efectos del estrés oxidativo en las esporas eclosionantes (Ibarra y col., 2008). 

La interrupción del gen disA en el fondo genético carente de nfo y exoA alivió el 

fenotipo de retardo en la eclosión observado en la doble mutante ∆nfo exoA, lo cual sugirió 

su función como checkpoint de daño al DNA en esta etapa diferenciativa. Mediante el análisis 

de la expresión espacio-temporal de fusiones génicas disA-gfp y disA-lacZ se demostró que 

DisA no se empaqueta en el compartimento de la pre-espora de B. subtilis, sino que esta se 

sintetiza durante el regreso a crecimiento vegetativo, colocalizando con el cromosoma de las 

esporas eclosionantes. La eclosión retardada de esporas ∆nfo exoA es acompañada por un 

retraso en duplicación y segregación del cromosoma, proceso que también es revertido por 

la interrupción de disA. Interesantemente, en el DNA de esporas silvestres dormantes se 

detectó una gran cantidad de 8-oxoG, las cuales fueron eliminadas durante la eclosión. En 

esporas de la cepa ∆nfo exoA se detectó una mayor cantidad de 8-oxoG, así como de sitios 
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AP los cuales disminuyeron durante la eclosión, sugiriendo la participación de otra enzima 

de reparación capaz de procesar estas lesiones. Sin embargo, la triple mutante ∆nfo exoA disA 

retuvo mayor proporción de sitios AP y guaninas oxidadas durante la eclosión, sugiriendo 

que DisA retarda el inicio del crecimiento vegetativo en las esporas carentes de ∆nfo exoA 

hasta que su genoma se encuentra libre de lesiones (Campos y col., 2014). Estos hallazgos 

sugieren una interacción de DisA con las AP endonucleasas Nfo y ExoA. La actividad de 

Nfo y ExoA también coordina la reparación de lesiones oxidativas con el sistema NER y la 

proteína RecA (Ibarra y col., 2008), por lo que es posible que DisA tenga una relación 

adicional con estas y otras proteínas de reparación durante germinación/eclosión.  

Adicionalmente, durante esporulación, la reparación acoplada a la transcripción es 

sumamente importante para completar el proceso de diferenciación de célula vegetativa a 

espora (Ramírez-Guadiana y col., 2013).  El gen mfd, que codifica para una proteína que 

media la reparación acoplada a la transcripción, es expresada junto con uvrA en ambos 

compartimentos del esporangio. La expresión de mfd en la preespora sugiere que la actividad 

de TCR durante la germinación/eclosión de las esporas podría ser importante en procesar 

daño al DNA acumulado en la dormancia de éstas durante su regreso a crecimiento vegetativo 

(Ramírez-Guadiana y col., 2013).  

La reparación del DNA durante la eclosión es fundamental para que las células 

eclosionantes de B. subtilis puedan realizar la primera ronda de replicación de su genoma y 

proceder con el crecimiento vegetativo. Se conoce que este proceso es regulado por DisA en 

conjunto con las AP-endonucleasas Nfo y ExoA pero a la fecha se desconoce si la actividad 

de otras proteínas de reparación que se expresan en esta etapa del ciclo de vida de B. subtilis 

es coordinado por DisA. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

Se reportó que la proteína DisA inspecciona el DNA en busca de lesiones promovidas 

por estrés oxidativo durante el regreso de esporas de B. subtilis a crecimiento vegetativo. El 

daño al DNA y/o proteínas de reparación puede representar una barrera que interrumpe el 

movimiento de DisA. Si DisA se estanca dispara una respuesta celular que culmina en un 

bloqueo temporal de la replicación, haciendo más lenta la germinación/eclosión y la división 

celular, hasta que las lesiones son removidas del genoma. El mecanismo por el cual DisA 

detiene la replicación y recluta proteínas de reparación es actualmente desconocido. Los 

aspectos genéticos y bioquímicos que gobiernan este proceso celular serán investigados en 

este proyecto. 
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IV. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General 

Elucidar vías de reparación y/o replicación que convergen en el mecanismo checkpoint 

dependiente de DisA durante la germinación/eclosión de esporas. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

1. Investigar si la germinación/eclosión exitosa de las esporas de B. subtilis es 

dependiente de la acción coordinada de las funciones de DisA, Mfd y el sistema NER.   

2. Investigar el papel de DisA, Mfd y UvrA en la mutagénesis espontánea e inducida por 

agentes genotóxicos durante la germinación/eclosión de las esporas de B. subtilis. 

3. Determinar el tipo de lesiones genéticas que activan la función de DisA, Mfd y el 

sistema NER durante la germinación/eclosión de las esporas de B. subtilis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Valenzuela-García, 2018      

 

14 

 

V. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Cepas y plásmidos empleados en el estudio 

Las cepas y los plásmidos usados en este estudio se enlistan en la Tabla 1. Los 

procedimientos para la transformación y aislamiento de DNA plasmídico se realizaron como 

se describió previamente (Boylan y col., 1972; Sambrook y col., 1989). El medio rutinario 

para el crecimiento de las cepas de E. coli y B. subtilis fue LB líquido (Miller, 1972), el cual 

contiene: NaCl, 5 g/L; peptona biotriptasa, 10g/L; extracto de levadura, 5 g/L.  Este medio 

fue suplementado con 15 g/L de agar bacteriológico cuando se requirieron placas con medio 

sólido. Cuando fue necesario, se agregaron al medio de crecimiento para B. subtilis 

tetraciclina (Tet) 15 µg/mL, cloranfenicol (Cm) 5 µg/mL, eritromicina (Em) 5 µg/mL, 

kanamicina (Kn) 10 µg/mL y/o neomicina (Neo) 10 µg/mL y para E. coli se usó cloranfenicol 

(Cm) 25 µg/mL, kanamicina (Kn) 50 µg/mL y/o ampicilina (Amp) 100 µg/mL. Para la 

obtención de esporas de B. subtilis se utilizó medio DSM el cual contiene: Bacto® caldo 

nutritivo (Difco; City, ST), 8 g/L; KCl, 13.41 mM; MgSO4·7H2O, 1 mM; CaCl2·H2O, 0.5 

mM; MnCl2·4H2O, 0.01 mM; FeSO4, 0.001 mM (Schaeffer y col., 1965), suplementado con 

15 g/L de agar bacteriológico cuando se requirió de forma sólida. El medio para la 

germinación fue 2xSG el cual contiene: Bacto® caldo nutritivo 16g/L; KCl 26.8 mM; 

MgSO4.7H20 2mM; CaNO3, 1 mM; MnCl2.4H2O2, 0.01 mM; FeSO4, 0.001 mM y Glucosa 

5.4 mM (Nicholson y Setlow, 1990). Los cultivos líquidos se incubaron a 37°C con agitación 

vigorosa a 250 rpm. 
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Tabla 1. Cepas y plásmidos utilizados en este estudio. 

Cepa Genotipo o descripción Referencia o fuente 

B. subtilis 

PS832 Tipo silvestre (WT), revertante  Trp+ 

de la cepa  168 

Stock de laboratorio 

PERM733 ∆disA::lacZ Em
r
 Campos y col., 2014 

PERM939 ∆mfd::tc ∆yqjH::em Tc
r 
Em

r
 Ramírez-Guadiana y col., 2013 

PERM940 ∆mfd::tc ∆yqjW::em Tc
r 
Em

r
 Ramírez Guadiana y col., 2013 

PERM1333 ∆mfd::tc ∆disA::em Tc
r 
Em

r
 Este estudio (PERM938 →PERM733) 

PERM1342 ∆uvrA::cm ∆disA::em Cm
r  

Em
r
 Este estudio (PERM985 →PERM733) 

PERM1460 ∆mfd::tc Tc
r
 Este estudio (PERM938 →PS832) 

PERM1461 ∆uvrA::cm Cm
r
 Este estudio (PERM985→PS832) 

PERM1504 ∆disA::cm  Cm
r
 Este estudio (pPERM 1372→PS832) 

PERM1510 ∆mfd::tc ∆yqjH::em ∆disA::cm Tc
r 

Em
r 
Cm

r
 

Este estudio (PERM 939→PERM 1504) 

PERM1511 ∆mfd::tc ∆yqjW::em ∆disA::cm Tc
r 

Em
r 
Cm

r
 

Este estudio (PERM 940→PERM 1504) 

E. coli 

DH5α F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 

recA1 endA1hsdR17(rk-, mk+) 

phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relA1 

Invitrogen ® 
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*AB, indica que la cepa “B” se transformó con DNA de la Fuente “A”. 

 

5.2 Obtención de cepas mutantes de B. subtilis  

Las mutantes en distintos genes de reparación de DNA usadas para los análisis 

epistáticos (Tabla 1) se obtuvieron de la siguiente manera. El DNA genómico de las cepas 

PERM938 (∆mfd) y PERM985 (∆uvrA) fue utilizado para transformar células competentes 

de la cepa PERM733 (∆disA), PERM1333 (∆disA mfd) y PERM1342 (∆disA uvrA). Las 

mutantes PERM1460 y PERM1461 se generaron mediante la transformación de la cepa 

PS832 con DNA genómico de las cepas PERM938 y PERM985, respectivamente. El 

plásmido pPERM1372 (pMutin4-cat-disA) fue obtenido mediante digestión de la 

construcción pPERM732 (Campos y col., 2014) con las enzimas EcoRI y BamHI. Este 

evento liberó un fragmento interno (de la posición +274 a +582 relativo al inicio del ORF 

del gen) el cuál se clonó en el vector pMutin4-cat (Barajas-Ornelas y col., 2014); la 

construcción resultante (pPERM1372) se replicó E. coli DH5α.  Este plásmido se empleó 

para transformar a la cepa PS832 obteniendo la mutante ∆disA (PERM1504) con resistencia 

a cloranfenicol. Posteriormente, el DNA genómico de las cepas ∆mfd yqjH (PERM939) y 

PERM1372 E.coli DH5α contentiendo la 

construcción pPERM1372 

Este estudio 

Plásmidos 

pMutin4-cat Vector integrativo para B. subtilis. 

Crea una fusión del fragmento 

clonado con el gen lacZ. Cmr 

Barajas-Ornelas y col., 2014. 

pPERM1372 pMUTIN4-cat con un fragmento 

interno de 308 pb del gen disA. Cmr 

Este estudio 
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∆mfd yqjW (PERM940) se utilizó para transformar células competentes de la cepa 

PERM1504, obteniendo las mutantes ∆disA mfd yqJH (PERM1510) y ∆disA mfd yqjW 

(PERM1511). Todas las cepas mutantes fueron corroboradas molecularmente por PCR 

utilizando oligonucleótidos específicos.   

 

5.3 Obtención y purificación de esporas de B. subtilis 

Las esporas de todas las cepas empleadas fueron obtenidas en placas de medio NSM 

agar (Medio nutritivo para esporulación; Schaeffer, 1965) sin antibióticos; las esporas se 

recolectaron, lavaron con agua fría y guardaron a 4°C como lo describieron previamente 

Nicholson y Setlow (1990). Se corroboró que todas las preparaciones de esporas utilizadas 

en este trabajo carecieran de células vegetativas, esporas germinantes o fragmentos celulares, 

mediante microscopía de contraste de fases. Las esporas fueron generalmente usadas a una 

densidad óptica a 600nm (OD600) de 0.5 correspondiendo a 0.75 108 esporas viables/ml 

 

5.4 Cinéticas de germinación y eclosión de esporas. 

Las cinéticas de germinación/eclosión de esporas se llevaron a cabo de la siguiente 

manera. Esporas purificadas suspendidas en agua fueron activadas por choque térmico 

incubando 30 min a 70°C y enfriando en hielo. Posteriormente, las esporas fueron inoculadas 

en 25 mL de medio 2SG, suplementado con 10 mM de L-alanina, ajustando a una densidad 

óptica a 600nm (DO600nm) de ~0.5 e incubando a 37°C en agitación a 250 rpm. Donde se 

indicó 0.5 mM de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) o 2M de 

4-Nitroquinolona-1-Oxido (4NQO) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) fueron agregados a los 
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cultivos cuando la mayor parte de la germinación de la espora había tomado lugar, es decir  

15 min después de mezclar las esporas con germinantes. La densidad DO600nm de los 

cultivos fue monitoreada en un espectrofotómetro Pharmacia Ultrospec 2000 (Pharmacia, 

Manassas Park, VA) y los valores fueron graficados como una fracción de la DO600nm inicial 

(DO 600nm al tiempo t/ DO inicial) contra el tiempo.   

 

5.5 Análisis de microscopía de esporas durante germinación/eclosión 

 La morfología celular y el cromosoma de las esporas durante la etapa de 

germinación/eclosión, fueron analizados por microscopia de fluorescencia, de acuerdo con el 

siguiente protocolo. Se colectaron muestras de 1 mL a diferentes tiempos de la cinética de 

germinación eclosión, se centrifugaron a 11,500 g / 2 min y se mezclaron con 0.2 mL de 

solución fijadora (3% paraformaldehido; v/v y 5 % glutaraldehido en buffer salino HEPES [ 

(273 mM NaCl; 9.9 mM KCl; 1.27 mM Na2HPO4.2H2O, 11.1 mM dextrosa; 42mM HEPES 

(pH=7)]. Después de 30 min a temperatura ambiente, se continuó la fijación en hielo por 50 

min. Las muestras fueron lavadas dos veces con PBS, centrifugadas y posteriormente 

resuspendidas en 100 μl de GTE, [5mM glucosa, 25mM de Tris-HCl, 10mM EDTA (pH =8)]. 

Para realizar la tinción de DNA, alícuotas de 10 μL de la suspensión celular fueron mezcladas 

con 10μL de una solución de 2 μg/mL de 4’,6’-diamino-2-fenilindol (DAPI; Invitrogen, 

Eugene, OR) manteniéndose a temperatura ambiente por 15 min. Para tinción de membranas, 

las células fueron suspendidas en 100 μL de una solución de 10 μg/mL del fluorocromo FM4-

64(Invitrogen®) y mantenidas a temperatura ambiente por 15min. El análisis microscópico 

se realizó utilizando alícuotas de 5 µL de las muestras fijadas inmovilizadas sobre agarosa 

(20 mg/mL) colocada sobre un portaobjetos y sellada con un cubreobjetos previo a la 
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observación al microscopio. La microscopia de fluorescencia se realizó con un microscopio 

ZEISS Axioscope A1 equipado con una cámara AxioCam ICc1. Las imágenes adquiridas se 

ajustaron solo para brillo y contraste con el software AxioVision V4.8.2. Los tiempos de 

exposición fueron típicamente de 0.2s para DAPI y de 0.5s para FM4-64. La 

excitación/emisión fueron 350-470 nm para DAPI y 506-750 para FM4-64. 

 

5.6 Determinación de contenido de DNA cromosómico 

Para cuantificar el DNA genómico de esporas germinadas y eclosionadas, el DNA 

cromosómico fue aislado como se describe a continuación. Alícuotas de 3 ml de esporas 

viables (1.5  108 esporas/ml) de las cepas WT, ∆disA mfd y ∆disA uvrA que habían 

germinado y eclosionado por 30, 60, 90 y 120 min en medio 2SG con alanina fueron 

colectadas por centrifugación (13,500 g/2 min). La pastilla celular fue lavada dos veces 

con 1 mL de buffer de lisis (EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.5), suspendida en 0.3 mL 

del mismo buffer y subsecuentemente procesada para aislar el DNA cromosómico libre de 

RNA de la fracción que fue directamente susceptible a degradación por lisozima, como se 

describió previamente (Campos y col., 2014). Después del tratamiento con RNAsa, el DNA 

cromosómico aislado de ambas fracciones fue cuantificado por espectrofotometría UV 

(Sambrook y col., 1989). Los valores de DNA de ambas fracciones fueron combinados para 

obtener el contenido de DNA total.   
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5.7 Análisis de frecuencia de mutación espontánea e inducida a rifampicina durante 

germinación/eclosión de esporas y células en crecimiento de B. subtilis 

La determinación de la frecuencia de mutación de resistencia a rifampicina (RifR) 

espontánea e inducida por H2O2 o 4NQO fue llevada a cabo como sigue. Esporas de las 

distintas cepas, fueron ajustadas a una DO600nm final de 0.5 en medio 2SG, suplementado 

con 10 mM de L-alanina y tratadas (inducida) o no (espontánea) con agentes de daño al DNA, 

H2O2 (0.5 mM ) o 4NQO (2µM), las cuales fueron agregados a los cultivos 15 min después 

del inicio de la germinación. Muestras celulares de 10 ml, colectadas 180 min después de 

iniciada la germinación, fueron lavadas con 10 ml de buffer fosfato salino (PBS; 0.7% 

Na2HPO4, 0.3% KH2PO4, 0.4% NaCl [pH 7.5]) y resuspendidas en 1 ml del mismo buffer. 

Alícuotas de 100 µl de células fueron sembradas en 6 placas de LB conteniendo 10 µg/ml de 

rifampicina, y las colonias RifR fueron contadas 2 días después de incubación a 37°C. El 

número de células usadas para calcular la frecuencia de mutación RifR fue determinada por 

plaquear alícuotas de las diluciones apropiadas en placas de LB sin rifampicina e incubar las 

placas 24h a 37°C.  

Para la determinación de la frecuencia de mutación espontánea en células en 

crecimiento, 250 µL de un cultivo de toda la noche de cada cepa fueron transferidos a 

matraces conteniendo 25 mL de medio LB. Los cultivos se crecieron a 37oC hasta alcanzar 

una DO600nm de 0.5; 180 min después de este punto, se colectaron 10 ml de muestras celulares 

y se procesaron para determinar la frecuencia de mutación espontánea de colonias resistentes 

a rifampicina como se describió líneas arriba. Estos experimentos se realizaron por triplicado 

para las cepas WT, ∆disA, ∆mfd, ∆uvrA, ∆disAuvrA y ∆disA mfd. 
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5.8 Identificación de mutaciones espontáneas en rpoB confiriendo resistencia a 

rifampicina en B. subtilis 

Colonias RifR generadas espontáneamente de esporas en eclosión de las cepas de 

interés fueron aleatoriamente elegidas, resuspendidas en 100 µl de agua libre de nucleasas y 

sujetas a lisis celular por calentar la suspensión celular a 95°C por 5 min (Nicholson y 

Maughan, 2002). Los lisados celulares fueron empleados para amplificar por PCR un 

fragmento de 716-pb del gen rpoB con Vent DNA polimerasa (New Englad Bio-Labs, 

Ipswich, MA) y los oligonucleótidos RpoBFW 5´-CGTCCTGTTATTGCGTCC-3´ y 

RpoBRV 5´GGCTTCTACGCGTTCAACG-3´. El producto de 716 pb de rpoB amplificado 

incluye los tres clusters hot-spots (nt +1353 a +2069 relativo al ORF del gen rpoB) donde las 

mutaciones confieren resistencia a rifampicina en muchas bacterias incluyendo B. subtilis 

(Campbell y col., 2001). Los productos rpoB amplificados fueron secuenciados para 

identificar las mutaciones confiriendo resistencia a rifampicina. La secuenciación fue llevada 

a cabo en ambas direcciones del producto de PCR de 20 colonias para cada una de las cepas 

WT, ∆disA, ∆mfd, y ∆disA mfd. La secuenciación realizada por Functional Biosciences, Inc. 

(Madison, WI) y la Unidad de Servicios Genómicos en Langebio, Cinvestav, México.  

 

5.9 Análisis estadísticos 

Para calcular las diferencias estadísticas en la tasa de mutagénesis para las cepas no 

tratadas y tratadas con los agentes de daño H2O2 y 4NQO se utilizó una prueba no paramétrica 

U de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95% (P <0.05). Todas las pruebas se 

realizaron utilizando una licencia del software Minitab 17.  
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VI. RESULTADOS 

6.1. La falta de Mfd o UvrA retarda la eclosión de esporas deficientes en DisA 

El daño oxidativo es un reto enfrentado por las esporas durante su regreso al 

crecimiento vegetativo, ya que lesiones promovidas por ROS, incluyendo bases oxidadas, 

sitios AP y roturas de cadena sencilla pueden ser impedimentos para la maquinaria de 

replicación y transcripción durante la eclosión de esporas (Campos y col., 2014; Ibarra y col., 

2008). Durante esporulación, las proteínas de reparación Mfd y UvrA son expresadas y 

almacenadas en la pre-espora en desarrollo (Ramírez-Guadiana y col., 2013); en contraste, 

disA no es empaquetado en el compartimento de la pre-espora, pero es sintetizado durante 

los primeros minutos de eclosión (Campos y col., 2014). 

 Nuestros resultados muestran que esporas carentes de Mfd, UvrA o DisA exhibieron 

curvas de germinación/eclosión que fueron similares de las de esporas WT, sugiriendo que 

estas proteínas tienen funciones redundantes en este estado de desarrollo (Fig. 3). En apoyo 

de una función redundante para estas proteínas, la perdida de Mfd o UvrA en una cepa carente 

de DisA generó esporas que retardaron significantemente su regreso a crecimiento 

vegetativo, en comparación con esporas de las mutantes sencillas y la cepa WT (Fig.3).  
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Figura 3. Cinéticas de germinación y eclosión de esporas de diferentes cepas de B. subtilis. 

Esporas dormantes de las cepas A) WT () y ∆disA ()  y B) ∆uvrA () y ∆disA uvrA ()  C) ∆mfd 

() y ∆disA mfd fueron sometidas a choque térmico y germinadas. La germinación se monitoreo 

midiendo la DO600nm de los cultivos. Los valores son promedios  desviaciones estándar de 

determinaciones por triplicado con diferentes lotes de esporas.  

 

6.2. El retardo en la eclosión de las esporas ∆disA uvrA y ∆disA mfd es acompañado por 

el retardo en la replicación del cromosoma 

El defecto en la eclosión exhibido por esporas con genotipo ∆disA mfd y ∆disA uvrA 

fue adicionalmente examinado por microscopia de epifluorescencia.  Para este fin, esporas 

de estas cepas así como de la cepa WT y las mutantes sencillas ∆disA, ∆mfd o ∆uvrA fueron 

inducidas a germinar en un medio que permite la eclosión y el crecimiento celular, y las 

muestras fueron colectadas en diferentes etapas de la germinación/eclosión. El DNA y las 

membranas se tiñeron con DAPI y FM4-64, respectivamente (Figura 4). Para la cepa WT 

(Fig. 4B), los tiempos analizados de 30 a 90 min bajo las condiciones de germinación 

empleadas en este trabajo correspondieron al estado fisiológico previamente descrito como 

eclosión, en el cual la espora germinada se convierte en una célula creciendo, generalmente 

después de la primera división celular (Setlow, 2003). Las siguientes características definen 

los puntos de tiempo elegidos para el análisis microscópico de las esporas WT (representados 

en la Fig. 4A y B): (1) 30 min- las esporas hinchadas han experimentado hidrólisis del 
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peptidoglicano del córtex como se evidenció por la habilidad del DAPI para penetrar hacia 

el “core” de la espora y teñir el DNA; a este tiempo, el interior de la espora está 

completamente hidratado, las proteínas del “core” han recuperado movilidad y son activas 

(Setlow, 2003); (2) 60-75 min- el metabolismo, la síntesis de DNA y de otras 

macromoléculas está en progreso, y como se revela por microscopía, los cromosomas 

replicados han comenzado segregación; (3) 90 min- la segregación de los cromosomas se ha 

completado y otra ronda de replicación está en progreso; y (4) 120 min- las esporas se han 

convertido en células creciendo y dividiéndose activamente. Como se muestra en la figura 

4C-E, esporas con mutaciones sencillas progresaron hacia la eclosión y segregación de 

cromosoma, replicación y división celular en los mismos tiempos que la cepa WT. En 

contraste, esporas carentes de DisA/UvrA o DisA/Mfd exhibieron un retardo de alrededor de 

30 min en iniciar la eclosión y completar la replicación del cromosoma en comparación a las 

esporas WT (Figs. 4F-G). Un detallado análisis de al menos 200 esporas individuales 

germinadas/eclosionadas reveló que 85-90% de las esporas WT y aquellas de las cepas 

∆disA, ∆uvrA y ∆mfd exhibieron un cromosoma replicado y segregado a los 90 min después 

de inducida la germinación. En contraste sólo 60% de las esporas ∆disA uvrA y ∆disA mfd 

exhibieron cromosomas replicados y completamente segregados en ese mismo tiempo (Tabla 

2). En resumen, la evidencia microscópica junto con los resultados presentados en la Fig. 3, 

sugieren fuertemente que DisA junto con Mfd (TCR) o con UvrA (NER) juegan un papel 

crucial en reparar lesiones espontáneas de DNA que interfieren con replicación y por lo tanto 

con eclosión. 
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Tabla 2. Porcentaje de esporas eclosionadas de las diferentes cepas de B. subtilis con un 

cromosoma replicado y segregado a los 90 min después del inicio de la germinación. 

 

 

Esporas de las cepas WT, ∆disA, ∆uvrA, ∆mfd, ∆disA uvrA, ∆disA mfd fueron germinadas y 

eclosionadas en medio 2SG a 37°C. 90 min después del inicio de la germinación, al menos 200 

esporas de cada cepa que fueron teñidas con DAPI fueron analizadas por microscopia de fluorescencia 

en al menos seis campos distintos para determinar el número de células mostrando replicación y 

segregación de su cromosoma. 

 

Para reforzar esta conclusión, se indujo la germinación de 1.5108 esporas dormantes 

de las cepas WT, ∆disA uvrA y ∆disA mfd y se determinó, para cada cepa, el contenido de 

DNA de la misma cantidad de células, a los 30, 60, 90 y 120 min, después de iniciada la 

geminación. Los resultados mostraron que el contenido de DNA en 90 y 120 min después de 

mezclar las esporas con el germinante fue significantemente más bajo en esporas en eclosión 

de las cepas disA/uvrA y disA/mfd que en esporas eclosionantes WT (Fig.5). 

  

 

 

 

Figura 5. Concentración de DNA en esporas en eclosión de diferentes cepas. Niveles de DNA en 

muestras de cultivos de esporas las cepas WT, ∆disA uvrA y ∆disA mfd colectadas en diferentes 

tiempos después del inicio de la germinación fueron determinados como se describió en Materiales y 

Métodos. Los resultados son los promedios de determinaciones independientes por duplicado, con 

distintos lotes de esporas  desviación estándar. 

 

Wild-type 

(90) 

∆disA 

(90) 

∆uvrA 

(85) 

∆mfd 

(85) 

∆disA uvrA 

(60) 

∆disA mfd 

(18) 
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6.3. El peróxido de hidrógeno exacerba el defecto en eclosión de esporas ∆disA uvrA y 

∆disA mfd 

Posteriormente investigamos si el estrés oxidativo está involucrado en el defecto 

exhibido por esporas deficientes para DisA, Mfd o UvrA. Para este fin, esporas de la cepa 

WT y aquellas que contenían mutaciones sencillas en disA, mfd o uvrA o dobles mutaciones 

∆disA/mfd o ∆disA/uvrA fueron tratadas con 0.5 mM de H2O2 15 min después del inicio de 

la germinación, y el efecto del agente oxidante fue monitoreado mediante OD600nm de cada 

cultivo. Como se muestra en la Fig. 6, la eclosión de las esporas carentes de DisA fue 

ligeramente retardada por el tratamiento con H2O2, aun cuando este efecto no fue diferente 

al observado en esporas eclosionantes de la cepa WT. Sin embargo, en comparación con 

esporas WT, la eclosión de esporas ∆mfd fue más afectada por la adición de H2O2 y este 

efecto fue exacerbado en esporas ∆mfd que carecen también de DisA (Fig 6E-F). El retardo 

inducido por H2O2 en esporas eclosionantes fue también evidente en esporas deficientes de 

UvrA (Figura 6C), aun cuando este efecto fue sólo ligeramente incrementado en esporas de 

la cepa ∆disA uvrA (Figura 6D). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren fuertemente  

que lesiones de DNA inducidas por ROS están involucradas en el defecto en eclosión 

exhibido por esporas mutantes ∆disA mfd y ∆disA uvrA. 
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Figura 6. Cinéticas de germinación y eclosión de esporas de diferentes cepas de B. subtilis 

tratadas con y sin H2O2. Esporas dormantes de A) WT B) ∆disA C) ∆uvrA D) ∆disA uvrA E) ∆mfd 

y F) ∆disA mfd fueron sometidas a choque térmico germinadas en la ausencia () o presencia () de 

H2O2. Donde se indica, se agregó a los cultivos 0.5 mM de H2O2 15 min después del inicio de la 

germinación. La germinación y eclosión de las esporas se monitoreo midiendo la DO600nm de los 

cultivos. Los valores son promedios  desviaciones estándar de determinaciones por triplicado con 

diferentes lotes de esporas. 

 

6.4. DisA y TCR son requeridos durante la eclosión de esporas para contender con los 

efectos genotóxicos de 4NQO 

Como se mostró anteriormente, la interrupción de UvrA o Mfd que juegan funciones 

prominentes en las vías de reparación general por NER y de TCR (Truglio y col., 2006), 

afectaron la progresión normal a crecimiento vegetativo en la ausencia de la proteína 

checkpoint de daño al DNA, DisA. En células esporulantes, las vías NER y TCR están 

involucradas en eliminar lesiones de DNA que interfieren con replicación y transcripción 

(Ramírez-Guadiana y col., 2013, 2016). Para evaluar mejor el papel de NER y TCR en el 
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regreso de las esporas a crecimiento vegetativo, 15 min después de inducida la germinación, 

esporas de las cepas WT y mutantes fueron retadas con 4NQO, un agente genotóxico que 

ataca el DNA generando aductos C8 y N2-guanina y N6- adenina (Galiégue-Zoutinia y col., 

1985; Tada y Tada 1976). Estas lesiones en el DNA tienen el potencial de bloquear 

replicación y transcripción en bacterias (Jaroz y col., 2006) y en células de ave (Edmunds y 

col., 2008). En B. subtilis, los aductos producidos por 4NQO son principalmente eliminados 

del DNA por NER y mediante reparación por recombinación homóloga (Alonso y col., 1988; 

Friedman y Yasbin, 1983). Nuestros resultados revelaron que esporas de la cepa WT y 

deficientes en DisA fueron sólo marginalmente afectadas por 2 µM de 4NQO (Fig. 7A, B). 

En marcado contraste, el agente, hizo más lento el regreso a crecimiento vegetativo de 

esporas deficientes en UvrA o Mfd (Figura 7C, E). Un efecto similar fue causado por 4NQO 

en esporas de las cepas ∆disA uvrA y ∆disA mfd (Figura 7D, F). Juntos, estos resultados 

apoyan la idea que las vías de reparación NER dependientes e independientes de TCR son  

activas durante eclosión para contrarrestar con lesiones que podrían comprometer eventos 

como la síntesis de DNA y expresión de genes en este periodo de desarrollo.  
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Figura 7. Cinéticas de germinación y eclosión de esporas de diferentes cepas de B. subtilis 

tratadas con y sin 4NQO. Esporas dormantes de A) WT B) ∆disA C) ∆uvrA D) ∆disA uvrA E) ∆mfd 

y F) ∆disA mfd fueron sometidas a choque térmico germinadas en la ausencia () o presencia () de 

4NQO. Donde se indica, se agregó a los cultivos 2µM de 4NQO 15 min después del inicio de la 

germinación. La germinación y eclosión de las esporas se monitoreo midiendo la DO600nm de los 

cultivos. Los valores son promedios  desviaciones estándar de determinaciones por triplicado con 

diferentes lotes de esporas. 

 

6.5 DisA modula mutagénesis en esporas en eclosión en coordinación con Mfd o UvrA 

Esporas carentes de DisA/Mfd o DisA/UvrA mostraron un retardado regreso a 

crecimiento vegetativo, el cual fue exacerbado por H2O2 o 4NQO (Figs. 6 y 7). Como se 

propuso arriba, el retardo en eclosión de estas esporas fue presuntamente debido a lesiones 

de DNA en esporas en eclosión interfiriendo con replicación y transcripción. Para investigar 

este tema, la frecuencia de mutación espontánea e inducida a rifampicina (RifR) fue 

determinada en esporas germinantes, permitiéndoles experimentar eclosión y varias rondas 

de división celular por un periodo de 180 min.  Como se muestra en la Figura 8A, en 

comparación con esporas WT, la ausencia de UvrA o Mfd pero no de DisA incrementó 
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fuertemente los niveles de mutantes RifR en esporas en eclosión. Es importante destacar que 

la frecuencia de mutación a RifR de células vegetativas creciendo exponencialmente de las 

cepas ∆disA uvrA, ∆disA mfd, ∆uvrA y ∆mfd fue alrededor de ~14, ~32 ~7 y ~34 veces 

inferior en comparación con esporas de las mismas cepas que experimentaron 

germinación/eclosión, respectivamente (Fig.8B).   

 

Figura 8. Frecuencia de mutación espontánea de esporas en germinación-eclosión y de células 

en crecimiento exponencial. A) Esporas de las cepas WT, ∆disA, ∆uvrA, ∆disA uvrA, ∆mfd, ∆disA 

mfd fueron inducidas a germinar y 180 min después se determinó la frecuencia de mutación a Rifr 

como se describió en Materiales y Métodos. B) Células vegetativas de las mismas cepas fueron 

crecidas hasta una OD600nm=0.5 y 180 min después se determinó la frecuencia de mutación a RifR. 

 

 Como se describió arriba, las condiciones metabólicas prevalecientes en esporas en 

eclosión promueven la producción de ROS, las cuales atacan al DNA e inducen la formación 

de diferentes tipos de lesiones mutagénicas (Wang y col., 1998). En apoyo a esta noción, el 

agente inductor de ROS, H2O2 incrementó también la frecuencia de mutación de esporas en 

eclosión de la cepa WT y esporas eclosionantes ∆disA, ∆mfd, ∆uvrA, ∆disA/mfd y ∆disA/uvrA 

(Fig. 9A). 
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Posteriormente, investigamos si lesiones en el DNA que interfieren con la replicación y 

potencialmente afectan transcripción promueven eventos de mutagénesis durante la eclosión 

de esporas. Nuestros resultados apoyaron esta aseveración, ya que la adición de 4NQO 

durante la germinación de esporas incrementó los niveles de mutagénesis en esporas en 

eclosión WT y en esporas llevando simples y dobles mutaciones en ∆disA/mfd y ∆disA/uvrA 

(Fig.9B) 

 

Figura 9. Frecuencia de mutación inducida con H2O2 o 4NQO de esporas en germinación-

eclosión de diferentes cepas de B. subtilis.  Esporas de distintas cepas fueron activadas por choque 

térmico e inducidas a germinar con L-alanina. 180 min después se determinó la frecuencia de 

mutación a Rifr como se describió en Materiales y Métodos. A) Frecuencia de mutación inducida por 

H2O2 y B) Frecuencia de mutación inducida por 4NQO. Los valores representan la media de los datos 

colectados de tres experimentos independientes, y las barras de error representan la desviación 

estándar. **, P<0.01 (por la prueba U de Mann-Whitney) 

 

 El análisis de mutagénesis espontánea o inducida por H2O2 o 4NQO reveló que la 

interrupción de disA incrementó los niveles de mutagénesis de esporas deficientes en UvrA, 

mientras la pérdida de DisA disminuyó la frecuencia de mutación en esporas ∆mfd (Figura 

8A, 9A y B).  Para investigar si DisA incrementa la mutagénesis en la ausencia de Mfd a 

través de una vía que involucra a DNA polimerasas de baja fidelidad, interrumpimos a yqjH 

o yqjW, genes que codifican a las polimerasas de la familia Y en la cepa ∆disA/mfd. 
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Notablemente, la frecuencia de mutación a RifR en esporas eclosionantes ∆yqjH disA mfd o 

∆yqjW disA mfd disminuyó ~5- o 26-veces respectivamente, comparado con las esporas 

∆disA mfd (Fig. 10). Estos resultados indican que en esporas eclosionantes, la ausencia de 

Mfd conduce a reparación de DNA de baja fidelidad promovida por DisA. 

 

 

Figura 10. Frecuencia de mutación espontánea de diferentes cepas de B. subtilis en germinación-

eclosión. Esporas dormantes de las cepas ∆mfd, ∆disA mfd ∆disA mfd yqjH y ∆disA mfd yqjW fueron 

sometidas a choque térmico y germinadas por la adición de L-alanina. Después de 180 min de 

inducida la germinación se determinó la frecuencia de mutación por resistencia a rifampicina. Los 

valores representan la media de los datos colectados de tres experimentos independientes, y las barras 

de error representan la desviación estándar. **, P<0.01 (por la prueba de Mann-Whitney U). 

 

6.6 Substituciones de bases derivadas de oxidación y desaminación de DNA promueven 

mutagénesis durante eclosión de esporas 

Posteriormente, determinamos los tipos de mutaciones espontáneas que tuvieron lugar 

en esporas germinadas después de experimentar eclosión y división celular. Para ello, 20 

colonias RifR de la cepa WT así como de varias mutantes fueron elegidas aleatoriamente. Un 

fragmento de 716 pb del ORF de rpoB abarcando los tres clusters hot-spots donde ocurren 

mutaciones que confieren resistencia a rifampicina en varias bacterias (Campbell y col., 
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2001) fue amplificado por PCR en cada colonia.  La secuenciación de DNA, confirmó que 

el fenotipo RifR en las cuatro cepas analizadas fue debido a substituciones de bases que 

ocurrieron en la región amplificada del gen rpoB (Tabla 3). Interesantemente, la mayor 

proporción de cambios de aminoácidos asociados con el fenotipo RifR ocurrió en el cluster I 

del marco de lectura abierto rpoB (Fig. 11) (Campbell y col., 2001). Las mutaciones RifR 

identificadas fueron en gran proporción de transiciones A→G y C→T en la eclosión de 

esporas de las cepas WT y en las mutantes (Tabla 3); estas substituciones de bases son 

mutaciones típicas producidas por desaminación de adenina a hipoxantina o citosina a uracilo 

(Friedberg y col., 2006). La interrupción de disA promovió la aparición de transversiones 

A↔T, transiciones G→A así como también, substituciones C→G y T→C, las cuales, son 

propiciadas por estrés oxidativo (Wang y col., 1998). Interesantemente, las transversiones 

A→T, T→G y C→A que estuvieron ausentes en rpoB de esporas eclosionantes WT 

estuvieron presentes en colonias RifR de esporas ∆disA y ∆mfd (Tabla 3). Sin embargo, las 

substituciones de bases G→T y A→C que fueron detectadas en esporas ∆mfd estuvieron 

ausentes en esporas WT. Es importante destacar, que en las colonias RifR derivadas de 

esporas eclosionantes deficientes en DisA/Mfd predominaron las substituciones de bases 

G→A y G↔T así como la transversión C→A detectada en esporas en eclosión de las cepas 

∆disA y ∆mfd (Tabla 3). Notablemente, de 20 colonias RifR analizadas en la cepa ∆disA mfd, 

sólo 16 exhibieron una substitución de bases en la región secuenciada de rpoB (Tabla 3). Por 

lo tanto, substituciones de bases en una región rpoB diferente a la secuenciada, pueden haber 

dado lugar al fenotipo RifR de las colonias restantes. A este respecto, se han reportado  

mutaciones que confieren el fenotipo RifR en la región N-terminal de RpoB (aminoácidos 

132-136).(Campbell y col., 2001). Tomadose en conjunto estos resultados sugieren que en 

esporas en germinación/eclosión de esporas de B. subtilis: (i) eventos de desaminación 
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espontánea y oxidación contribuyen a interferencia transcripcional y replicativa; y (ii) Mfd y 

DisA operan en estos tipos de lesiones coordinando eventos de reparación fieles o con 

propensión al error. 

 

Figura 11. Mutaciones en la subunidad β de la RNAP detectadas en diferentes cepas de B. 

subtilis. La barra representa la secuencia de aminoácidos de la subunidad β de la RNAP (1193 aa). 

La región amplificada y secuenciada (716-pb de rpoB) incluyó los hot spots Clusters I-III asociados 

a substituciones RifR (Campbell y col., 2001). La posición de las substituciones RifR correspondiendo 

a regiones de aa 452-490, 514-516 y 6499-687 de RpoB son mostrados en corchetes. El Cluster I en 

el cual la mayoría de las mutaciones a RifR fueron detectadas es mostrado en letras azules. La 

secuencia de aminoácidos para cada cepa analizada es mostrada en letras gris claro y los cambios de 

aminoácidos asociados con el fenotipo RifR es mostrado en negritas. La frecuencia de una mutación 

particular es mostrada debajo de cada aminoácido. aa (aminoácido) 
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Tabla 3. Espectro de mutaciones a RifR generadas durante eclosión y subsecuente división 

celular de esporas de diferentes cepas de B. subtilis. 

aFrecuencia→ Número de clonas con la substitución específica de base/ número de clonas 

secuenciadas  
bPosición de la mutación → Posición de la mutación en rpoB/número de clonas con esa mutación 

 

 

 

  

  

Substi-

tuciones 

de bases 

Cepas RifR 

WT ∆disA ∆mfd ∆disA mfd 

Frecuen- 

ciaa 

Posición 

de la 

mutaciónb 

Frecuen-

ciaa 

Posición 

de la 

mutaciónb 

Frecuen-

ciaa 

Posición 

de la 

mutaciónb 

Frecuen-

ciaa 

Posición 

de la 

mutaciónb 

A→T     1/20 (1445)/1 1/20 (1372)/1     

T→A     1/20 (1374)/1       

A→G 8/20 

(1379)/2 

(1406)/3  

(1445)/3 

8/20 

(1406)/6 

(1445)/2 

  

2/20 
 (1406)/1 

 (2033)/1 
3/20 

(1406)/2 

(1445)/1 

G→A     2/20 
(1454)/1 

 (1956)/1 
  2/20 

(1462)/1 

(1959)/1 

T→G    1/20 (2028)/1  3/20 

(1386)/1 

(2013)/1 

(2021)/1 

1/20 (1543)/1 

G→T        4/20 

(1391)/1 

(1414)/2 

 (2011)/1  

 1/20 (1428)/1  

G→C           

C→G 1/20  (1367)/1  3/20  
 (1444)/2 

(2015)/1 
        

T→C 1/20  (2042)/1  1/20  (2040)/1      

C→T 10/20 (1444)/10 1/20 
 (1444)/1 

 
1/20 

 (1460)/1 

 
7/20 

(1383)/1 

(1433)/1 

(1444)/3 

(1460)/1 

(2034)/1 

A→C        2/20 (1445)/2     

C→A     2/20 
(1405)/1 

(1957)/1 
7/20 

(1405)/3 

 (1433)/4 
 2/20 

(1405)/1 

(1432)/1  
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VII. DISCUSIÓN 

En este trabajo, se reveló la existencia de una interacción de DisA con Mfd y UvrA 

(NER) en procesar lesiones genéticas que representan posibles impedimentos para la 

transcripción y la replicación durante la eclosión de las esporas de B. subtilis. Esporas WT y 

∆disA tratadas o no con H2O2 exhibieron curvas de germinación/eclosión y cinéticas de 

replicación cromosómica que fueron esencialmente similares, sugiriendo que los 

mecanismos de reparación operando en este estado de desarrollo podrían ser suficientes para 

contrarrestar los daños en el genoma capaces de activar la función checkpoint de DisA.  

Interesantemente, en esporas en eclosión de la cepa WT, detectamos lesiones 

espontáneas de DNA capaces de estancar a la RNA polimerasa y que potencialmente generan 

conflictos entre replicación-transcripción en diferentes bacterias (Saxowsky y Doetsch, 2006; 

Wang y col., 1998) (Tabla 3). Ha sido reportado un prominente papel para Mfd, en resolver 

estos conflictos citotóxicos en células en replicación de E.coli y B. subtilis (Million-Weaver 

y col., 2015). Un estudio adicional, atribuyó un papel a la TCR (Mfd/NER) en contrarrestar 

los efectos nocivos de agentes distorsionantes de la doble hélice, durante la esporulación de 

B. subtilis (Ramírez- Guadiana y col., 2013). De hecho, mfd y uvrA son inicialmente 

expresados en ambos compartimentos del esporangio, pero sólo en la pre-espora en los 

últimos estados de la esporulación (Ramírez-Guadiana y col., 2013). Un patrón similar de 

transcripción fue reportado para proteínas de reparación que son empaquetadas en esporas y 

empleadas para eliminar lesiones de DNA durante el regreso de las esporas a crecimiento 

vegetativo (Ayala-García y col., 2016; Pedraza-Reyes y col., 1994; Pedraza-Reyes y col., 

2012).   



Valenzuela-García, 2018      

 

38 

 

Nuestros resultados mostraron que, mientras la sola interrupción de mfd no afectó la 

eclosión o la replicación cromosómica, tales procesos fueron significantemente alterados 

después de interrumpir a mfd en esporas deficientes en DisA. Notablemente, esporas 

eclosionantes deficientes en Mfd o DisA, exhibieron patrones similares de substituciones de 

bases (Tabla 3) sugiriendo que ambas proteínas operan sobre las mismas lesiones durante el 

regreso de las esporas al crecimiento vegetativo. Por lo tanto, es posible que en esporas 

deficientes en Mfd y DisA, la RNA polimerasa estancada en lesiones de DNA represente un 

potencial bloqueo para la transcripción, lo cual finalmente impide una eficiente replicación 

del DNA durante la eclosión de esporas. Colectivamente estos resultados revelan un nuevo 

papel para Mfd junto con DisA en proteger esporas en germinación/eclosión contra lesiones 

espontáneas que potencialmente comprometen transcripción y replicación.  De hecho, 

lesiones de DNA promovidas por ROS, incluyendo sitios AP y 8-OxoGs han sido detectadas 

en esporas dormantes de B. subtilis (Campos y col., 2014). En conexión con estos conceptos, 

después de la perdida de dormancia, las esporas asumen un estado activo de transcripción 

que antecede a la primera ronda de replicación cromosómica (Keijser y col., 2007). Por lo 

tanto, Mfd podría ser necesario para acoplar la reparación de lesiones que detienen la 

progresión de la RNA polimerasa en la cadena transcrita de genes requeridos para la eficiente 

eclosión de esporas. Sin embargo, Mfd podría también estar involucrado en resolver 

conflictos estructurales que resultan de encuentros de la maquinaria de replicación con la 

RNA polimerasa estancada en lesiones de DNA (Merrikh y col., 2012; Million-Weaver y 

col., 2015). En apoyo a estas nociones, la eclosión de esporas carentes de Mfd o UvrA (NER) 

fue severamente afectada por 4NQO, un agente de daño cuyas lesiones interfieren con la 

replicación de DNA (Fig. 7). Por lo tanto, las vías TCR y NER no sólo son cruciales en 
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esporulación (Ramírez-Guadiana y col., 2013) sino como se demostró aquí, también durante 

eclosión de esporas.   

Estudios previos han reportado la contribución de UvrA en procesar sitios AP y 

roturas de cadena sencillas durante germinación/eclosión (Ibarra y col., 2008). Los resultados 

de este trabajo mostraron que UvrA (NER) podría también respaldar la función de DisA, ya 

que la falta de ambas proteínas afectó la eclosión de esporas tanto en ausencia como en 

presencia de H2O2. Además, esporas eclosionantes ∆disA uvrA mostraron retardos en su 

primera ronda de replicación cromosómica (Fig. 4), así como un incremento substancial  en 

la mutagénesis espontánea RifR (Fig.8). Por lo tanto, es posible que durante la eclosión de las 

esporas, DisA y UvrA actuen coordinadamente, para remover lesiones genéticas espontáneas 

que son potenciales obstaculos para la replicación. De hecho, el papel de UvrA en este estado 

de desarrollo podría ser atribuido en parte a su contribución a la ruta TCR. 

Como se discutió arriba, Mfd y DisA contrarrestan daño oxidativo en el DNA durante 

la eclosión de esporas. Análisis de la frecuencia de mutación RifR durante la eclosión, reveló 

un papel antimutagénico para Mfd y UvrA. Adicionalmente, mientras la ausencia de DisA 

promovió mutagénesis en esporas deficientes de UvrA tratadas con H2O2, un efecto opuesto 

fue observado en esporas en eclosión de la mutante ∆mfd. De hecho, la inhabilitación 

genética de yqjH o yqjW disminuyó la frecuencia de mutación aún más en esporas 

eclosionantes deficientes en Mfd y DisA. Juntos estos resultados sugieren fuertemente que 

durante germinación/eclosión de esporas, las lesiones espontáneas en el DNA pueden ser 

exitosamente procesadas a través de NER o Mfd en un proceso que involucra síntesis de 

DNA con tendencia al error en coordinación con Mfd y DisA. Reportes previos han asociado 

a Mfd en contrarrestar los efectos nocivos de las lesiones voluminosas durante el crecimiento 
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y la esporulación (Ayora y col., 1996; Ramírez-Guadiana y col., 2013, 2016) y regular 

mutagénesis asociada a la transcripción (Gómez-Marroquín y col., 2016; Martin y col., 2012; 

Pybus y col., 2010). La evidencia presentada aquí también revela un papel para Mfd en 

coordinación con DisA en procesar lesiones promovidas por ROS, presuntamente generadas 

espontáneamente por las condiciones metabólicas operantes en esporas durante 

germinación/eclosión. Nuestros datos también sugieren que estas lesiones podrían ser 

responsables de conflictos entre replicación y transcripción.  

Las especies reactivas de oxígeno atacan directa o indirectamente al DNA, generando 

numerosas lesiones, incluyendo los productos oxidativos 8-oxoG, 8-OxoA, 2-OxoA, 5-

OxoC, y timina-glycol (Tg), así como productos de desaminación de la guanina, adenina y 

citocina incluyendo xantina, hipoxantina y uracilo, respectivamente, entre otros (Chernikov 

y col., 2007; Cooke y col., 2003). Estas lesiones son eficientemente procesadas por el sistema 

BER, y en esporas eclosionantes, fue demostrado que las AP endonucleasas nfo y exoA 

contribuyen junto con DisA en repararlas; además, recientemente se observó una importante 

contribución de la DNA glicosilasa/liasa Nth en el procesamiento de lesiones oxidativas 

durante el regreso de las esporas al crecimiento vegetativo (Alba-Pérez, Tesis de 

Licenciatura, 2017).  Interesantemente, la actividad de liasa existente en DNA glicosilasas 

de la familia Nth, generan intermediarios de reparación del tipo 5´o 3´flap (Collier y col., 

2012). Se ha descrito que DisA es capaz de unirse a estas estructuras disminuyendo la síntesis 

de C-di-AMP, generando presuntamente una señal para propiciar reparación (Witte y col., 

2008; Gándara y col., 2017). 

  Aún cuando las bases oxidadas son principalmente sujetas a BER en una forma libre 

de error (Dalhus y col., 2009), modos alternativos de reparación con propensión al error 
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involucrando a Mfd y proteínas de escisión han sido postulados en bacterias (Brégeon y col., 

2003; Gómez- Marroquín y col., 2016; Million-Weaver y col., 2015; Wimberly y col., 2014). 

Para explorar adicionalmente los aspectos mecanísticos de eventos de reparación durante la 

eclosión de esporas, secuenciamos una región del gen rpoB de colonias con resistencia 

espontánea a rifampicina provenientes de esporas en eclosión proficientes o deficientes para 

disA, mfd y disA/mfd. Los resultados revelaron que transiciones A→G y C→T proveniente 

de la desaminación de adenina y citosina predominaron en esporas WT y esporas mutantes 

en eclosión. Interesantemente, esporas en eclosión deficientes en DisA y Mfd mostraron un 

espectro mutacional similar, el cual en adición a las substituciones de bases detectadas en las 

esporas WT, incluyó las transversiones A→T y T→G promovidas por las bases oxidadas 2-

OxoA y por el producto no reparado de oxidación de la timina, 5-FOdU (Wang y col., 1998). 

Adicionalmente, la transversión C→A, la cual es comúnmente generada por 8-OxoG no 

reparada (Wang y col., 1998) fue también detectada en esporas en eclosión carentes de DisA 

o Mfd. De manera notable, se encontró que las transversiones G→T y A→C resultantes de 

la incorporación de 8-oxoG en el DNA, así como mutaciones G→A promovidas por 5-OxoC 

(Wang y col., 1998), fueron identificadas en esporas en eclosión carentes de Mfd o DisA, 

respectivamente. En conjunto, estos resultados apoyan la noción de que DisA y Mfd trabajan 

juntos para eliminar lesiones no voluminosas promovidas por ROS durante la eclosión de la 

espora, sugiriendo participación de Mfd y DisA en coordinar proteínas involucradas en 

reparar estas lesiones. Notablemente, substituciones de bases en 10 de las 20 colonias 

generadas de esporas eclosionantes de la cepa WT con resistencia a RifR, consistieron en la 

misma transición C→T, cambiando el codón H482(CAC) a Y482(TAC) (Tabla 2, Fig. 11). 

Importantemente, se encontró que esta mutación fue capaz de conferir resistencia rifampicina 

en esporas de B. subtilis (Nicholson y Maughan, 2002). Adicionalmente, 3 de las 20 colonias 
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RifR contuvieron la substitución A→G, la cual cambió el codón H482(CAC) a R482(CGC) y 

esta mutación fue encontrada no sólo esporas sino también en células vegetativas de B. 

subtilis (Nicholson y Maughan, 2002). Por lo tanto, condiciones fisiológicas encontradas por 

esporas en eclosión de B. subtilis no sólo potencian mutagénesis, sino que también generan 

un espectro mutacional diferencial con respecto al exhibido por células vegetativas. 

Finalmente, las mutaciones A↔T, G↔C, T→C y A→C estuvieron ausentes en esporas 

eclosionantes ∆disA/mfd, sugiriendo fuertemente que funciones adicionales de reparación 

eliminan 2-OxoA, 5-OxoC y 8-OxoG del cromosoma de esporas en eclosión. 

Interesantemente, experimentos adicionales a este trabajo, utilizando la fusión PrecA-

gfpmut3a, revelaron que lesiones de DNA espontáneas o sus intermediarios de reparación en 

esporas de la cepa WT y las cepas deficientes de reparación ∆disA, ∆mfd, ∆uvrA, ∆disA mfd 

y ∆disA uvrA son capaces de activar la respuesta SOS durante eclosión (Regalado-García, 

2018). En base a estas observaciones, nosotros postulamos que intermediarios de reparación 

de estas lesiones oxidativas pueden estancar a la RNA polimerasa. La ausencia de Mfd 

dificulta la remoción de la RNA polimerasa estancada, lo que eventualmente perturbaría la 

maquinaria de replicación de DNA.  En acuerdo con esta noción, ha sido propuesto que un 

complejo MutY-sitio AP puede ser capaz de estancar la RNA polimerasa durante la 

transcripción del gen mutante leuC427 y activar un evento dependiente de Mfd que conduce 

a prototrofía a leucina (Gómez-Marroquín y col., 2016). Por otra parte, la vía de reparación 

con tendencia al error dependiente de DisA podría ser activada por otras estructuras de DNA, 

incluyendo DNA ramificado, así como horquillas de replicación estancada (Gándara y col., 

2017; Witte y col., 2008). En apoyo de esta hipótesis, un reporte reciente reveló la 

participación de PolY1 (YqjH) y PolY2(YqjW) en la modulación de eventos mutagénicos en 
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células en crecimiento, deficientes en DisA (Raguse y col., 2017). En conclusión, los 

resultados descritos en este estudio proveen información novedosa respecto a la función 

interactiva de Mfd y DisA para contrarrestar dinámicamente los efectos citotóxicos y 

genotóxicos de las lesiones promovidas por ROS durante el regreso de las esporas de B. 

subtilis al crecimiento vegetativo.  En la figura 12 se resumen las posibles vías de reparación 

y mutagénesis que involucran a DisA, Mfd y UvrA durante la germinación/eclosión de 

esporas de B. subtilis.  

 

Figura 12.  Posibles vías de reparación y mutagénesis para DisA, Mfd y UvrA durante la 

germinación-eclosión. Durante germinación/eclosión el genoma de las esporas de B. subtilis es 

impactado por lesiones genéticas promovidas por especies reactivas de oxígeno (ROS). Durante 

eclosión, Mfd y DisA coordinan eventos de reparación por escisión para eliminar dichas lesiones, 

evitando conflictos entre las maquinarias de transcripción replicación y asegurando con ello un  

eficiente regreso al crecimiento vegetativo.  
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  VIII. CONCLUSIONES 

i) Lesiones en el DNA que son procesadas por el sistema NER, ya sea dependientes o 

no de Mfd son procesadas en coordinación con DisA. 

ii) La vía NER en coordinación con Mfd puede contrarrestar el daño promovido por 

ROS en el DNA durante germinación/eclosión. Además  de contrarrestar el daño 

oxidativo, Mfd, DisA y NER pueden participar en defender las esporas de  los efectos 

genotoxicos de 4NQO. 

iii) DisA promueve mutagénesis espontánea e inducida por daño oxidativo y 4NQO 

durante la germinación/eclosión en ausencia  de Mfd a través de una vía que involucra 

reparación con tendencia al error. 

iv) DisA y Mfd operan juntos para eliminar lesiones no voluminosas promovidas por 

ROS durante la eclosión de la espora. 

iv) Lesiones espontáneas producidas por desaminación y oxidación de bases conducen  a 

resistencia a rifampicina, durante la eclosión de esporas de B. subtilis.  

 

IX. PERSPECTIVAS 

i) Elucidar el papel del segundo mensajero C-di-AMP en regular la función de 

DisA durante la germinación/eclosión de esporas. 

ii) Investigar si DisA promueve mutagénesis en fase estacionaria en B. subtilis 

iii) Investigar si DisA esta involucrada en resolver colisiones entre las maquinarias 

de replicación y transcripción. 

iv) Determinar interacción de proteínas entre DisA y proteínas presentes  en esporas 

eclosionantes de B. subtilis. 
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