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Introduccion. Se ha propuesto que €l estrés oxidativo
generado por la luz ultravioleta de tipo A ataca directamente
las posas de |os precursores que se requieren paralasintesis
de ADN y de ARN generando los anadlogos mutagénicos
80x0-dGTP y 8oxo-GTP. MutT hidroliza estos andlogos
evitando asi su incorporacion durante la sintesis de ADN y
ARN, respectivamente La proteina que cumple la funcién de
eliminar las bases oxidadas de las posas de nucleétidos en B.
subtilis todavia no ha sido descrita. En nuestro laboratorio se
clono el gen ytkD de Bacillus subtilis cuyo producto posee
un dominio altamente conservado en las proteinas MutT de
diversos origenes.. El andlisis de la expresion de una fusion
ytkD-lacZ integrada en el locus ytkD de B. subtilis revel6
que la transcripcion de este gen ocurre durante la fase
vegetativay en etapas tempranas de la esporulacion (1).

El proposito del presente trabajo es demostrar que €l gen
ytkD de B. subtilis es un homélogo funcional del gen mutT
de Escherichia coli y, ademas, analizar €l papel que éste
juega durante la esporulacion o germinacién de las esporas
de B. subtilis

Metodologia.  Para establecer la funcion bioquimica del
producto del gen ytkD, se monté la metodologia para
sintetizar en E. coli una proteina recombinante Hisg-YtkD,
para poder purificarla por cromatografia de afinidad
metalica. Actualmente estamos sintetizando €l andlogo 8oxo-
dGTP para corroborar la capacidad de la proteina Hisg-YtkD
para catalizar su hidrélisis. Con €l fin de investigar el papel
fisiolégico de ytkD se empled una cepa de E. coli que carece
del gen mutT, a la cua le fue introducido € gen ytkD
mediante el empleo de un vector de expresion fuerte, con el
objeto de observar si era capaz de complementar dicha
mutacion. Por otro lado disefiamos una construccion que nos
permitié interrumpir e gen ytkD mediante una integracion
por doble recombinacion homdloga en el genoma de B.
subtilis.

Resultados y Discusion. Para demostrar la funcion
bioguimica de YtkD, € gen que la codifica se expresd en
E. coli parapurificar una proteina conteniendo una etiqueta
de 6 histidinas en su extremo amino terminal. La proteina
His6-YtkD se purificd en un solo paso por cromatografia
de afinidad metadlica. La enzima se esta utilizando para
demostrar su capacidad especifica para degradar a los
andlogos 8-Oxo-dGTP y 8Oxo-GTP. En un enfoque
genético, se encontré que el gen ytkD de B. subtilis es
capaz de complementar €l fenotipo mutT™ de una cepa
altamente mutagénica de E. coli. Este resultado sugiere
gue YtkD cumple la funcion bioguimica de MutT en B.
subtilis. Recientemente se obtuvo una mutante nula de B.
subtilis en el gen ytkD por doble recombinacion homdloga.
Estudios preliminares con esta mutante sugieren que la
funcion de su producto es la de proteger a este
microorganismo del estrés oxidativo que se genera durante
€l crecimiento aerébico o de aquel provocado por agentes
oxidantes.

Conclusién. Los resultados de este trabajo sugieren
fuertemente que el producto del gen ytkD es un homélogo
funcional y fisiol6gico de laproteina MutT.
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