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RESUMEN

Las bacterias en la naturaleza estdn sometidas constantemente a diversas condiciones de
estrés, que van desde falta de nutrientes, cambios en el medio ambiente, hasta estrés
oxidativo. Para hacer frente a estos cambios adversos, existen proteinas que regulan la
respuesta a cada tipo de estrés. Una proteina relacionada con el estrés es MazG. Esta
proteina es una pirofosfohidrolasa muy conservada en bacterias capaz de hidrolizar NTPs
en sus respectivos NMP y PPi. Sin embargo su estructura y funcion varia de acuerdo a la
especie bacteriana. Mientras que en E. coli MazG cuenta con dos dominios NTP-PPasa, y
baja los niveles de ppGpp, una molécula inductora del stringent response. En
Mycobacterium tuberculosis MazG cuenta con un solo dominio NTP-PPasa y se ha
relacionado con el estrés oxidativo removiendo dNTPs no canonicos. No obstante se
desconoce su posible funcion en otras bacterias. En este trabajo se estudio la posible
funcion de mazG en P. aeruginosa. Mediante un andlisis comparativo del contexto
genomico de mazG en esta bacteria con respecto a E. coli, Mycobacterium tuberculosis y
Thermotoga maritima, se encontro similitud entre el contexto genémico de P. aeruginosa
solo con respecto a E. coli. Por lo que se sugirio una posible similitud en las funciones de
ambas proteinas. Para probar esta hipotesis, se realizaron ensayos de sobrevivencia bajo
condiciones de estrés por limitacion de serina en una cepa mutante en mazG, en este ensayo
se observo una diferencia de al menos un orden de magnitud versus la cepa silvestre; Un
efecto menor al observado en E. coli donde la diferencia es de tres drdenes de magnitud.
Otra observacion importante, fue la disminucion de los niveles de ppGpp, causado por la
sobreexpresion de MazG de P. aeruginosa. Por lo que se quiso investigar si existia una
relacion entre la induccion del estrés por limitacién de serina y la expresion de mazG.
Mediante ensayos de PCR de punto final y gRT-PCR se observd que no existia una
diferencia en la expresion de mazG en condiciones de estrés versus una condicion normal.
Sin embargo se observd que mazG aumenta su expresion en fases tardias del crecimiento.
No obstante son necesarios mas experimentos para comprender el significado de este
aumento. Asi como para saber qué efectos fisiologicos tiene mazG y ppGpp sobre la

fisiologia de P. aeruginosa.



ABSTRACT

Bacteria in nature are constantly subjected to various stress conditions, ranging from lack of
nutrients, or oxidative stress. To address these adverse changes, there are proteins that
regulate each type of stress. A stress-related protein is MazG. This protein is a
pyrofosfohydrolase highly conserved in bacteria, and capable of hydrolyzing NTPs to their
respective NMP and PPi. However their structure and function varies according to the
bacterial species.In E. coli MazG NTP-PPase has two domains, and decreases the levels of
ppGpp, an inducer of stringent response. In Mycobacterium tuberculosis MazG has a single
domain NTP-PPase and has been linked to oxidative stress by removing non-canonical
dNTPs. Despite their function in other bacteria it is unknown. In this work the possible role
of mazG in P. aeruginosa was studied. Through a comparative analysis of the genomic
context of mazG in this bacterium against those in E. coli, Mycobacterium tuberculosis and
Thermotoga maritime, similarity was found only between the genomic contexts of P.
aeruginosa and E. coli. Hence, it was suggested a possible similarity in the functions of
both proteins. To test this hypothesis, assays were performed on survival under stress
conditions in a mazG mutant strain finding a difference of at least an order of magnitude
less versus the wild-type strain. This result was lower than that observed in E. coli where
the reduction is three orders of magnitude. Another important observation was that
overexpression of mazG in P. aeruginosa reduces ppGpp levels. Thus, we wanted to
investigate whether there was a direct relationship between stress induction and expression
of mazG. By PCR endpoint and qRT-PCR assays it was observed that there was no
difference in expression of mazG under stress versus a normal condition. Instead, it was
noted that the levels of mazG transcript increased in later stages of growth. More
experiments are necessary to understand the meaning of this result and to understand the

effects of mazG and ppGpp on the physiology of P. aeruginosa.
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l. INTRODUCCION

1.1 Estrés en bacterias

Las bacterias son conocidas por ser microorganismos extremadamente adaptables y capaces
de colonizar diversos nichos ecolégicos. Poseen la capacidad de responder rapidamente a
cambios bruscos de su ambiente que pueden afectar el crecimiento normal. En la
naturaleza, las bacterias se ven sometidas constantemente a diversas condiciones de estrés,
por ejemplo: Falta de nutrientes (aminoécidos, O fuente de carbono), cambios en la
temperatura, pH, etc (Craig, 1985) o hasta estrés oxidativo por especies reactivas de
oxigeno que se producen en el metabolismo (Imlay, 2015). Cada condicion de estrés
produce cambios en la expresion génica; Y por lo tanto en la fisiologia celular, generando
distintos estados metabolicos que son clave para la sobrevivencia bajo condiciones en
constante cambio (Matsuoka 2011; Poole, 2014).

Cada condicion de sobrevivencia de estrés modifica la fisiologia general de la bacteria y
genera sefiales que son reconocidas por sensores especificos y estos a su vez desencadenan
una reprogramacion de la expresion de proteinas de la bacteria para asi sobrevivir (Watson,

1990; Wood, 2015). Un ejemplo de proteinas relacionadas con el estrés es MazG.

1.2 Proteina MazG

MazG es una pirofosfohidrolasa perteneciente a una extensa familia de UTPasas que se
han descrito como proteinas tipo house-cleaning (Galperin et al., 2006), capaces de
hidrolizar todos los desoxinucledtidos fosfato (dNTPS) candnicos en su respectivo
nucleosido monofosfato (NMP) y pirofosfato (PPi) (Zhang et al., 2003). Estas proteinas
codificadas por el gen mazG se encuentran ampliamente distribuidas y conservadas en
bacterias y bacteriofagos (Robinson et al., 2007; Bryan et al., 2008, Lu et al., 2010).

La proteina MazG de Escherichia coli (E. coli) se ha cristalizado (Lee et al., 2008) como
un monomero de 10 a-heélices dividas en dos dominios —C-terminal y N-terminal— de cinco
a-hélices cada una, unidas por un linker (Figura 1A). Los dos dominios se representan

como estructuras globulares entrelazadas que dan una forma globular a la proteina
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completa. En la estructura cristalina a partir de E. coli se identificaron 4 potenciales sitios
activos, con motivos EEXX(E/D) (Lee et al., 2008). Cada dominio contiene dos de los
sitios activos, entre las hélices a2 y a3 del dominio N-terminal, y entre a7 y a8 del C-

terminal (figura 1B).

A)
N-terminal
domain
\ all
C-terminal
domain
B)
a7 a8

AT T T T TR —

LGPVVDEVYEE IDHVMYEARQAVVDOAKLEEEMGILLFATVNLARHLGT

a2 a3
T MTTTTITTTT M T TR TR

FATIAPYTHEETY JVLDAIAREDFDDLHGE LGILLFQVVFYAQMAQEE!

Figura 1. Estructura cristalina de MazG-E. coli. A) El monémero de MazG est4 compuesto por dos
dominios, C-terminal y N-terminal, conectados por un linker (azul). La estructura estd compuesta
principalmente de 10 a-hélices enumeradas. B) Secuencia aminoacidica de las cadenas donde se localizan
los motivos EEXX(E/D), entre las hélices a2-03 y a7-8a.
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A pesar de que MazG tiene potencial de actividad NTP-PPasa en ambos dominios, sélo se
ha demostrado actividad catalitica en el dominio C-terminal (Lee et al.,, 2008).
Interesantemente, en otras bacterias MazG contiene s6lo un dominio o dos dominios unidos
a otros dominios con funcion desconocida (Lu et al., 2010; Goncalves et al., 2011). Es por

esto que algunos autores han propuesto una clasificacion de MazG en diferentes géneros

bacterianos. Esta clasificacion consta de cuatro grupos (Tabla 1) (Lu et al., 2010).

Tipo Organizacion de Phylum Caracterizado Papel fisiologico
dominio (ocurrencia) en: (bacteria)
| . Distribucion amplia Vibrio Sp. NA
-..-. Actinobacteria (45%) M. Tuberculosis Respuesta estrés
I .’ | | M. Smegmatis oxidativo
Actinobacteria (35%) N.A NA
Bacteroidetes (86%) N.A N.A
i - Proteo-bacteria (50%) E. Coli Regulacion ppGpp
(P. aeruginosa) [ _
Thermotogae (100%) T. Maritima N.A
v .- Firmicutes (50%) N.A N.A

Tabla 1. Clasificacién de las proteinas tipo MazG. Las proteinas MazG fueron seleccionadas de 832
especies mediante un andlisis de homologia de secuencia a nivel de aminoécidos, y la asociacion de dominios
conservados. Los dominios azules NC corresponden a una funcién desconocida, el dominio M se refiere a una

metilasa. Tomado y modificado de Lu et al (2009).
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Existen pocos datos de la funcion fisiologica de MazG. En Mycobacterium tuberculosis,
MazG funciona como un anti-mutador capaz de hidrolizar dNTPs no candnicos, en
particular al 5-OH-dCTP (hidroxi-desoxicitidina 5"trifosfato) producto de estrés oxidativo;
ya que estos pueden incorporarse al DNA generando mutaciones nocivas para la bacteria
(Lu-LD et al., 2010, 2013). En E. coli MazG disminuye los niveles de ppGpp, la molécula
efectora del stringent response. Este efecto evita la muerte celular bajo condiciones de
estrés (Gross et al., 2006).

1.3 RESPUESTA ESTRICTA O STRINGENT RESPONSE

El stringent response es un mecanismo de regulacion desencadenado por privacion de
nutrientes (aminoacidos, carbono, nitrégeno y fosfatos) (Lazzarini & Cashel, 1971,
Dabrowska et al., 2006). A nivel metabolico, la respuesta se caracteriza por el aumento de
las moléculas efectoras guanosina tetrafosfato (ppGpp) y guanosina pentafosfato (pppGpp),

formas inusuales de los nucledsidos de guanosina (Cashel, 1969).

Las proteinas RelA y SpoT son las responsables de la sintesis de ppGpp y se han
identificado homologos de los genes correspondientes en una gran variedad de especies
bacterianas y de plantas (Kasai et al., 2002; Battesti & Bouveret 2009; Ochi et al., 2012).

RelA es una proteina de union a ribosoma que cataliza la transferencia de un pirofosfato a
la posicién 3"OH de la ribosa de GDP/GTP, a partir del ATP, en una reaccion mediada por
la presencia de Mg?*, produciendo ppGpp (Cashel, 1974). RelA se activa cuando los tRNAs
(RNA de transferencia) no cargados superan en cantidad a los tRNAs cargados (condicion
generada por falta de aminoéacidos), propiciando que un tRNA no cargado interaccione con
el sitio A del ribosoma, ocasionando que RelA sea reclutada y activada generando asi
pppGpp (Wendrich et al., 2002). Posteriormente, el pppGpp sintetizado por RelA es usado
como sustrato por GppA, una pirofosfohidrolasa que cataliza la conversion de pppGpp a
ppGpp (Mechold, et al., 2013). Por otro lado se cuenta con la participacion del efector
SpoT, una proteina bifuncional que tiene la capacidad de hidrolizar y de sintetizar ppGpp

(Boer et al., 1977). ElI mecanismo de accion de SpoT no se ha caracterizado


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dabrowska%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16869306
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completamente, aunque se sabe que es una proteina citoplasmatica encargada de mantener
los niveles basales de ppGpp durante la fase exponencial (Murray & Bremer, 1996). Estas
dos enzimas responden a diferentes estimulos ambientales. Mientras que la falta de
aminoéacidos activa la funcion de RelA pero no de SpoT. Esta Gltima es activada por la falta
de fuentes de carbono, fosfatos, hierro y lipidos (Seyfzadeh et al., 1993). De esta forma
relA y spoT regulan los niveles de ppGpp (Figura 2). En cualquiera de los casos, el
incremento de la concentracion de ppGpp genera una drastica disminucién de la sintesis del
rRNA (RNA ribosomal) y RNAt, generando un estado de emergencia cuya consecuencia es

un cambio global en el metabolismo de la bacteria (Donini, 1972).

lamina acid] 4 | —* [uncharged -RNA] 1] * 9 @e o ®

(GTP or GDP)™=, e
+ATP %ﬁ
Ribosoma . -r.:-________ iéii » ib

Fatty acid starvation

Figura 2. Sintesis de ppGpp. La falta de aminoacidos incrementan la concentraciéon de tRNA no cargados,
los cuales interaccionan en el sitio A del ribosoma, propiciando el reclutamiento y activacion de RelA. SpoT
presenta doble funcién: sintesis e hidrdlisis de ppGpp desde el citoplasma. Cuando los aminoécidos estan
disponibles, (p) ppGpp se degrada por el dominio hidrolasa (HD) de SpoT. Durante la inanicion de acidos
grasos, la proteina portadora de acilo (ACP) se une al dominio TGS y activa alostéricamente a SpoT. El
dominio sintetasa (SD) es el responsable de la sintesis de ppGpp. Tomado y modificado de Dympi et al.,
(2013).
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1.4 Efecto de ppGpp en la expresion génica.

Se ha reportado que ppGpp regula procesos importantes como crecimiento, estrés y
sobrevivencia (Vikas et al., 2006; Potrikus & Cashel 2008). Reportes en bacterias
patdgenas como Vibrio cholera y Salmonella, asi como patégenas oportunistas como
Legionella y Pseudomonas han demostrado que ppGpp también regula la virulencia
(Bachman & Swanson, 2001; Erickson, et al., 2004). Se sabe que el aumento en los niveles
basales de ppGpp inhibe rapidamente el crecimiento, asi como la sintesis de proteinas en la
fase exponencial (Svitil et al., 1993; Ferullo & Lovett, 2008).

El mecanismo a través del cual ppGpp regula diversas funciones fisioldgicas es mediante
su union a la subunidad B de la RNApol (RNA polimerasa) actuando como un regulador
alostérico cambiando la afinidad de la RNApol hacia diversos genes (Chatterji et al., 1998;
Toulokhonov et al., 2001). En conjunto con ppGpp, la proteina reguladora DKsa,
codificada por el gen homonimo, se une a la RNApol en sitios opuestos y desestabilizan su
afinidad hacia diversos promotores (Tagami et al., 2010; Lennon et al., 2012). La
regulacion puede ser negativa sobre aquellos promotores relacionados con inhibicién de la
transcripcion, a partir de la alteracion de la sintesis del RNA estable, proteinas ribosomales,
acidos grasos, etc. La regulacion positiva se da en promotores implicados en la sintesis de
aminodcidos entre otros (Lemke et al., 2009, MyL et al., 2013) (Figura 3). Ademas de su
afinidad por la RNApol, ppGpp puede interactuar con el factor de iniciacion traduccional
IF2, lo cual inhibe la formacion del complejo de iniciacion vy, asi evita la generacion de un

di-peptido, que es el paso inicial de la traduccion (Milon et al., 2006).

En conjunto, las interacciones de ppGpp con diversas proteinas celulares, generan cambios
fisiologicos complejos en las bacterias, los cuales difieren de una especie a otra (Boutte &
Crosson 2013). Esto provoca que la funcidon de proteinas asociadas a su regulacion no
pueda ser extrapolada entre géneros y, en la mayoria de los casos, es necesario evaluar la

funcién de proteinas homaologas en diferentes generos bacterianos.
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Figura 3. Efecto de ppGpp en la regulacion génica de E. coli. Una vez que ppGpp se sintetiza a partir de
GTP y ATP, esta molécula se une a la RNApol y, junto con DKsa, regula la expresién de genes. Tomado y

modificado de Magnusson et al. (2005).

1.5 Stringent response y MazG en Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa perteneciente a las gamma-proteobacterias y a
la familia Pseudomonodaceae. Se encuentra ampliamente distribuida en el medio ambiente,
como agua, aceite, plantas, aguas residuales, asi como en insectos y animales incluyendo al
humano (Hardalo & Edberg 1997). Todas las cepas de P. aeruginosa son potencialmente
patogenas para el hombre. No obstante se han obtenido aislados de esta bacteria en un 2% y
8% en heces de personas sanas (Shooter, 1971) ya que el contacto con esta bacteria no es

una amenaza para la salud por tratarse de un patdégeno oportunista (Kreger et al., 1980).
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Una de las caracteristicas mas sobresalientes de esta bacteria es su remarcable versatilidad
nutricional que le permite colonizar una gran diversidad de nichos, inclusive con escasos
nutrientes; considerandose un organismo ubicuo (Stanier RY et al., 1966; Holloway, 1969).
La versatilidad de P. aeruginosa ha despertado el interés sobre los mecanismos
relacionados a su metabolismo y capacidad de sobrevivencia en condiciones adversas. Tal

es el caso de la stringent response.

Aunque la stringent response ha sido ampliamente estudiada en E. coli, también ha sido
observada en P. aeruginosa (Viducic et al., 2006; Battesti & Bouveret 2009). Como se ha
mencionado, las proteinas que controlan esta respuesta son muy conservadas en diversas
especies bacterianas, incluyendo P. aeruginosa, la cual cuenta con un gen homdlogo a relA
capaz de sintetizar ppGpp bajo limitacion de aminoacidos y activar la stringent response
(Greenway & England, 1999). A pesar de que ésta respuesta es muy conservada, recientes
trabajos han demostrado que existe una diversidad en las sefiales de activacion y en los
mecanismos que regulan las proteinas involucradas en este fendmeno desde diferentes
habitats y diferentes bacterias (Boutte & Crosson 2013).

En P. aeruginosa se ha demostrado que la activacion de relA genera un cambio metabdlico
en la bacteria incluyendo la activacion del gen rpoS que codifica el factor os via ppGpp,
afectando de esta manera factores del fendmeno conocido como quérum sensing (Erickson
et al., 2004). Por otro lado, diversos reportes han demostrado que la acumulacion de ppGpp
afecta directa e indirectamente la regulacion de factores de virulencia importantes para la
colonizacion y sobrevivencia de P. aeruginosa, como la formacion de biofilm (De la fuente
et al., 2014), resistencia a antibidticos e incluso su capacidad infectiva (Nquyen et al.,
2011; Vogt et al.,2011).
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Il. ANTECEDENTES:

MazG se ha descrito como una pirofosfohidrolasa capaz de hidrolizar los ocho ribo- y
desoxirribonucletsidos trifosfato candnicos (Moroz et al., 2005). Sin embargo, su funcién
fisioldgica parece variar en cada especie bacteriana. Los primeros estudios de MazG fueron
realizados en E. coli en el 2002, donde mediante el sistema del doble hibrido se demostro la
interaccion de esta proteina con Era, una GTPasa esencial altamente conservada e
implicada en diversas funciones celulares, como: la regulacion de la apoptosis, viabilidad y
posiblemente en la regulacion del ciclo celular (Zhang & Inouye, 2002). No obstante, adn
se desconoce la relacion fisioldgica que tiene esta interaccion. En esta misma especie,
Gross, y colaboradores (2006), determinaron que EcMazG actGa como un regulador de la
muerte celular programada, bajo condiciones de estrés por falta de aminoécidos,
disminuyendo la concentracion de ppGpp intracelular permitiendo la expresion de la
antitoxina MazE, la cual contrarresta la toxicidad de la proteina MazF. Cabe sefialar que en
E. coli los genes de mazG, relA y del sistema toxina-antitoxina, mazg y mazF, se localizan

dentro del mismo operén (Gross et al., 2006).

En otras bacterias como T. maritima, se ha demostrado que TmMazG tiene actividad
pirofosfohidrolasa y pirofosfatasa hidrolizando los 8 ribo- y deoxiribonucleosidos en su
correspondiente PPi y subsecuentemente hidrolizando el PPi resultante en Pi con ambas
funciones coordinadas (Zhang et al., 2003). En M. tuberculosis la proteina MazG-Like
actua removiendo los nucle6tidos no candnicos producidos por estrés oxidativo (Lu et al.,
2010, 2013).

Estudios previos en E. coli, mediante cristalizacion y mutaciones puntuales determinaron el
sitio activo de MazG con los motivos EEXXE/D, sin embargo en esta bacteria solo se
demostro actividad NTP-PPasa en el dominio C-terminal. Estos motivos han servido para

identificar proteinas MazG-Like en otras especies bacterianas e incluso en bacteriéfagos.

En nuestro grupo de trabajo, Arenas-Luna (Tesis de maestria, 2014) demostro la actividad
pirofosfohidrolasa in vitro, mediante cromatografia de capa fina, de una proteina MazG-
like, presente en el bacteri6fago PaMx25 que infecta a P. aeruginosa. Sin embargo, el

efecto de esta proteina sobre su hospedero, asi como su funcion en PaMx25, se desconoce.
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Para conocer el papel de esta proteina en PaMx25 es necesario evaluar la funcion de su

homologo en P. aeruginosa.

Gracias a la obtencion y anotacion de secuencias de diversas cepas de P. aeruginosa, ha
sido posible identificar un gen homologo a mazG. Mediante analisis de secuencias se
encontrd que este gen, asi como el gen de relA, tienen una alta identidad en todas las cepas
bacterianas de P. aeruginosa. Sin embargo aun no hay datos de su posible funcién en esta

bacteria.
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I1l.  JUSTIFICACION:

MazG, ademas de ser una proteina muy conservada y ampliamente distribuida en especies
bacterianas, parece desempefiar diversos roles celulares que ain no han sido esclarecidos en
su totalidad. En P. aeruginosa se ha encontrado la presencia del gen mazG codificando una
proteina MazG. Esta proteina presentd homologia a nivel estructural, y aminoacidica con
respecto a MazG de E. coli y T. maritima. Sin embargo, hasta el momento no hay reportes
experimentales de la funcion de MazG en P. aeruginosa. Siendo P. aeruginosa un patdgeno
importante, con habilidades de sobrevivencia en condiciones adversas. Resulta interesante e
importante descifrar el posible papel bioldgico que tiene esta proteina tan versatil en P.

aeruginosa para comprender los mecanismos de sobrevivencia de este patdgeno.
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IV. HIPOTESIS

Si P. aeruginosa y E. coli son miembros de la clase gamma-proteo bacterias y presentan
similitud a nivel nucleotidico y estructural de la proteina MazG, entonces esta proteina en
P. aeruginosa podria estar relacionada con la via de la stringent response, y con la
molécula efectora ppGpp cuando se encuentra bajo condiciones de inanicion de

aminoacidos.
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V. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto in vivo de PsmazG sobre la via del fendmeno conocido como stringent

response.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Analizar bioinforméaticamente a nivel de estructura la proteina MazG, y el contexto

gendémico de mazG en P. aeruginosa PA14

2.- Evaluar el efecto de privacion de serina sobre los niveles de expresion del mensajero de

mazG de P. aeruginosa PA14

3.- Determinar la sobrevivencia celular de una cepa P. aeruginosa PAO1 mutante en mazG

bajo condiciones de inanicion de serina.

4.- Y evaluar, cualitativa y cuantitativamente, los niveles de ppGpp en células silvestre y

mutante en PsmazG.
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VI. METODOLOGIA

Material bioldgico utilizado.

Tabla 2. Cepas y plasmidos

Cepas

Caracteristicas

Referencia

PW2696

P. aeruginosa PAO1

PW2699

P. aeruginosa PAO1

PW2700

E. coli DHS5a

P. aeruginosa PA14
P. aeruginosa PAO1
P. aeruginosa PAO1

Silvestre
Silvestre

Silvestre

| Plasmidos |

pHERD30T

| pJET1.2

relA_lacZbp03g1C11

mazG_phoAwp02g1HO02

mazG_phoAwp02q4F08

Resistencia: Gentamicina
Escherichia-Pseudomonas,
Promotor pBAD, Regulador:
araC, porcién o del gen

lacZ. 5200 pb.

| B-lactémicos

Davidson et al., 2015
Jacobs et al., 2003
Jacobs et al., 2003

EU603326

Jacobs et al., 2003

Jacobs et al., 2003

Thermo Fisher |

*A continuacién se presentan los primers usados.
Tabla 3. Primers usados

Nombre del Secuencia 5—> 3 Amplicon | Tm°C Plantilla
oligo tamarno

1.F-mazGmsj 5’tcgtgtcgtgagatgttggg”3 280 pb 62.5 PA14(DNA)
1.R-mazGmsj 5"attactagcgattccgacttcac 3 65.0
2.-F-relAms;j 5"atcgtcggctacatcacget “3 300 pb 59.0 PAL14(DNA)
2.-R-rel Amsj 5°cgatggtcagttgcatggtc’ 3 62.0
3.-5.-F-16S 5’tcgtgtcgtgagatgttggg’3 290 pb 62.0 PA14(DNA)
3.-6.-R-16S 5"cgatggtcagttgcatggtc’ 3 62.0
4.-.-F-mazGc 5°ggccatgg-gacgactcgacgacctget’3 831 pb 56.0 PAL14(DNA)
4.-.-R-mazGc | 5'ggccataatggcc-tttcccattaacagecgg'3 54.0
5.-F-pJET 5’-cgactcactatagggagagcggc-3’ 930pb 60.0 pJET1.2/
5.-R-pJET 5’-aagaacatcgattttccatggcag-3’ 60.0 mazG
8.-F-mazGc 5"atgggatctgataagaattcga’3 291pb 64.70 PW2699
8.-R-PhoA 5"gcagatgaccgacaaagcca’3 526pb 62.24 PW2700
F-relA 5"-atggtacaggtgagagcgca "3 1897pb 66.2
Rv-ISlacZ 5’tgtcgctccacaaggtaaacag’3 64.5 PW?2696
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6.1 Analisis bioinformatico

6.1.1 Analisis comparativo in silico de las proteinas MazG de P. aeruginosa versus E.

coli.

Prediccion de estructura por plataforma I-Tasser y analisis con software PYMOL.
Previamente se identifico el gen de mazG en la cepa PA14 de P. aeruginosa en el GenBank:
AE004091.2. Las secuencias aminoacidicas se modelaron con el servidor I-TASSER para

posteriormente hacer un analisis comparativo mediante el programa PYMOL v1.6.

6.1.2 Alineamiento de secuencias y analisis comparativo del locus mazG-relA.

Las secuencias del operdn que incluye los genes relA 'y mazG de las cepas Escherichia coli
K12, (GenBank: AE004091.2), Thermotoga maritima_MSB8 (GenBank: AE000512.1),
Solfolubus solfataricus P2 (GenBank: AEO006641.1), Mycobacteriun tuberculosis
(GenBank: AL123456.3), y Pseudomonas aeruginosa (GenBank: AE004091.2) fueron

alineados usando software Clustal X2.
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6.2 Analisis del nivel de transcripcion de mazG en condicion de estrés.

6.2.1 Estandarizacion de induccién de estrés.

A partir de un cultivo de toda la noche de PA14 en medio minimo MOPS 1X
suplementado, se hizo una dilucién 1:100 en 50 mL de MOPS 1X suplementado fresco (ver
anexo-métodos). Se separaron los cultivos en tres y se dejaron crecer a 37°C hasta una
densidad Optica (ODsoonm) de 0.2. En este punto se agregé SHX (hidroxamato de serina) en
3 concentraciones diferentes: 100pg/mL, 250pg/mL, y 400pug/ mL, un cultivo sin SHX
funciondé como control. Se monitored la densidad Optica y se hicieron diluciones en
intervalos de dos horas por un tiempo total de 11 horas. Se plaguearon en cajas de LB las

diluciones 10°, 10 y 1077; y se incubaron toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente se contaron las colonias obtenidas en cada dilucion para determinar el
namero de UFC/mL en cada condicion. Los datos obtenidos se graficaron.

6.2.2 Extraccién de RNA a partir de cultivos con y sin SHX.

A partir de un cultivo de toda la noche de PA14, se hizo una dilucién 1:100 en medio
minimo MOPS fresco, y se dejé crecer a 37°C hasta una ODsoonm = 0.2. Posteriormente, el
cultivo se separ6 en dos matraces, y se agregd 250ug/mL de SHX al matraz inducido para
estrés, mientras que el otro se mantuvo sin SHX, a 37°C con agitacion. Se monitorearon
cada dos horas y se recolectaron muestras en tubos de 1.5 mL (con un volumen equivalente
a una ODesoonm=1.2). A cada muestra recolectada se agregaron 300pg/mL de rifampicina y
300ug/mL de cloranfenicol, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm por 1’ a 4°C y se
decantd el sobrenadante. Una vez recolectadas todas las muestras se guardaron a -70 °C

para extraer RNA total.
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Extraccion de RNA bacteriano

Se resuspendi6 la pastilla de PA14 en 500 puL de LB y 500 pL de etanol absoluto, se
centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C y se decant6 el sobrenadante. Se resuspendio

la pastilla celular en 600 pL de solucién de lisis (anexo) y 600 puL de fenol 4cido.

Se incubaron las células a 65°C por 10 minutos agitando por inversion cada minuto y
posteriormente se volvieron a centrifugar a 5000 rpm 10 minutos a 4°C. Se tomod la fase
acuosa de cada tubo y se agregaron 600 pL de fenol acido, se mezclé suavemente y
centrifugé a 5000 rpm 10 minutos a 4 °C. Posteriormente se tomd la fase acuosa y se
agreg6 un volumen de cloroformo, se mezclé suavemente y se centrifugé a 5000 rpm 10
minutos a 4°C. Se tomd la fase acuosa y se adicion6 un volumen de isopropanol, se agitd
por inversion e incub6 20 minutos a T.A (temperatura ambiente). Posteriormente se volvid
a centrifugar a 14,000 rpm, 20 minutos a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se seco la
pastilla 10 minutos a T.A sobre un papel absorbente. Las muestras, ya secas, Se
resuspendieron en 350 pL de agua, 49 pL de acetato de sodio 3M pH 5.2, y 1 mL de etanol

absoluto, incubando 2 horas a -70 °C (puede ser toda la noche).

Al siguiente dia se centrifugaron las muestras a 15,000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se lavo
la pastilla con 1 mL de etanol al 70% vy se centrifugd a 14,000 rpm a 10 minutos a T.A, se
elimin6 el sobrenadante y se resuspendio la muestra en 25 plL de agua DEPC. Finalmente
se hicieron alicuotas de uso diario y otras de reserva y se almacenaron las muestras a -70°C

hasta su uso.
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6.2.3 Determinacion de la concentracion e integridad de RNA total.

El RNA se cuantifico por espectrofotometria mediante el uso de Nanodrop, considerando la
relacion de absorbancia Azeo/Azso para conocer la pureza del RNA, tomando un rango de
1.9-2.0 como aceptable. Para verificar la integridad del extracto de RNA se corrio 1ug de
cada muestra en un gel de agarosa 1% con buffer TBE 1X.

6.2.4 Tratamiento con DNAsa

Para eliminar DNA del extracto de RNA se usé el kit DNase |, RNase-free (Thermo
Fisher). Los reactivos se agregaron en el siguiente orden:

Reactivo Concentracion
ARN lug

Buffer 10X lulL

DNAsa lpL

Agua DEPC gns

Total 10uL

Se incubd la mezcla 30 minutos a 37°C, se agregd 1uL. de EDTA 50mM vy se dejo incubar

10 minutos a 65°C, para inactivar la enzima.
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6.2.5 Obtencion de DNA complementario (cDNA) por retrotranscripcion

Para la obtencidon de cDNA se utilizo el kit iScript™ reverse transcriptasa (BioRad)

Los reactivos se agregaron en el siguiente orden:

Reactivos Volumen
Agua libre de nucleasas 3pL
Random primer 2 ulL

RNA (1pg-1pgde RNA total)

10 pL (tratado con DNAsa)

Se incub6 a 65°C por 5 minutos y se pasé inmediatamente a hielo por 2 minutos y se
adicionaron 4 pL de iscript select reaction mix y 1 pL de trasncriptasa reversa.

Se corrieron las siguientes condiciones en el termociclador:

Tiempo

5 minutos
30 minutos
5 minutos
Almacenar

Temperatura
25°C

42°C

85°C

-20°C
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6.2.6 Validacion de ensayos para expresion génica de mazG con SYBR Green.

El proceso de validacion tiene la finalidad de probar que los productos de PCR a
medir (gen enddgeno y gen problema) amplifican con la misma eficiencia, esto es
conocido como rango dinamico. Para determinar esto se realizaron amplificaciones
con diferentes cantidades de cDNA (diluciones seriales). Las cantidades de cDNA de
cada muestra fueron 0.025 pL, 0.5 uL, 1 uL, 1.5 pL, para realizar las diluciones que
se amplificaron por PCR cuantitativa (QPCR) obteniendo los valores de Ct, el cual es
proporcional a la cantidad del templado. El equipo usado fue un 7500 de applied
biosystem, y el kit maxima SYBR Green de Thermo scientific. Una vez terminada la
gPCR se analizaron los datos con el software 7500 v2.0.6. Los calculos de la reaccion

de qPCR se muestran a continuacion.

componentes 10 pL rxn
Master mix 2X 5uL
Primer forward 10 pM 0.3 uL
Primer Reverse 10 pM 0.3 uL
cDNA 2.0 uL
Agua libre de nucleasa 2.4 uL

Las condiciones utilizadas para la gPCR fueron las siguientes.

Paso Temperatura °C Tiempo
Pre-tratamiento UDG 50 2 min
Desnaturalizacion inicial 95 10 min
Desnaturalizacion 95 15s
Alineamiento 60 30s ~40ciclos
Extension 72 30s

Para evaluar la similitud en las eficiencias de amplificacion de cada gen, se hizo un curva

del rango dinamico para el gen blanco y el gen endégeno, y se obtuvé el ACt (Ct blanco —



METODOLOGIA

21

Ct control enddgeno) para cada uno de los puntos. Este ACt se graficd con respecto a la
concentracion de cada uno de los puntos (anexo 3). De la linea generada se obtuvo una
pendiente, la cual debe ser menor o igual a 0.1 (anexo 4) para validar el uso del método

AACt, que requiere que ambos genes tengan eficiencias de amplificacion similares.

Una vez validado el rango dinamico se procedio a realizar el ensayo de cuantificacion
relativa del nivel de expresion de mazG usando el método AACt. Para esto se utilizaron las
muestras obtenidas en el punto 5.5.2. Los datos de Ct obtenidos para cada muestra se
evaluaron aplicando el método AACt (Tabla-anexo 2), los resultados fueron analizados y

graficados directamente por el software 7500 v2.0.6.

6.3 Clonacion de mazG en el vector de expresion pHERD30T.

El pladsmido pHERD30T fue propagado en la cepa E. coli DH5a para su extraccion y
purificacion. Sus caracteristicas se describen en la tabla 2. Para la clonacion sitio dirigida el
plasmido fue restringido por las enzimas Ncol y Sfil. Por su parte el gen mazG, fue
amplificado usando como molde DNA de PA14, con los primers N° 4 mostrados en la tabla
3. El producto de PCR fue sub-clonado en pJET1.2 e identificado con los primers
correspondientes a este vector (tabla 3). EI mapa de este vector (figura 4) y las etapas del

proceso de clonacion en pHERD3O0T, se describen a continuacion.
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Nhel(4451)

pHERD30T
52kb

LacZalpha (2716, 2970)
T7-trans-RBS (2983, 2999)
ARA promoter (3040, 3068)
pBAD (3089, 3108)

at aC

Hpal{2134)
Pwull{2359)

Sfil(2735)
Mool { 2968)

CCATGGGATCTGAT | lacZ | GGGCCGTGGTGGCCACGGCCTCTAG

Figura 4. Mapa del vector pHER30T. Las flechas de colores corresponden a los ORF nombrados en la
flecha paralela. En el centro se muestra la posicion dentro del vector de gen lacZalpha, el promotor ARA, el
represor pBAD, vy el sitio de unién a ribosoma. Los colores de cada uno de estos sitios estan representados en
el sitio de clonacién mdltiple. En la parte inferior se muestran en rojo las secuencias reconocidas por las

enzimas sfil y Ncol en el gen lacZ. Tomado y modificado de Dongru Qiu et al., (2008).
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6.3.1 Extraccion de DNA bacteriano.

Se tomaron 1.5 mL de un cultivo saturado de PA14 y se cosecharon las células a 12,000
rpm por 3 minutos. La pastilla se resuspendio en 200 pL de buffer de lisis (ver anexo) con
vigoroso pipeteo y se agregaron 66 pL de NaCl 5M y se agitd por inversion.
Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante claro fue
trasferido a un nuevo tubo y se agreg6é un volumen igual de cloroformo y se invirtié unas
50 veces hasta que se formo una solucion lechosa. Se volvio a centrifugar a 12,000 rpm por

3 minutos y se tomd el sobrenadante al cual se le agregd 1 mL de alcohol absoluto (GBM).

Una vez precipitado el DNA se hicieron 2 lavados con etanol al 70%. Y finalmente el DNA
se resuspendio en 50 uL de agua libre de nucleasas, listo para su uso o para almacenar a -
70°C.

6.3.2 Amplificacion por PCR de mazG de PA14.

Para amplificar el gen de mazG a partir de DNA de PA14 se utilizd la enzima Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo scientific), los primers No. 4 (F-mazGc, R-

mazGc) de la tabla 3. Las condiciones de amplificacion usadas fueron las siguientes:

Reactivo Concentracion Volumen (pL)
Agua - 3.3
Buffer 5X Phusion GC 1X 2
dNTPs (10 mM) 200uM clu 0.8
Oligos Fw y Rv (10mM) 0.2uM c/u 04
Phusion DNA polimerasa 0.02 U/ pL 0.1
DNA molde 20 ng/ uL. 1

Betaina 5M 1M 2
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Y las condiciones de amplificacion utilizadas fueron las siguientes:

Condicion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial | 98°C 3 min
Desnaturalizacion 98°C 305§
Alineamiento 50°C 30s — 35ciclos
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10 min

6.3.3 Clonacion en el vector de transicion.

Se clon6 el producto de PCR en el vector de transicion pJET1.2., siguiendo el

procedimiento descrito en el inserto del kit CloneJET PCR Cloning:

Reaccion de ligacion de mazG en pJET1.2

Componente

2X buffer de reaccion

Producto de PCR no purificado

pJET1.2 (50ng/pL)

Agua libre de nucleasa

T4 DNA ligasa

Volumen
10 L

I pL

1 uL

17 uL

I pL
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Procedimiento:

Se incub6 la mezcla de ligacién a temperatura ambiente (22°C) por 5 minutos. De la
reaccion anterior se usaron 10pL para transformar 100 pL de células quimio-competentes
E. coli DH5a. Posteriormente se incubo en hielo por 30 minutos se dio un choque térmico
de 3 minutos a 42°C. Después del chogue térmico las células se pusieron en hielo 2 minutos
para después agregarles 1 mL de LB e incubar para su recuperacion a 37°C con 200 rpm de
agitacion por 2 horas. Posterior a la recuperacion se centrifugaron 10,000 rpm 2 minutos. Y
el pellet bacteriano se resuspendio en 100 uL de LB y se espatuld sobre cajas de ampicilina

[100 pg/mL] y se incubaron por 16 horas a 37°C.

6.3.4 Seleccion de clonas:

Se seleccionaron 10 colonias que fueron crecidas toda la noche a 37°C en agitacion de 200
rom en 5 mL de LB con [100 pg/mL] de ampicilina. Posteriormente, se cosecharon a
10,000 rpm por 5 minutos y mediante el kit Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification
System se extrajo DNA plasmidico y mediante restriccion con las enzimas Ncol y Sfil se
verificd la presencia del inserto de mazG en pJET1.2. Las reacciones de restriccion se
llevaron a cabo a 37°C por 12 horas. Las condiciones de restriccion se presentan a

continuacion.

Reactivo Concentracion Volumen
Agua - 15ul
Buffer CutSmart 10X 1X 3 uL
Ncol 1U/ pL c/u 1uL
Sfil 1U/ uL c/u 1uL
DNA 5 ng 10uL
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6.3.5 Sub-clonacion en el vector de expresion pHERD30T.

Para clonar el gen de mazG en el vector pHERD30T se usaron las enzimas Ncol y Sfil para

cortar el vector y el gen insertado en el gen de transicion pJET1.2.

Una vez terminada la restriccion se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 100 volts, por
lhora y media, posteriormente se cortaron las bandas correspondientes al inserto y al
vector, y se purificaron con el kit wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Se
cuantificaron por Nano-Drop. Para la reaccién de ligacion se colocaron 150 ng de vector

con 150 ng de inserto agregando en el siguiente orden:

Reactivo Cantidad
Agua 7L
Vector 5uL
inserto 5ulL
Buffer 2 ulL

T4 ligase 1uL

La reaccion se incub6 a 16°C por 16 horas y, posteriormente, se transformo la reaccion en
100pL de células DH5a quimio-competentes (anexo). Una vez transformada la ligacion se
seleccionaron candidatas por resistencia a gentamicina, y estas se confirmaron por PCR. De
una de las candidatas se extrajo el plasmido pHERD30T-mazG con el kit wizard® Plus SV
minipreps DNA purification System y se electropor6 a la cepa PAO1 de P. aeruginosa
previamente tratada para ser electro-competente con 3 lavados con sacarosa 300mM. Las
condiciones de electroporacion fueron las siguientes: 25 pFD, 200Q, y 2.2 kV usando el

equipo Gene Pulser ™ de BioRad.
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6.4. Andlisis de expresion de mazG en el vector pHERD30T.
6.4.1 Induccion

Para evaluar la expresion del gen clonado se siguié una cinética de crecimiento a partir de
un cultivo de toda la noche de PAO1 wt y PAOL previamente transformada con el vector
pHERT30T- mazG. Se hizo una dilucion 1:100 en 30 mL de LB fresco y se incubo6 a 37°C
a 200 rpm, hasta alcanzar una ODeoonm de 0.4, en este punto se agregd arabinosa a una
concentracion final de ImM. Para recolectar muestras tras la induccion se tomé la cantidad
correspondiente a una ODgoonm = 1.2 en tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 13,000 rpm a
4°C por 2 minutos. Se elimind el sobrenadante después de la centrifugacion y se agregaron
200uL de buffer de lisis. Las muestras recolectadas se mantuvieron en hielo hasta la
obtencién de todas. Posteriormente se hirvieron todas las muestras por 5 minutos y se
centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C por 15 minutos, se tomd el sobrenadante y se pasé a otro
tubo para volver a hervir por otros 5 minutos. Al término de esto se almacenaron las

muestras a -20°C hasta su uso.
6.4.2 Preparacion de gel de acrilamida

Se prepard un gel SDS-PAGE al 15 %. Los reactivos para la preparacion del gen fueron en

el siguiente orden.

Separador Concentrador

Amortiguador pH 8.8 1.875 mL Amortiguador pH 0.562 mL

8.8
Acrilamida 3.75mL Acrilamida 0.375 mL
Agua 1.875 mL Agua 1.312 mL
APS 10% 75 uL APS 10% 30 uL

TEMED 3.75 uL TEMED 1.5 uL
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Una vez montados y polimerizados los geles de acrilamida, se cargaron las muestras. Las
condiciones fueron 0.02A, por 1 hora y media. El gel fue tefiido con azul de Coomassie

toda la noche y se destifio con solucion de destefiido (ver anexo) por 3 horas.

6.5 Confirmacion de insercion de transposon en cepas PAOL.

Para analizar la funcién de mazG in vivo se solicitaron las cepas mutantes por insercion de
transposén en PAOL1 de la coleccion Manoli Lab.

Las cepas contienen los transposones ilustrados en la figura 5 y las posiciones se
representan en la siguiente tabla.

# Cepa Transposon Gen interrumpido Posicion dentro
del gen
PW2696 ISlacZ/hah-tc relA 1729
PW2699 ISphoA/hah-tc mazG 145
PW2700 ISphoA/hah-tc mazG 381
ISphoA /hah
-
. P
‘phoA | | tet |
| | 1
loxP loxP
A)
ISlacZ /hah
| ] L1 l .
"lacZ tet
B) - 1 | ql
loxP oxP

Figura 5. Mapa de los transposones insertados en las mutantes. A) Transposon IsophoA/hah (4.83 kbp)
contiene un elemento del transposén Tn5 que genera una fusién con la proteina fosfatasa alcalina si el
transposon entra en marco, también contiene el gen de resistencia a tetraciclina, y en los extremos contiene
sitios loxP que median la recombinacién mediante el sistema Cre. B) Transposon ISlacZ/hah (6.16 kbp) que
contiene ademds del gen de resistencia a tetraciclina, y los sitios loxP el gen de B-Galactosidasa, el cual puede
generar una fusion de acuerdo al sitio de insercién.
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6.5.1 Corroboracion de la insercion de los transposon en las cepas mutantes

Para la corroboracion de la correcta insercion del transposon en las cepas mutantes, se
hicieron PCRs, con los primers 6, 7 y 8 de la tabla 3. A partir de DNA gendmico. Las
condiciones se muestran se muestran a continuacion:

Condiciones de PCR para corroborar la insercion de mazG.

Reactivo Concentracion
Buffer (10X) 1X
MgCl2 (50mM) 1.25mM
| ANTPs (10 mM) |  o02mm |
Oligo F (10 mM) 0.2 uM
| Oligo R (10 mM) |  o02um |
DreamTaq DNA Polymerase 0.02 U/uL
| DNA (20 ng/ pL) |  20ng/uL |
Agua
Condiciones de amplificacion
Condicion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial | 95°C 3 min
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 61°C 30s 35 ciclos
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10 min
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6.6 Cinética de crecimiento y sobrevivencia de cepas PAO1 wt, PAO1 mutante-mazG,
con SHX.

Para evaluar el efecto de mazG en la supervivencia celular de P. aeruginosa bajo
condiciones de inanicién por falta de aminoacidos se usé SHX a una concentracién de 300

pg/mL.

A partir de un cultivo de toda la noche de PAO1 wt, y PAO1 mutante-mazG en medio
minimo MOPS IX suplementado. Se hizo una dilucién 1:100 en MOPS IX suplementado y
se cultivd bajo las siguientes condiciones: 37°C de temperatura, y 200 rpm, hasta alcanzar
una ODeoonm = 0.2. En este punto se agregd SHX para inducir estrés. Cada dos horas fue
tomado 1mL de cultivo para medir la ODsoonm de cada cepa y se separaron 100uL para
hacer diluciones y extender otros 100 uL de las diluciones en cajas de LB-agar por

triplicado.

La cinética de crecimiento fue seguida por 10 horas y al término se incubaron las cajas de

LB a 37°C toda la noche. Al otro dia se contaron las colonias usando la siguiente formula:

LogUFC = _ #Colonias X inverso de
Volumen pL la dilucion
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6.7 Medicion de los niveles de ppGpp.

Para medir los niveles de ppGpp se usé el método descrito por Cashel (1994).

Este método se basa en el uso de acido orto-fosforico [*P]HsPOs, el cual se incorpora in
vivo a los nucledtidos en un cultivo en medio minimo MOPS IX suplementado, con bajas o
nulas concentraciones de PO4. Y una separacion por cromatografia de capa fina con placas
de PEI (polietilenimina) celulosa, de los nucle6tidos previamente extraidos con &cido

férmico 13M. Los pasos se describen a continuacion:

6.7.1 Marcaje in vivo

A partir de un cultivo de las cepas PAO1 silvestre, PAO1 mutante-mazG y PAO1
pHERD30T-mazG en medio minimo MOPS 1X suplementado (ver anexo) que contenia
KH2POs 2 mM se hizo una dilucién 1:100 en medio MOPS 1X suplementado y libre de
KH2PO4. Se dejo crecer a 37°C con agitacion por media hora (aproximadamente) para
llegar a una ODgoonm = 0.02-0.08. En este momento se separaron 100 pL del medio y se
agreg6 acido orto-fosférico [*?P] a [10 uCi/mL] y se restaurd la incubacion. Los cultivos
se dejaron en incubacion hasta alcanzar una D.Osoonm = 0.2 donde se agregdé SHX a una
concentracion final de 400ug/mL. La D.O se monitoreo en un cultivo sin marca de [*?P].

Después de 30 minutos con SHX se recolectaron muestras y se almacenaron a -20°C.

6.7.2 Extraccion de Nucledtidos

De cada muestra marcada se tomaron 20 pL y se agregaron a un tubo eppendorf que
contenia un volumen igual (20 uL) de &cido formico 13M congelado. Posteriormente cada
muestra fue sometida a tres ciclos de congelado en hielo seco o nitrégeno liquido y
descongelado usando un termoblot a 90 °C. Finalmente para bajar los debris celulares se

centrifugaron todas las muestras a 14,000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente.
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6.7.3 Separacion cromatografica

Una vez que fueron centrifugadas todas las muestras se colocaron 5 pL de cada una en una
placa de cromatografia polietilenimina (PEI)-celulosa (previamente marcada con lapiz para
indicar el largo de corrida) y se coloco en un contendedor con la fase movil KH2PO4 1.5
M. Se dejaron correr hasta que el frente de migracion llegara a la marca establecida en la
placa, entonces se dejaron secar sobre papel absorbente unos 10 minutos, para
posteriormente exponerlas en un cassette con la pantalla de almacenamiento de fosforo por
20 minutos. Finalmente, se reveld la pantalla con el scanner thypoon y las iméagenes fueron
cuantificadas con el programa Imagej. Los patrones de acumulacion que sugiere el
protocolo, se muestran en la figura 6. Se usaron como control una mutante en relA o su

homologo.

00000 " 00000

® 00 rGrr 9000
O @ rerGpp o

origin
Carril 12345 12345

Deficiencia de a.a Deficienciade C

Figura 6. Patron de acumulacion de ppGpp bajo condiciones de inanicién. Carril 1 cepa silvestre,
carril 2: mutante relA, carril 3, mutante spoT, carril 4: mutante gppA, carril 5 mutante, relA 'y spoT.
Tomada de Cashel (1994).
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VII. RESULTADOS

7.1 Comparacion del contexto genémico de mazG.

Para poder vislumbrar la posible funcion de PsMazG, se hizo un analisis comparativo del
contexto gendmico del gen PsmazG y de los genes homdlogos a mazG previamente
descritos en otras bacterias (Gross et al., 2006; Zhang et al., 2003; Lu et al., 2003). Para
este analisis se obtuvieron las secuencias nucleotidicas del locus correspondiente a los
genes mazG y genes aledafios tomando una longitud de 10,000 pb para cada genoma. Se
eligieron las cepas de P. aeruginosa PA14 (GenBank: AE004091.2), Escherichia coli K12
(GenBank: AE004091.2), Thermotoga maritima MSB8 (GenBank: AE000512.1) vy
Mycobacterium tuberculosis ATCC (GenBank: AL123456.3). El anélisis comparativo a
nivel de aminoacidos (Blastp) de PsMazG arroj6 un porcentaje de identidad del 55% con el
gen de E. coli, 45% con el de Thermotoga maritima, y 29% con el de Mycobacterium
tuberculosis. También se identificaron los residuos importantes para la actividad NTP-
PPase en P. aeruginosa en un alineamiento de secuencias de MazG de E. coli, P.
aeruginosa y Thermotoga maritima (anexos). Con base en el porcentaje de identidad
obtenido y el arreglo genético, para cada gen se construyeron los diagramas mostrados en la
figura 7. En dicha figura se observa que solo entre E. coli y P. aeruginosa existe cierta
similitud en el contexto gendémico, ya que en ambos los genes rumA y relA se encuentran
rio arriba de mazG. EIl gen relA, cuyo producto participa en el fendmeno Ilamado stringent
response (Greenway & England, 1999; Edlin & Broda, 1968), mostro en el anélisis un 46%
de identidad entre E. coli y P. aeruginosa. Por su parte el gen rumA, del cual se sabe que
codifica para una metilasa de RNA (Agarwalla et al., 2002), arrojo una identidad del 45%
entre ambas cepas,. Sin embargo, aln no existen datos relevantes de una posible relacion de
esta proteina con mazG, tanto para E. coli como para P. aeruginosa. Otra observacion
interesante fue la presencia de los genes mazE y mazF entre relA 'y mazG en E. coli pero no
en P. aeruginosa. Estos genes codifican para una toxina y una antitoxina, respectivamente
(Aizenman et al., 1996).
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Figura. 7 Comparacion gendmica de mazG en cepas tipo. Andlisis del contexto genémico de mazG en las
principales cepas bacterianas donde se ha estudiado su funcion (E. coli, Thermotoga maritima y M.
tuberculosis). Cada flecha corresponde a un gen. En rojo se sefialan los genes que tiene homologia a nivel de
aminodcidos. La intensidad del rojo es proporcional al grado de homologia entre los genes. En la parte
superior de las flechas se indica el nombre de los genes aledafios a mazG vy los que presentan homologia.
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7.2 Comparacion estructural de MazG - E. coli versus MazG - P. aeruginosa

Para conocer la similitud a nivel de estructura entre las proteinas MazGs de E. coli y P.
aeruginosa se obtuvo el modelo de la estructura secundaria de la proteina MazG-P.
aeruginosa usando el servidor I-Tasser. Con esta se realizd su comparacion con la
estructura cristalina reportada para EcMazG (Lee et al., 2008) mediante el uso del
programa Pymol. El andlisis comparativo reveld que existe una gran similitud a nivel

estructural entre ambas proteinas (Figura 8).

Figura 8. Comparacion de la estructura secundaria de MazG de E. coli versus MazG de P. aeruginosa.
En verde se muestra la estructura secundaria obtenida por I-Tasser de MazG de P. aeruginosa y en azul la
estructura de MazG de E. coli obtenida por cristalografia de rayos X (Lee et al., 2008). La comparacién fue
hecha con Pymol.
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A)

D.O

7. 3 Analisis de la expresion del mRNA de mazG.
Como ya se ha demostrado, MazG en E. coli baja los niveles de ppGpp, bajo condiciones
de estrés por SHX (hidroxamato de serina) (Gross et al., 2006) un analogo de serina que
aumenta los niveles de ppGpp tanto en E. coli como en P. aeruginosa (Torok & Kari, 1979;
Erickson et al., 2004). Por lo que se investigd si la expresion de PsmazG se ve aumentada

en respuesta a este estres.

7. 3.1 Extraccion de RNA total

Para evaluar la expresion de PsmazG a nivel mensajero se siguio un cultivo de la cepa
PA14 de P. aeruginosa por 11 horas tomando muestras en diferentes tiempos de la cinética
de crecimiento. Estos puntos fueron representados con numeros para identificarlos. Las
cinéticas de crecimiento fueron hechas con y sin SHX (Figura 9A). Se extrajo el RNA total
de cada una y de las muestras y se corrieron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %,

donde evalug la integridad y calidad del RNA extraido (Figura 9B).

Cinetica de PA14 cony sin SH Puntos de muestreo

B) sin SH con SH

1 2 3 4 ) 3 4

Tiempo (h)

RNAr 18s

RNAt, 55

Figura 9. Extracto de RNA total de muestras tomadas en diferentes puntos de una cinética de crecimiento. A) cinética
de crecimiento de PA14 en medio minimo MOPS, los nimeros del 1-5 (en azul) indican los puntos tomados para la
extraccion del RNA, los puntos 3SHX, 4SHX y 5SHX indican los puntos tomados en una cinética con induccion de estrés
por el uso de hidroxamato de serina. B) Extracto total de RNA visualizado en un gel de agarosa en TBE 1X al 1%. Se corrié
lpug de cada muestra cuantificado por nanodrop. Los nimeros indican el punto de la cinética de extraccion al que
corresponde cada muestra de RNA. En el extremo izquierdo se identifica cada banda del extracto de RNA donde DNAg

corresponde a DNA genémico.
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Figura 10. PCR a partir de DNA genomico y cDNA de los genes relA, mazG, y 16S. A) PCR, usando DNA gendémico como
molde, de los genes de interés. En el carril 1: gen control rel A de 300 pb, carril 2: gen problema mazG de 289 pb, carril 3: endégeno
16S de 312 pb. B) PCR usando cDNA obtenido del extracto de RNA total. Cada columna corresponde a los puntos tomados en la
cinética. Los nimeros en negro corresponden la cinética de crecimiento. Sin SHX, los nimeros en rojo corresponden a la cinética

7. 3. 2 PCR de punto final a partir de cDNA.

Una vez comprobada la calidad del RNA total, se realiz6 una retro-transcripcion de cada
muestra con el objetivo de obtener cDNA Para ello fue necesario igualar la concentracion
de cada muestra (ver métodos). Con el fin de verificar el funcionamiento de los primers
disefiados, se corrio una PCR de punto final a partir de DNA genomico de la cual se
obtuvieron los amplicones esperados para los genes relA (control positivo), mazG (gen de
interés) y 16S (gen enddgeno) (Figura 10A). Una vez verificados los primers, se usaron
para amplificar los transcritos correspondientes a cada gen, a partir del cDNA obtenido de
cada muestra. En cada muestra se usé la misma cantidad de cDNA. La PCR de punto final
no mostré diferencia en las concentraciones de los amplificados de las muestras 4 y 5 con
SHX con respecto a las muestras 4 y 5 sin SHX. Por el contrario, fue notoria la presencia
de una banda mas abundante en los punto 4 y 5 de la cinética en comparacion con las
bandas 1, 2 y 3. Esto sugiere un aumento en los transcritos tomados en tiempos tardios del

crecimiento con respecto a muestras de tiempos tempranos del crecimiento (Figura 10B).

Puntos de muestreo

B)
1IKb  relA  mazG 168 Sin SHX con SHX

168

tratada con SHX (Figura 3A). Las filas corresponden a cada gen analizado.
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7.3.3 Medicion de la expresion relativa del mMRNA de mazG por gRT-PCR.

A partir de la observacion obtenida en el altimo punto de la cinética fue necesario evaluar
de una manera méas exacta el nivel de expresion de mazG, para ello se usé el método de
PCR en tiempo real, el cual se basa en la cuantificacion de un producto amplificado a partir
de cDNA. Este se detecta por una sefial de fluorescencia, que es proporcional a la cantidad
de producto amplificado producido en cada ciclo. Los valores de fluorescencia se registran
en forma de una curva similar a una cinética de crecimiento. El ciclo donde empieza a ser
detectable la sefial de fluorescencia por arriba del ruido de fondo se conoce como umbral
del ciclo o Ct (cycle threshold). Por lo que el valor de Ct nos indica cuantos ciclos le tomé a
cada muestra generar una cantidad suficiente de fluorescencia para llegar al umbral de
deteccion. Para poder medir la expresion relativa de mazG se empled el método conocido
como doble delta Ct. Este tiene como requisito que los genes a evaluar tengan la misma
eficiencia de amplificacion para que puedan ser comparados entre ellos.

Para evaluar el método, fue necesario construir una curva de rango dindmico para el gen
blanco (mazG) y el gen endogeno (16S) mediante diluciones y obtener el ACt = (Ct mazG
— Ct 169S) para cada uno de los puntos (diluciones). Este ACt se grafico vs la concentracion
de cada punto, y la linea obtenida debe tener una pendiente menor o igual a 0.1, esto valido
que la eficiencia de amplificacion de ambos genes es similar (anexo 3y 4).

7.3.4 AACt

Una vez que se comprobd que los genes a evaluar tenia una eficiencia similar, se uso el
método comparativo AACt, En donde se compara cuantitativamente el transcrito de las
muestras a analizar con respecto a una muestra de referencia, que en este caso fue la
muestra 3, (figura 10B). Los resultados se expresan como un cambio en el nimero de veces
gque un mRNA se expresa en una muestra con respecto a la muestra de referencia (muestra
3). Este cambio puede ser positivo o negativo, ya que la referencia por definicion tiene un

valor de 1 o bien del 100%. Las ecuaciones aplicadas fueron las siguientes:

ACt = Ct gen interés - Ct gen enddgeno

Con el valor obtenido de la ecuacion anterior se pudo usar la formula general AACt:
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AACt= ACt muestra interés - A Ct muestra calibrador o referencia.

En donde el gen de interés es mazG, y el gen enddgeno es 16S. Las muestras de interés son
los puntos de la cinética de crecimiento y como referencia se selecciond la muestra 3 por
ser donde se notd6 menos amplificacion y por tratarse de un punto en fase temprana de
crecimiento. De los resultados (por triplicado) se obtuvo una desviacion estandar y se
graficaron en unidades relativas de expresion, la tabla de los parametros graficados se
muestra en la tabla-anexo 2. Los resultados muestran que no existe diferencia en la
expresion de mazG en una condicién de estrés por SHX versus una condicion sin SHX
(Figura 11). Sin embargo, se observé una mayor expresion en fases tardias del crecimiento

con respecto a fases tempranas, corroborando lo observado por PCR de punto final.

RQ vs Sample
'} 4
o
&4
[ ]
X 3
2
1
N
. * " & &
Sample

Figura 11. Niveles relativos del mRNA de mazG. Representacidn grafica de la expresion relativa de las
muestras analizadas por medio del parametro 2ACt, cada barra corresponde al promedio de tres muestras. El
ntmero de cada grafica corresponde al nimero asignado en la cinética de crecimiento (figura 3A). RQ se refiere
a cuantificacion relativa
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7.4 Cepas PAO1 mutantes por insercion de transposon

Considerando las similitudes en el contexto gendmico de MazG-P. aeruginosa y MazG-
E. coli, asi como su similitud a nivel estructural, se propuso que la delecion de mazG
tendria un impacto en la sobrevivencia celular en P. aeruginosa, tal como se ha reportado
para E. coli (Gross et al., 2006). Para corroborar este punto se planted evaluar el efecto de
la falta de mazG en condiciones de inanicion por limitacion de serina. Como primer paso se
obtuvieron cepas mutantes de la coleccion de Manoil Lab - University of Washington.
Estas mutantes son generadas sobre la cepa de PAO1l de P. aeruginosa mediante la
insercion de un transposon en el cromosoma de la bacteria. El transposdn interrumpe genes
y confiere resistencia a tetraciclina (Jacobs et al., 2003). Las cepas solicitadas corresponden
a dos versiones de mutantes para el gen mazG: mutante PW2669 (mazG-69), y PW2670
(mazG 70), y gen relA (PW2696); esta ultima se utiliz6 como un control por tener mutado

el gen responsable de la sintesis de ppGpp.

Para corroborar la correcta insercion del transposén en el sitio indicado en la informacion
de las mutantes, se disefiaron primers (tabla 3) que hibridan dentro del gen desde el codén
ATG en direccién 573 y otros dentro del transposén en direccién 3'> 5 (Figura 12),
obteniendo amplicones de diversos tamafios dependiendo de la posicion del transposén
dentro del gen y la posicion del primer reverse dentro del transposén. Esto se hizo para
cada cepa mutante. Los resultados y el tamafio esperado de cada amplicon se muestran en la
tabla 16.
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Tabla 16. Descripcion de la posicion de los transposén empleados para cada mutante.

PAO1 mutante PAO1 mutante en PAO1 mutante en

en mazG-69 mazG-70 relA-
Transposon ISphoA/hah-Tc ISphoA/hah-Tc ISlacZ/hah-Tc
Posicion del transposon
ntro del gen 146pb 381pb 1729pb
Posicion de primer
foward dentro del gen 1pb 1pb 1pb
Posicion de primer
reverse dentro transposon 145pb 145pb 168pb
Tamario del amplicon
291pb 526pb 1897pb

Primers para mazG- 69y 70

—
Transposon phol maz3
-—

Primers para Mut-relA-

.

—

| refh Transposon ISlacZ _|
..‘\;

Figura 12. Mapas de la posicién de los primers para la comprobacion de las cepas mutantes. Las
flechas corresponden a los primers disefiados para las cepas mutantes (tabla 3). Y la posicién dentro del
transposon o gen interrumpido.
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A)

7.4.1 Comprobacién por PCR de la correcta insercion del transposon dentro del gen.

Para las mutantes en el gen mazG y relA se hizo una PCR de colonia para cada cepa. Los

resultados mostraron los amplicones esperados, comprobando la insercion del transposon

en el sitio dentro del gen reportado (Jacobs, 2003) (Figura 13). Para el caso de la mutante

en relA el transposén entré en marco con el gen, lo cual genera una fusion con el gen lacZa

que porta el transposon, por lo cual su fenotipo se pudo demostrar en cajas con Xgal dando

colonias azules (figura 14).

Mutantes cepa PAO1

M70 M69 M70 M69 M

800
700
600

500
400
300
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B)

relA M
1Kb

—10K

—4.0K
—3.0K
—2.0K

1897pb

— 10K

—__500ph

——100pb

Figura 13. Comprobacién de la interrupcién de los genes mazG y relA. PCR de colonia corroborando
la correcta insercion del transposon en las cepas mutantes en mazG (A) y relA (B). Los 2 geles de agarosa se

prepararon al 1%.

Figura 14. Comprobacion del fenotipo del
transposén ISlacZ dentro del gen relA.
Cepas de las mutantes en mazG 69 y 70 y
mutante en relA estriadas en cajas de LB con
tetraciclina a 80pg/mL y Xgal 40pg/mL.
Incubadas toda la noche a 37°C.



RESULTADOS

43

7.5 Evaluacion del efecto de mazG sobre la supervivencia celular.

Una vez corroboradas las mutantes a utilizar se procedio a evaluar el efecto del estrés por
SHX sobre ellas. Para esto se sigui6é una cinética de crecimiento en medio minimo MOPS
con SHX a una concentracion final de 400pg/mL, y una condicion sin SHX como control.
Los resultados se graficaron y se encontrd una disminucion en el crecimiento de las cepas
mutantes en mazG versus la cepa silvestre en condiciones de estrés por SHX (Figura 15A),
asi como una disminucién en la supervivencia celular de al menos un orden de magnitud
después de 9 horas de exposicion con 300 ug/mL de SHX (Figura 15B).
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Figura 15. Efecto de la ausencia de mazG sobre la supervivencia celular con SHX. A) Representacion
grafica del crecimiento de las cepas mutantes en mazG (68 y 70) con respecto a la cepa silvestre (wt). La
grafica muestra las densidades Opticas a 600nm de cada muestra en el transcurso del tiempo, en la parte
derecha se sefiala con rectas de diferentes colores la linea correspondiente a cada cepa y condicion. B)
Supervivencia celular después de 10 horas de exposicion con SHX determinado mediante ensayo de goteo de
las cepas WT y las mutantes en mazG 69 y 70.Los titulos obtenidos se muestran en la parte derecha de la
figura B, en recuadros.
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7.6 Clonacion de mazG en pHERD30T

Teniendo en cuenta que en E. coli el efector principal de la stringent response es el
tetrafosfato de guanosina (ppGpp) y MazG indirectamente baja sus niveles, es
indispensable saber si MazG tiene un efecto sobre los niveles de ppGpp cuando se sobre-
expresa. Para poder realizar ensayos de complementacion es necesaria la construccion de
un plasmido que pueda expresar la proteina, por lo que se prosiguié a clonar el gen de
mazG (831 pb) en el vector de expresion pHERD30T. Para esto se amplificd el gen de
mazG de la cepa PAO1 a partir de DNA gendmico, para posteriormente clonarse en el
vector de transicion pJET1.2 (con resistencia a ampicilina) que es transformado en E. coli
DH5a. Las candidatas se seleccionaron en cajas de ampicilina [100ug/MI] y se
corroboraron por PCR de colonia (datos no incluidos). Para la clonacion del gen mazG en el
vector de expresion pHERD3O0T se hicieron restricciones dobles con las enzimas Ncol y
Sfil en el vector pHERD30T (Figura 16A) y pJET 1.2 con inserto (Figura 16B).

Figura 16. Obtencién de vector e inserto cortado. A) Restricciones del vector, en la parte de superior del
gel se indica el nombre del vector y las enzimas utilizadas, el marcador fue el vector pHERD30T cortado con
la enzima Avall como se indica en la imagen. B) Restriccién de los vectores pHERD30T y pJET1.2 con
inserto (mazG), el tamafio del inserto se indica en nimeros, el Ultimo carril muestra el marcador genruler, y
los nimeros indican los tamafios de cada banda. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1 %.
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7.6.1 Seleccién de candidatas de clonacién.

Después de la reaccion de ligacion entre el vector pHERD30T y el inserto mazG

restringidos (ver métodos), la reaccion fue transformada en la cepa DH5a de E. coli. Las

candidatas seleccionadas fueron analizadas por PCR de colonia con los primers que

amplifican el gen, las colonias que mostraron un amplicon de 831pb se seleccionaron como

positivas (Figura 17) y se les extrajo el plasmido con el kit Wizard® Plus SV minipreps

(ver métodos). Sobre los plasmidos extraidos se realizd una doble restriccion para

corroborar la presencia del inserto de mazG, Unicamente la candidata 7 mostrd la banda

esperada (Figura 18).

Colonias candidatas

ClC2 C3 C4 C5 Co C7 CB C3CI10 M

Figura_17. Candidatas de clonacién identificadas
por PCR. En la parte superior se muestra el nimero
asignado a cada colonia candidata, el altimo carril
muestra el marcador de peso molecular. Los
nimeros corresponden al tamafio en pb de cada
banda.
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Figura 18. Restriccion de plasmidos candidatos.
Plasmido de la candidata 7 y la candidata 10
restringidos con las enzimas Sfil y Ncol, el
Gltimo carril muestra el marcador y los nimeros
indican el tamafio en pb (pares de bases) de cada
banda.
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7.7 Expresion de mazG a partir de la construccion en el vector pHERD3OT.
Para saber si la construccion obtenida expresaba la proteina MazG, se obtuvieron extractos
totales de proteinas a partir de un cultivo de la cepa PAO1 transformada con la
construccion pHERD30T-mazG e inducida con arabinosa al 1%. Se tomaron muestras
después de 30 minutos y 60 minutos de induccion. Los 30 uL de cada extracto total de
proteinas se corrieron en un gel SDS-PAGE al 15%. Para visualizar las proteinas se tifio el
gel con azul de Coomassie. Se logro evidenciar la sobreexpresion de MazG con un peso de

31,33 Da, al comparar con una cepa sin induccion (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de mazG a partir del vector pHERD30T. La imagen muestra el corrimiento de un
gel desnaturalizante de poliacrilamida, donde se corrieron extractos de proteinas totales. En la parte superior
se indica el tiempo post-induccién en el cual se tomo6 cada muestra, el carril 1 corresponde a la muestra
tomada a 1 hora, y los carriles 2 y 3 muestran un duplicado de la muestra tomada 30 minutos después de la
induccidn, el carril cuatro en una muestra sin induccion. El dltimo carril corresponde al marcador de peso
molecular de proteinas, los nGmeros corresponden al tamafio de cada banda en kilodaltones.
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7.8 Evaluacion de los niveles de ppGpp.

7.8.1 Limitacion de fosfato en medio minimo.

Otro aspecto relevante fue la estandarizacion de la evaluacion de ppGpp, dado que el
método descrito por Cashel (1994) para medir niveles celulares de ppGpp in vivo, se basa
en el uso de 32P-HsPO4. Es necesario comprobar la correcta limitacion de PO4 en el medio
de cultivo. Para ello se sigui6 una curva de crecimiento con diferentes concentraciones de
fosfato para garantizar su correcta eliminacion del medio y materiales usados y asi obtener
una mejor absorcion del 32PO,. En la figura 20 se muestra que la eliminacion del fosfato
disminuye el crecimiento bacteriano. Por lo que se puede usar la marca radioactiva con una

correcta absorcion.

Curva de crecimiento de PAO1 en MOPS con distintas concentraciones de
fosfato

PAO1 en MOPS con PO4
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Figura 20. Efecto de la limitacién de fosfato en PAOL. Representacion gréafica del crecimiento de PAO1
con en medio minimo MOPS con diferentes concentraciones de fosfato. En la parte inferior de la gréafica se
muestra el color designado para la concentracién de fosfato usada, correspondiente a cada curva en la gréfica.
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7.8.2 Identificacion de ppGpp mediante cromatografia de placa.

Una vez estandarizadas las condiciones de crecimiento, se procedié a identificar la
molécula ppGpp. Para ello se requiere hacer el marcaje in vivo usando 32P-H3PO., para
después extraer los nucle6tidos y separarlos segun el protocolo de cromatografia en placa
descrito por Cashel (1994) (Ver métodos). Previamente se corrieron ATP y GTP como
controles en una placa de cromatografia y se revelaron con UV (Figura 21A), y para
identificar al ppGpp se corrieron extractos de cultivos marcados con 32P-HPOys, usando la
cepa mutante-relA como control negativo de la sintesis de ppGpp, donde se espera que no
haya produccion de ppGpp, y ATP-2P, para identificar la mancha correspondiente a GTP.

En la placa control se observa una diferencia en la migracion entre las moléculas ATP y
GTP (Figura 21A). Cuando se analizaron los extractos de las diferentes cepas se corroboro,
de acuerdo a los marcadores utilizados, que la cepa mutante en relA no presenta sintesis de
ppGpp como se esperaba (Figura 21B) Con esta observacion y la marca de ATP -32P se

logré localizar la mancha de ppGpp en las placas.

A)

GTP

pPGpp

Figura 21. Identificacion de ppGpp de una cepa wt versus una cepa mutante-relA bajo condiciones de
inanicién por falta de aminoéacidos. A) Cromatografia de los nucledtidos ATP y GTP revelados por UV. B)
identificacion de ppGpp a partir de extractos marcados con 2P, en el carril uno se corrié un extracto de un
cultivo de la cepa silvestre PAOL, en el carril 2 muestra la cepa wt con induccion de estrés por el uso de SHX,
en el carril 3 se muestra el extracto de la cepa control mutante-relA. En el carril 4 se cargd una muestra de
ATP-32P. Las manchas fueron reveladas por el uso de un scanner THYPOON.
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7.9 Efecto de MazG sobre los niveles de ppGpp
Con base en la identificacion del ppGpp sobre las placas cromatograficas, se procedié al
analisis de los niveles de ppGpp en las cepas silvestre y mutante-mazG de P. aeruginosa
PAOL, complementadas o no con mazG (construccion pHERD30T). Para garantizar la
expresion de la proteina se agreg6 el inductor arabinosa a una concentraciéon del 1 % y se
realizaron tres ensayos independientes, usando como control de migracion el ATP-32P. Las
placas fueron observadas mediante el equipo Typhon. Se observo una disminucion del spot
correspondiente a ppGpp cuando es inducida la sobreexpresion de MazG. En la figura 22A
se evidencia la diferencia en concentracién de ppGpp entre la cepa silvestre y la cepa
mutante para mazG. Sin embargo, al ser complementada la mutante parece restablecer la
condicion silvestre (comparacion entre el carril 1 y 4), mientras que al sobreexpresar mazG

en la cepa silvestre que ya expresa mazG de forma constitutiva la disminucion de ppGpp es

mayor.
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Figura 22. Efecto de MazG sobre los niveles de ppGpp. Las imagenes muestran la extraccion y separacion
de ppGpp a partir de cultivos marcados radioactivamente con 32P-HzPO, bajo condiciones de inanicion por
limitacién de de serina por adicién de SHX. Las imagenes corresponden a tres experimentos independientes.
Las cepas a analizar fueron wt de la cepa PAO1, Wt-transformada con el vector pHERD30T-mazG, la cepa
mut-mazG-PAQO1, y la cepa mut-mazG/pHERD30T-mazG, a cada muestra se le agrego 0.2mM de arabinosa y
a las que contenian el vector pHERD30T-mazG se suplementaron con 30pg/mL de gentamicina. La
cromatografia fue realizada en placas de cromatografia en capa fina PEI-Celulosa, y se obtuvieron las
imagenes por scanner con THYPOON.
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Unidades relativas de ppGpp/GTP

7.9.1 Cuantificacion de los niveles de ppGpp mediante analisis de imagen.
Finalmente, para corroborar las observaciones realizadas sobre las placas cromatograficas
se realizd la cuantificacion de los niveles de ppGpp. La cuantificacion fue hecha usando el
programa Imagej con base en el porcentaje de pixeles de cada mancha observada en las
placas cromatograficas. El porcentaje de pixeles obtenido para ppGpp fue normalizado con
respecto al porcentaje de pixeles obtenido para GTP, los valores obtenidos fueron
graficados (Figura 23). Los niveles de ppGpp fueron disminuidos al menos un 30% en la
cepa silvestre con sobreexpresion de MazG con respecto a la misma cepa sin
sobreexpresion. Sin embargo, en la cepa mutante para mazG no se logré observar una
diferencia significativa en los niveles de ppGpp. Noétese que la sobreexpresion de MazG se
hizo en cultivos con gentamicina mientras que los cultivos de bacterias sin el plasmido no
contenian el antibidtico. También es de notar que las muestras sin gentamicina no llevan el
vector vacio. Este disefio experimental dejé abierta la posibilidad de que las diferencias en

ppGpp pudieran ser debidas a estas variables

Cuantificacion de los niveles de ppGpp
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Figura 23. Cuantificacion de los niveles de ppGpp por la sobreexpresiéon de MazG. Cada barra
corresponde a un promedio de tres experimentos y se grafico la razén del porcentaje de pixeles de ppGpp con
respecto al porcentaje de pixeles de GTP. Los datos crudos fueron obtenidos por el programa Image;j.
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DISCUSION

MazG ha sido descrita como una proteina altamente conservada y distribuida en varias
especies bacterianas (Moroz et al., 2005; Galperin et al., 2006). Sin embargo, existe poca

informacion sobre su papel en el metabolismo bacteriano.

Nuestros resultados indican que la proteina PsMazG contiene los residuos consenso del
dominio pirofosfohidrolasa (EEXXE/D y F-W y K-R) comparables a los presentes en E.
coli y Thermotoga maritima. En ambos casos, se ha demostrado su actividad bioquimica
(Zhang et al.,, 2003; Gross et al., 2006) por lo que PsMazG es una potencial

pirofosfohidrolasa capaz de hidrolizar dNTPs.

Otro indicio de la posible funcion de PsmazG es la similitud del contexto gendmico del gen
mazG con respecto a E. coli. Varios estudios de analisis funcional han sugerido que la
conservacion de la sintenia entre genes en diferentes géneros bacterianos es capaz de
predecir asociaciones funcionales entre sus proteinas (Galperin & Koonin, 2000). El
andlisis comparativo del contexto gendmico revel6 que en el genoma de E. coli, relA se
encuentra cercano a mazG, esta ubicacion se conserva en P. aeruginosa (Figura 7) por lo

que se hipotetizé una posible similitud funcional entre MazG de P. aeruginosa y E. coli.

MazG en E. coli disminuye los niveles de ppGpp inducidos por el uso de SHX, lo que se
traduce en una mayor sobrevivencia de la bacteria bajo dichas condiciones de estrés por
SHX (Gross et al., 2006). En este trabajo se evalud si la funcion de MazG en P. aeruginosa
es comparable con la observada en E. coli, para ello se analiz6 una cepa mutante en mazG
versus la cepa parental. Los resultados mostraron un arresto del crecimiento al agregar
SHX, lo cual es esperado por ser un anadlogo de serina que funciona como un inhibidor
competitivo de la enzima tRNA sintetasa, inhibiendo la aminoacilacion de seril-tRNA
(Tosa & Pizer, 1971), lo que desencadena la activacion del stringent response, via RelA.
Sin embargo, en ausencia de mazG hay una menor sobrevivencia celular con respecto a la
cepa silvestre de al menos un orden de magnitud bajo estrés con SHX, este efecto es mucho

menor al observado en E. coli, donde la sobrevivencia bajo las mismas condiciones de
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estrés fue afectada por al menos 3 Grdenes de magnitud, sugiriendo un mayor efecto
protector de MazG en E. coli bajo condiciones de estrés similares (Gross et al., 2006).
Alternativamente, la diferencia observada entre ambas especies puede deberse a la
presencia de dos genes conocidos como mazF y mazE, los cuales codifican para una toxina
y antitoxina respectivamente. La expresion de estos genes es reprimida por el aumento de
ppGpp ante una falta de aminoacidos, desencadenando una rapida degradacion de la
antitoxina MazE, mientras que MazF, se mantiene ya que es mas estable. La mayor
concentracion de la toxina resulta en un arresto del crecimiento y eventualmente la muerte
celular (Gross et al., 2006). Por su otra parte en una busqueda por BLAST no se

encontraron homologos a los genes mazF y mazk en P. aeruginosa.

Para evaluar los niveles de ppGpp, mazG se clon6 en pHERD30T. La induccién con
arabinosa durante media hora y una hora revelo la sobreexpresion de una proteina de 31,33
Da correspondiente a al tamafio de MazG, (figura 19). Es posible que la proteina sea mas
evidente a tiempos mayores de induccién, ya que solo se muestre6 por una hora post-
induccion. La identificacion de ppGpp se realiz6 mediante cromatografia en capa fina
usando el método publicado (Cashel 1994). Primero se identific6 GTP, por su perfil de
migracion con respecto a ATP, probados en una placa sin marca radioactiva (figura 21-A).
Usando una mutante en relA, incapaz de sintetizar ppGpp, se observo la ausencia de una
mancha justo abajo del correspondiente a GTP, que con base a los datos de Cashel y otros
(Cashel 1994; Erickson et al., 2004) corresponde a ppGpp (figura 21-B).

Se sabe que el tratamiento con SHX aumenta los niveles de ppGpp en P. aeruginosa (Gross
et al., 2006 Ferullo & Lovett, 2008) En esta tesis, al analizar una muestra con SHX y otra
sin SHX, no se observé un aumento en la mancha de ppGpp en relacion a la intensidad de
la mancha de GTP en la muestra con SHX (figura 21). Es posible que con una
concentracion mayor de SHX permita un mayor incremento de la mancha de ppGpp pues es
posible que la solucion de SHX se haya degradado con el tiempo. Otra opcidn es un mayor
tiempo de exposicion a SHX, ya que en este ensayo se expuso s6lo media hora. Una vez
identificada la mancha correspondiente a ppGpp, se observd que la sobreexpresion de

MazG disminuyé la mancha de ppGpp. Esta disminucion podria explicar por qué una cepa
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mutante en mazG disminuye su sobrevivencia, ya que el aumento de ppGpp por falta de
aminoacidos genera cambios metabdlicos que incluyen un arresto del crecimiento (Potrykus
& Cashel 2008).

Teniendo en cuenta el efecto de MazG sobre los niveles de ppGpp tanto en E. coli como en
P. aeruginosa, hipotetizamos que la expresion del gen mazG podria verse modificada como
respuesta al incremento de ppGpp inducido por SHX. Ensayos preliminares de RT-PCR a
punto final, no mostraron diferencias importantes en la eficiencia de amplificacion del
transcrito de mazG entre cultivos con y sin SHX. En su lugar, se observé un aumento en las
bandas de mazG-cDNA que corresponden a tiempos tardios del crecimiento. En todos los
casos se amplificaron cantidades iguales de cDNA, sin embargo, este método es poco
exacto para la cuantificacion del producto final.

Para obtener resultados cuantitativos de la sintesis del mensajero de mazG en diferentes
condiciones de crecimiento bacteriano, se empled un método comparativo a partir de cDNA
por PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados de la estandarizacién a través de las
curvas de disociacion de los productos de PCR usando SYBR Green como indicador
mostraron un pico para cada curva, que indica la presencia de un solo producto especifico
para cada gen amplificado (mazG y 16S), y la ausencia de productos inespecificos que
afectarian la cuantificacion final. Se comprobd que ambos genes amplifican con una
eficiencia similar (anexo 7), por lo que el método comparativo AACt es adecuado para la

cuantificacion del mensajero mazG (Anexo 6).

Los resultados cuantitativos corroboraron lo observado por PCR de punto final, sin
diferencia aparente entre la expresion de mazG cuando se induce estrés con SHX versus
una condicién sin SHX. El aumento en los niveles de expresion de mazG solo fue
observado a tiempos tardios de crecimiento (fase estacionaria) pero fueron independientes
de la presencia de SHX (figurall). Por lo que es necesario probar que efecto tiene la
mutacion de mazG en los niveles de ppGpp en fases tardias del crecimiento. Los resultados
obtenidos sugieren que no existe una relacion directa entre mazG y la stringent response,
sin embargo, mazG podria jugar un papel importante en la fase estacionaria. El significado

del aumento de la expresion de mazG en fases tardias de crecimiento es una incégnita, que
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tendria que averiguarse. No obstante, se ha reportado que en la fase estacionaria diversos
genes relacionados con el estrés son activados, tal es el caso del factor sigma codificado por
el gen rpoS (Fujita et al., 1994; Munro et al., 1994), el cual esta regulado positivamente por
los niveles de ppGpp en P. aeruginosa (Erickson et al., 2004).

En Mycobacterium smegmatis se ha determinado que las mutaciones por estrés oxidativo
aumentan en la fase estacionaria en cepas AmazG (Lu et al., 2013). Ademas, se observé que
la expresion de mazG a nivel mensajero aumenta significativamente bajo condiciones
oxidativas por H20. (Lu et al., 2009) Es posible que el aumento de la expresion de mazG
en P. aeruginosa en la fase estacionaria esté relacionada con estrés oxidativo.

A pesar de que MazG se ha asociado con la disminucién de ppGpp, el mecanismo por el
cual esto ocurre aun es discutido, Gross y colaboradores han propuesto que esta regulacion
podria ser mediante la hidrolisis de los sustratos (ANTPs) necesarios para su sintesis. Sin
embargo, en Mycobaterium se ha observado que mazG también regula la expresion de relA,
este mecanismo tendria que probarse en P. aeruginosa (Lu et al., 2009) ya que no
obtuvimos evidencia de que MazG disminuya los niveles de dGTP.

A pesar de las variaciones de MazG a nivel estructura, los analisis comparativos del
alineamiento de secuencia de MazG en diferentes bacterias, muestran una alta conservacion
en los residuos importantes para su actividad NTP-PPasa la cual ha sido relacionada con la
regulacion de diversos tipos de estrés. No obstante en Thermotoga maritima MazG tiene
actividad tanto pirofosfohidrolasa, como pirofosfatasa. Dada la similitud de ésta proteina
con PsMazG y EcMazG donde no se ha probado esta dualidad. Es posible que ambas
tengan también esta funcion.

MazG al parecer es una proteina muy versatil, que regula diversos tipos de estrés en
diversas especies bacterianas (Lu et al.,2010) ayudando a la bacteria a hacer frente a

cambios adversos en su crecimiento.
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CONCLUSIONES:

En este trabajo se evalud la similitud funcional de MazG de P. aeruginosa versus MazG de
otras especies bacterianas. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se hacen las

siguientes observaciones:

e Laestructuray el contexto genémico de MazG en P. aeruginosa son mas parecidos

a los de E. coli que a los de otras bacterias analizadas.

e MazG de P. aeruginosa disminuye los niveles de ppGpp y ayuda a la sobrevivencia

celular bajo condiciones de estrés por falta de serina.

e Sin embargo la funcion de esta proteina no es igual a su homdlogo en E. coli. Ya
gue aunque en ambas bacterias mazG esta involucrada en la estringent response en

P. aeruginosa esta relacion no es directa.

e Ya que los genes mazE y mazF regulados por ppGpp en E. coli, no fueron
encontrados en P. aeruginosa. Es posible que la diferencia en letalidad sea

explicada por esta diferencia.
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PERSPECTIVAS.

e Determinar que genes se ven afectados por MazG via ppGpp.

e Evaluar el efecto de MazG sobre ppGpp, en la fase estacionaria del crecimiento.

e Probar in vitro la capacidad de pirofosfohidrolasa de MazG de P. aeruginosa sobre
nucledtidos candnicos y no canonicos como: 8-0xo-dGTP, dUTP, dITP, 2-oxo-
dATP.

e Evaluar in vivo el efecto de mazG sobre el estrés oxidativo.

e Evaluar in vitro la actividad pirofosfatasa de MazG de P. aeruginosa.

e Evaluar que proteinas interaccionan con MazG de P. aeruginosa.
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ANEXOS (METODOLOGIA)

Extraccion de plasmido Wizard plus

1. Un cultivo de toda la noche (O.N), se concentré por centrifugacion 8,000 rpm x
5min.

Se resuspendio la pastilla en 250 pL de la solucion de resuspencion celular.

Se agregaron 250 pL en solucion de lisis celular y se invierte 4 veces.

Se agregaron 10 uL de proteasa alcalina.

Se incubo6 5 min. a temperatura ambiente (T.A)

Se agregaron 350 pL de solucion neutralizadora.

Se centrifugo a velocidad maxima (vel. max) / 10/ T.A.

Se agrego lisado en columna.

© © N o g & w N

Se agregaron 750 pL de solucion de lavado y se centrifugo a vel. max/ 1°/ T.A.
10. Se agregaron 250 uL de solucion de lavado y se centrifugd a vel. max/ 2’/ T.A.

11. Se eluyo en un tubo con 100 pL de agua libre de nucleasas.

Preparacion de cepas E.coli quimio-competentes (Green & Rogers, 2013):

TFBI

TFB Il
KAc 30mM MOPS o PIPES 10mM
RbCl 100mM CaCl2 75mM
CaCl2 10 mM RbClI 10mM
MnCI 50 mM Glicerol 15%
Glicerol 15%
Ajustar a pH 5.8 Ajustar a pH 6.5 con KOH 1M

con HOAc 0.2M

*Esterilizar por filtracion.
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Procedimiento:

e Cultivo O.N de 5 mL de SOB (2mM de Mg2Cl)

e Hacer dilucién 1:100 en 50 mL de SOB y crecer hasta ODgoonm = 0.45- 0.55.

e Enfriar en hielo por 10"

e Centrifugar a 4000 rpm /5°/ 4°C.

e Resuspender en 20 mL de soluciéon TFB | fria.

e Centrifugar a 4000 rpm/ 57/ 4°C decantar y resupender en 2 mL TFBII fria.

e Mantener en hielo 10".

e Congelar con hielo seco o nitrogeno liquido y almacenar a -70°C en alicuotas de
100pL.
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MEDIOS Y SOLUCIONES

Medios:

LB (Luria Bertani): Bacto triptona 10.0 g, extracto de levadura 5.0 g, NaCl 5.0 g. en
1 L de agua. Esterilizacion por autoclave.

SOB: Bacto triptona 20.0 g, extracto de levadura 5.0 g, NaCl 0.6 g MgCI2 2 mM
y/o MgSO4 2 mM. Esterilizacion por autoclave.

MOPS 10X (sales): MOPS 1M (400mL), tricina 1M (40 mL), FeSO4 0.01 M (10
mL), NH4CI 1.9M (50 mL), K2SO4 0.26M (10 mL), CaCI2 0.5mM (10mL),
MgCI2 0.528M (20mL), NaCl 5M (100 mL). Se afora a 900 mL y se ajusta a pH 7.4
con KOH vy se afora a 1L. Se esteriliza por filtracion y se almacena a -20°C.
Suplementos:

Micronutrientes: (NH1)s(MO7)24 3 uM, H3BO4 0.4 uM, CoCl, 30 uM, CuSO4 10
1M, MnCl; 80 uM, ZnSO4 10 uM. Se esteriliza por filtracion.

*Glucosa 0.2%, aminoacidos 40ug /mL de cada uno, 20 ug /mL de cada nucle6sido

0 10 pg/mL de cada nucleobase, 1ug/mL de tiamina.

Soluciones:

Solucioén de lisis (RNA): sacarosa 150mM, acetato de sodio 20mM, SDS 1%. Se
prepara con agua MilliQ vy se filtra.

Solucion lisis (DNA): Tris-acetato pH 7.8 40mM, acetato de sodio 20mM, EDTA
1mM, SDS 1%.

Buffer lisis (Proteinas): Glicerol 5%, Tris-HCI pH 6.8 30 mM, SDS 1%, 2-B-
mercaptoetanol 2.5%.

Colorante azul de Coomassie: Azul Coomasie R-250 0.025%, metanol 40%, acido
acético 7%

Solucioén de tefiido: Azul de comassie 0.25g, metanol 125 mL, acido acético
Glacial 25mL.

Solucidn destefiido: metanol 50%, acido acético 10%.

Fase Movil: KH2PO4 ,1.5 M pH 3.4.
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Lista de equipos usados:
e Espectrofotometro marca: Beckman, modelo DU 640.

e Termociclador Gene Amp ®, marca applied biosystem, modelo 9700.
e Centrifuga marca: eppendorf, modelo 5804R.

e Nanodrop, marca: Thermo scientific, modelo 2000/2000c.

e Typhoon: Marca GE Healtcare.

e Thermoblot: Marca eppendorf, modelo: thermoStart Plus.
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ANEXOS (RESULTADOS)

Alineamiento de proteinas MazG

Sitio de union a
Mg+2
EEXXE/D

E coli gi 16130688 ret
I maritima gi_ 15643675 _ref

P aeruginosa 9t 508143811
Consislency

E coli gi 16130688 _ret
T maritima gi 15643675 ref BEENGH - - - - - - ------

F aeruginpsg 9t S08143811_
Consisteney

E coli gi_ 16130688 re
I maritimg gi 15643675 u:
P aeruginosaget 508143811
Unsistency

£ F_”ﬂ gi 16130688 re
I marifinid  gi 15643675 ref-

P acruginosa gi S0B143811 gb
Consistency

E coli  gi 16130688 ref -

T maerriiigg 94 15643675 re
; gi 508143811 ghb
P aeruginesa o
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mazG en P. aeruginosa vs Mycobacterium

Unconserved .-5 6.- Conserved

E_coli-mazG
Consistency

mazG-M_msm
mazE-M Th
mazG-PAO1
E_coli-mazG

Consistency

mazG—M_msm
mazG-M_Thb
mazG-PAOL
E_coli-maziG
Consistency

E_coli-mazG

Consistency
mazG=M msm LPll-====== ========== ===s==s===== ========
mazG-M Th LPA-—-===== ========== ========== ========
mazG-PAOL

E coli-mazGFD
Consistency 65
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mazG-M msm LPA--=-—=-=-= ceccmmmmccce mmmmmmm e ms s
mazG-M Th LPA-=-—-==== =———————==o= —c—c——c==—=== =—=======
mazG-PAO1 FD
E_coli-mazGFD
Consistency 65

mazG-M msm S
mazG-M Th S
mazG-FPAO1L H
E_coli-mazGH
Consistency 554665

Unconserved .-5 6 .-Conserved

RelA P_aerugino
RelA Ecoli
Consistency

RelA P_aerugineo
RelA Ecoli
Consistency

RelA P_aerugineo
RelA_Ecoli
Consistency

RelA P _aeruginoV
RelA_Ecoli L
Consistency 6
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90 200
RelA P aeruginoV| L M E K R D
RelA Ecoli L v v D D E K N
Consistency 6 5 6 5 6 5 s5E6 5

RelA P_aerugino
RelA Ecoli
Consistency

RelA P _aerugino
RelA Ecoli
Consistency

RelA P aerugino
RelA Ecoli
Consistency

360 400
RelA_P_aerugino| E R VK-AS YEEKES Q Vv
s R RS
Consistency 6 6 5 635156686 5 6
RelA P_aerugino EQL TE
RelA Ecoli DEV s SD-
Consistency 666 5 6 5 6

.................. 470. ... .. ... 480, . ... ... 49, ........500
RelA P_aerugino E
RelA Ecoli D
Consistency 6

RelA P_aerugino
RelA_Ecoli
Consistency

RelA P_aerugincED
RelA_ Ecoli DE
Consistency 66

RelA P_aerugino
RelA Ecoli
Consistency
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RelA P_aerugino s
Consistency 5
RelA_P_aerugino@R T E RV s L E
RelA_Ecoli 8 K KL N D
Consistency 5 535 66 5H6 5 &

RelA P aerugino
RelA Ecoli
Consistency
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Tabla anexo 1. Términos comunmente usados en PCR tiempo real.

Termino Definicion

Plot de amplificacion Grafica de la sefial de fluorescencia vs el niUmero de
ciclos.

Linea base Los ciclos iniciales de la PCR, en los cuales el cambio
en la sefial de fluorescencia es minimo.

Threshold Promedio de la desviacion estandar de la fluorescencia

de los primeros ciclos de la PCR. Umbral de deteccion
de fluorescencia.

Ct (Threshold cycle) El nimero en el cual la fluorescencia alcanza el
threshold.
Rn Magnitud de la sefial generada por el juego de

condiciones de PCR.

Validacion de método AACt

Rango dinamico: Para verificar que los genes son amplificados con la misma eficiencia y
pueden ser comparados se realizaron diluciones para obtener una minima y méaxima
cantidad de cada muestra.

Plot de amplificacién

A [ i . ——

.4 | .-"-l..:' — = -F---l
| 165 i mazG

g 0 i

|

.2 h

o1 1088088
' — o —

. | —_— T - |_ ; T I-"I'.'* T T T T T -."F T T T T T T T 1
a ] 4 [} i i iz 14 L] i XN X2 M AN N XN X M N M 4 4

Liyila

Figura-Anexo 1.Curvas de amplificacion de las diluciones seriadas de cDNA. Las amplificaciones
fueron obtenidas en el equipo 7500 de gqRT-PCR de applied biosystems. Cada dilucién se realiz6 por
duplicado. El grafico muestra la deteccion de fluorescencia con respecto a los ciclos de amplificacion de los
genes 16S y mazG. Los diferentes colores son asignados por el software para cada muestra (dilucion).
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Ensayo de disociacion.

Con la finalidad de corroborar que sélo un producto de amplificacion se estad generando en
la reaccidn, y que la fluorescencia registrada corresponde a ese producto en particular y no
a productos inespecificos o dimeros de primers. Se realizd un ensayo de disociacion. En
donde la temperatura se incrementa gradualmente hasta 96°C, registrando la intensidad de
fluorescencia durante este proceso. La derivada negativa (realizada por el equipo) resulta en

un solo pico, que corresponde a la temperatura de desnaturalizacion del producto de cada
gen.

Melt Curve

0.20
F N
T 024 /: / 1
T I'II-I / \
£ 0.18 W
i |
i ™ 16S '?
g ' [l mazG
b il
2 0.08 A
o L’ 1} \

0 Bm—— N ‘\\

5.0 70.0 750 0.0 5.0 an.0 gl

Temperature ("C)

Figura-Anexo 2. Curva de disociacion de producto de PCR de los genes 16S y mazG. Representacion de
la presencia de un producto especifico de amplificacion para cada juego de primers, con una temperatura de
fusion de 84.23 ° C para el gen 16S y de 87.63 ° C para el gen mazG.

Evaluacion del rango dinadmico

Validacion por pendiente de la recta ACt

Para usar el método ACt, es necesario construir una curva de rango dinamico para cada gen
a analizar (incluyendo el gen endogeno) y obtener el ACt (Ct gen blanco — Ct gen

endogeno). Para cada punto de la grafica (dilucion), este ACt se grafica vs la concentracion

de cada uno de los puntos, y la linea obtenida debe tener una pendiente menor o igual a 0.1.



ANEXOS | ¢

Esto valida el uso del método, que requiere que la eficiencia de amplificacion de ambos

genes (enddgeno y blanco) sea la misma.

Los datos obtenidos por el equipo de gRT-PCR 7500 fueron evaluados en excel para
obtener dos curvas estandar. Posteriormente, se aplico la formula ACt = Ct gen interés — Ct

gen enddgeno, y estos datos se graficaron para obtener una recta con su pendiente.

CURVA STD RELATIVA CANTIDAD LOG10 PROM Ct mazG PROM Ct 16S Delta Ct

STD 1 1 0.0 28.65 16.47 12.2

STD 2 0.5 -0.3 28.99 16.85 12.1

STD 3 0.25 -0.6 29.95 17.81 12.1
A) STD 4 0.125 -0.9 30.25 17.99 12.3

Ct mazG Ct 165
18.5
ct ° - il -
9.5 g Ct
B) 0 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45
Diluciones Diluciones

Figura-Anexo 3. Evaluacion del rango dindmico por excel. A) Valores obtenidos de los promedios de Ct
de las diluciones medidas, que van desde 0.125, 0.25, 0.5 y 1 puL de cada muestra de ADNc para cada gen 16S
y mazG. Se obtiene de estos datos la diferencia de Cts para cada dilucion y asi obtener la pendiente. B)
Tendencia de las diluciones donde se grafica la relacién de Cts obtenidos con respecto a la concentracién de
cada dilucion.

14.0

A— & 2 1209
10.0

80 ACt

y=-00797x+12.144 6.0
4.0
2.0
0.0

1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

log10

Figura-Anexo 4. Validacion de las eficiencias de amplificacion de los dos genes mazG y 16S. Pendiente
de la recta, la cual debe de estar entre los valores > -0.1, y <0.1.
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Cuantificacion relativa del mMRNA de mazG por el método AACt

Una vez que se comprobd que la amplificacién de los genes a evaluar es similar se uso el
método comparativo AACt, normalizando los datos para compensar diferencias entre las
muestras. Esto se hizo con la formula ACtl= Ct mazG — Ct 16S, el segundo paso fue
buscar una muestra de referencia (a la cual siempre se le asignara el valor de 1). Se tomo el
punto 3 de la cinética de crecimiento sin SHX como referencia. Aplicando finalmente la
ecuacion 2-AACt = Ctl(de c/muestra) — Ct (muestra referencia).

Tabla —anexo 2. Datos obtenidos para la grafica de expresion relativa de mazG

& Omit

O WD =Dk WM -

-

Sample Targel
3 165
3 mazg
4 168
4 mazg
5 MAZg
5 165
Ssu 165
S&x mazg
45 mazg
450 165

Cr Mean

ACTMean  ACTSD

1357
29026 154556 o107
13608
2T.278 13577 0168
24813 1158 o268
13213

13,499
24434 10935 0224
26 648 13348 0,199

133

DATOS CRUDOS DEL Ct DE CADA DILUCION

Rango dinamico:

1 2 4 ]

D 165 D 165 D mazg D mazg
Al 1 1 1

CT. 1676 Cr 162 C1:28.65 Cr 28.66

D 165 D 165 D mazg D mazg
g l05 05 05 05

CT. 1679 Cr 1691 Ct:28.95 / Ct 29.03

D 165 D 165 D mazg D mazg
c [0.25 0.25 0.25 0.25

CT. 1768 Cr 1795 Cr:29.96 / Cr:. 29.95

D 165 D 165 D mazg D mazg
o012 012 0.12 0.12

CT:17.890 Cr18.08 Cr: 3032 Cr 3019

RQ RO Min RO Max
0 1 079 1.265
-1.879 1679 2539 5331
3877 14601 BT 2250
4521 22 964 14.021 3T 613
211 4318 2781 6.703

Ct de las diluciones de cada muestra

Para el rango dinamico se trabajaron dos
muestras, de las cuales se hicieron 4
diluciones: 0.25, 0.5, 1 y 1.5 puL de
concentracion. Se corrieron en el equipo
7500 de Applied-biosystems por
duplicado cada muestra. La figura A)
muestra el panel donde se reporta el Ct
de las dos muestras y de cada dilucan.
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Amplification Plot

0.5
0.4
0.3
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Cycle

Amplification Plot
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Figura-anexo 5. Plots de amplificacion de la cuantificacion relativa de mazG. Los diferentes colores

corresponden a las diferentes muestras analizadas.

Melt Curve
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Figura- anexo 6. Curvas de disociacion de las muestras analizadas: cada color indica una muestra por
triplicado. Un solo pico nos da indicio de un solo producto amplificado.
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95

9

an o 8.5
S 2

8

75

Datos crudos (Cts de cada muestra)

[ 1ss

Cr 1371

4
[ 185

C1:13.49

[ 185

Ct:12.93

(1] 185

C1:12.94

[ 1ss

Cr: 6.04

L

[ 1ss

Cr13.57

4
[ 1es

C1:13.66

[ 1es

CT13.17

[ 1es

Cm13.34

[ 1ss

Cr1:13.29

[ 1ss

Cr.13.43

4
[ 185

Cr 13.95

[ 1ss

CT 13.6

[ 18s

CT:13.62

[ 1ss

Cr 1371

1 3 1
m 5
mazg ——
Cr3013 derogq
1 1
4 4
m mazg ) mazg
Cr. 27.38 Cr 2717
5 5
m mazg m mazg
Cr. 24.99 C1:24.99
4 4sx
mazg m mazg
Ct: 26.61 Ct: 26.69
Sex Bex
[0 mazg mazg
Cr. 2455 C1- 2431

Cuenta viable de AmazG vs wt de PAO1

Cuenta viable

Wit

Mut-mazG + SHX

Cuenta viable de la cepa mutante en mazG versus wt, bajo condiciones de estrés. En la gréfica se reporta el log
de UFC (unidades formadoras de colonias con respecto al tiempo. Cada punto corresponde al log del promedio de

un triplicado de la cuenta de UFC. En parte externa izquierda se sefiala a que cepa corresponde cada gréficay la

condicién. Donde SH es hidroxamato de serina.



Tabla- anexo 3. Datos crudos de la cuantificacion de los niveles de ppGpp.

Porcentaje de pixeles de GTP y ppGpp

GTP wit 26.389 22.553 23.103
wt-pHMG | 25.724 25.175 25.166
AmazG 27.581 24.723 27.814
AmazG- 20.306 27.549 23.917
pHMG

ppGPP wit 23.633 32.794 27.763
wt-pHmG | 11.527 17.899 18.599
Amaz 38.604 32.85 31.162
AmazG- 27.236 17.458 25.475
pHMG

Razon ppGpp/GTP

EXP1 EXP2 EXP3

0.90 1.45408593 | 1.20170541

0.45 0.71098312 | 0.73905269

1.40 1.32872224 | 1.12037104

1.34 0.63370721 | 1.06514195

PROMEDIO | DESVSTAN

1.18 0.27969262

0.63 0.16049177

1.28 0.14516895

1.01 0.35661472

ANEXOS
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