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Resumen

RESUMEN

Por muchos años la minería se ha posicionado como el principal impulsor en el

desarrollo económico de nuestro país, estableciendo a Chile como e1 primer productor

mundial de cobre. Gracias a esto, se han desarrollado nuevas y altemativas tecnologias

en los procesos productivos del metal asociadas a una producción más eficiente, más

segura y con menor riesgo ambiental. Una de estas tecnologías altemaüvas es la

biolixiviación, definida como el uso de microorganismos en la recuperación de metales

desde los minerales que los contienerq la cual ha sido utilizada comercialmente en el

tratamierito de minerales sulfr¡rados de baja ley para la recuperación de metales como el

oro, el uranio y el cobre.

El microorganismo miís estudiado del consorcio presente en las operaciones de

biolixiviación es Acidithiobacillus ferrooxidar?s, una Y-proteobacteria Gram-negativa,

mesófila, acidóñla y quimiolitoautotrófica, que posee la capacidad de catalizar la

oxidación del ion ferroso y de los compuestos reducidos del azufre, generando acido

sulfiirico como uno de los productos finales.

Se ha descrito que para disolver los minerales A. ferrooxidans se adhiere a 1a

superficie só1ida del sustrato mediante interacciones hidrofóbicas e hidrofilicas.

Productos extracelulares como las proteínas, los exopolisaciíridos u otros podrían ser

muy importantes en esta adhesión. Sin embargo, se desconocen muchos de los agentes

que participan en e1 proceso.



Resumen

Las proteínas extracelulares en bacterias pueden desempeñar funciones

relacionadas al metabolismo, al transport€, a la adhesién, a la vinfencia, entre otras, y

muchas de estas protelnas están destinadas a abandonar el citoplasma debido a la

presencia de señales que gobieman su secreción. Este conocimiento de las proteinas

secretadas por A. ferrooxidans podia ser de gran importancia para entender los

mecanismos que le permiten a la bacteria obtener energía desde los minerales y

sobreviür en su extremo ambiente, y así poder desarrollar nuevas tecnologías que hagan

posible una optimización en el proceso de la biolixiviación.

La identificación y caracterizar;ión del proteoma extracelular de A. ferrooxidans,

fue realizada durante esta Tesis. Primeramente buscamos en el genoma de la cepa ATCC

23270, empleaado herramientas bioinformáticas, la presencia de proteínas de los

diferentes sistemas de secreción encontrando componentes para los sistemas de tipo I, Il

IV, V y la vía Usher.

Para completar la aproximación in silico del estudio de las proteínas

extracelulares de la bacteria analizamos su genoma mediante el servidor de predicción

de señal de secreción SubCel 1.0, que incluye los algoritmos SignalP 3.0, TatP 1.0,

LipoP 1.0, SecretomeP 2.0 y TMHMM 2.0, encontrando que eI 26,7 % del total de

marcos abiertos de lectura presentar posibles señales que les permitirían a estas

proteínas abandonax el citoplasma en dirección a 1as membranas intema o externa, al

periplasma o al espacio extracelula¡.



Resumen

Empleando 2D-NEPHGE y secuenciación por Espectrometría de Masas

identificamos las 1 1 proteínas más abundantes presentes en la fracción extracelular de la

bacteria c¡ecida en azufre elemental. Proteínas relacionadas al transporte y unión de

solutos, ai plegamiento, de la envoltura celular, de función desconocida y una proteína

hipotética fueron encontradas.

Finalmente, efectuamos un analisis proteómico a gran escala mediante

espectrometría de masas FT-ICR de la fracción extracelular de la bacteria crecida en

azufre elemental. Se identificaron 177 proteínas, de las cuales el 52 o/o presentó señales

de secreción de acuerdo a SubCel, siendo la mayoría proteínas con un punto isoeléctrico

basico y peso molecular bajo. Las sategorías funcionales más representadas en esta

fracción fueron proteínas de la envoltura celular, de destinación de proteínas, del

metabolismo energético y de transporte y unión.

Los sistemas de secreción identificados junto con la via no-clásica podrían

constituir la maqünaria de sec¡ecíón de las proteínas encontradas en 1a fracción

extracelular de A. ferrooxidans, que en su conjunto conforman el secretoma de la

backria.

En general, este trabajo constituye el inicio de la identificaciÓn y cata*enzación

de 1as proteínas de la fracción extracelular de la bacteri4 siendo el primer estudio del

secretoma en un microorganismo empleado en las faenas de biominería.



Abstroct

AssrRAcr

For many years, mining has been positioning as the main propeller in the

economical development of our country, establishing Chile as the leading copper

producer in the world. Due to this, new a¡d alternative technologies in the metal

productive processes have been developed, associated to a more efficient and safer

production with less enüronmental risk. One of these altemative techlologies is

bioleaching, defined as the use of microorganisms in the recovery of metals from ores,

which has been commercially used in treating of low grade sulfide minerals to recover

metals such as go1d, uranium, and copper.

The most studied microorganism from the consortium present in bioleaching

processes is Acidithiobacillus fenooxidaw, a mesophilic, acidophilic, and

chemolithoautotrophic Gram-negative Y-proteobacteria, since it has the ability to

cafalyze the ferrous iron a¡d sulfur reducing compounds oxidation, generating sulfuric

acid as one ofthe ends products.

It is well described that in the dissolution of ores A. ferrooxidans adberes to the

solid substrate surface by hydrophobic and hydrophilic interactions. Also extracellular

products, such as proteins, exopolysaccharides, and others may be very important in this

attachment. Nevertheless, many of these agents that participate in the process are

uknown.

x I



Abstract

Extracellular proteins in bacteria can perform functions related to metabolisrn,

transport, adhesion, and virulence, among others, and ,rany of these proteins are

destined to leave the cltoplasm due to the presence of signals that govern its secretion.

This knowledge of the secreted proteins from l. ferro.xidans couid be of greal

importance to understand the mechanisms that allow the bacterium to obtain energy

from the minerals and to survive in its ext¡eme enüronment, and thus enabling the

deveiopment of new technologies that make possible an optimization of the bioleaching

process.

The identification and characterization of the extracellular proteome in L
ferrooxidans was addressed during this thesis work. we first searched in the genome of

the bacteriurn strain ATCC 23270 the presence of proteins from each different secretion

systems using bioinformatic tools, finding the needed components to the type I, II, IV, V

systems and the Usher pathway.

To complete fhe in silico study of the bacterir.rm extracellular proteins, we

anaiyzed its genome using the secretion signal prediction server subcel 1.0, that

includes the SignalP 3.0, TatP 1.0, LipoP L0, Secretomep 2.0, and TMHMM 2.0

algorithms, finding that the 26.7 % of total open reading frames showed possible signals

that would allow these proteins to leave the c¡oplasm towards the intemal and outer

membranes, the periplasm, or the extracellular milieu.

xtv



Abstrdct

Using 2D-NEPHGE and Mass Spectrometry sequencing we identiñed the eleven

most abundant proteins present in the extfacellulax fraction. Proteins related to the

transport and binding of solutes, the folding of proteins, from the cell envelope, with

unknown function, and one hypothetical protein were found.

Finally, a high throughput proteomic analysis using FT-ICR Mass Spectrometry

of the extracellular fraction of cells of l. ferrooxidans grown in elemental sulfur was

made. One hundred and seventy seven proteins were identified, fifty two percent of

which showed possible secretiotr signals according to SubCel, most of them being

proteins with basic isoelectric points and low molecular weights. The majority

fepresented functional roles in this fraction were proteins from the cell envelope, protein

fate, energy metabolism, and transport and binding proteins.

Along with the non-classical pathway, the protein secretion systems identified

could constitute the secretion machinery of the proteins found in the extracellular

fractiot of A. fenooxidans that as a whole conform the bacterium §ecretome.

In general, this work constihfes the beginning of the identification and

characterization of proteins found in the bacterium extracellular fraction, being the first

study of the secretome from a biomining microorganism.

XV
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lntroducción

INTRoDUCCIÓN

Chile es reoonocido internacionalmente como un país minero y dentro de sus

grandes reservas de minerales se encuenttafi el cobre, el hierro, el molibdeno, el salitre,

el ca¡bón, el plomo, el zinc, el oro y la plata, estimándose que para el año 2010 la

producción de cobre alcanzará los 5,9 millones de toneladas métricas finas

(COCHILCO, 2008). Esta actiüdad se ha establecido como Lrno de 1os pilares en el

desarrollo económico del país. l,os altos niveles de producción son el resultado de una

alta inversión tanto pública como privad4 y se espera que esta inversión alcance los US$

21.600 millones en el período 2008-2012 (COCHILCO, 2008). Esta inversión va

acompañada con el desarrollo científico, reflejado en la aplicación de nuevas tecnologlas

que favorecerá una producción más eficiente, segura y con menor riesgo ambiental.

La mayorla de los metales son obtenidos y refinados desde los minerales

mediante la pirometalwgia, proceso que funoiona en base a la utilización de calor y que

requiere altos niveles de metales en los minerales, no siendo rentable el tratamiento de

minerales de baja ley. Sin embargo, hay algunos procesos de refinación y obtención de

metales que no pueden llevarse a cabo mediante la pirometalurgia, como es el caso de

los minerales oxidados.

Una tecnologia altemativa es la biolixiviación, que se deflne como la utilización

de microorganismos en 1a recuperación de metales a partir de los minerales que los

contienen, y puede ser eficientemente aplicada en minerales de baja ley. El término

4



lntroducción

biolixiviación se lefiere a la conversión de un metal insoluble (usualmente un sulfuro

metalico) a una forma soluble (sulfato meüilico) (Rawlings, 2002).

Actualmente los procesos de biominería involucran la oxidación de metales

pesados presentes en los sulfuros metáIicos como la pirita (FeS2) y la calcopirita

(cuFesz). La mayoría de las operaciones comerciales de biolixiviación se llevan a cabo

por consorcios de diversas bacterias acidófilas y quimiolitoautotróficas entre 1a cuales se

encugntr¿¡ Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum

ferrooxidans , Acidithiobacillus caldus , offas bacterias acidóñlas pertenecientes al género

Acidiphilum y algunas arqueas (Rawlings y col, 1994).

A. ferrooxidans fue la primera bacteria descubierta capaz de oxidar minerales y

es capaz de oxidar tanto el hierro como los diversos compuestos reducidos de azufre

presentes en 1os minerales (Rawlings, 2002). A. ferrooxidans es una 1-proteobacteria

Gram-negativa, con pH óptimo de crecimiento entre 1,5 y 2,5 y es capaz de emplear

como fuente de energía la oxidación aeróbica del ion ferroso [Fe(II)], el azufre elemental

y los compuestos reducidos de azufre como los sulfuros meálicos (Pronk y co|,1990).

Awrque A. ferrooxidans crece mejor en conüciones aeróbicas con oxígeno como

aceptor de electrones, se ha observado que es capaz de crecer en ambientes anaeróbicos

en aztfte elemental y sulfr¡ros metálicos utilizando el ion férrico [Fe(IID] como aceptor

de electrones (Pronk y cot, 1992; Das y col, 1992). De este modo, cobm importancia el

estudio de las vías metabólicas y energéticas relacionadas con el crecimiento y las

adaptaciones fisiológicas de A. ferrooxidans, puesto que a esta bacteria se le con§idem
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como uno de los miembros importantes del consorcio presente en los procesos de

biolixiviación (Raw1 ings y col , 1994) .

En la biolixiüación de la calcopirita, el más abundante y refractario de los

sulfuros de cobre, la extracción del metal puede ocurrir mediante un proceso oxidativo

en donde los iones férricos son los agentes oxidantes y el anión sulfuro es oxidado a

azufre elemental según 1a reacción:

CuFeS2+4 Fe*3 ) 5Fe*2+gut2¡25o (1)

Sin embargo, en esta oxidación varias especies que contienen azufre se van

depositando en Ia superficie del mineral, principalmente el azufre elemental, que puede

ser oxidado a sulfato por microorganismos oxidadores del azufre como A. ferrooxidans,

A. thiooxidans y A. caldus y asi continuar el proceso de biolixiüación (Watling, 2006).

En la oxidación del azufre elemental extracelular (Ss), se supone que éste es

moülizado como persulfiro sulfano hacia el periplasma mediante una proteína especial

de membrana externa (OMP) y luego es oxidado por una azufre díoxigenasa

periplasmática (SDO). A continuación, el sulfito resultante es oxidado a sulfato por una

sulfito:aceptor oxidoreductasa (SOR) que probablemente usa citocromos como aceptores

de electrones. El sulfuro libre es oxidado a snfre elemental separadamente por una

deshidrogenasa (SQR) que usa qünonas como aceptor de electrones @ohwerder y col,

2003) (Fie. 1).
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H. -SH

H¿S

\/:\ t
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02 + H?o 2H*

2 Cyt(ox)

sor-

X'igura 1. Modelo propuesto para la oxidación del aznfue por A. fetrooxidms (Rohworder 7 col
2003).

Se ha üsto qrrc A. ferrooxidans se adhiere a la superficie de varios sustratos

sólidos como el azufre @spejo y col, 19871. Ceskova y col, 2001) y los sulfuros

metáicos (Devasia y col, 1993; Myerson y col, 1983; Amaro y col, 1993)

considerándose 1a adhesión un paso previo a1 proceso de oxidación @rierley, 1978).

Para disolver la calcopirita u otros compuestos sulfuro-metrílicos, las bacterias se

adhieren a los sustratos gracias a sustancias poliméricas y a otros productos

extracelulares. Se ha descrito que la adhesión bacteriana a sustratos sólidos está mediada

por interacciones hidrofóbicas (Arredondo y col, 1994; Devasia y col,1993; Solri y col,

1992) e hidrofilicas (Ohmura y col,1993).

Los componentes de la envoltura celul¿r de las bacterias Gram-negativas tales

como los lipopolisacaridos (LPS) y las proteínas de membrana externa juegan un papel

importante en la adhesión, y esta envoltura celnlar enA. ferrooxidans se ha descrito que
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esta sujeta a cambios de acuerdo a las coodicíones de crecimiento (Amaro y co|,7993;

Arredondo y col, 1994). Gehrke (1998) demostró que existe una diferencia en la

cantidad y composición de 1os azúcares y los lípidos de 1as sustancias poliméricas

exffacelulares @PS) de A. fenooxidans cuando éste se crece en distintas fuentes de

energía. Buonfiglio y col (1999) identificaron una proteína de membrana externa con un

alto nivel de expresión cuando la bacteria se creció en azufre elemental, sugiriendo tma

posible participación en el proceso de oxidación de los minerales azufrados.

El perfil de las proteínas de la superficie celular en A. ferrooxidans eslá

determinado principalmente por la diferencia de los sustratos de los medios de cultivo y

por otros factores (temperatura, pFl osmolaridad, etc.) (Amaro y col, 1993; Arredondo y

col, 1994). El cambio de las proteínas superficiales puede ser regulado por un

mecanismo aún no bien identificado y que podría ser elaborado paru adaptarse a \a

utilización del sustrato oxidable (Arredondo y col, 1988; Amaro y col, 1992; Ohmura y

col,1996). Por otro lado, no existe información sobre las proteínas extracelula¡es en esta

bacteria.

Tettelin y col del Institute for Genomic Research (TIGR) obtuüeron en 2002 la

secuencia completa del genoma de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans

mencionando en ese entonces que el análisis de 1as proteinas extracelulares y de

superficie es de gran importancia pa.ra entender los mecanismos que permiten a 1a

bacteria obtener la energía desde los minerales y sobrevivir en su ambiente. El genoma

de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans se encuentra actualmente anotado y esta

disponible en la base de datos pública del TIGR (http://www.tigr.org).
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En una reunión que incluyó a la Sociedad America¡a de Microbiología (ASM) y

a la Federación de sociedades de Microbiología Europeas (FEMS) se unificaron algunos

conceptos básicos en relación al tráfico de 1as proteínas en los procariontes. A este

respecto se definió el termino "Exportación" como el transporte de proteínas al exterior

del citoplasma pero dentro de 1a célula, siendo los posibles destinos en bacterias Gram-

negativas 1a membrana intema, el periplasma o la membrana extema. El término

"secreción" se aplica para las proteínas extracelulares que son activamente transportadas

hacia el exterior de la célula o bien, que se encuentren complet¿meote fuera de la ultima

bicapa lipídica, incluyendo las proteínas solubles libres, las asociadas a la superficie o

los apéndices superhciales @comonou y col 2006). Preüamente se definió el término

"secretoma", el cual comprende a 1as proteínas secretadas y su maquinaria de secreción

(Tjalsma y co\,2000). Durante este frabajo adoptaremos los términos acordados en esta

reunión.

Las bacterias Gram-negativas secretan una grm cantidad de protelnas cuyas

funciones incluyen la biogénesis del pili, del flagelo; la adqüsición de nutrientes; la

ürulencia; el eflujo de toxinas o drogas; la adhesión a sustratos; la comunicación célula-

célula, etc. El transporte de estas proteínas hacia la superficie celular incluye el atravesar

la memb¡ana intema, el periplasma y luego 1a membrana extema de la bacteria. Es así

como las bacterias Gram-negativas han desa¡rollado varias vias para completar el

proceso de secreción (Hendersony co1,2004; Kostakioti y co1,2005).

Las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas no comparten

sistemas de secreción de proteínas. Hasta e1 momento se han descrito 5

los mismos

sistemas de
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secreción en bacterias Gram-negativas (Fíg. 3), de los cuales sólo tienen equivalentes en

bacterias Gram-positivas el sistema I y las translocasas sec y Tat de membrana intema

@endeen y col, comunicación personal).

TipoII

1n

Tipo I
-§-

<-"/'

No Clástco

"k/"

Figura 2. Resumsn de 1os sistemas de secreción de proteínas desfiitos efl bacteflas Uram-

negativas,

El sistema de secreción tipo I es el sistema más simple, puesto que comprende 3

componentes en el que las prOteínas atraviesan las dos membranas mediante un solo

paso. El sistema tipo II es el mecanismo de secreción más común y fue deflrnido mucho

tiempo atrás como la vía General de Secreción (Pugsley, 1978). El sistema tipo III estri

descrito en algunos patógenos y tiene que ver con los fenómenos de virulencia, y

también se ha descrito que la maquinaria de síntesis del flagelo repfesenta una forma de

secreción de tipo trI. El sistema tipo IV ha sido caracterizado como un transportador

tanto de proteínas como de complejos núcleoproteico§ desde una celula a offa, siendo

secreción de proteínas descritos en bacterias
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ampliame te estudiado el sistema VirB en Agrobacterium tumefaciens. El sistema tipo

V es relativamente simple e incluye la familia de los autotransportadores, necesa¡ios

para atravesaf 1a membrana exteria y se ha asociado a los fenómenos de adherencia, la

colonización de superficies, 1a formación de biopelículas, etc (Bendtset y col,

comunicación personal; Preston / co|,2005). Recientemente se ha descrito un sexto

mecanismo para el tfansporte de proteínas en bacterias Gram-negativas y se 1e denominó

sistema tipo M, el cual se ba relacionado con 1a interacción con hospederos eucariontes

en relaciones patogénicas o simbiontes (Fillouxy col, 2008). La secreción a través de los

sistemas II y V, y en determinados casos el sistema [V, requiere de un paso preüo para

atravesar la membrana intema, el cual es llevado a cabo por la maquinaria de

translocación Sec (Fig. 2). Los sistemas de secreción de proteínas también han sido

descritos y agrupados como Sec-dependientes (tipos U, IV y \) o Sec-independientes (I

y III) (Kostakioti y co1,2005). Hasta el momento no se ha asociado la secreción de

proteínas mediante el sistema tipo VI con la translocasa Sec, por lo que también se

consideraría este ultimo como Sec-independiente.

La mayoría de las proteínas bacterianas destinadas a abandonar el citoplasma se

exportan a través del sistema Sec (§sqretory), el que se encuentra altamente conservado.

Estas preproteínas exportadas se sintetizan como precursores con su peptido señal en el

extremo N-terminal, el cual es reconocido por factores solubles específicos para su

transporte y translocación a través de la membra¡a. Luego de esta translocación, el

péptido señal es removido, lo cual resulta en 1a liberación de la proteína desde la

membrana, adquiriendo inmediatamente después de esto su conformación conecta

11
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(Antelmann y co|,2007). Se han reportado otros mecanismos para la exportación de

algunas proteinas, tipicamente con alguna función o propósito específico para la

bacteria, tales como las señales de secreción del sistema TAT (Iwin g¡ginine

Iranslocation) que trasporta proteinas ya plegadas, las señales de lipoproteínas, los

transportadores ABC, entre otros (Fekkes y col, 1999).

Existen tres dominios en un péptido señal (Fig, 3): n, h y c. El dominio n

contiene al menos un residuo de arginina o lisina, que se sugiere participan en la

interacción con la maquinaria de traslocación y los fosfolípidos cargados negativamente

de la membrana- El dominio h consiste en una larga región de residuos hidrofóbicos que

le permiten insertarse en la membrana. Finalmente el domimo c, que se encuentra a

continuación del dominio h, es una región polar que contiene los sitios de clivaje para

las señal peptidasas específicas (Tjalsma y co|,2004).

lwiñ árgrrrné §'gñar pept'de

..,t.,,."1
, ,¡

@

lipoprotei¡ sigñ.1 p¿ptde

..^.''.....".
, Ii[

cooocoooooccxxlooo@cooo

ño§ ct¡.§'¿ár s.cretad p.otéiñ

Figura 3. Representación esquemática de 1os diferentes péptidos seña.l en bacterias, en donde los
círculos naranja representan la región n, los círculos grises la región h y los círculos azules la
región c. Los círculos blancos son parte de la proteína madura. +l indica el prirner aminoácido
de 1a proteína rnadura. El largo del peptido señal no está necesaliarrente dibujado a escala.
(Bendtsen y col, comunicación personal).

12
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Hace algunos años se identificó un nuevo sistema para 1a secreción de protelnas

desde el citoplasma y se le denominó Sistema de Secreción üpo No-clásico @endtsen y

cot,2005), e1 cual agupa a proteína§ que se han identificado y confirmado su presencia

en el espacio extracelular, que son secretadas por algún mecanismo aún desconocido y

que no poseen un peptido señal clásico o motivos que gobiemen su secreción.

El desafio ahora es cómo usar la información conocida en los genomas para

predecir y deducir información aún desconocida. Diversos resultados sustenta¡on la idea

que la información para el destino subcelular de las proteínas estaba proüsto por su

composición de aminoácidos §akashima y col, 1994', Schneider, 1999). Desde el año

1991 se han desarrollado varios predictores automatizados de localización subcelular

basados principalmente en la secuencia de aminoácidos (Claros y col, 1997). Eslos

programas varían considerablemente y van desde metodos predictivos construidos

manualmente con la información existente hasta las diversas aproximaciones que

ofrecen las máquinas de aprendizaje que son previamente entrenadas con información

también ya conocida. Ejemplos de estos programas son PSORT-B, Gneg-Ploc,

iPSORT, TargetP, NNPSL, Protlock, etc. (Gardy y co1,2003; Chouy co1,2006).

Junto con esto, se ha desarrollado un servidor de predicción de señal de secrecíón

basado en diferentes algoritrnos automatizados y entrenados que ana[zanla secuencia de

aminoácidos según varios pafámetfos. Este servidor de predicción de señal de secreción

(disponible en http://www.cbs.dtu-dlJservices) emplea programas que predicen la

presencia de señales de secreción de tipo Sec, Tat y Lipoproteico, siendo éstos SigrralP

13
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3.0, TatP 1.0 y LipoP 1.0 respectivamente (lialsma y col,2}}4;Bendtsen y col2405b).

Estos programas feconocen en la secuencia de aminoácidos la presencia del peptido

señal y de los sitios de corte de las señales peptidasas usando diferentes algoritmos

basados en modelos de Hidden Markov y Neural Networf. Recientemente se elaboró un

nuevo progmma llamado SecretomeP, que detecta las posibles proteínas que son

transportadas desde el citoplasma medialte e1 sistema de secreción de tipo No clásico

(Bendtsen y col,2005). Todos estos modelos predictivos permiten identificar posibles

candidatos para el desarrollo en la busqueda de drogas, la anotación de genes y otros

estudios a nivel de proteínas.

En Bacillus subtilis, tma bacteria Gram-positiva que se considera uno de 1os

organismos modelos para el estudio del secretoma, cerca del 50 % del proteoma

extracelular es secretado meüante las vías Sec y Tat (Antelmana y co1,2001). Se

demostró que en esta bacteria existía¡ al menos 4 mecanismos diferentes para la

secreción de proteínas e identificaron 90 proteínas extracelulares, de 1as cuales sólo el 53

% fue predicho a poseer péptido señal. El 47 yo festafite consistió en proteínas que tenían

péptido señal lipoproteicos y potenciales segnentos de transmembrana, pudiendo estas

protelnas ser liberadas hacia el medio extracelular por fuga o simple liberación de la

membrana, recambio de las proteínas de la membra:ra, la lisis celular, por la maquinaria

de exportación del flagelo, el sistema de holinas, o bien otros sistemas de secreción aún

no conocidos.

Waft y col (2005) afirmaron que existen dos grupos de exoproteínas, luego de

analizat el proteoma extracelular de la bacteria fitopatogénica Gram-negativa

14
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Xanthomonas campestlis pv. campestri§ 8100: i) las proteinas activamente secretadas,

que comprenden enzimas extracelulares y proteínas que unen nutrientes y apéndices

celüares, siendo su secreción y síntesis regulada por la densidad celular o el sustrato y,

ii) proteínas que cumplen su función en el citoplasma y que no son activamente

secretadas, pero que son liberadas al espacio exfacelular por lisis o bien otro mecanismo

desconocido. Junto con esto proponen que la presencia de proteínas de membrana

extema en el espacio extracelular puede deberse a que algunas proteírias no se insertan

bien en la membrana o que existe una digestión parcial de proteasas. Algunas de las

proteínas encontradas en esta fraccién extracelular üenen diversas funciones tales como

la adquisición de elementos taza, er:zimas degradativas, enzimas metabólicas,

chaperonas y proteínas de membrana externa.

En la aproximación proteómica del estudio de un compartimento celular es

necesario disponer de un rápído y simple procedimiento de obtencíón de las proteínas

desde el espacio subcelular que las contiene, luego un metodo sensible que permita 1a

separación de las proteínas, en donde la electroforesis bidimensional es la heramienta

más poderosa, para finalmente proceder a la identificación de aquellas proteínas. En esta

etapa la instrumentación ha mejorado considerablemente a través de 1os años, pasando

de la secuenciación de Edmari hasta los modemos equipos de especfometría de masas

con alto poder resolutivo que ofrecen los espectrómetros de masas que u§an

Transformada de Fourier (FT-ICR MS: Fourier transform ion cyclotron resonance mass

spectrometer) (Domon y co1,2006).

75
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Sabiendo que en ohas bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas se

encuentfa documentado el proteoma extracelular, con variadas fi¡nciones descritas para

muchas de sus proteínas, podemos planteamos varias preguntas aún sin lespuesta en

¡elación a A. ferrooxidans: ¿Este acidófilo secreta proteínas?, ¿Qué oaracterísticas

especiales tienen estas pfoteínas que las hacen resistir las condicione§ ácidas de1 medio?,

¿Qué vías de secreción están involucradas?, etc.

Puesto que disponemos de una metodología concreta y clara para efectuar la

aproximación protéomica en el estudio de las proteínas extracelulares (Pag1iai, 2007)' se

propone en esta Tesis identificar y estudiar el proteoma extracelular de 1a cepa ATCC

23270 de A. ferooxidans ctando la bacteria es crecida en un sustrato sólido como es el

azufre elemental, así como predecir los posibles tipos de sistemas involucrados en la

secreción de dichas proteínas.

La identificación de las proteínas de 1a fracción extracelula¡ de A. ferrooxidans

constituye e1 primer paso en el estudio de la posible relación entre las proteínas

secretadas y la interacción de 1a bacteria con el mineral.

16



Planteamiento de la lnvestigdción t7

PLANTEAMIENTo DE LA IuvnsTTc,IcTÓN

Hpórnsrs

A. /érrooxidans ATCC 23270 secreta proteínas que se mantienen soiubles al pH

ácido de su medio extracelular, usando vías de secreción conocidas para otros

microorganismos.

On¡nrrvo GrNnnar,

Identificar el proteoma extracelular de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en

az ufre elemental.

Objetivos EspecíJicos

1. Identificar in silico los componentes de los sistemas de secreción de proteínas

presentes en A. Jbrrooxidans ATCC 23270 y las proteínas con posible señal de

secreción.

2. Ca¡acteiza¡ mediante tecnicas de proteómica las proteínas extracelulares de l.

ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre elemental.



Mdter¡oles y Métodos

MnrnRur,Bs Y MÉrooos

3.1. CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se utilizó la cepa ATCC 23270 de A, fetooxidans,la cr-¡a[ se creció aeróbicamente

a 30 o C con agitación en el medio 9K modificado (9K¡a) segun el sustrato a oxidar. Para el

crecimiento en azufre elemental, el medio contenía 0,4 glL de MgSOa x 7 HzO,0,l glL

de (NH¿)zSO+ y 0,04 glL de KHzPO¿ x 3 HuO y 50 g/L de perlas de azufre esterilizadas

previamente, aj ustando el pH a 2,5 con ácido sulfúrico concentrado (Amaro y col, 1991).

3.2 MONÍTOREO DEL CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento de A. ferrooxidans en 1as perlas de azufre se siguió mediante el

conteo celular del sobrenadante de cultivo en una cámara de Pefoff-Hausser mediante la

üsualización por contraste de fases con el microscopio óptico OLYMPUS BX50. La

concentración de células se obtuvo dividiendo el promedio de células contadas en cada

celda por el volumen que contiene una celda, el cual corresponde a 5 x 10{ mL. Se realizo

una curva de crecimiento de A. ferrooxida¡¡s en las perlas de azufre paru establecer 1a fase

del crecimiento en la que se extrajeron las proteínas presentes en el sobrenadante de

cultivo. No se determinaron las celulas adheridas a las perlas de azufie.

3.3 OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS EXTRACELULARES

Las proteínas a estudiar se obtuvieron desde el sobrenadante de cultivo de l.

ferrooxidans, para lo cual éste se creció hasta fase exponencial tardía. Este sobrenadante de

cultivo se centrifugó a 5500 g durante 15 min a 4 o C, luego de lo cual se filtró a través de
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una membrana GV Durapore PDVF (Millipore) con un tamaño de poro de 0,22 Fm para

descartar e[ resto de las células no separadas durante la centrifugación.

El protocolo empleado para la extracción y coricentración de las proteínas de la

fracción extraceldar de A. ferrooxidans f'¡e el método PRMIv! cuya solución contenía 0,05

mM rqo de pirogalol, 0,16 mM molibdato de sodio, 1,0 mM oxalato de sodio, 50 mM

ácido succínico y 20 % (vlv) de metanol ajustado a pH 2 con HCI concentrado (Caldwell y

co|,2003). Un volumen de esta solución se agregó a un volumen de sobrenadante, luego se

ajustó a pH 2,8 con NaOH 5 N. La mezcla se incubó a temperatura ambiente du¡ante dos h

yluegoa4oCdurantetodalanocheparaluegocentrifugara12500gdurantelha4oC.

El precipitado obtenido se lavó tres veces con etanol al 100 % y luego una vez con etanol al

70 o/o, y el etanol fue remoüdo del pellet final de proteínas por evaporación a temperatura

ambiente. El precipitado seco de proteínas se guardó a -20 o C hasta su uso.

3.4 OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS CELULARES TOTALES

Las células obtenidas luego de centrifugar e1 medio de cultivo y separar el

sobrenadante se lavaron 4 veces con 1as sales del medio 9KL¿ (pH 2,5). Pua obtener un

extracto total de proteínas, las células se resuspendieron en 15 pL de amortiguador de

sonicación por miligramo de celulq el cual contenía 10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM

MgClz y 50 pglml de RNasa pancreática. Se agregó un cóctel de i¡hibidor de proteasas

(SlGMAl en proporción de 1 gL de cóctel por cada 4 mg de peso húmedo de células y

luego éstas se sonica¡on con el Homogenizador MISOND( XL-2010 en lapsos de 20 s,

dejando las células 40 s en hielo entre cada lapso de sonicación. La concentración de
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proteínas se obtuvo mediante el ensayo de Bradford usando albúmina de suero de bovino

como eslándar. Posterionnente se trató la muestra con DNasa (50 pglml concentración

final) por l0 min en hielo.

3.5 ANALISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GELES

DE POLIACRILAMIDA

3.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturatrtes

Las muestras para la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturantes se trataron con amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) que contenía: Tris-

HCI 0,0625 M pH 6,8, SDS al 2 oA, glrcerol al 10 o/o, 
B-mercaptoetanol al 5oA y azul de

bromofenol al0,06 %. Se calentó la mezcla a 100 o C durante 5 min, luego se centrifugó

a 10000 rpm por 5 min para quedarse con las proteinas solubilizadas en este

amortiguador.

Las muestras para electroforesis bidimensional sin alcanzar el equilibrio (2D-

NEPHGE) se trataron con un amortiguador de rehidratación que contenia urea 9,5 M,

Nonidet P-40 al 2 oA, anfolitos al 2 oA (pH 3-10, nionado) y p-mercaptoetan ol al 5 Vo

(O'Fanel, 1975).

Se prepararon geles Fra la electroforesis de acuerdo a lo descrito por Laemmli

(1970) Se usaron geles con un gel concentrador al 3 Yo y un separador al 12,5 o/o en

poliacrilamida en presencia de SDS al 0,i 70. La electroforesis se corrió a 50 V hasta que la

muestra ingresa completamente al gel concentrador para luego someterla a 150 V hasta que

el azul de bromofenol alcanzzra el extremo inferior del gel. Para estimar el peso molecular
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de las proteinas a analizar, se utilizó el marcador de peso molecular BenchMarkN

(Invitrogen),

3.5.2 Electroforesisbidimensionaldeproteínas

La electroforesis bidimensional se llevó a cabo segun 1o descrito por O'Farrel en

1975 y O'Farrel y col en 1977. La primera dimensión consistió en una electroforesis en

gadiente de pH de 3 a 10, sin alcaÍzar el equilibrio OIEPHGE). La solución del gel

contenía Urea 9,2 M, 2 o/o Nonidet P-40, 3,8 % acrilamid4 0,2 Yo bisaci,lamidU 2 %

anfolitos (del rango de pH 3 a t0 BioRad@), 0,02 % persulfato de amonio y 0,074 o/o

NN,N',N'-tetrametilendiamina. La muestra se aplicó en la parte superior del gel y se

cubrióconunasolución9Mureayl%anfolitos(0,8%anfolitospH5-7,0"2%anfolitos

pH 3-10, BioRad@). La electroforesis se realiá de modo que la parte superior de la cámara

(rinodo) contuüese la solución de H3POa 10 mM y la inferior (cátodo) tuviera ia solución

de NaOH 20 mM. Los geles con las muestras de interés se sometieron al isoelectroenfoque

durante 5 h a 400 V, luego de lo cual los geles se equilibraron y lavaron en una solución

que contenía 10 % glicerol, 5 % B-mercaptoetanol, 2,3 % SDS y 0,0625 M Tris-HCl, pH

6,8 durante 90 min, cambiando la solución cada 30 min. Luego se lavó dos veces con agu¿r

bidestilada durante 10 min, para luego enjuagar el gel en amortiguador de corrida de

Laemmli. La segunda dimensión se llevó a cabo según lo descrito en el punto 3.5.1 a

excepción de que el voltaje usado fue de 50 V durante toda la electroforesis. Sobre el gel

concentrador se colocó el ge1 de la primera dimensión y se cubrió con solución de agarosa

al I o/o con az)7 de bromofenol al 0,01 7o.
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3.5.3 Tinción de los geles de poliacrilamida

Tanto los geles monodimensionales como los bidimensionales se tiñeron con azul

de Coomassie G-250 o mediante nitrato de plata-

Para el caso de la tinción con azul de Coomassie G-250, los geles se fijaron durante

nna hora en wra solución que contenía 50 %o etanol y 2 o/o ácido fosfórico, luego de lo cual

se tiñeron toda la noche con una solución que contenía 34 %o metanol,0,1 % Coomassie G-

250, 2 % ácido fosfórico y 15 % sulfato de amonio. Una vez que los geles se tiñeron

completamente, éstos se destiñeron con lavados sucesivos de agua bidestilada (Neuhoffy

col, 1988). Un método altemativo usado para la tinción de los geles bidimensionales

correspondió al denominado Blue Silver, el cual es una modificación del protocolo de

Neuhoff que involucra el aumento de la cantidad de Coomassie usado en la mezcla de

tinción de un 0,1 oAa0,12 o%y el aumento de1 ácido fosfórico de2Voal 10 % (Candianoy

cols,2004).

La tinción con nitrato de plata se efectuó según lo descrito por Rabilloud y col

(1988) y Shevshenkoy col (1996).

Una vez teñidos los geles, éstos se conservaron a 4 o C en agua bidestilada con 20

% sulfato de amonio.

3.6 DETERMINACIÓN CUANTITATTVA DE PROTEÍNAS

Se realizó de acuerdo al método de Bradford (1976) usando el Coomassie Plus

Protein Assay Reagent Kit (Pierce@) y el Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad@).

La cuantificación de las proteínas que unen el rojo de pirogalol se realizó

espectrofotométricamente a 540 nm, para 1o cual se elaboró preüamente una cuwa de
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calibración con concentraciones conocidas de albúmina de suero de bovino precipitadas

mediante el sistema PRMM (Pagliai,2007).

3.7 SELECCIÓN DE PROTEINAS

ESPECTROMETRIA DE MASAS

SE('UENCIACION POR

3.7.1 ldentificación de las proteínas de la fracción extracelular de A. ferrooxidans

Las proteínas de la fracción extracelular completa de A. ferrooxidans crecido en

azufre elemental, precipitadas usando el método PRMM, se solubilizaron directamente

en amortiguador de carga para proteínas y una alícuota de cada muestra, de

aproximadamente 20 pg de proteinas por carril, se separó en un gel SDS-PAGE, y

posteriormente se tiñó con azul de Coomassie G-250. El análisis de esta fracción

completa se realizó gracias a una colaboración de nuestro laboratorio con el Dr. Donald

Hunt en el Laboratorio de Espectromelría de Masas de la Facultad de Química de la

Universidad de Virginia en Estados Unidos. Cada porción del gel que contenia las

proteínas así separadas fue cortado en 5 partes y se realizó la digestión con tripsina de

acuerdo al protocolo de Shevshenko y col (1996)

Los péptidos obtenidos de la digestión de las proteínas extracelula¡es se

analizaron en un equipo de HPLC Agilent serie 1100 (Palo Alto, CA, USA) acoplado a

un espectrómetro de masas de transformada de Fourier LTQ-FT (Hybrid Linear Ion

Trap Fourier Transform) (ThermElectron, San José, CA) para la separación y análisis en

línea de los péptidos. Con esto se obtuvo la infonnación de la secuencia de cada una de

las proteínas presentes en la fracción extracelular de A. ferrooxidans ATCC 23270

crecido en azufre elemental.
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3.72 Seleccién de las proteínas mayoritarias en la fracción extracelular

En los geles bidimensionales del proteoma extracelular de A. ferrooxidans, se

midió por triplicado la intensidad de 1as manchas presentes mediante un software de

tratamiento de imágenes llamado Qmntity One, versión 4.21 (Bio-Rad). Para la

identificación de las proteínas extracelulares, se selecciona¡on y aislaron las manchas

más abundantes a partir de estos geles bidimensionales y luego se sometieron a digestión

con tripsina. La solución de péptidos resultante se analizó y secuenció mediante

espectrometría de masas (MS) con un equipo de ionización por electro-spray y

analizador de tiempo de vuelo (ESI-QUAD-TOF). Las muestras se procesaron en el

Centro de System Biology de Cambridge, Universidad de Cambridge, Reino Unido. La

información obtenida con la espectrometría en trindem (MSA,ÍS) se usó para identificar

las protelnas usando el software MASCOT (http://www.matrixscience.com) contra la

base de datos de proteínas de A. ferrooxidans ATCC 23270.

3.8 ANALISIS 1z §i/¡'c¿ DEL GENOMA DE A. ferrooxidans ATCC 23270

3.8.1 Búsqueda de ORFs con posibles señales de secreción

Con el fin de identificar las posibles proteínas transportadas mediante las üas de

secreción de tipo Sec, Tat, Lipoproteico y No Clásico de A. ferrooxidans ATCC 23270 se

analiá su genoma anotado y disponible (www.tigr.org) empleando el servidor SubCel

1.0 (www.cbs.dtu.dk). Este servidor incluye los progamas SignalP 3.0, TatP 1.0, LipoP

1.0 y SecretomeP 2.0. Además incluye el programa TMHMM 2.0 que predice proteínas

con posibles dorrinios de transmembrana (Bendtseny col, 2005b).
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La masa molecular y el punto isoeléctrico de las proteínas identificadas por

esp€ctrometría de masas así como de las predichas a poseer señal de secreción se

obtuvieron usando la heÍamienta ProtParam (http://www.expasy.chltools/protparam).

Se empleó el programa BlastP del Nacional Cente¡ for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm,nih.gov) en las búsquedas de la identidad en las bases

de datos-

3.8.2 Análisis de las proteínas encontr¡das en la fracción extracelular

Las proteínas secuenciadas a partir de la fracción extracelular completa de l.

ferrooxidans crecido en azufre elemental se compa.raron con los ORFs sometidos al análisis

de SubCel 1.0 para identificar cruiles de estas proteínas encontradas en la fracción

extracelular poseen posibles señales de secreción.

3,8.3 Identificación de los posibtes sistemas de secreción de proteínas

Para predecir algunos de los posibles mecanismos involucrados en la secreción de

las proteínas en A. ferrooxidans se utilizo una base de datos (con las secuencias de

proteínas de 225 genomas bacterianos) que agrupa los diferentes sistemas de secreción

descritos (I, II, m, [V y \D (ww\¡/.cbs.dtu.dk) y se comparó mediante la herramienta

BlastP la similitud de estas proteínas contra el genolna de la cepa AICC 23270 de A.

ferrooxidans. Adicionalmente se consultó otra base de datos con información relevante y

disponible sobre los componentes de los sistemas de secreción de tipo II, III y IV

(KEGG pathway; www.genome.adjp). Junto a esto, se buscó en el genoma las proteínas

ya anotadas y descritas a pertenecer a algún sistema de secreción.
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Rnsulraoos

4.1 Identilicación de los sistemas de secreción de proteínas

El primer paso de nuestro análisis fue identificar los posibles sistemas de

secreción presentes en el genoma de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans

involucrados en el transporte de las proteínas desde e1 citoplasma hacia el medio

extracelular. Para lograr esto se utilizaron 2 bases de datos con las secuencias de

proteínas conservadas e identificadas a pertenecer a cada una de estas vías (I ) V) (Fig.

3), correspondiendo estas bases de dafos a "Secretion systems Overview" y "KEGG

Pathway Database - Folding, Sorting and Degrddation".

El análisis in silico sugiere la presencia de los 3 componentes fundamentales del

sistema tipo I, los cuales parecen estar contenidos más de una vez en el genoma de este

acidófilo. En el caso del sistema II, se identificaron prácticamente todos los

componentes de las translocasas Sec y Tat, y algunos de la vía II en sí (vía general de

secreción) y la maquinaria de ensamblaje del pili tipo IV. Así mismo se detectaron

proteínas que participan en la secreción mediante el sistema tipo V de los

autotransportadores, y una proteína de la familia Usher que puede participar en el

transporte a través de la membrana efema hacia el medio efracelular. Reportes previos

ya identilicaron la presencia de los genes necesarios para la secreción del sistema tipo

IV (Baneto y co 1,2003; Y d,enz:uela y co\,2006).

La lista de las proteínas identificadas en A. ./brrooxida¡ns se detalla en la Tabla l,

a excepción de aquellas que participan en la formación y ensamblaje del pili tipo IV. No
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se encontraron ortólogos para las proteínas pertenecientes a los sistemas III y M, por lo

que se puede suponef que estos dos sistemas no se encuentra¡ pfesentes en la bacteria.

Tabla 1. Componentes de los posibles sistemas de secreción de proteínas en A. fenooxidans
ATCC23270,

SISTEMA TIPO I
AFE_0247 proteína de secreción, familia HIyD
AFE_0412 ATPasa sistema de secleción lipo I (txarsportador ABC familia HlyB)
AFE_0413 proteina de fusión de membranas sistem¿ de secreción tipo I, familia HlyD
AFE_0415 proteina dg membrana extema sistema de seseción tipo l, putativa (dominio ?o/C )
AFE_0929 prot€ina de mcmbrana externa de secreción y eflujo de toxina (dominio 7blC )
AFE_0930 transportador ABC de secrectiótr dc toxir¡a, proteí¡ra de unión a ATP. familia Hl,vB

AIE_0931 proteina de secreción de toxira. familia HlyD
AFE_I478 pro¡eina dc soareción, familia HlyD
AIE_2181 transportado¡ de resisisflcia a drogas, putativo (proteina dc secreción fdrrlilia HlyD)
AFE:¿422 transportado¡ ABC. proteína permeasa de unión a ATP (transpotador ABC familia lllyB,
AFE 2463 proteina d€ mcmbmna ext€ma sistoma de secreción tipo I, familia TolC
AFE :¿771 proteina de soc¡eción, familia HlyD
AFF._r985 sistema de eflujo RND, lipoproteína de embrana exiema (dominio IolC)
AIE_2986 proteinaJlg sec¡eción de resistencia a dr!E.!q!qry!__, ,fBj!9!9geción familia lll.yD )

SISTEMA TIPO II
AFE_0473 prsproteí& dc la t¡arslocasa, subunidad SecG
AFE_0968 preproteína de la translocasa, subunidad SecB
AIF._I037 p¡eproteha de la &a¡slocasa, subunidad YajC
AFE_I038 proteina de membrana de exportación, SecD
AFE_I039 prokina de mcmbrana dc exportación, SecF
AFE 2685 prcprotei[a de la Íanslocasa- subunidad SccY
AFE.I¿719 preproteína de la t¡anslocasa- subunidad SecE

AFE_2803 prcproteína de la translocasa, subunidad SecA
AFE]992 piotcina de membrana intcrna. 60 kDa (frdc )
AFE_0060 p¡oteina de la tra¡slocasa Sec-independiente, TatC
AFE_0061 proteína de translocación argininas gemelas, TatB
AIiF_0062 prot€ina de translocación argininas gemelas, familia TatA/E
AFE_3201 p¡oteina de t¡anslocación a¡gininas gemelas, familia Tat {/E
AFE l0l5 peptidasa del peptido scñal SppA, tipo 67k
AIE_1683 señal peptidasa I [L€pB]
AFE_2483 señal peptidasa lI [LspAl
AFE_0401 proteína bactcriana de secrecióo tipo IVIII (superfttmilio de Secrerinas)
AFE 1960 proteina de sistema de soc¡eción tipo IVIV Q)rctetnq E sistena de secreción tipo Il)
AFE_2075 poteina de snsamblajs pili lipo IV, PitC Q)rotelnd F sistena de secreció tipo II)
AFE-076 proteína co¡ domido pilina Qtroteina H vio general de secreciék)
AFE_2203 proteina A via general de secreción, putativa
AFE-2305 proteina ensa¡nblaje de fimbria PilQ, putativa (supetfctmilia ¡le Seclet¡ as)
¿JE-621 pilina, putátiva (protelns Gvio geteral de secreción)
AFE 2840 peptidasa de la prepilina pili tipo iV, PilD Qtroteína O via generalde secreción)
AFEJ843 proteinade s\\sanlblaje pllitipoN Q)lotelnct E listema de secrcc¡ón tipoII)
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continuación...

AFE_1387
AFE_1388
AFE_1389
AFE_1390
AFE_1391
AFF_1443
AFE_1445
AFE_1447
A¡E_I448
AFE_1451
AFE 1464

proteim tipo conjugación (vnB I )
protsíDa d6 conjugación y hansferenci4 putativs (TrbI)
proteioa de conjugación y transferencia, putativa (T¡bG2)
proteina de conjugación y transfe¡enci4 putativa (TrbGl)
proleína de conjugación y Ea¡sferencia (TrbF)
proteína de conjugación y transferencia (TrbL)
prot€íúa de conjugación y transferencia (TrbJ)
proteína de conjugación y aansfercncia (TúE)
p¡oteína de conjugación y t¡ansferencia (TrbD)
protsi¡a conj"gación tipo-P (TúB)

consen ada

hcmaglutinina
AFE-I077 proteina familia PspA/1M30
AFE_I872 proteina autotansportadora de menlbmna extema, putativa
AFE 1873 de membÉna extcma

La búsqueda in silico de los posibles sistemas de secreción en A. ferrooxidans es

un paso necesario para iniciar la caracterización de las proteinas extracelulares de la

bacteria, puesto que hasta ahora no existen reportes en los que se identifiquen las vías de

secreción de proteínas en microorganismos acidófilos. Por otra parte, durante el proceso

de arotación del genoma pueden cometerse errores, o bien, que esta anotación no

entregue información concreta. En el caso de A. ferrooxidans, pudimos observar que

algunas proteínas presentaron alto porcentaje de identidad con componentes de los

sistemas tipo I y IV, a pesar de que la anotación entregaba otro tipo de información.
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4,2 Identificacién ¡z s¡7¡lco de las proteínas con posible señal de secreción

Se analizó in silico el genoma anotado y disponible de la cepa ATCC 23270 de

A..fetooxidans, en donde se buscó para cada marco abierto de lectura la presencia de

posibles señales de secreción empleando el servidor SubCel 1.0. Éste incluye algoritmos

para los programas SignalP 3.0, que predice la presencia de señales tipo Sec; TatP 1.0,

que predice señales de tipo Tat; LipoP 1.0, que reconoce señales de tipo lipoproteicas;

TMHMM 2.0, que predice proteinas con regiones de transmembrana; y, SecretomeP 2.0,

que reconoce proteínas secretadas mediante la via no clásica.

Del total de ma¡cos abiertos de lectura analizados (3170), un total de 824

secuencias de proteínas dieron positivo a contener posibles señales de secreción de

acuerdo a los programas mencionados anteriormente (Fig. 4).

: Sur señ¡rl

: TLiursr-neml''rturir

1%(11)

: Sec

= l.ipoproLeÍIa

= No Clásica (SecretomeP)

= Finl'ri¿r (prep,lino)

Figura 4. Predicción de la señal de secreción en las proteinas áe A. Jbrrooxidans ATCC 23270
anotadas por el TIGR (A). En (B), la distribución de las proteinas excluyendo aquellas sin una
señal reconocida. Entre paréntesis se rnuestra la cantidad de secuencias predichas a poseer señal
de secreción para cada caso.
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Destaca la cantidad de proteinas identificadas mediante el algorihno TMHMM,

que reconoce proteínas de membrana, siendo casi la mitad del total de proteínas con

algun tipo de señal de secreción. Por otro lado, aparecen 259 proteínas predichas a

poseer pépido señal de tipo Seo, e1 más comúl en todos los microorganismos,

equivalentes al 3l o/o de todas las proteínas con señal de secreción. Es interesante

mencionar las 110 proteínas que pueden ser secretadas mediante la vía no clásica, entre

las cuales podrían encontrarse proteínas con señales aún no identificadas o

pertenecientes a sistemas de secreción aún no descritos.

Estas 824 proteínas que dieron positivo a poseer algún tipo de péptido señal, y

según la afiotación disponible en TIGR, se agrupafon de acuerdo a su frrnciór¡

encontriíndose w 34 o/o de proteínas que no poseen una frrnción asociada, siendo

anotadas mayomente como proteínas hipotéticas. El66 o/o de las proteínas anotadas con

alguna función se analizó en la misma base de datos de TIGR y se agruparon de acuerdo

a las categorlas funcionales (Fig. 5), destac¿ndo la alta cantidad de proteínas

relacionadas al transporte y unión, la envoltura celular, los procesos celulafes, e1

metabolismo energético y otro grupo con función desconocida.

Los resultados de la predicción de la seña1 de secreción usando el sewidor

subcel y la anotación del TIGR para estas 824 secuencias se adjuntaa en la tabla 5 de la

sección Anexos.

30
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Figura 5. Análisis de las categorías fi¡ncionales de las proteínas con posible señal de secreción

iA. ferrooxidans ATCC 23270 de acuerdo a SubCel 1.0. En (A) se agfupan las proteínas de

acueráo a si éstas tienen firnción asociada o no, y en (B) según sus categorías firncionales.

43 Anáüsis del proteoma extracelular mediante geles bidimensionales

4.3.1 Comparación del proteoma extracelular ver§us un extracto total

Se crecieron cultivos aeróbicos y con agitación constante a 60 lpm en medio 9KM

y las pfoteínas presentes en la fracción extfac€lular §e obtuvieron precipitando el

sobfenadante de cultivo de esta cepa en fase exponen cial tatdia mediante el sistema

PRMM, puesto que anteriormente demostramos que esta metodología presentó el mejor

rendimiento de precipitación en comparación a otros protocolos (Pagliai, 2007). De este

modo, compafamos la§ proteínas de la fracción extfacelular de A. ferrooxidans con un

extracto de proteinas celulares totales de este acidófilo crecido en el mismo sustrato
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(Fig. 6). Las muestras se sometieron a electroforesis bidimensional para obtener una

separación eficiente de las proteinas de cada extracto. La primera dimensión consistió en

un NEPHGE en gradiente de pH de 3 a l0 (O' Fanell, 1975). La segunda dimensión

correspondió a un SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Fracc¡ón Extracelular

3Z

A

so*

.t*

to,

50 Ja

Écráctototal

¡'"
:ot

Figura 6. 2D-NEPHGE de proteínas extracelulales (A) versus las proteínas de un extracto total
de células (B) de A. Jérrooxidans. Las flechas indican las proteínas que aumentan su intensidad
en la fiacción extracelular.

Usando esta metodología de separación de proteinas fue posible visualizar al

menos 1 1 proteinas que cambiaron su intensidad, aumentando en la fracción extracelular

con respecto a las del extracto total de células. El perfil de proteínas en ambos geles fue

muy diferente, lo cual nos dio un primer indicio de que las proteínas obtenidas desde Ia

fracción extracelular no provenían únicamente de la lisis celular.

*l*d.
* l.-.-
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4.3.2 rdentificación de las proteínas mayoritarias presentes en ra fracción

extracelular

A partir de los geles bidimensionales del proteoma extracelular de l.

ferrooxidans tefridos con azul de coomassie G-250 (Fig. 7), se midié la intensidad de las

12 bandas mayoritarias mediante el software Quantity one. Esfas manchas se aislaron

individualmente del gel y se secuenciaron mediante espectrometría de masas (ESI-

QUAD-TOF) (Tabla 2). Pese a que la mancha #5b no era una de las más abundantes,

nos llamó la atención que ésta apareciera migrando de mane¡a muy similar junto a las

manchas #5 y #5ay por esto fue incluida en el anrílisis.

(kD.)
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Figura 7. 2D-NEPHGE de proteínas extracelulares de A. ferrooxidar¡s crecido en azufre
elemental. En círculos se muestran las manchas mayoritarias presentes en 3 repücas biológicas,
las cuales se aislaron de los geles y secuenciaron para poder identificarlas.

2l
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Las secuencias de aminoácidos obtenidas mediante la espectrometría de masas

nos pennitió identificar aquellas proteínas mayoritarias plesentes en la fracción

extracelular de la bacteria crecida en azufre. Para cada una de ellas se le calculó su peso

molecular, su punto isoeléctrico y se buscó la presencia de posibles señales de secreción

mediante herramientas bioinformáticas, y con los péptidos obtenidos en la secuenciación

se determinó el porcentaje de cobertura que éstos representan en cada proteína.

Tabla 2. Lista de las proteinas mayoritarias presentes en la fracción extracelular de l.
ferrooxidms NICC 23270 crecido en azufre elemental.

34

1 AFE-2996 proteína de membrana externa

2 AFE 3006 protefna co¡ dominio LysM

3 AFE 2981protelna periplasmática de unión asoiuto

4 AFE,115X transportador ABc de fosfato,
protefna per¡plasmát¡ca de un¡ón a fosfato PstS

5 AFe-2516 isomelasa cietrans peptidil_prolil, t¡po PPic

AFt_o157 proteína hipotética

5a AFE 2516 isomerasa cis_trans peptid¡lp.olil, t¡po PPIC

5b AfE-2516 isomerasa.ls-transpeptidil-prolil,tlpo PPlc

6 AFE,2982 proteína con secuen.ia señalTat

8 AFE_29a2 proteína con se.uencia señalfat

9 AFE_3la6rusticianina

10 AFE-2495 ch¿péronina,10 kDa groEs

13 AFE-1586 transportador ABC, proteína periplasmát¡ca
dÉ unión á sustrato

s3,1 9,15

37,6 9,52

36,1 9,1

37,9 9,27

29 9,24
31,1 10,8

19,9

10,7

33,5

29,5 6,55

39,3

48,8

36,6

43

34,7

41,9

36,4

32,2

35,8

63,s

47,3

Func¡én desconoc¡da

fransporte yun¡ón

Transportey unión

Destino de proteínas

H¡potét¡ca

Func¡ón desconocida

Metabolismo

Deslino protefnas

fransport€ yun¡ón

Envoltura celular

8,85

5,7

9,31

7,7

36,8

2,6

2,7

1,5

1,2

3,6

6,7

7,5

3

5,6

Sec

Sec

Sec

Sec

1024

131

10310

1433

832

246

445

437

57

4

273

54

9

41

2t

19

3851 108

241 11

5655 181

fat

5ec

X

Sec

4.4 Análisis de la fracción completa de proteínas extracelulares de A. ferroortdans

Finalmente, y gracias a una colaboración con el Dr. Donald Hunt de la

universidad de virginia, analizamos la fracción completa de las proteínas exhacelula¡es

de A. ferrooxidans cuando la bacteria se creció en azufre elemental. La secuenciación de

16 AtE-3018 proteína chaperona del pil¡, putativa 26,6 !1'5
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este extracto por LTQ-FT MS pennitió identificar un total de 177 proteinas, las cuales se

analizaron y compararon mediante el servidor SubCel i-0. A cada una de estas

secuencias se les determinó la presencia de señal de secreción, la masa molecular y el

punto isoeléctrico (Tablas 3 y 4). Se observó que 92 proteínas identificadas en este

extracto, equivalentes al 52 % del total, presentaron posible señal de secreción. Un

resumen de la metodología empleada se muestra en 1a figura 8-

35

777
protelnas

identificadas

92
protelnas

identificadas con
posible senalde

secreciónFT-rTQ-MS

Figura 8. Identificación del proteoma extracelular de A. ferrooxidans ATCC 23270. Esre
extacto se separó mediante un SDS-PAGE para su posterior secuenciación por espectometría
de masas acoplado a transformada de Fourier (FT-LTQ MS). Las proteínas así identificadas se
compararon con los marcos abiertos de lectura sometidos al análisis de SubCel i.0 permitiendo
detenninar cuáles de estas proteínas poseen posibles señales de secreción.

Esta secuenciación permitió confirmar 1a presencia de 73 proteínas que hasta la

fecha no han sido identificadas en otro espacio subcolular. Las otras 104 proteínas

habian sido previamente identificadas también en el espacio periplasmático de esta
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bacteria crecida en azufre elemental (Chi y col, 2007). La coinoidencia de estos

resultados puede ser explicada porque muchas de estas proteínas aparecen en el

periplasma como precu¡sores de proteínas secretadas, o bien porque son proteínas

periplasmáticas o asociadas a la membrana que se liberan al espacio extracelular.

Tabla 3. Proteínas con señal de secreción identificadas en la fracción extracelular de l.
ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre.
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AFE PM pI
(kDr)

Señal de Nombr€ Proteín¿

Dest¡rración de ptoteinas (1)
259 53.4 '1,3 SienalP s€rin protcasa, faúilia IX)D€qQ
ll99 32.2 9,3 SigrialP proteina hnc GflC)
1214 25,9 5,88 SecretomeP poteína de intercámbio tiol:disulfino, pulativa
1685 49,7 1,14 Sig¡¡alP serin proteasa, famila DO/D€qQ
2129 55.3 8.53 Srg¡aP ¡omerasa cis-trans peptidil-prolil D
2514 50,8 E,93 SignalP peptidasa osrboxi-termi¡al (clpA)
2516 28 9,24 SignafP isomerasa ojs-trars p€ptidil-prolü tipo PPIC

Enwltura celular (16\
158 15,5 11,3

186 41.3 8,76
297 10,3 9,42

535 42 9,32
560 47 E,59

745 40,1 9,3'7

850 16,2 4.49
2087 57,4 7,38

2445 13,6 10,3

262t 17,7 5,09
2654 36,9 5,92

2122 22,9 9.4

2aa2 65,1 8,34

2953 t9,6 6,4
2996 53,t 9,15

3018 26.6 11.5

f-ip"P lipoproteÍna,putativa
SignafP oa¡boxipeptidasa D-alanil-D-aianin¿

LlpoP lipoproteíla,F¡taüvá
SrgnalP carboxrpeptrdasa D-alanil-D-alaniru

SADaIP prcteina de rnemtmna extorna, fsmilia oMPPlFadL/TodX
SecretomeP lipoproteíDa, putati\ra

LrpoP lipoproteina,putatirr
SigEaP protei¡a periplasmática de biosintesis de gluca¡os, MdoG
LrpoP lipoFoteín¿,putativa
SignalP pilina,putativa
Sig¡alP Foteir¡¿ de n',embra¡a eKeñta, faúili, oMPPI/FadL/TodX
SignalP proteins de la famili¿ OmpA
LlpoP üpoproteina,putativa
LrpoP üpo¡noleina asociada al peptiCoglicano, pütstil'a
Sig¡alP proteíoa de nEmbrana exteÍia
SieIr¿lP D¡oteiD¿ chaDerona dcl Dü. oulativa

F u n ción de.coh ocida (1O\

E41 43.2 9,61 SignalP prcteina con dom.inio repetido PQQ

851 22,2 8.4 SignalP Foteína con domiÍio dsbc
Il47 24,2 9,22 Lip"P proteína con domirio dsbc
ll54 11,7 7,a2 SigrnlP p¡oteina con dominio repetido PQQ

1396 7E,3 9,36 TatP p¡oteir¡a con señai de la üa Ta1

2516 23,4 9.23 SigralP p.otei¡a de la farnilia tipo YceI
2650 37,6 7,77 SigmlP proteína de la familio Erfla/YbiS/YcfS/YnhG
2974 29,5 6.24 TatP proteba con seláI de lá vía Tat
29Ez 29.5 6,55 TatP proteina con señal de la via Tat
3006 37,6 9,62 SiprralP proteina oon domino LvsM

Maabolismo intetmediaio cenl¡al (l)
2979 23.8 9,36 Sis,ülP proteúra inducial¿ en azufre/pi¡ita/tiosuliato
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continuación. . .

Nombrc PtuteineS€ñ¡l de

secrcción

A¡E pM pI
(kDa)

Mát b o I lismo er, ¿tg ¿tico (7 |
373 10,8 9 SecretomeP

376 22,6 8,7 5 SignalP

378 22,9 9,75 Srgrr"P
555 15 4,?4 SeoretomeP

1655 23.2 9,77 SignalP

3180 25,2 9,2 Srg¡taP
3186 19,9 E,E5 Sic¡¡alP

oxidasa de hie¡¡o (i¡o)
rcductasá ubiquinol-oitocromo C, subuúd¿dhierro-azute (petA-2)
citocromo c,4 (cycA-2)
proteina dcl sistema de clivaje de güciru, putatit¡
citocrorno c552, putativo
oitooromo c552 (cycl)
rusticianina (rus)

P¡oepca< ¡plula¡a< lat

1445 26,2 4,52 SrgnaP proteira de coÍjugación y üarsfcrericia (TrhT)

2601 28 8,66 l,ipoP lipoprote{na de coúpctencia ComL, pulativa
2865 23.5 9,33 SigralP proteina ¿le tolenncia a lolue¡o, pulatilB
2958 32.9 10,2 SigfialP proteína ToLA

Prcte{ qs de ufi jn (14

50,8
3"1,',l

40,'7

3'1,9

25,2
33,5

38,4
20,1

31,'7

36,4
44,7

36.6

proteiDa de ÍE¡¡t'ram externá de735
'736

848

1151

t256
1586

1590

l63l
1648

2438

27'l I
2951

29'75

2981

9,29 Srgp8lP

9,04 LipoP
1,05 SigralP
9,21 S,grrP
9,08 Sigr"P
9,31 SignalP

9,12 SiSpaP
9,69 SrSnuP

9,41 SignaIP

8,51 SienalP

8,89 SignnlP

7,85 SignalP

8,73 SignalP

36,7 9,1 SisalP

trarisportador de eflulo, familia RND, sub&idad MFP
porina selectiva de carbohidratos, fomiLa OptB
transportador AIIC de fosfato, proteina periplasrfiítioa de uniór a fosfato PstS

proteinr de tolermloia a toluerc, putatiB
tÉnsportador ABC, prot€íná periplBs¡rÉtior de uniór fl sr.¡strato, putativa

transportador AIIC de cornpue§os de híerro, protéina p€riplasrÉtioa de unióD a hierro
proleina de nEmbratra enent¿ famliá OmpH

t¡arspofador AIIC ¿le fosfato, prcteína periplasrtuitica de unión a fosfato (psts-2)
transportador ABC de calio¡es, proteí¡á pcriplasmátic¿ de unió[ a cationes, put¡tiva
protoír¡a d€ secr€ciór! familia HlyD
proteioa con rsp€tidos del sisterDa propulsor beta tol-pal TolB
proteínB periplamútica de unióÍ a soluto, putativa
proteína periplásnüítica dE \¡nión a sofuto, putati\a

Síntesis de proteinas (2)

2717 15 9,84 SecrctomeP proteípa ribosoflal Ll I (rplK)

ORFI no anotado po¡ ruGn (5f
5l
ó75
1450

1302
4616

lS.5 1,25 SiSpalP gene hipotético predicho po. Glir[lllrer
13.5 10,2 Sig¡alP p¡oteiDa de resistencia a cobre CopC lBurfuolderiairngoru )
20,5 9,4 Sig¡alP proterJ],a pústí\E lAqifex aeo licus l
16,8 9,33 Srg¡álP gene bipotético Fedicho por Glinmrer
32,2 9,99 SecretoúeP protei¡ahipotética[Xakrrnianetallidurunsl
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conlinuación...

NoEbr€ Pmtel¡rS€ñ¡l dc

§ei§¡acrcr¡

AFE pM PI
(kD¡)

holeínos
136

153

157

292
45',7

610
811

981

t023
Iu0
I158
1.166

2236
2398
2429

2434
2570

2910
2928
2954
3060

3099

3106

3t8l
3197

65,9

16,s

31.2

15,5

15,4

10,9

27.2

23.5

11,5

16,1

33,4

34.9
I 1,2

23,2
46.3

44,5

t'7,'7

52.2

14.8

1'1

21,1

23,',l

19.9

11,5

9.89
9.12
10,8

9,1

9.',71

12,2

9.9

8.94
5,26

10

6,54

5,93

9,52
9,55
9,O4

8.78
9,83

9.3I
7,8

8,91

10.2

8,54

10.6

8.54
9,48

Sig¡ralP proteir¡a hipotéticaso.servada
SecrctomeP p¡oteína Lúpotética

Sig¡rálP prot€iD¡hipotética
SignalP proleinah¡potética
SignalP protel¡ahipolétisa
SigDalP protel¡ahipotética
Sig¡alP protelrahpotéticacons€rvada
SiglalP protein¿hipotética conseñad¿

SecretomeP protel¡a coD domido conservado

SignalP proteí¡abipotélica
TMHM\4 pIoteiia hipotélica conse rva¿la

SecretomeP protel¡ahipotética
SiSolP prot€inahipoléticaconservad¿
L,poP p¡otelnáhipotérica
SAnalP proteinahifntética
S.grálP ploleínahipotética
SigDalP ploleinÁhipotéticáoonservada
SrgrlP proteiia coo domtuio conservado
SignalP proteÍnah¡porética

SignalP Foteír¡a hipotétioa conservadá

S€cretomeP proteina hipot¿tica
SignalP proteínahipotética
SignalP protelr¡ahipotética

SrenalP proteíDa hbotética oonseñ?da
Sr€eaP protel¡áhipotética

Los nombres de las proteínas coÍesponden a los asignados por el TIGR. AIE, proteínas
predichas desde "TIGR - Cornprehensive Microbial Resource". pM, peso molecular. pI, punto
isoeléctrico. Este detalle también se aplica para la tabla 4.
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Tabla 4. Proteinas sil señal de secreción identificadas en la f¡acción extracelular de ,{'
ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azu&e.

AFE pM pI Nombre Pñrtei¡a
lkD¡)

Bíosíntais de aminoácidos (6\

1412 58,6 6,04 deshidrarasa Ácido-dihidroxi (ilvD-l)
2293 36,4 6,02 reduotoisomerasa ceto-acida (ilvC)

2491 34.4 5,85 aminotrarsfcrasa de aminoácidos (ilvE)
2506 42,1 5,12 sintetasa de la S-adenosiknetionina (nctK)
2571 51,8 5,1 sintctasa d€ la gl¡tá.rni@, tipo I (glnA)
2740 87,9 5,86 S-m€liltIansferasa de homocistelru (5-nEtilteiralidropteroiltrislut¿rnalo) (metE)

Biosirtesis de coÍadorcs (2)
'716 44,7 9,61 hidroxilasa2-octaplenil-6-rneloxrfeDoi(ubiH-2)
241I 2{.9 6.J oxidasa de piridoxam¡na s-lbsfalo (pd\H ¡

Deatino de ptotehas (8)
15 4a.2 5,98 proteina supervi\eúcia Su¡A (surA)
162 31,8 8,54 protel¡a de intercambio tiol:djsulnrro DsbG, puiariva

439 19 5,12 co-ohaperona GrpE (grpFl)

440 68,2 5,04 chaperona Dnak (dnaK)

1009 16,9 6,2 proteÍoa de shock de calor, familia Hsp20
1437 16,7 5,43 proteina de shook de calor, familü Hsp2O

2496 5a,6 5,2 ohaperoniru, 60 kDa (¡¡oEL)
2655 258 997 lDoDrotei¡E de membr l¡ exteñá LolA DuraliYE

Envoburu celulat (l)

39

I159 27.1 8-87 Droletura de biosercsis/estabiüüd del Dili tiDo IV PilW (oiIF)

Fanción daanocida (5)
444 38,2 5,67 proteftra Mrp
549 37,7 5,58 oxido¡eductasanuc¡eótido-disulfr.¡¡odepüdira
1369 33,2 9,6 proteina de uDún a GTP
140E 87,9 5,34 proteiria con dominio del factor von W-üetrand tipo A
2665 27.5 5.3 proteíI, con dominio AhpC/TSA lamiliá/siutaredoxina

F ah c ion ¿s ¡eg u I ator ias (21

1202 9,8 5,24 chape.ona RNAHfq (hfo
2511 21,8 6,12 proteíoa reptesom de uniótr a trp (wrbA)

Mdabolisrtu de DNA (3)
263 16,9 5.31 proteína de unión a hebra simple (ssb-l)
2130 9.4 9.7'1 $otek].á de unión a DNA lIU (hup)

2130 11,3 9 fsctor d€ integ.ació¡ al hospede¡o, subunidad beta (ih8)

Mdabollisña energaico (12'l
41 35,6 5,36 piruvato deshid¡ogenasa, eor¡ponente El , suburúdad beta (pdhB)
241 9,5 7,76 proteír¡a de la fámilia de las tioredoxinas
942 50,4 5,69 carboxilasa de ribulosa bifosfato, subunidad larCa 2 (cbbl2)
1242 23,3 5,15 feredoxin¿
1394 52,8 5,8 carboxilasa de nhrlosa bifosfato, suhnidad larga (cbbl2)
2383 11,9 4,59 tio¡€doxina (trx)
2502 32,8 5,95 lbsfonbdoquinasa (cbbP)

2504 50,6 5,44 aderpsilhomcisteinasa (a¡cY)
2618 39,5 5,4 t¡a¡saldolasa (taD

2837 3'7.2 5,5 fructosa-l6-bisfosfalasa(Ibp)
3084 51,6 6,17 piruvato quiú¡sá II (p!-kA)

3085 38,4 5,76 &uotosa-bisfosfaro a[1ohsa, cl¡se II (fba)
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continuación...
NombñPmteiB¡

Mddbolist o ¡nte¡med¡o¡io cent¡ol (21

2545 19,1 5,07 pirofosfatasa inorgánica (ppa)

P¡n¡¿sn< ¡olulna l*\

10'7'7 26,5 4,87 farnilia PspA[M30
1188 22,9 6,05 superoido disrnutasa (sod)

i39l 24,4 '1.14 ]jtroteíre de co4jugaci& y tra$fererEia (-IrbF)
1399 9,2 8,21 pepüdo B del ca¡boÉsoma

1.100 9,9 5,3 peptido del ca¡boxisoma

2062 22,4 5,69 adioxrdante, lamiüa AhIC/Tsa
245C) 7,4 6,72 p¡otEina de shock liio

AFE pM pI
(kDa)

Prcteínas de lronspoñe ), unión (1)

1539 7,2 5,77 proteina de uión a molbdeno-pte¡ira

Protdn qs h ipot¿lica s (l O)

542 11.9 9,69 proteiEa hipotética
545 8,3 6,19 proleim hbotet¡? co¡servada

564 12,8 4,25 p.oteína hipotéticá
714 9,5 4,17 profeínshtpotética conserva¿la

1425 39,4 5,64 profeím hipoléticá
1469 43,7 5,86 prot€im hipotética
1500 13,3 9,88 proteirla hipotétlca
2'175 i4,5 i 1,1 Foteina con domiñio conservado

29,69 8,9 6,87 proteiM hipotétic¿ c.rssrr?da

.qhroqi. lro n,¡'r¿tnd. t)4\
@
2a5 10,6 10,5 proteíns ¡jbosomal Sl8(rps]8)
435 9,1 11,2 protel¡s ntosomal I-28 (rpmB)
492 13,7 11,7 protei¡a ribosomal L20 (.plT)
'161 8,7 I1,4 Foteína ribosomal S21 (rpsu)
1637 2O,A 622 factor de reciciaje del ntoson¿ (fr)
1640 2a,1 5,71 pmtefta rtoosomal S2 (rysB)

46 92,a 5,92 facto¡ de inicio de la tmdusción 1¡-2 (infD)
26'l'7 14,2 11,1 proteim ribosortal LlT (¡plQ)

2680 14,2 I1,4 p¡oteir¡a ribosomal Sl l (AsK)
2681 13,4 10,9 prot€ina rftosom¿l 313 (rysl/D

2647 7,1 10,5 protefE ¡ibosomal t,30 (Anü)
2688 1&7 10,5 proteím dbosomal 55 (rpsE)
2693 2O.l 9,& proteír¡á ¡üosomal L5 (rplE)
2.695 13,4 10,5 protefú ¡ibosom¡lL14 (rptl)
2696 10,4 9,47 pIoteína ribosrnai Sl7 (rps17)
2698 15,5 I1,6 pIoteí!. ntosoDal Ll6 (rplP)

2701 10,3 I I,3 proteÍ¡a n¡osomal Sl9 (.pss)
?'7A5 22,4 11,2 protelrD ribosomal L3 (¡p1C)

2107 43,2 5,35 factor de elo¡gación de Ia t a&raión Tu (tuf- 1)

2709 18,1 10,5 proteír¡a rtuosomal 57 (rp6c)
7'll0 13,7 11,5 proteiia ribosomal Sl2 (rpsl)
2'715 18,7 10,3 plotelna ribosomal LIo (¡pl¡
2716 24,3 9,69 protelra ribosomal l-1 (¡plA)
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Al relacionar la masa molecular con el punto isoeléctrico de estas 177 proteinas,

en lo que podria denominarse un gel 2D in silico, se pudo ver la mayoritaria presenci4

en aquellas con señal de secreción, de proteínas con un punto isoeléctrico básico y de

tamaño menor a 60 kDa (Fig. 9A).

Si consideramos únicamente las 73 proteínas hasta ahora exclusivas de esta

fracción extracelular, la relación péptido señal-basicidad se hace más evidente, siendo ia

mayoría de las proteínas con posible señal de secreción proteínas con un punto

isoeléctrico básico (Fig. 9B). El resto de las proteínas con un punto isoelécfiico básico

corresponde en su mayoría a proteínas ribosomales, siendo la mayoría de bajo peso

molecular (menor a 25 kDa).

Figura 9. Relación entre el punto isoeléctrico y la masa molecular de las 177 proteínas

encontradas en la fracción extracelula¡ de A. ferrooxidans A'ICC 23270 crecido en azufre (§.
En (B) se muestran las 73 proteínas encontradas en la fracción extracelular y que hasta ahora no
han sido identificadas en otro compartimento de la bacteria
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DrscusróN

5.1 Los sistemas de secrecién de proteítas et A. ferrooxiilans

Los resultados in silico, obtenidos a partir de las bases de datos del CBS y del

KEGG Pathway, nos permitieron sugerir la presencia de al menos 4 sistemas de

secreción de proteínas en la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans, siendo estos los tipos

I, II, IV y V, la üa Usher, y adicionalmente, se encontraron proteínas que pueden seguir

la vía de secreción no clásica (Fig. 10).

El sistema tipo I secreta proteínas directamente desde el citoplasma hacia el

medio extracelular empleando solamente 3 componentes, cuyos genes se encontraron en

el genoma de la bacteria. Las proteínas secretadas mediante este sistema no poseen un

péptido señal en el extremo N-terminal, y en vez de ello poseen una secuencia señal en

el extremo C-terminal (Henderson y co1,2004). Los actuales servidores de predicción de

señal de secreción no están diseñados para reconocer este tipo de dominios en las

secuencias de aminoácidos, por 1o que no nos fue posible determinar curiiles proteinas

pueden atravesar la barrera celula¡ de las membranas mediante esta ví4.

En el caso del sistema de secreción tipo II todos los genes que codifican para los

componentes necesarios para la translocación a través de la membrana intema así como

las señales peptidasas se encontraron en el genoma de A. feruooxidans. Sin embargo, no

se encontraron todas las proteínas responsables del transporte a havés del periplasma y

de la membrana extema, que en su conjunto se definien como el secretón- Esto puede
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significar que estos componentes ausentes no son esenciales para lograr la secreción de

proteínas en A. ferrooxidens.

Reportes previos, confirmados con el análisis bioinformálco efectuado en esta

Tesis, revelaron qule A. ferrooxidans contiene homólogos para casi todos los genes trb y

tra pertenecientes a1 sistema de secreción tipo IV y que son requeridos para la

conjugación del DNA en A. tumefaciens (Barreto y co1,2003). En nuestro laboratorio

reportamos la expresión de estos genes del sistema tipo IV mediartte macroarreglos de

DNA y PCR en tiempo real, lo cual sugiere fuertemente que este sistema podría ser

funcional en A. ferrooxidans, teniendo una posible participación en 1a formación de

biopelículas y en el intercambio de macromoléculas como el DNA durante una

conjugación (Val enztrcla y co|,2006).

En A. ferrooxida,xs encontramos un grupo de genes que codifican para proteínas

con dominios conservados de la familia de los autotransportadores, pertenecientes al

sistema de secreción tipo V, y que se agrupan según la clasificación funcional del TIGR

en una categoría relacionada a1 tÍáfico y secreción de péptidos y proteínas.

La vía Usher se usa para ensamblar proteínas periplasmáticas en 1as estructuras

de tipo fimbria o pili que median la adherencia de 1as bacterias a diversos tejidos y

promueve la formación de microcolonias y biopelículas (Preston y co1,2005). En srt

mecanismo actuan dos componentes concertados, una chaperona periplasmáüca y una

proteína de membftma extema denominada Usher (Ko slrakiofi y co1,2005). Precisamente

43
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una proteína de la membrana extema de A. ferrooxidans presentó una alta identidad con

la proteina PapC, que corresponde a la proteína Usher_

El anrífisis in silico mostró la posible presencia de proteínas que comparten dos

características en común: su presencia en el espacio extracelular y la ausencia de señales

de secreción clásicas o de motivos que gobiemen su secreción (Bendtsen y col,2005a),

siendo entonces este grupo de proteínas las que se podrian calificar como secretadas por

la via no clásica de secreción.

Muchas bacterias Gram-negativas liberan al exterior vesículas que contienen

proteínas en su interior, aparentemente sin la participación de algún factor de secreción

conocido (Economou y co|,2006). Este hecho también podría explicar la presencia de

algunas proteinas citoplasmáticas o sin señal de sec¡eción reconocida en la f¡acción

extracelular de l. .ferrooxidans.
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5,2 Identilicación in silico de las proteínas con posible señal de secreción

Una primera aproximación en la identificación de las proteinas extracelulares fue

analizar el genoma disponible de la cepa ATCC 23270 de A. fenooxidct¡ns mediante el

uso de un servidor que predice señales de secreción como es SubCel 1.0 (Bendtseny col,

2005b). Empleando este servidor encontramos que del total de proteínas anotadas por el

TIGR, el 26 Vo parecieran tener alguna señal que les permite abandonar el citoplasma,

siendo sus posibles destinos las membranas intema o externa, el periplasma o el espacio

extracelular. Cabe destacar que este servidor sólo reconoce los péptidos señales que

gobieman el tránsito de proteinas a través de la membrana mediante las translocasas Sec

o Tat, y no incluye ei reconocimiento de señales de secreción para los otros sistemas.

La mayor cantidad de proteínas predichas a abandonar el citoplasma fueron

reconocidas por el algoritmo TMHMM que predice proteínas de membrana (421

proteínas ) 14 %), las cuales deberían permanecer en la membrana intema de la

bacteria (Krogh y col,200l;KLll y co|,2004). Por otro lado,259 proreínas, equivalentes

al 8 % del genoma de la bacteria, abandonan el citoplasma mediante la translocasa Sec,

cuyos componentes se encuentran altamente conservados (ljalsma y co1,2004). Las

proteínas que atraviesan la membrana interna mediante las translocasas Sec o Tat

pueden ser destinadas finalmente al periplasma, membmna extema o al medio

extracelular.

Al reüsar la base de datos del CBS se pudo comparar estos resultados in silico

frente a los obtenidos en otros genomas de bacterias ya analizados. El 26 oA de las
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proteínas extracitoplasmáti cas en A. feffooxidans y la ca¡tidad de cada uno de los tipos

de señal de secreción fueron valores coincidentes con 1o encontrado en la gran mayoría

de los genomas de las bacterias depositadas en esta base de datos.

La identificación de estas señales de secreción en las secuencias de aminoácidos

de las proteíras de A. ferrooxidans nos indica que éstas abandonan el citoplasma. Sin

embargo, no predicen la condición o momento en el cual este hecho ocurre ni la

localización subcelular final de cada una de estas pfoteínas. No obstante, este analisis ln

silico ptede ser uno de los primeros pasos en la identificación y caracterización del

proteoma extracelular, entendiendo como proteoma a la totalidad de proteínas

expresadas poi un genoma, célula o tejido en un tiempo y condición dada.

Una ma¡era de abordar esta desventaja fue analizar media¡te categorías

funcionales las 824 proteínas predichas a abandonar e1 citoplasma. En esta etapa

encontramos que el 66 % de éstas presenta alguna fiurción putativa, destacándose

principalmente los roles de proteínas de transporte y unión, con subroles para 1os

trarspoftadores ABC, los cationes, los aniones y 1as porinas; el de envoltua celular, con

los subroles de biosíntesis y degradación del peptidoglicano, los polisacáridos y los

lipopolisacaridos; el metabolismo energético, con el subrol de transporte de electrones;

el de procesos celulares, con los subroles de división celular, la conjugación y la

destoxificación; y un grupo de proteínas con funcíón desconocida.

Es interesante destacar que el restante 34 o/o de las protelnas predichas a

abandonar el citoplasma no tienen una función asociada y se anotaron en su gran
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mayoría como proteínas hipotéticas, de las cuales la mayoría son únicas de l.

fenooxidans. Sin embargo, en la medida que nuevos genomas son secuenciados junto

con la identificación de nuevas funciones en genomas ya anotados, este número de

proteínas hipoteticas debiese disminuir, sumado al hecho que 1a anotación de este

genoma no se ha actualizado desde la fecha que se libeló en 2005.

Todos estos resultados in silico nos ayudan a idenüficar globalmente grupos de

proteínas, que comparten ciertas características y permite comparaciones con otros

microorganismos a nivel de genomas o secuencias de aminoácidos. Sin embargo, para

nuestro enfoque relacionado con la identificación de un proteoma en especial, como es

el extracelular de A. ferrooxidazt¡ crecido en azufre elemental, se requiere una serie de

nuevos experimentos y estudios. Los resultado s in silico nos ofrecen una base para

comenzar el estudio experimental en la identificación y caracterización del secretoma de

la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans.

Análisis proteómicos mediante geles bidimensionales

La primera etapa de la aproúmación proteómica en el estudio de la &acción

extracelular de A. ferrooxidans ATCC 23270 f,n abordada durante el Seminario de

Tltulo (Pagliai, 2007), en donde se demostró que el protocolo más eficiente para

concentrar y recuperar las proteínas extracelulares correspondió a la precipitación en

condiciones ácidas mediante el sistema PRMM, logrando en promedio precipitar más

del 60 Vo del total de las proteínas presentes en el sobrenadante de cultivo. Esto no fue
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un paso sencillo considerardo las condiciones ácidas del soblenadante de cultivo de la

bacteria y ta baja concentración de proteinas de la fracción extracelular, sumado al

hecho que algunos protocolos ampliamente usados para concentrar proteínas no fueron

eficientes. El perfil electroforético de las proteínas recuperadas mediante el sistema

PRMM no difirió del obtenido previo a la precipitación, lo que indica que no se pierden

proteínas específicas por la ejecución de este protocolo (Pagli ar,2007).

El perfil de proteínas en geles bidimensionales fue muy diferente al momento de

comparar las proteínas extracelulares versus las proteínas tot¿les de un extfacto crudo

originado por la sonicación de células de A. ferrooxidans. Varios estudios del proteoma

extracelular en otras bacterias plantean la interrogante sobre la presencia de un número

importante de proteínas descritas como citoplasmáticas en la fracoión extracelular sin

llegar a una respuesta claru pzra esta inquietud (Tialsma y col, 2004). Estas diferencias

observadas nos dieron los primeros indicios de que las proteínas recuperadas desde el

sobrenadafite de cultivo no provienen solamente de la lisis celular sino posiblemente

debido a ofos mecanismos más sofisticados en la secreción de proteínas (Tjalsma y col,

2004;Pagliai,2007).

La secuenciación por espectrometrla de masas ESI-QUAD-TOF de las manchas

de un gel bidimensional de la fracción extracelular de proteínas de A. ferrooxidans nos

permitió identiñcar cuales de ellas era¡ 1as más abundantes de este proteoma

extracelular asi como plantear qué posibles funciones son las más representadas en este

espacio celular.
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En términos generales, la cantidad de manchas observadas en los geles

bidimensionales de la fracción extracelular fue mucho menor al número de proteínas

identificadas en el mismo extracto mediante proteómica a gran escala. No obstante, las

proteínas aquí identificadas coresponden a 1as mayoritarias de la fracción extracelular

de la bacteria crecida en azufre.

5.3.1 Proteínas de transporte y unión

La función proteínas de transporte y unión fue el grupo de proteínas más

representado en esta secuenciación de las manchas más abundantes en un gel

bidimensional de la fracción e)rlracelular, en donde el AFE_2981 (mancha #3) apareció

como la proteína más abundante de esta fracción, representando más del 35 % del total.

Esta proteina contiene un dominio conservado presente en una superfamilia de proteínas

periplasmáticas de unión (PBP), las cuales se han descrito como participantes en

sistemas de transporte de sustratos como los aminoácidos, Ios péptidos, los azúcares y

los iones inorgánicos, muchas veces asociados a la membrana (Marchler-Bauer y col,

2007). Efectuando un BLASTp contra la base de datos de proteínas en el sitio de NCBI,

los hits más significativos corresponden a proteínas que unen sulfato y a un

transportador que une molibdato.

Otra proteína abundante de esta fracción con casi el 6 oA del total correspondió al

AIE_1586 (mancha #13), que al igual que el AFE_2981 posee este dominio conservado

PBP. Cornpletando la información anterior, está descrito que ias PBPs tienen dos

funciones principales, que son unir el sustmto e interactuar con un complejo asociado a
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la membrana. El hit más sigrrificativo obtenido al comparar esta proteína mediante

BLASTp fue una protelna extracelular de unión a soluto en la bacteria Gram-negativa

Polaromonas spp.

La menos abundante de este grupo de proteínas fue el AFE-1151 (maacha #4),

una proteína de unión y tra:nspofie de fosfato denominada PstS1, la cual formaría parte

de rur aparente regulón Pho (Yera y co1,2003). En la bacteria Gram-positiva Bacillus

subtilis tambíén se encontró mediante análisis proteómicos que esta proteína no sólo

estaba altamente inducida en carencia de fosfato, sino que estaba presente en el medio

extracelular de la bacteria (Antelmann y co1,2000).

5.3.2 Plegamiento de proteínas

Se ha descrito en varios reportes de proteomas extracelulares la presencia de

factores de plegamiento de proteínas como las chaperonas, proteasas y proteínas

catalizadoras del plegamiento, las cuales se agruparon en el rol de destino de proteínas

de acuerdo a la anotación del TIGR. En las proteínas más abundantes secuenciadas de la

fracción extracelular de A. ferrooxidans encontramos una PPIasa (peptidil-prolil

isomerasa) correspondiente al AFE-2516 (mancha #5), la cual facilita la isomerización

cis-trarlc de residuos de prolina facilitando el plegamiento de las proteínas (Shiene-

Fischer y co|,2007). Es interesante destacar que esta proteína pareciera tener algun tipo

de modificación post-traduccional puesto que en un gel bidimensional aparece migrando

en distintos puntos isoeléctricos, lo cual fue confirmado secuenciando las dos manchas

más abundantes aledañas al lugar donde se obtuvo 1¿ mancha original (manchas #5u y
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#56). Est,á reportado que una PPIasa es secretada en la bacteria Gram-negativa

Helycobacter pylori, la cual tendría relación con la activación de macrófagos en las

células epitelia'les gástricas ff'rm y col,2002). De igual manera se enconhó una PPIasa

en la fracción extracelular de la bacteria Gram-negativa patógena de plantas Xylella

fastidiosa (Smolkay col, 2003).

Otra proteína encontrada en la fracción extracelular perteneciente a este grupo

fue e1 AFE_2495 (mancha #10) conespondiente a la GroES, una chaperona

citoplasmática que colabora con GroEL en el correcto ensamblaje de las proteinas. Estas

proteínas, junto con otras chaperonas, han sido encontradas en muchos proteomas

extracelulares en otras bacterias, sin embargo se desconoce el mecanismo por el cual

pueden abandonar el citoplasma y la función que pudieran desempeñar en dicho espacio

(Antelmann y col,200|;Kimy col,2002 Watt y col,2005)

5.3.3 Envolturacelular

Dos de las proteínas mas abundantes de la fracción extracelular se agruparon

como pertenecientes al grupo de proteínas relacionadas a la biogénesis de la envoltura

celular. La más abundante de éstas, representando más del 5 % del total, correspondió al

AFE, 2996 (mancha #1) identificada por Buonñglio / col (1999) como una proteína de

membrana extema que se induce en azufre, pero que recientemente ha sido descrita

como una tetrationato hidrolasa (Kanao / col,2007). Otros hits según un BLASTp

contra la base de datos del sitio NCBI correspondieron a una tetrationato hidrolasa de l.

caldw, wa quinoproteína deshidrogenasa de la arquea Piuophilus torridus y wa
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proteína de la superlicie celular en la arquea alcalófila Natlonomonas pharaonis. Fstz

proteína oontiene un dominio conservado PQLDH que corresponde a grupos de

deshidrogenasas que usan como cofactor a quinolinas quinonas como las etanol, las

metano y las glucosa deshidrogenasas.

La otra proteína que pertenecería a este grupo fue el AFE-3018 (mancha #16),

una chaperona putativa del pili asociada al ensamblaje de éste. Este AIIE fue catalogado

como una proteína de la superficie de la bacteria según la anotación del TIGR y como

una chaperona involucrada en la biogénesis del pili según el Gene Ontology.

5.3.4 Proteínas de función desconocida

En 1a fracción extracelular se identificaton tres protelnas abundantes que según el

TIGR son de función aún desconocida. La más abrmdante de éstas fue el AIE*2982

(manchas #6 y #8), una proteína que presenta §eñal de secreción de tipo TAT, cuyos

únicos hits empleando la herramienta BLASTp correspondieron a proteínas hipoteticas

en üferentes microorganismos sin dominios conservados reconocidos. Sin embargo, a

algunos de estos hits se les identificó un dominio DUF, el cual es un dominio

conservado pero cofl función desconocida (Marchler-B auer y co|,2007), c'qa estructura

es similar a la de las deshidrogenasas, las amidohidrolasas y las oxidoleductasas. Sin

embargo, analisis estructurales confirma¡on que no pertenece a estas familias. Es

interesante que esta proteina apareciera en dos de 1as manchas más abundantes en el gel

bidimensional, pudiendo ser que la proteína de menor peso molecular y 1a más

abundante (6,7 % del total) corresponde a una variante con modiflcaciones post
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traduccionales y que pudiera ser la proteína activa, o bien, que sea parte de una

degradación por proteasas.

La otra proteína desconocida, y una de las menos abundartes de este grupo de

proteínas secuenciadas fue el AIE-3006 (mancha #2), que presenta un dominio

conservado de una superfamilia de proteínas LysM que se ha encontrado en una

variedad de enzimas que participan en la degradación de la pared celular y pueden tener

sitios de unión al peptidoglicano. Presentó alta identidad de secuencia con algrmas

proteínas hipotéticas de Pseudomonas aeluginosa-

Las restantes protelnas correspondieron al AIE-3186 y al AFE-0157. El primero

(mancha #9) conesponde a la rusticianin4 una proteína muy abundante del periplasma

que participa en la oidación del ion ferroso. No obsta¡te, no sabemos qué frmción

puede cumplir cuando la bacteria ctece en azufre elemental ni en el espacio extracelular.

El segundo AIE es una proteína hipotética a la cu¿l no se le detectaron dominios

conservados y apareció en los resultados obtenidos al secuenciar la mancha #5, por 1o

que podemos suponer que ambas proteínas co-migraron en el gel bidimensional.

El perñl de las proteínas más abundaltes de la fracción extracelular fue diferente

comparado con una preparación de protelnas periplasmáticas de la bacteria crecida en el

mismo sustrato energético (Valenzuela, 2007). Las manchas más intensas identificadas

en el periplasma no coincidieron con 10 observado en 1as proteínas recuperadas desde e1

espacio extracelular, y en algunos casos proteínas abundantes del periplasma no fueron

detectadas en la fracción extracelular. Esto apoya la idea de que la presencia de estas
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protelnas en el espacio extracelular puede explicarse por mecanismos de secreción y no

solamente por la lisis celular.

5,4 ldentificación de la fracción extrácelular completa de A. ferromidaw

crecido en azufre

La identificación a gran escala de las proteínas extracelula¡es se logró extrayendo

y secuenciando todas las bandas presentes en un gel monodimensional de protelnas del

sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans precipitadas empleando el sistema PRMM.

Usardo espectrometría de masas LTQ-FT se identificaron en este extracto 777 proteinas,

las cuales conforman el proteoma extracelular completo de A. fenooxidans crecido en

aeufre. De éstas, el 52 o/o presenfó posible señal de secreción, mientras que el restalte 48

o/o no se le identificó algun tipo de señal de acuerdo a 1as herramientas de predicción

utilizadas en este estudio, pudiendo estas proteínas abandonar la cé1ula por otros

sistemas de secreción que no involucran la fianslocasa Sec, otms que sean proteínas

asociadas a membrana que se liberan por recambio, proteína§ liberadas por digestión

parcial de proteasas, por simple liberación desde las membranas, o bien, por la lisis

celular (Antelmant y co1,2001; Watt y coL,2005). Si bien 104 de estas protefua§ ya

habíal sido encontradas e identificadas en nuestro laboratorio a partir de preparaciones

de periplasma de la bacteria crecida en el mismo sustrato (Chi 7 col, 2007), es posible

que un grupo de ellas sean presursores de proteínas secretadas y que por tarto estiin en

tránsito haci¿ el espacio extracelular.
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Junto a esto, identifrcamos 73 proteínas que ha§ta ahora no habían sido asociadas

a pefienecer en A. ferrooxidans a ningún espacio subcelular en particular. De estas 73

proteínas, 33 de ellas presentaxon señal de secteción de acuerdo a SubCel 1.0, en tanto

que para las 40 restantes no se les identiñcó señal de secreciór¡ pudiendo estas proteinas

abandonar el citoplasma mediante otros sistemas de secrecién no asociados a las

translocasas Sec o Tat, por alguna via aún no identificada, o bien por lisis celular.

E\ 45 % de las proteínas identificadas correspondieron a proteínas relacionadas

con la envoltura celula¡, el destino de proteínas, el metabolismo energético y proteínas

de trarsporte y unión, mientras que un 8 7o correspondió a protelnas con función

desconocida, siendo est¿s las categorías frrncionales más representadas en este proteoma.

Destacamos que un 15 %o de lx proteínas se a$upar en el ro1 de síntesis de

proteínas, siendo todas estas proteínas ribosomales, las cu¿les en su mayoría no poseen

señal de secreción de acuerdo a SubCel, a excepción de 2 que fueron detectadas

mediante el algorifno SecretomeP. Está descrito para muchos estudios de fracciones de

protelnas periplasmáticas o extracelulares la presencia de proteínas ribosomales sin

poder explicar convincentemente este fenómeno (Tialsma y co|,2000 Anlelmann y col,

2001; Kimy co\,2002; Tjalsma y co|,2004). Es importante considerar que 35 proteínas

de esta fracción fueron consideradas como hipotéticas, muchas de las cuales presentaron

posible señal de secreción, dejando abierta la interrogante sobre la función de este

importaate grupo de proteínas en dicho espacio.
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Una vez analizados los puntos isoeléctricos y el peso molecular de las proteínas

aquí identificadas pudimos ver un mayoritario porcentaje de proteínas con punto

isoeléctrico básico (65 %), mientras que só1o un 35 %o de las proteínas tienen un punto

isoeléctrico menor a 7,0. Se ha demostrado que la mayor parte de las proteínas básicas se

encuentfan fuera del citoplasma en A. ferrooxidans, puesto que los puntos isoeléctricos

de 1as proteínas citoplasmáticas son muy similares comparados con las proteínas

citoplasmáticas de bacterias neutrófilas. Puede ser que el alto número de proteínas

básicas en las fracción extracelular de A. ferrooxidans (17 % de proteínas con pI sobre

10,0) responda a un mecanismo de adaptación de esta bacteria acidófiIa, lo cual puede

explicar en parte la resistencia al ácido presente en el ambiente (Chiy co|,2007).

Finalmente, y sólo considerando las 73 proteínas encontradas en la fracción

extracelular que no han sido asociadas a pertenecer en A. fenooxidans a ningún espacio

subcelular en particular, se pudo apreciar que la mayoría de 1as proteínas con señal de

secreción ahí encontradas presentan puntos isoeléctricos básicos y peso molecular bajo

50 kDa. La mayor parte de estas proteínas se agruparon como hipotéticas (20 o/o),

mientras que el resto de las proteínas de este subgrupo se agruparon en funciones tales

como el metabolismo energético, la envoltura celular, los procesos celulares y proteínas

de frrnción desconocida.
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5.5 Perspectivas

Entre las perspectivas que ofrecen los resultados obtenidos durante este trabajo

destaca en primer término evaluar la funcionalidad de las proteínas extracelulares de L

ferrooxidans en la inte¡acción de 1a bacteria con el mineral, así oomo lograr una mayor

caracteizapión de las proteínas aquí identificadas. Por otro lado será de mucha utilidad

identifiCar y caracteizar las proteínas extracelulares de A. ferrooxidrtns crecido en otro

sustrato energético, como el ion ferroso, la pirir4 la calcopirita, etc. Otra posible

aplicación de este método de trabajo puede ser la identiñcacién y caracterización de las

proteínas extracelulares de otros microorganismos que participan en el proceso de

biolixiviación.
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1

CONCLUSIONES

Los aruíLlisis bioinformáticos mostraron que 1os sistemas de secreción de tipo I, II,

IV y V, las vlas Usher y la no-clásica estadan presentes et A. ferrooxidans

ATCC 21270, los cuales podrían participar en la secreción de las proteínas

encontradas en la fracción extracelular de la bacteria.

La mayoría de 1as proteínas identiñcadas en 1a fracción extracelular presentaron

punto isoelectrico brisico, y si éstas realizan alguna ñrnción en dicho espacio

debiesen resistir las condiciones ¿áaidas del medio, sugiriendo entonces una

adaptación de la bacteria al ambiente ácido.
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Anexos

Tabla 5. Lista de las proteínas de A. ferrooxidans ATCC 23270 con posible soñal de secreción de
acuerdo a SubCel 1.0

Categoría Nombre dc la profeína

A¡'E_263 I acetvlomiüme aminot¡¡nsférase (argD)

AI¡E,2404 protoheme lX famesvlLransferase lovoE-1)
AFF, 3189 protoheme lX famesyliranst'erarc (§yoil"2)

AFE. 2448 4+yd¡o§ benzoate polvpreñi tra¡sferase (ubrA)

Alrlr_2723 2 polyprenylphenol 6 hydroxylase (ubi.li)

AIt_ | )-. iron .ultu¡ rlurer a..enrhh ác, e*óñ fr.'rej"
A¡ Fr0875 penicil Iin-binding proteiú 1 

^, 
putari\,e

AFE 0186 D-¿lanyl-D-alanine carbolivpeptidase

AIE,0535 D-a1anr1-D-alaniae oarboxypepúdase

AIE_l 132 D-alanylD-alanine carboxvpeptidase¡)-a1an!1-D-¡1aüne-
erldopepüdase (dr¡cB)
\l L 2lnt murcr'l rrdnsp r.osr lase. put"trr e

AFF, 281 5 UDP-N-ace§'lmuramorlalanyl-D-glutamare-2.6-
diani¡opimel¿ ie ligase (mu¡E)
AIE_2394 UDP N acefllmuramate,4- alanyl gamna D-eJut¡myl-meso
diammopimeiate iisase (mpl)

^]rE 
t1516 rod slüpe-d€icm1uring protein RodA (rod^)

A¡E_O538 rod shape-deternnirg protein N4reD. putative

AIL 0844 penicillln-binding protem lC, put¡til.e

^FE_2616 
mcmbranc-bound iytic murein r¡ansglycosllase D ¡nltD)

A1;D-2 8 I 7 phospho-N-aoeb ir¡uiamo]I-pentapeptlde -t¡ans t'erase (mra Y)

AI'E 2819 ceil division protein FrsW (lisw)
AIlr_2820 L¡IP-N aceti lgluoosarniae -N-acetylnur¿nlI1-(pentapeptide)

plrophosphoryl-urdeoaprenoi N-aoetylgluoosamüe lral1sl'emse Gnurc)
AFE 2087 pcnplasmio gluc¿m bioslnthcsis p¡otcin, MdoG

AFE 2791 l-deo§-D-manno-octulosorlc-acid t¡ansferase (kdiA)

AFE 2884 phosphoheptose isomerase/cvtrdylvltra sferase

AIL-2752 dolichvl-phosphate-man¡ose-protem mannosvltransf emse
faml1v prdcr¡
Al l-_0uq) cap.uldr pol\ -ccharrde bro- ntf<.r. ¡r"L<ü. putaü' e

Ai:Ii_0134 g1!'oosl1 lrarslerase, group I
,^IE_0147 capsule polysaccha¡rde cxpo¡tcr, rnnor-fircmb¡anc prolein
CKC
AFE 0148 oapsule poh sacchande export inner-memlrane protein

AIE 0184 dolichvl-phosphate-mannose-prolein mannosyltrflnsferáse
l'amil] protei¡

^Ff 
0: l2 rl-¿nlrpcn p.l\mer"'c f:mil\ nro,cin

AFE-097,1 glvcosyl hansf¡rasc group 2 familv protcin

AFE 1309 glycos)l tra¡sl¡rase

,{FE l71l undecap¡enil-phosphate galactoscphosphotranst¡rase,
putativc
Afl. l- 17 pñl\..cch¿.ide hroslnLhesis frolein
A¡E_i741 tvrosine protein hnase, putatile
Afll 1085 ileflplasmic glucans biost,nthesis protein MdoH

AFE 2762 glycos.vl transferase, group 2 f¡milv proler¡

Al I 2-qr, n-¿ ,,,oen polt rer".e lamih pro ern

AFE_2797 doliohll-phosphate-mal)¡ose-protcin ma¡nosylt¡ánsle¡asc
támily protein
AFE_2800 glycosyl translerase, group 2 fanil! protein

AIt 2q.18 poli 
"acchande 

b.oi!nlh(.;{ pr uL-in

Al I _:asn (hrm l<ncrh detenrirLrnt t,.ri[ ¡r.,tcir
AI'E-2951 undecapreDyl-phosphate galactosephosphot¡anslbrase

65

I Srgnall'}

] TMHMM
J TMH\,{\4
4 I'MHMM
5 TM]IMM
6 Scc¡etoñeP

7 SecretoneP

8 SignalP

9 Signall'>

l0 Signall)

1l SignalP

l: Sienall

13 SisnalP

11 TMI Nfl\4
15 TMHI{\{
t6 lMllMM
17 TMHMM
18 TMIN,]]M

19 lMHMM
20 TMHMM

21 SlgnalP

22 Si€¡aLP

23 SipnalP

24 TatP

25 TMIMM
26 IMl]tr1M
i7 TMIJMM

28 l',MItN{\{
29 TMH\4M

30 TI&]NÍM
3I TMHMM
32 TMFIfvfM

33 TI\,IHMM

3,1 TMI{\,fl\{
] 5 I'MHMM
36 TMHMM
37 TMi{vfM
3Ii TMHMM
:¡9 TMIIMM

40 TN{HMM

4I TMIMM
4: TMI+/lv{
4] TMI]NLM

Categoría funcional

lliosinicsis de aminoácidos

Rjosintcsis de cofacto¡es v g¡upos prostélicos

Biosintesls de solactorcs y EÍrpos prostéticos

Biosintesls de oofaotores y grupos prosréticos

l{i.ii,,,eii, Je Lolarr.,c, r ¡uup"" pru,tr.iru,
IJrcsintesis dc cofactores t Eupos posléticos

Envoltura celul¿r

llü\'oltura cclular

Envoltura celular

[nvoliura ürIu]ar

Envol¡ra celular

Envoltui¿ celular

Elrr oltura oelular

L)1vol¡lua celula¡

En1oltrlm celular

Bnl-olhlra celular

E¡r'oltura celular

IIn\ oltura celular

Envol¡r¡a celular

Envoltura celular

Envoltom ceNar
Envolnrra celula¡

Envoltwa celular

!¡voltura celular

Envol¡.ua celula¡
glNokura c61u1ar

Eñ'olluIa celular

F¡loltur¿ celular

F¡volrlra celula¡

Envoltura cclula¡

Ervollura celLrlar

Envoltwa celul¡r

Envoltura oelula¡

E oltura celular

Enr'oltu¡a celular

Efl oltura celular

EnYoltura cclular

Envoltura celular

Eñ-oltum cclular

IN,olrura celular

Em,oltura celular
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M Fintria
45 LipoP

46 LipoP

47 LipoP
48 LipoP
49 LipoP
50 LipoP

5l l,ipoP
52 LipoP

53 LipoP

54 LipoP
55 LipoP
56 LipoP
5? LipoP
58 Lipo?
59 LipoP

60 LipoP
61 LipoP
62 LipoP
63 LipoP
64 LipoP
65 LipoP
66 LipoP
67 LipoP
68 LipoP
69 LipoP
70 LipoP
71 LipoP
72 LiWP
73 SignalP

74 SieüalP

75 SigDaIP

76 SigualP

?7 SignalP

78 Sig¡atP
79 SignalP

E0 TatP

8l S€c¡etomeP

82 Sig¡alP
83 TMHMM
84 TMHMM
85 'IMHMM

86 TMHMM
E7 TMHMM
88 TMHMM
89 TMHMM
90 TMHMM
9I TMHT,O\,{

92 TMln\,{M
93 TMHtrLd
94 TMHMM
95 TMHMM
96 TMHMM
97 TMHMM

Envolfua oelula¡

Envolh¡á celular

Enrcl¡ua celula¡
Envoltü¡a ceiula¡
Envoltura oelular

EN'ollura celulár

Envoltuo celular

Envoltu¡a celular

Envoltura cclular

Envoltuo cel¡rlar

Eflvoltura celular

Eflvoltura celular

Envolh¡m celular

Envoltr¡a oelular

Lnvolhua celula¡

Enioltna celdar
Enñltura celular

E .oltu¡a oelülar

Envoltura celütar

Envollu¡a celular
Envolh[a celular

Envoltura celular

En\''oltura oelüar
Envoltura celular

Envoltura oelular

EN'oltura celüar
Envolhr¡a celDlar

EnvoltrrIa oelular

Envoltüra celular

Envoltura celular

Envolhra celular

Envoltura celular

Envoltu¡a celula¡

EnvolhÍa ceh a.

Enr''oltu¡a celula¡
Envoltum celular
EnvoltuIa celule.

Etrvoltüa celular

Envoltura oelular

Lnvoltwa celular

Envoltum celula¡

Envoltr¡ra celular

Envolluls oelula¡

Erwoltu¡a ceNa¡
Envoltna o€iular

Envolhr¡¿ celula¡

Eal'olsua celular

Ervolhr¡á celular

Envoltlrrs celular

Envoltur¿ c6l¡la¡
Envoltu¡a celdar
E¡voltura celular

EDvoltura cehfar

Envoltum celula¡

AFE_011 I int%ml r¡errrbrane proteiq MarC family
A¡E_0 I 58 LipoP¡otein, putative

A¡E_o I 89 ¡are Lipokotein A, putative

AFE_o 1 90 LipoPtuteiq putative

AFE-O I 9 I LipoProtein, putative

AFE_0297 Lipohotei¡, put¿tive

AFE_0406 LipoProtein, fl¡tative
AIE_0420 OmpA faEily protein

A.FE_061 I LipoProtein, putative

A.FE-0783 outer msEbr¿ne LipoProteitr Slp, Flative
,{EE 0833 LipoEoteiD, putative

AFE_0E50 LipoP¡otein, putative

AFE_0982 vacJ LipoProtein
AFE_1267 Ére Lipohotein A, pufative

A¡'B_1 444 LipoProt€in, putative

AFE 1652 LipoProtei¡, putative

AFE_I847 LipoProteirL putative

AIE_I 918 LipoProteir\ put¿tive

A¡E-l 998 LipoProtei4 putativc

A.FE_2032 membr"¿ne gotein, putative

A-FE_2445 LipoProtei.n, putative

A-FE_2579 ra¡e Lipohoteitr B, putative

AIE_2589 LipoProtei4 purative

AIE 2748 LipoProteir! SmpA OmlA family

AFE_2EE2 LipoProtei¡, putative

AFE_2953 p€ptidoglycar-sssociated Lipokotei¡, p'¡tative

AI'E_3055 LipoProtein, putativo

AIE_3072 LipoProtei¡" putative

AFE_31 17 LipoProtei4 putative

AFE_0560 outer membl¿¡e prcteiú, OMPPI /Fadl/Iodx family
AIE 0883 methylho¡sferase, FkbM family

AIE_163 I outer membrarc protei¡, OmpH fañily
AFE_1632 outer memb¡ane p¡otei¡, OMP85 family
A¡E_2654 ouie¡ meEbraúe protei¡ hansport proteil
OMPP I /f sdlrTodX family
AFE_2?22 OmpA family proteü
A.FE-2996 outer membr¿ne p¡otein

AIE-125? Lipokotei4 NLPIP60 fa$ily
A¡E_0?45 LipoP¡otei& putative

AFE_0962 LipoProteir, pu¡ative

AIE_0463 membr6$e p¡otein, putetive

A-¡:E_0025 membraaeproteir, pulaüa.e

A.¡'E_o 179 membrane protei& putative

A-FE_0264 membr¿ne protein, putaüve

AFE_02E2 Éemtrafte protein, putatlv€

AFE_03 3 3 membra[e protein

AIE_03E8 membrarie p.oteifl , putative

A.FE 0397 membra¡e p¡otei¡, pulative

AIE_0574 memb¡aEe protein, DedA family

AfE_0750 membrane proteiq putative

AFE 0770 memtra¿e Fotei¡\ pt¡tative

AFE-0840 membñne protei!, putative

AFE_0977 membrarc protein, putalive

A¡E_0978 merübrsne protei¡, putative

AFE-1042 membrane protei¡L putative
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98 IMHMM
99 TMHMM
100 lMlnvM
101 TMHMM
102 TMHMM
103 TMHMM
104 TMHMM
105 TMHMM
106 TMHMM
1 07 lMH\,n\.t
IO8 IMHMM
109 TMHMM
110 TMHMM
1I1 TMHMM
112 IMHMM
II3 IMHMM
I14 TMHI\&\4

I 15 ]MHMM
] 16 TMI{MM
117 TMH\,,IM

118 TMH\d\4
I19 'IM}IMM
120 TMHMM
121 TMln\4M
IzX TMHMM
123 TMHMM
124 TMHMM
125 TMHMM
126 TMHMM
I2'7 ]MHMM
128 IMHMM
129 TMHMM
130 TMHMM
131 TM}IN4M

132 IMHMM
133 TMHMM
134 Iimbria
135 LipoP

136 Sec¡etomeP

137 SecretomeP

138 Seüetof¡lcP

139 Sie¡slP

140 SignalP

141 SigmlP
142 Sigo¿lP

143 SienalP

144 SignalP

145 SignalP

146 'IMHMM

147 TMHMM
148 TMINúM
149 TMln\,^4
i5O IMHMM
151 Seo¡etomeP

152 SignalP

Erivottüm celular

E¡rvoltura celular

Envoltu¡¿ oelular

Envolt¡.,¡a celulár

Envoltura celula¡

Envoltna oelular

¡)nvoltura celular

Eavoltr¿ celular

E¡voltw¡ celula¡

Envoltua oelular

E¡voltu¡a celula¡
Envoltura oelular

Envoltu¡a celula¡

Envolhüa celular

Envoltu¡a celular

Envoltu¡a celula¡

Envoltura celular

EDvoltura c¿lular

E¡volhlra oelular

Envolttrla celular

Eovolturs celula¡

Envoltü¿ c¿lular

Envoltura celular

Erwolh¡ra celular

EDvolhla celular
Envoltm celdar

EnvoltÍa oelulár

E¡vo1¡¡¡a oelula¡

EnvoIIüa celul&¡

Envoltura celular

EDvoltúa colula¡

Envoltma c€lular

EEvoltum celular

Envolhna celular

Envol¡¡a celula¡

Envolh¡m celular

Envoltura celular

EEvoltwa celular
Envoltura c€lulsr

Envoltura celula¡

Envoltura oelular

E¡voltura celula¡

Envoltr¡m celular

Envoltu¡a oelula¡

Envolhr¡a celular

Envolh¡ra celula¡

Envoltura celular

Envolh¡a celular

E¡volh¡ra celular

Envoltum oelular

Envoltum celular

Envolium oelular

Envolt¡¡¡a celular

P¡ocesos celulares

kocesos oelulares

AIE_1053 ñeñbráDe p¡oteirL put¿tive

AFE_I145 meItrbÍanep¡otein, putative

AFE_ I 23 1 meñbrane protoi¡, putáüve

AFE_1262 m€mb¡aneprotein, putative

AFE_ 1287 mcmbrane proteirf pulativ€

AFE_1321 membmneprotein, putative

A!-E-1450 ¡¡emb,rane p¡olein, putative

AFE_ I 530 membrane proteir¡ puiative

AI'E_ I 536 meñbrarc protein, putative

AFE_1641 membrano protein, DedA family
A¡E_l?3I meñbranep¡ot€in, putative

A¡'E_1911 mcmbraft prot€i4 DedA fahily
AFE_2059 membmne Fotein, putative

AIE_2083 membraneprot€in, putative

AFE_2237 membrarc Fotein, putative

AFE_2242 membrane protein, putative

AFE_2276 membrane protein, putative

AFE 2331 mernbraúe protein, putative

AFE-2379 membra¡€ proteiÍ, putaüve

AFE_246 1 mernbrane protein, putaúve

AIE_2467 membrane protein, putati¡,E

AIE_2479 htegral mernbr¿ne protei[ MvN
AI'E_2581 membra,re proteir, putativc

A¡E_2774 m€úbrene protei¡, put¿tive

AFE_2778 membrane proteir! putative

AFE_2E73 integlal membmne protejn

AFE 2894 rnemb¡ane prcten, put¿tive

AFE_2900 riembraft p¡otei& putative

AFE_29,,4 membraDe protei& putative

AFE_2970 i¡teg¡61membIanc protei¡, M6 family

AI'E_2971 úembraneprotei& putative

AFE_2992 inner memb¡aae protei!, 60 kDa

AFE_3049 memtdane Fotei¡, putative

AFE-3167 membmne p¡otein, putative

AFE-3 I 88 mernbfane proiei¡, puiative

AFE_3212 meñbrsIre Fotein, putative

A.FE-2078 type IV pilitr, putative

AIE_2304 tlpe 4 Fúnbrial biogenosis proteir PilP, putative

A¡E_I952 p us ossembly proteir TrsW, putative

AFE-2076 pili¡ srgr¡sl sequerioe domain proteü

AFE_2077 §?e IV pilin, putative

AI E_ I 980 pilus assembly proteü TmIl putetive

AFE-1981 pilus ass€mbly proteh TÉF, putative

AI'E_2080 tlpe IV pititr biog€nesis protein, putative

A¡E_2305 6mbrial assembly protei¡ PiiQ, putative

A¡E_262 1 pilia putarilÉ

AFE-3 0 I 7 outer meúbr ane usher prolein, put¿ !i !€

A.FE_3018 pilus chaperone protein, pütátive

A¡E_0404 tight adherüce Fotei¡ TadB, putative

A¡E_0405 tight adhererce proteio TadC

AFE_2074 tlT,€ IV pilin biogenesis peptidase, putative

AF6_2075 §Fe IV pilús biogenesis protein PilC

AFE_2840 §pe IV pilus prepilü peptidase P D
A¡E 2836 stringerit srarvation p¡otei¡ B (sspB)

A.FE_0076 o.g¿nic solvent tol€i¡ance p¡otein, putative
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153 SiFalP
I54 'IMHMM

155 SignalP

156 SignalP

I5'7 TMHMM

158 TMHMM
I59 TMHMM
160 TMllIrt4
16l LipoP

162 LipoP

163 SecretcBeP

164 Sec¡etomeP

i65 SignalP

166 SiBnalP

167 SigtraiP

168 SigüalP

169 Si$alP
170 SignalP

171 TMHMM
1'12 TMHMM
1'73 ]MHMM
114 TMHMM
l'7 5 SiFalP
I'76 TMHMM
1'71 TMHMM
178 TMHMM
1'79 TMHMM
180 IMHMM
1El LipoP

1E2 SignalP

183 TMHMM

184 SecretomeP

I85 TMHMM
186 IMHNA4
187 SignalP

188 TMHMM
189 TMHMM
190 TMHMM
191 TMHMM
192 TMHMM
193 TMHMM
194 Sie¡alP
195 SifEalP

196 TatP

197 TMHMM
198 SecretomeP

199 SecrdtomeP

200 SigÉálP

201 SignalP

202 Sig¡alP
203 SecretomeP

2A4 Seo¡otomeP

)O5 IMHMM
206 SeorctomeP

Procesos c€lulares

P¡ocesos celula¡es

P¡ocesos celulares

hocesos celulares

hocosos celula¡es

Procesos celula¡es

kocesos celuláres

P¡ocesos celula¡es

hocesos celulares

Procesos celula¡es

Pmoesos celulares

P¡ocesos celul¿¡es

P¡ooesos oelula¡es

Procesos celulares

P¡ocesos oelula¡es

Procesos celularcs

Procesos oeiulares

Proc€sos celulares

Prccesos celulares

P¡ocesos oelulares

Procesos oelulares

hocesos celulares

Prcoesos celulares

P¡ocesos celula¡€s

P¡ocesos cElulares

P¡ocesos c€lulsres

Procesos celulares

Procesos celularcs

Prooesos celulares

Prooesos cclulares

P¡ocesos celula.¡es

Procesos celula¡es

P¡ocesos celulares

Prooesos oelulares

hocesos cellrlares

h'ocesos celulares

Metabolismo ñtermediario centr¿l

Metabolismo i¡leñediario centml

Metabotismo ilrermedia¡io centr¿l

M€tabolismo irtemediario certral

Marc¡ de lect¡ra hterimpido
I,Ia¡oo de leotura intenumpido

Marco de lectua i¡temrmpido

Marco de leotura interrumpido

Metabolismo de DNA
Meabolismo de DNA
Metabolismo de DNA
Metabolisr¡o de DNA
Metabolismo eüergético

A.FE 2443 PhoHlike Eotein
A.FE_3073 l¿¡8e conductancc mechanosensitire chá¡rel plotain (mscl)

AIE_0156 maf protei¡ (m¿f- t)
AFE_2813 cell diüsion prot€io FtsL (tuL)

AI'E_0355 coü divi¡io¡ proteñ ¡tsx, putstive

AFE_0469 oell diüsion protcin FtsH (tu]D
AFE_.¡l9l septur formatroD i¡itialor family prolei¡

AFE_2373 intac€llul¡r septatron prctein A (ispz)

AFE_1965 ccmjugal transfer Foteh TmV, putative

AllE_1967 TraK LipoProteir, putative

AfE_13E7 conjugal tra.sfo-like protein

AFE . I o66 conjugal tr"nsfer prolein. putative

AIE- 1389 conjugal trarsfer protern, putauve

AIE 13 90 oonjugal tlansfer protei¡l

AFE_ 1445 coDJWsl rransfer protei¡ TrbJ. putatjve

AFE_I950 conjugal transler p¡otei¡ TraN, putative

AFE_I951 conjugal tansfer protein TmU, pütative

A-FE_1956 oonjugatiotr sigr¿l peptidase TmF, putative

AIE_1354 oonjügsl tratrsfer p.otein TmB, putatiw
AFE_1443 corjugal tra$fer protein TrbL, putative

A¡E 1964 oo{ugal t¡ansfer p¡oteifl TraA, putalive

AIE_I 979 pilüs assembly proteio TraG, putative

AfE_2865 toluene tolerance pr otei!. pulatrve

AFE 0250 arsenicál puap membraqe poteü (arsB)

AFE 0454 oopper resislance potein. putative

AIE_1004 drug resistarce tra¡sporte¡, EÚlrB/QaoA family

AFE_128E drw resistárce tra¡sporter, Ef) B,4QacA farrily
AFE-2179 d¡ug resistance traasporte¡, E¡ B/QaoA family

AFE_ 2607 competeDce LipoftoteE CofnL, putatrve

A¡E-0015 competeEoe proteh CoñEAhelix-hai,?in-he1ix repeat protein

AIE_2553 DNA intemaliz¡tic'n-related coúpetence p¡oteiD
CorüC/Rec2
AI'E_0421 haenagluttinin fa¡nily protein

AFE 3016 spoae coat protein

AfE_30 I 9 spo¡e coat protein

A¡'E_295E TolA proteiD

A¡E_0306 mdtidrug resistance protei¡, SMR fañily
AM,0743 cbafmel protei¡, hemolysin III family

AFE_0752 multidrug resistance p¡otein

AI'E_I115 fosmidomycüresistarc€ protein, putative

AFE_2402 undesaprenol kifi¡se, putatil€
A¡E_2960 ToIQ protei¡
AFE-0225 chotolglycine hydrolase, putatrve

AIE-2979 sdfin-pynie_thiosulfate_sulfide-inducedprotein -

A!E_0920 suitu¡ reductase, molyBoptEri¡¡ submit GreA)
AI'E_0918 sulfiÍ reductase, ñeñbrane subunit, putatilr
AFE-0334 üstrsposase, ¿legenerate

AI'E_2166 fa¡sposition he]per prot€in, trü¡oaüo¡
A¡E_0321 transposase, dege¡erate

AFE_2 163 oxidoreductase, putatil€, trunc€tion

A¡E_10 I 6 ehdotruolease (duc)

AFE_1347 DNA topoisomeÉse m (bpB)
A.FE_0226 u¡aci1-DNA glyoosylase family 4 prot€i¡r

A¡E_0339 rcstriction eddonucleasc, F¡lative
AFE-0555 glyoitre cleavage systeñ H protei¡, putati!€
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228

230

207 IMHMM
208 IMIMM
209 SignalP

210 S€qetoñeP

2ll SeüetomeP

212 SecretoñcP

213 SeoretomeP

214 SocretomcP

215 SignalP

216 SignalP

211 Sigi¿lP
218 SlenalP

219 SiFslP
220 SignalP

221 SignalP

222 SigoalP

223 SiCnalP

224 TaO
225 TMHMM
226 TMHMM
?21 IMHMM

TMHTA,T

IMHMM

]MHMM

231 'TMHMM

232 ]MHMM
233 1MHMM
234 TMHMM
235 TMHMM
236 TM}IMM
237 TMHMM
23E TMHMM
239 ]MHMM
240 TMHMM
241 TMHMM
242 TMHMM
243 TMHMM
244 TMHMM
245 IMHMM
246 TMHMM
24'I TMIIúM
24E TMHMM
249 IMHMM
250 TMHMM
251 TMIMM
252 TMHMM
253 TMIS.{M
254 TMIlN^,f
255 SeqetoñeP

256 TMHMM

AFE_3123 ATP synthase F0, A su¡unit (atpB)
A-FE_3124 ATP sl1lthase F0, C sublr..1it (¿FE)
A¡E_0927 polysacclEride deaoetylase family protei.n

AFE_0058 ribulose bisphospbate cá¡boxylase- §Drall subunit (cbbs-l)
AFE_0006 ubiquhol--cfoohrcEe creductese, iron.sulfur subu¡it
(petA-1)
AFE-0373 üon oxidase (iro)

AFE_I130 cr.toch¡ome c family proteir
A.FE_2339 hyd¡ogensse-2, sfháll subu¡it (hybA)

AFE_0008 §)'tochrome c4 (cyoA-l)
AFE_0376 ubiqui¡ol--oytocbrome c reduct¿se, iron-sulü.r subunit
(petA.2)
A¡E_03?8 c},'toch¡oñe c4 (cycA-2)

AFE_0652 cltooh¡of:le c faú ly p¡otei¡l

AFE_1655 crtoo}¡fome c552, putative

AFE_1656 oltooh¡ome c
AfE_3I79 cytoohrohe c (oyo2)

AIE_3180 oltochrome c552 (cy§ 1)

AFE_3 t86 ¡usticyaúi¡1 (rus)

A.FE_3050 {NiÁel hydrogenase! small subudl
AIE_0002 c}'toot)Joroe o-t]?e biogenesis p¡otein ResC, putative

AFE_0003 cfooh¡oEe c-§?e biogeDesis protein ResB, putative
AFE_0004 ubiquinol--c¡ochrome c rcduotese, cfochrcme cl subu¡rit

Oetc-1)
AFE_0005 ubiquinol--c14och¡ome o.eduotase, cytoclEome b subu¡it
c,€tB.1)
A¡E_0374 ubiquinol--ofocbrome c reductase, cytochroBe cl subunit
Getc-2)
AIE_0375 ubiqui¡ol--c].tochrortre c redüctase, c],toch¡ome b subunit
(petB-2)
AFE-0474 NADH-quiñne oxido¡eductase, A subunit (nuoA)

A¡E_0481 NADH-quirone oxidoreductase, H subu¡f (ú.¡oH)

AIE_0483 NADH.quiaone oidoreductas€, J subrmit (nuo¡
AFE_0484 NADH-quiaone oxidoreductase, K subunit (DuoK)

AFE_0485 NADH-quinone oxidorcductase, L subudit (truoI-)

AFE_0486 NADH-qui¡orc oxidore&rotase, M suburit (nuoNTD

AFE_0487 NADH-qüi¡one oidoreduotase, N subunit (ouo¡9

AFE_06?3 [Ni/Fe] hyd¡ogenáse, b-type c]locbrome subu¡it, put¡tive
A¡'E_0772 crtochoDe b561 fa.mily p¡otei¡
AFE_0945 hydrogenase-4, I subunit, putative

AFE_0946 hydrogenase-4, E subuoit, putativc

AFE_0947 hyd¡oger¡ase-4, C submit, putati\,€

AI'E_0948 hyd¡ogenase-4, B subunit, putaüve

AFE_1423 NADH dehydrog€ri¿se, putative

A.FE-2092 cfocbrome d ubiqui¡ol oxidase, suhmit I (cydA)

A.FE_2093 c),tochrome d ubiquinol oxidss€, subudt II (oydB)

A.FE_2405 c},ioohroEe o ubiquinol oüdase, subünit IV (cyoD)

AFE_2406 c}tooh¡oBe o ubiquinol oxidase, subrmit III (cyoc)

AIE-240? cytocbroÍ¡e o ubiquinol oúda3e, rubuit I (oyoB)

AFE_2408 cltoch¡ome o ubiquinol oxidase, suhmit II (cyoA)

AFE_2493 thioVdisulñde irterohange p¡oteinDsbD

AFE_3182 cloch¡ome c oxidase, aa3-type, sublmit n (coxB)

AFE-3183 c).tocb.rome c oxidase, aa3-type, subr¡rit I (ooxA)

AFE_31E4 cltoohrome c oxid¿se, aa3-rype, subunit III (coxo)
AFE_1274 2-oxo aoid dehydrogenasq acyltra¡sferase, putative

A¡E_1272 dehydrogenase coople)L El compoú€[rt alpha subunit,
pr¡tative
A¡E_308 1 transketolase (ttr t-2)

Metabolismo cnergético

Metabolismo energético

Metabolismo energético

Metabolismo energétic.o

Metabolismo energético

Met¿bolisúo etergético
Metabotismo energéüco

Met¿bolismo energetico

Mctabolisno cnergético

Metabolismo eoergético

Metabolismo energético

Metabolismo erlergeüco

Metabotismo e[ergético

Metabolismo energetico

Metaboli$no eftrgético
Metabolismo eri€rgetico

Metabolismo energétioo

Metabolismo €rergetico

Met¿bolismo e¡e¡gético

Metabolismo energético

Metaboüsmo euergéúoo

Metaboiismo energético

Metaboüsmo en€rgético

Metáboüsmo ene¡gético

M€tabolismo eoergéüco

Met¡bolismo energético

Metabolisfi o eúergetico

Metsbolisño energéiico

Metabolismo energétioo

Matabolismo enef gético

Metabolismo energético

Metabolismo energético

Metabolismo energético

Metabolismo eriergéüoo

Melabolismo eneEético

Metabolismo energético

Metabolisrno e¡e¡gético

Mol¿bolkmo energético

Metabol¡mo energétic¡

Met¡bolismo energético

Melebolismo energético

Metabolismo eÍ6gétic,o

Melabolismo energétioo

Metaboü$ro energético

Melabolismo energético

Metabolismo en€rgético

Metdbolismo energético

Metabolismo energétioo

Metaboü$no et¡eBétioo

Metaboüsno energéúco

Metabolismo eñ€¡géticoTMHMM
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258

259

260

261

262

SignalP A.FE_2614aoonitat€hydratase,pütative

TMHMM AFE-I128 fatty acid desaturaso

TMHI\fi\4 AFE_I187 CDP-diácylglyoe¡o1--g1yoercl-3-phosphats 3.
phosphatidyltraasfelase, putstive

TMHMM AIE_1635phosphatidatecytidylyltra¡sferase (cdsA)

TMHMM AFE_2187 CDPdiaoylglycerol-glycerol-3-phosphale3-
phosphatidyltaGferase GgsA)

Metaboüsmo ene€ético

Metaboüsmo de acidos grasos y fosfolipidos

Metabolismo de acidos ga.sos y fosfolfpidos

Metabolismo d€ acidos grasos y fosfolipidos
Mctabolismo de acidos grasos y fosfolipidos

263 IMHMM AFE_2291 CDPdiacylglycerol--se¡he O-phosphatidyltransferse (pssA) Metábolisúo de acidos grasos y fosfolfpidos
2U 'IMHMM AFE_2313 1-aoyl-sn-glyoerol-3 phosphat. aoylt¡ansfer¿sE Met bolisrro de ácidos grasos y fosfolipidos
265 TMHMM A.FE_2673 diacylglycerol kinase (dgkA) Metabolismo de acidos g¡asos y fosfollpidos

266 IMHMM AFE_2117 phosphatidylglycerophosphat¡se A (pgpA) i.,fetabolisúo de esidos grasos y fosfolípidos

267 IMHMM AIE_0971 squalene-hopeoe cyolase (shc) Metabolismo de acidos grasos y fosfolipidos

a SecretomeP AFE_0845 conserved hypotheticsl protein Proteinas hipotéticas

269 SeoretorEeP AFE_1330 co¡sefled h]?ot¡etical protein holeinas hipotEtioas

27o SecretomeP AFE-1406 conserved hypothetical proteir Protei¡as hipotétic¿s

27 1 SecretoúeP AIE_ 1789 col1served hypothetical proiein Protei¡as hrpotétioas

272 Secretot¡eP AFE_1972 coúserved h,,poüetical protein Proteitras hipotéicás

2"¡3 SecretomeP AFE_2386 conse¡ved h)?othelical proteil Proteinas hipotéticas

274 SeuetoEeP AFE_2535 ooDserved hypoüetic€l p¡otein hoteiaás hipotéticás

275 SigflalP AFE_0019 corlserved h]?oth€tical protein hoteiras hipotótioas

2'76 SignalP AIE_0083 oonserved hypothetioal protein Protei¡as hipotéticas

277 SignalP AFE_0116 consefled hypotheticsl protei! ProteiD,as hipotétisas

2'78 SigmlP AFE_0117 conserved h,?othetical protein P¡otei¡tu hipot€ticás

279 SigmlP AFE-0136 conserved hlpoüetical proteh Protehas hipotétio6s

2a0 SignalP A.FE_01?3 cor§€rved h).pothetical proteio Proteinas hipotéticas

281 SignalP A¡E_0278 corse¡ved h]?othetical protein hoteiñas hipotéticas

282 SignalP AIE_0398 cooserved hlpotheticai proteü hoteinas hipotétic¿s

283 SigDalP A.FE-0400 conserved hlpothetical !'rotei¡ hoteinas hipotéticas

284 SignalP AFE-0528 oonserved hpothetical proteia Proteinss hipotéticas

285 Sign¿lP AIE-05E9 corserved trypothetic¿l protein hoteinas hipotetioas

286 SignalP AFE-0795 coDserved hpoüetical p'rotein Proteifts hipoteticas

2A7 SigmlP AFE_0824 oolserved hypothelical protein Proteims hipotéticas

288 Signal¡ AI'E_0841 oonserved h)?othetical protein P¡oteinas hipoteticss

289 SignálP AFE_0936 conserv-ed hypothetical p.otein Proteinas hipotéticas

290 Signal} AIE-0981 oonse.ved hypothetic¿l piotein Protei¡as hipotétioas

291 signilP AFE-I040 ooDserved hypothetical protein hot€i¡¡as hipotétic¿s

292 SigDalP AFE_1101 conserved hlpothctical protein Ploteil1as hipotéticss

2% SignalP AFE-1140 ooDserved hypothetical protein hotei¡as hipotéúc¿s

294 SignalP AFE_1323 oonserved hwothetical prot€ir Proteiias hipotétioas

295 SignalP A!E_1587 consen€d hypott¡otical protein Proteinás hipotetic¿s

296 SignalP AIE-2208 conserved h]?otheiical proteir Proteiias hipotéticas

297 SignalP AFE-2236 corLse¡ved hypolhetical proteiD Proteinas hipot€ticss

298 signalP AI'E_2241 conserved h]?othetical p'rotein Proteiüs lipoteticas

299 Sigr¡alP AFE-2390 colserved hwothetioal protein Proteiúas hipoéticás

300 SignalP A¡E_2510 conseryed h]?othetical potein Protei¡as hipotéticas

301 SignalP AIE_2570 conse.ved hwoüetical ptotein ProteinÁs hipotéticas

302 SignalP AFE_2888 conserled h)?oüetical protein P¡otei¡as hipotéticas

301 Si$alP AFE_2895 oonserved hypothetical protein P¡otei¡as hipotéüoás

304 SignalP AFE-2925 coús€rved hlpolhetical prot€i¡ Protei¡as hipotéticas

305 Sig¡alP AFE_2954 oouserved hlpotheiical protein Proteinas hipotétioas

306 Sign¿lP AFE_3181 conserved hypolheücal protei¡ Prot€inas hipotéticas

301 TMHMM AFE-0032 conserved hypothetioal protern Protei¡as hipotéticas

308 IMHMM AFE_0215 conserled hypotl¡etical proteia Protei¡ás hipotétic¡s

309 TMHMM A.FE_0217 conserved h)?othetical protein P¡oteinas hipotétioas

310 1l\trn\,o!t AFE_0232 conserved hwothetioal protein hoteinas hipotéücas

3l I IMHMM AFE 0265 oonserved hpothetioal protein hoteinas hipotétioas
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312 TMHMM
313 TM}IMM
314 IMHMM
315 TMHMM
316 IMHMM
317 'IMHMM

318 TMTMM
319 lMHI\.fi\4
32O IMHMM
321 ',rMHtA4

322 TMHMM
323 TMHMM
324 TMHMM
325 TMHMM
326 TMHMM
327 TMHMM
328 TMHMM
329 TMHMM
330 TMHMM
331 TMHMM
332 TM]iMM
333 TMHNd\4
334 TMHMM
3:5 TMHMM
336 TMHMM
337 Secretor4eP

338 SecretomeP

339 SecretomeP

340 SigoalP

341 Sigú¿lP

342 SieÉalP

343 SignalP

344 SigralP
345 §ignatP

346 SignalP

347 Sign¿IP

348 TMHMM
349 TIIíHMM
350 IMHMM
351 TMHMM
352 LipoP
353 SecretomeP

354 SedetomeP

355 SecretomeP

356 Se€¡etomeP

357 SecretomeP

358 SecIetomeP

359 SedetomeP

360 Sec.etomeP

361 SecretoneP

362 Seoreto$eP

363 Secretomep

364 SecletomeP

365 SecretomeP

366 Secreto¡nei)

AFE_0273 conseflEd h,?oüetical p¡otein
AI'E_053 1 oonserved hlpothetical proteia
AFE_0546 conserved hlpothetical p¡otei¿
AFE_0738 ooúserved hypoüetioal p.otein
AfE_088 I coDserved hyporbetical proteia
AfE _0884 conserved h)?orbetic¿l protein
AFE_I 127 co¡served bypothetic¿l ploteiú
AFE-I 158 co¡se¡ved hj.,pott¡eücal protein
A¡E-1441 conse¡ved hwoüetical protein
AFE_1495 colserved hypoüetical proteiÍ
A¡E-l 535 conserved hpoth€tioal p¡otein
AFE_ I 600 conserved hypotheticat proteir
A.FE_2098 oons€rved hwothetical proteir
A-FE-2 127 conserved h]?othetioal protein
AIE_2554 eorserved hlpothetical protein
AFE-259I consenedhypothetical p¡oteitr
A.FE-2724 coos€rved hypothetical Fotein
AIE_2874 co¡served hypothetioal p¡otei¡l
AFE_2879 coúserved hypothetioal prot€in
AFE-2886 oomerved hpothetioal protein
AFE_2905 conserved hlpothetical protein
AFE_3 122 ooBserved hl?othetical p¡otein
A¡E_3217 oonserved hpothetical Foteia
AFE_0188 conserved hlpothetical protein
A¡E_1748 conserved hypoüoti@l p¡otsio
A¡E-1023 conse¡'ved doñain protein
AFE_1 908 conservEd do¡DaiD proteia
AFE_2726 coúser\,,ed domairi protei¡
AIE-0872 conserved doouin protein
A¡E_l060 colseñEd domair Foteiñ
AI'E,I061 coDserved do¡naifl prokir
AfE_1943 consenei dol¡atu proreiD. putátive
A¡E_2507 conserved don¡ai¡ p¡oteil
AtrE_2725 co¡served domain protei¿
AFE_2908 oonserr.ed domain protein
AFE_2910 comerv€d dom¿in protein
AFE-1938 conseñed dorDaiIt pmieifl
A-FE_2094 co¡served domai¡r protei¡
AFE_2611 conserved domaifl Eoteir
AFE-I 93 0 cooserved domain protein
AFE_23 98 hypothetical Fóteirl
AFE-01 29 hlpothetical protein
AFE-01 53 hlpothetical protein
AFE_o 16? hlpothetical Fotein
AIE_022 t hlpotlEüc¿l p¡otein
A.FE-023 I hlpothetical protein
AFE_0242 trypothetical protein
AFE_0271 h¡potleücal protein
AFE_0393 hypothetical protein
AFE_0504 hlpotlretical proteü
AFE_0534 hFothetioal proteir
A¡E_0616 hypotl¡etical Fotein
AFE_0643 h]?othetic¿l p¡orein

A¡E_0650 h]?otheticsl Foteir
AFE-0766 hlpothetioal proteia

Proteiúas hipotéticos

Protei¡as hipotéticas

Prcteinas hipotética§

Protei¡as hipotetio€s

Protei¡es hipotéticas

ho¡ei¡as hipoteticas

Prcteinas hipoéticás
hoteinas hipoteticas

Prot€ims hipotéticas

P¡oteinas hipotelc¿s
Protei¡as hipotétic¿s

PrcteiMs hipotéticas

Protei¡¿s hipotéticas

Proteinss hipoétic¿s
P¡oteinas hipotéticas

hoteiñas hipotetioás

Proteinas hipotéticas

P¡oteiaas hipotétioss

Prcteims hipotéticás

¡totehas hipotétioas

P¡ot€inss hipoteticas

P.oteir¡as hipotéticas

Protei¡as hipoéticas
Proteiúas hipotetices

Proteirlas hipoteticas

hoteina-! hipotétioas

Proteinas hipotétioas

P¡oteiaas hipoteticas

P¡oteius hipotéticas

Proteims hipotétioas

Protei¡as hipotetic¿s

P¡oteiBs hipotéticas

Proteilas hipotétic¿s

Proteines hipotétioa§

Proieinas hipotéticas

ProtÉinas hipotétioas

Proteinás hipoteticas

Proteir¿s hipotétioas

hoteinas hipoteticas

Proteiüas hipotétioas

Protei¡as hipoteticas

ProteiMs hipotéticar

Proteinas hipotáicas
Prcteims hipotetioas

Proteinas hipotéticas

Proteirias hipoteticas

P¡oteinas hipotetica¡
Protei¡¿s hipotétioas

P¡oteinas hiptéticás
hoteinas hipoGticas

&otehas hipotetioas

hoteinas hipoétioas

Proteinas hipotéticas

hoteiras hipoéticas
koteinas hipotéüoa§
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361 SeqotoúeP

368 SeqetomeP

369 Secrctom€P

310 SecrstomeP

371 SeüetoloeP

3'12 SoorctomeP

313 SecretoEeP

3'74 SecretorneP

375 SecretomeP

376 S€oretoÉeP

377 SecretómeP

378 SecretomeP

379 Sec¡etoheP

380 SecretoEeP

381 Sec¡etomeP

382 SeqetorneP

383 SecretomeP

384 SecretooeP

385 Se€retoñ€P

386 S€oretorEeP

387 SeqetomeP

388 Sec{etomeP

389 SeorotomeP

390 Seor€tomeP

391 Seü€toñeP

392 SecretomeP

393 Sec¡etorneP

394 SeoretomeP

395 Sec¡etmeP
396 Sec.etomeP

391 SecretoñéP

398 S€sretomeP

399 SecretomeP

400 Sec¡etoñeP

401 SeoretomeP

4O2 Secretom€P

403 Sec¡etomeP

404 SecletomeP

405 Secretos¡eP

406 SecretomeP

407 SecletomeP

408 SeoretomcP

409 SienalP

410 SignalP

411 SienalP

412 SignalP

413 SigDalP

414 Sign¿lP

415 SigüalP

416 SignalP

411 SignalP

418 SignalP

419 SrgnalP

420 SgalP
421 SignalP

AFF,_0789 hypothetical protein

AFE_0805 hypothetical prorein

AFE-0859 hrcothetical protei¡
AFE_0894 hypothetical proteitr

AFE_ I 189 h)?othetical prot€iD

AIE_1225 hnoth€tical Fotei¡
AFE_1250 hrpothctical proteir
AFE_I300 hypothctical protcin

AFE_I 363 hypothetical goteü
A¡'E_1459 hypothetioal protcitr

AFE_1466 hFothéücál protein

AFE_I498 hpothetical protei¡
AFE_1505 hypothetioal p¡otein

AFE-1527 hypothetical proteiu

AFE_1774 hypoüetical protein

AFE- 1788 hpothetical protein

AI E_l 834 hrpothetical protein

A.FE_ I 857 hpothetic¿l protei¡
AFE_I868 hypothelcal protein

AIE 1936 hypothetiosl protein

AFE_I 945 hlpothetical protein

AFE_ I 957 hypoü€üc¡I protei¡
AIE_l 963 hwothetical protein

AFE 1971 hlpothetical protcia

AFE_ I 981 hFoüetical p¡oteü
AFE_2040 hpothetic¿l protei¡
AFE_2045 hypotheticál potein
AFE_205 I hlpothetical proteü
AFE_2079 h}?oüeticái protein

AFE_21 l5 hypothetical protein

A¡'E_2 I 76 hypotlÉtioal Fotsin
AFE_2221 h,,poth6ticat proteid

AFE*2721 hypotlÉtical Fotein
AFE-2889 hlpothetical protein

AFE_2912 hlpothetical protein

AFE_29?2 hypothetical protein

AEE_2994 hypothetical protein

AFE_3057 b?othetic¿l protoií
AFE-3060 hpothctical proiei¡
AFE-3 142 hypothetic¿l protein

AFE_3 I 53 hwoüetical protei¡
AFE_3 21 3 hypoüetical protein

AFE_0038 hpoüetir¿l plo1É¡n

A¡E_0082 hFothetioal p¡otein

A¡E_o I 57 hlpot¡¡etioal Fotoi¡
AFE_o 195 hypothgticá proteiri

AFE_02 14 hypothetical protein

AFE_02?7 hwothetioal protei¡
A¡E_0292 hypothetical p¡otein

AFE_0294 hypotheücal Foteio
A¡E_0323 hlpot]rc:tical protein

AFE-0324 hypothétical protein

AIE_0325 hlpoüetical protein

AFE-0328 h¡pothetical protein

AIE 0407 h}loüeücal protein

ProÉi¡¡s hitrotétic¡s

hoteillas hipotéticás

Ilotoinas hipoteticas

Proteinás [ipot¿ticas

Proteinas hipoteticas

Prcteiius hipotéticas

B'oteinas hipotetic¡s
hoteitras hipotéticas

Itoúei¡as hiJ$téticas

Prcteüas hipotétic.¿s

Proteinas hipotéticás

P¡oteinas hipotéticas

Proteinas hipotétioas

Proteinas hipotetioas

hoteinas hipotéticas

Proteinas hipotéticas

hoteinas hipotéticas

hoteinas hipotéticss

Protsinas hipoteticas

Protei¡as hipotéticas

hoteúias hipotéticas

Proteinas hipotéicas

Prot€i¡as hipotéticas

hotei¡as hipotéticas

Ploteitrás hipotétic¿,s

Prot€i¡as hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Proteinas hipotéticss

ProGiras hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Ploteinas hipotéticas

Proteinas hipotéticas

hoteinas hipotéticas

P¡oteirlas hipotétic¿s

Proteinas hipotétic¿s

ProteiMs hipotéticas

Proteims hipotéticas

Prcteinas hipotétioas

hoteinás hipotéticas

hoteinas hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Protei¡as hipotétic¿s

hoteinas hipotétic¿s

Protei¡as hipotéticas

hotei¡as hipotéticas

Proteinas hipotéticás

Proteinas hipotétic¿s

hoteinas hipotéticas

Prot€i¡as hipotétic¿s

Prot€ims hipotétioas

Proteinas hipotéticas

Prot€i¡as hipotéticas

ProteiÍas hipotéticas

Proteisas hipoteticas

Proteinas hipotéticas
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422 SignalP

423 SignalP

424 SignalP

425 SigqalP

426 SignalP

427 SigaalP

428 SignalP

429 SignalP

430 SignalP

431 SignalP

432 SignalP

433 Sig¡alP
434 SigaalP

435 SienalP

436 SigalP
437 SignalP

438 SigrulP
439 SigralP
440 SignalP

441. SigralP

442 SieüalP

443 Sig¡alP
444 SignalP

445 SignalP

446 Sig¡alP
447 SignalP

448 SignalP

449 SignalP

450 Sign lP
451 Sipá1P
4s2 SigllalP

453 SignalP

454 SignatP

455 SignalP

456 SignalP

4si SignalP

45E SigI1alP

459 SienalP

4ó0 SigmlP
461 SigalP
462 SignalP

463 SignalP

464 SignalP

465 SigaIP
466 Signai}

467 SignalP

468 SignalP

469 Sie¡alP

41A SignalP

471 Sie¡alP

412 SignolP

473 SisalP
414 SigulP
475 SignalP

4'76 SignalP

AFE_041 7 hypothetical pro¡ein

AFE_0418 hypothetical proteitr

AFE_0457 hrcothetical protein
A.FE_05 15 hFothetisal pro¡ei¡¡

AFE_0601 hpoüetical p¡otein

A¡E_0604 h,?othetical protein

AIE_0610 hlTrothetical proteid

AFE_0639 hypoüeücal protein

AFts_0667 hypoüetical pIotein

AIE_0699 h,?othctical proteln

AFE_0703 h]?otheücsl protein

AFE-0785 hlpotheticat protein

AIE_0E26 hypothetical prot€i¡
AIE_0856 hnothetrcal protein

AFE_1006 hypothedcsl pIoGin

AI'E_I 107 hwoth€tic¿l Fotein
AFE_i 1 l0 hlpothetical proteut

AFE_I 1 33 hypoüetical protein

AFE_12 I t hl?othetical protein

AFE_1222 h!?othetical proteifr

Af E-1223 hlpolhetical proteia

AIE_l 255 hwoüetic¿l p¡otei¡¡

AFE_ I 279 hypothetical protei¡
A¡E_1 346 hwothetical protei¡
AFE_I 3 80 h],pothetical protcin

AFE- l 3E I hypothetical protein

AFE_1 438 hypot¡etical protei¡
AFE_1446 hlpothotioal p¡otei¡r

AFE_1460 hypothetical Fotein
AFE_I 477 hpotheticál p¡otei¡l

A.FE,I 668 h;pothetioal protein

A¡E_ I 8 10 h),pothetical Foteio
AFE_I 8 14 hypothetic¿l protein

AFE-i 859 h)?othetical prote¡.n

APE_I E8 I h,?othetical Fotein
A.FE_I 89 I hlpothctical proiein

AFE_1899 hypothetical proteia

AFE- 1 900 hypoüotic¿l proteü
AFE_'I 944 hypothetical proteü
AFE_I 947 hypoüetical protei¡l

A¡E-l 955 hwothetical Fotein
AFE_I 970 hypothetical protein

AFE-1985 h¡pothetical protein

A¡E l98E hlpoüetical p¡otein

A¡E-2004 hwotheüos1 protein

AFE_20 l0 hypothetical protein

A.FE_20 | t hlpothetical protein

AFE_203 I hypothetical proteia

AFE_2038 hrcothetic&l protein

AFE-2 1 58 hypolhetioal Fotein
A¡E_2300 hwothetical Fotei¡
AFE_2388 h»othetical protsm

AFE_2414 hlpothetic¿l Foteiri
AFE_24 I 8 hypolhetical protei¡

AFE-2420 hypotletical protein

hoteiDas hipoteticas

hoteinas hipotéticas

P¡otein¿s hipotéiicas

Prot€inas hipotetioas

Proteinas hipotéticas

Proteims hipotélicas

Proteinas hipoétioas

Protei¡ss hipot&icas

P¡oteinas hipotéticas

Protemas hipotétioas

hoteinas hipotéticas

Proteinas hipotétic¿s

Proleirlas hipotéticas

P¡oteinas hipoléticas

Proteinas hipot¿ticas

Proteinas hipotéticas

Protei¡as hipotétioas

hoteinas hipotélicas

Prot€i¡as hipotéticas

Protein¿s hipotéticas

Protei¡as hipotéticás

Proteims hipotéticas

Proteiras hipotéticas

Protei¡as hipotétioas

P¡oteinas hipotéticas

Protei¡¿s hipoéticas

Proteinas hipotétic¡ls

P¡otei¡as hipotéticas

Proteir¡as hipotéticas

Proteiras hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Proteinas hipotéúcas

hoteinas hipotéticas

hoteinas hipotéticas

Protei¡as hipotétic¿s

Proteims hipotétic¿s

Proteinas hipotéticas

ProteiDas hipotéticas

Proléinas hipolétic¿s

Proteinas hipotétic¿s

Pfoteinas hipotéücas

P¡otemas hipotétioas

P¡oleinas hipotéticas

Prcte¡nas hipotéticas

Protei¡as hipotéticas

hot€inas hipotéticas

ProtEin¡s hipotéticas

Proteinas hipotéticas

ProteiDas hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Protei¡as hipotéticas

Protei.nas hipotéticas

Proteinas hipotétic¿s

P¡oteinas ¡ipotéticas
Protoin¿s hipotétiofls
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471 SigaalP

478 Sig¡¡lP
479 SigmlP

480 Signal?

481 SisnalP

4a2 SienalP

483 SignálP

484 StgnalP

485 SignatP

486 SignalP

4a7 SignalP

488 SiFalP
4E9 SignalP

490 SEnalP

491 SienalP

492 SignalP

493 TatP

494 TMHMM
495 TMHMM
496 TMI{MM
49'7 TMHMM
498 IMHMM
499 TMHMM
5OO TMHMM
501 TMHMM
502 'IMHMM

503 "ÍMHMM

504 TMHMM
505 TMHMM
506 ]MHMM
5O'7 TMHMM
508 TMHMM
509 TMHMM
510 TMH\44
51I TMH\44
512 TMHMM
513 TMHMM
514 TMI{MM
515 TMHMM
516 TMHMM
511 TMHMM
518 TMlt\4M
5I9 TMI{MM
520 TMHMM
521 TMHMM
522 TMHMM
523 IMHMM
524 IM}$'4M
525 IMHMM
5.26 'IMHMM

527 lMl¡\.fl\l
528 TMHMM
529 TMHMM
530 TMHMM
531 I\fin"&;l

A¡E_2429 hwotheticsl protein

AFE_2434 hlpothetical ptotein

A-FE_2458 hypothetrcal protei¡
AIE_253 I hlpothetical protein

AFE_2573 hpothe¡ical protein

^.FE_2582 
hpothetical protcin

AIE_2620 hypothetical protein

AFE_2770 hwotheücal p¡otei¡
AFE_2893 hJpothetical protein

AFE_2928 hypoüeücal protein

AI'E_3025 hypothetical protei!
AIE_309 blpoüetical proteitr

A¡E_3 I 02 hypothetical protein

A-FE_3106 h,?othetical protein

AFE_3 I 93 hlpoüetical protein

AfE-3 197 hpothetioal proteia

AFE_1043 h)?othelical proteir
A¡E_00 16 hypoüetic¿l proteü
AFE_0017 h,,pothetioal Fotei¡¡
A.FE-0039 hypothetical protéin

A¡E_01 5 t h}?oüeúcal proteü
AFE_0168 hpotheticál protein

A¡E_0238 hwothetical protein

AFE 0243 hlpothetical protcr:r

AIE_0286 hpolh€ticsl protei¡r

AFE_0287 h,?othetical protein

AIE_0371 ¡Wothetical pIotein

AIE_03?2 hlpothetical protein

AFE_0392 hFothetical protein

AFE_0570 hypothetical protein

AIE-0591 hpothetical Fotein
AIE_0771 hypothetic¿l proteiD

AFE_08ó3 hFothetical Fotei¡
AFE_09 16 hyporhotical protein

AFE_0932 h'lothetical Foteiri
AFE_0934 hlpothetical protein

AFE_i i52 hypotheticsl protein

AFE 1205 hlpoüetioal protei¡

AFE_1221 hrpothetical protein

AFE-1440 h]?othetical protein

AFE_1442 hypoüetical protein

AFE_1449 hlpothetical protei¡
AFE-1453 hypothotic¿l protein

AFE_1461 h]?oüetical protein

AIE_1462 hypothetioal proteitr

A¡E-1465 h],potheticá p¡otcin

A¡'E_l 689 hlpothetical protein

AIE-I 764 hlpothetical proteir

AIE- I 827 hypothetical Foteir¡
A¡E_l 833 h]?othetical Fotein
A¡'E_1 845 hruothe.tical p¡otei!
A¡E_ I 849 hfothetical protei.lr

AFE-1887 hpolhetic¿l p¡otei¡

AIE_I 9 I 6 h}?othetical protein

AiE-l 939 hlpolhetioal p¡ot.i¡

Proteinas hipotéticas

Proteius hipotétioas

P¡oteiaas hpotéticas

Prot€i¡ás hipoiéticas

Proteims hipotetic¿s

Protei&s hipoiélicas

Proteinas hipotétioas

Prot€i¡as lúpoleticas

Proteirlas hipotéticas

Proteüas hipoiéticas

koteinas hipotéticas

Proteil1as hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Proteinas hipoteticas

ho¡einas hipotéticas

Protei¡as hipotéticas

ProteiDas hipotéticas

P¡oteiras hipotétic¿s

Protei{as hipoteticas

Proiei¡as hipotéticas

P¡oteinas hipotéticás

ProteiDas hipotéticas

P¡oieifts hipotéticas

Protein¿s hipotéticas

hotoinas hipotéticás

ProteiDas hipotéticas

Proteinas hipotéticas

hotei¡ss hipotéticas

Proteinas hipotéticás

Proteinas hipotéticas

hotei¡as hipotéticas

koteitras hipor¿ticas

Proteinas hipotéticas

Proteirias hipoteticas

Proteinas hipotéticas

Protein¿s hipotéticas

Proteinas hipo!étioas

hoteims hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Proteinas hipotétioas

hoteiDas hipolétic¿s

hoteiras hipotéticas

hotEitras hipoteticas

Proteinas hipotéticas

Protehas hipotéticas

Protei"as hipoteticas

hotei¡ás hipotéticas

koteirias hipotéticas

hoteiras hipotéticas

Plotei¡as hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Protei¡as hipoéticas

hoteiús hipoteticas

Protei¡as hipotéticas

Proternas hipotéticás
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532 TMHMM AFE_1940 hypolhetical protein

533 IMHMM AFE_197E hlpoüetical protei¡
534 IMHMM AFE_1987 hypothetical proteiD

535 TMHMM A¡E_1997 hypoüetical protei¡
536 TMHMM A.FE_1999 hpoüetical proteitr

537 TMHMM AFE_2023 hypothetioal protein

538 IMHMM AFE_2033 h]?othetical protein

539 IMHMM AI'E_2043 hypoth€tical p¡oieia

540 TMHMM AIE_2102 hwoüclioal proleü
541 TMHMM AFE_21 l l hypothetic¿l protein

542 TMHMM AFE_2167 hlpothetical proi,eia

543 TMHMM A.FE_2170 b?oüetioal protein

544 TMHlvn\,f A¡E_2228 hypothotical p¡otein

545 IMHMM AFE_2332 hypolheücal protein

546 TMI{MM A¡E_2542 hypothetioal protein

547 IMHMM AFE_2629 h,,pothetic¿l protein

548 TMHMM AFE-2671 hypotletioal protEin

549 TMH¡ ,f AFE_2734 h}?oi¡etical proteir
550 TMHMM A¡E_2857 hypot¡etioal protei¡
551 TMHMM AFE_2929 h),pothetical proteio

552 IMHMM AI'E_3112 h)?othetical protein

553 TMHMM AIE_317 hypothetical protein

554 TMHI\,&4 AI'E_3199 h)?othotical protein

555 IMHMM AFE_3200 hypothétical protein

556 ]MHMM A.FE_0460 h)loüetical protei¡
557 TMHMM A.FE_I512 hypothetical protein

558 S€cretomeP A¡E_0223 PeñK farüüy proteiD

559 SemetomeP AIE-0710 ISAfes, transp$ase offB
560 SiSnalP AIE_1942 transposor¡, ¡esoh,ase

561 SigDalP APE-2014 bansposon, t ansposase

562 IMHMM AFE_1878 TD5468, t¡¿trsposition protein C (tosc-l)
563 TMHMM AFE_3135 Tn546E, üa¡spositron protein C (hsc.2)
564 SignslP A¡E_0259 serine protease, DO/DeqQ family

565 SignalP AIE_1199 hflC p¡otein (hflC)

566 signalP AIE_1439 serin€ prote¿se, DOI)eqQ fsmily
567 SignalP AFE-1685 seirc protease, DO.DeqQ family

568 SignalP AFE-2514 carboxy.teÍdrlal peptidase (ctpA)

569 IMHMM A¡E_1005 p€ptidsse, M48 family

5'70 TMHMM AIE_1200 hflK prcteir¡ (hflK)
5'll 'IMHMM AFE_I297 memb,rane-associated zinc :aetallop.ol.ease, putati!§
512 TMIMM AFE_I633ñembÉne-assooiatedti¡oñetalloFotease,putative
5'13 TMHMM AFE_2024membrane-¿ssociatedziücmetalloprotease,putstive

574 SecretomeP Aj'E-04 I 5 fype I seoretion outer membrane pro¿ei¡, pütative

5'15 SignalP AFE-0343 outermembÉne LipoProtei¡1 LolB, pütative

576 SignalP A.!E_0401 bacterial twe IIllII seorction system protein

5'1'1 SignalP AlE_l8T2outerme6braneautot¡ansporter,pui,ative

57A SignalP ,{lE_l 873 outer meEbrane autotÉnspo er TapA

579 SignalP AI'E_2463 type I sec¡eüon outer úeEbraoe proteiD. TolC family

580 SignalP A.FE-3201 twin-arghire translooation protei¡, TatA,G family

581 TMHMM AFE_0412 §?e I seorction system A1?ase

582 TMHMM AIE_04I3 tlpe I secretioa fEembra¡le tusion p¡otei¡- HlyD family

583 TMHMM ME_0473 pteprotein traElocáse, SecG subuoit

584 TMHMM AFE_1038 protein-export membÉne p¡otein SecD

585 TMIMM A.EE-1039 protein'expo.t rdemb¡ane proteh SeoF

586 'Ifvffi\i0vi AFE_1683 si8trsl p?tidase I (lepB)

hotei¡as hipotétioas

P:oteinas hipotéticos

Proteinas hipotéti.¿s
P¡otei¡as hipotélioss

Proteir¡as hipoteücss

Protei¡as hipotétiols

Proteinas hipotéticas

P¡oteinas hipotéticas

P¡oteiúas hipotétioas

hotein s hipotétioss

Proteinas hipotéticas

Proteinas hipotéticas

ProteiDas hipotéticas

Proteiras hipotéticas

Proteinas hipotéticas

Proteinás hipotéticss

Protsinas lipotétioas
hoteitras hipotéticss

Proteinas hipotétioas

Protein¡s hipotetioas

hoteifts hipotétic¿s

Proteinas hrpotéticas

hoteinas hipoteticas

hote iúás hipotéticas

hoteitras hipoteticss

P¡oteinas hipotéticas

Eleme¡tos móüles extacromosomales

EleEentos móvilss er,tsc¡omosornales

Elementos móüles extracroñosomáles

Elemetrtos móüles extraoromosomales

El€me os mó\ües exlmcromGorrü¡l€s

El€mentos móviles extraoromosomales

Desti¡ación de proleínas

Destinació0 de p¡oteínas

Des¡i¡ÁcióD de proteiDÁs

Destinacióri de proteinas

Destimció¡ de FoteiDss
Destinación de proteíms

DestirÁsión de protel¡as

Desti¡ación de proleínas

Desti¡ación de protel¡as

Desti¡ación de proteinas

D€stimoión de proteínas

Destiú¡ciófl de proteinas

Destinación de prcter¡as

Desti¡ación de goteinas

Destinació[ de protelD¿s

D€stinación de proteinas

Destiraciófl de prot€ínas

Dqsti¡acióo de proteinas

lJeslinación de proterr¡as

Destilasión de prot6l0as

Desti¡ación de p¡otsínss

Destinación de proteiDás

Desti&ción de proteín¿s
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587 TMHMM
588 TMH\A4
5E9 IMHMM
590 TMHMM
591 TMHMM
592 SecraomeP

593 Sec¡etomeP

594 SignaiP

59J Sig¡alP

5% 'IMHMM

597 TI,,ITIMM

598 IMHMM
599 IMHMM
600 TMH}\,fl\,{

601 SecreiooreP

@2 SecretorneP

603 SeoretomeP

604 SeorctüneP

605 SecretomeP

606 TMHMM
60'7 TMHT,tr\4

608 SecretomeP

609 TMln\4\4
610 TMI]MM
6I I IMHMM
612 TMHMM
613 TM{MM
614 TMHMM
615 TM{MM
616 TMHMM
617 TMHMM
618 'IMHMM

619 TMHMM
620 'IMHMM

621 TMHMM
622 TM}NVM
623 SeüetomeP

624 SieÉalP

625 TMI]MM
626 IMHMM
627 TMHMM
628 IMHMM
629 TMHMM
630 TMHMM
63I TMHMM
632 Si8¡alP

633 SigDntP

634 TMHMM
635 TMHMM
636 TMHMM
631 TMHNIM
638 TMHMM
639 'TMHM}ü

AFE_2483 sigDsl peptidase II (lspA)

AFE_2685 prep¡otein karslocsse, SecY suburit (seoY)

A¡E_27 I 9 Feproteir Eanslocase, SecE subutril (secE)

AI'E 0060 S€c-i¡dependent protein translocase TatC

A¡E-0061 twir-argininetral1slocation proteir TatB
AFE,1 106 pepüdyl-prolyl cis-traÍs isornerase B (ppiB)

AFE_ 12 14 i¡iol_disulñde Interchange p¡otein, putative

A.IE_I959 thioldisúnde iÍerchange pmtei¡, DsbA laruly
A.FE 2516 peptidyl-prolyl ois-t ans isoñeráse, PPIC-§?e

AFB_I913 heat shook prolein HtpX (htpx-l)
AFE_2754 disülñde bond fonnstion protein B, put¿tive

AIE 278I heát shock p¡oteh HtpX GtpX-2)
A.FE_091 I prolipoProreh diacylgb'ceryl t¡ar¡sferase ogt)
AFE_2440 apolipoProteir N-aoyltransferase (cutE)

AIE_0035 ribosomal p¡otein Ll3 (rp1i\,0

AFE_0491 ribosomal PIoteir L35 (rpmD

AFE_2381 ribosomalproreü t"3l rrpmE I

AFE_2690 ibosor¡¿] plotei¡ L6 (rpl¡)
AFE_2717 ribosomal protein Ll l (rptK)
AFE-0466 ibonucleosidediphosphate reductase, bel,e subuit (n dB)

AFE_2756 phosphoribosylarnhoimidazole carboxJlase, cataiytic
subr¡dt (purE)
AFE_10E7 t¡¡sc¡iptional regulatc,r, putative

AIE_2828 transc¡iptional regulatc,t

AFE_2987 aa¡scripüonal regulato., LysR family
AFE_o I 52 sensor hisüdine kinase

AFE_07E1 senso¡ histidi¡e ki¡use
AFE 0869 sebsor histidi¡e kinase KdpD ftdpD)
AFE 1063 sensor histidine ki¡ase

AFE_1649 phosphate regulon serrsor protain PhoR (phoR)

AFE_2588 senso¡ histidi¡e kinase

AFE_2842 sensor p¡otein PilS, putative

AFE_2919 se¡sor histidi¡e ki¡ase

AFE_2998 se¿sor histidi¡e kinase

AIE_3001 nitmgen regulstron proteitr NtrY, putáti v€

A¡'E 3058 osmolarity seffior proteir EnvZ, purative

AI'E_3 I 96 sensor histidire kir¡ase

AIE_01 18 p€ptide ABC iransporter, periplasmic peptide-bi¡diflg protei¡

AFE_01 23 pptide ABC aansporte¡, periplasmic peptide-binding p¡oleir

A¡E_0119 peptid€ ABC transporter, permease prolein

Al'E_0120 peptidc ABC transporter, penEease proiei¡
AFE-0446 amino ac¡d p€rmesse lamily prolern

AFE 0645 amino acid permease fB¡ixly prolein

A¡E_ 1303 amino acjd pemresse family prolci¡
AFE_2321 amino acid perúease family protem

AFE_2598 amino acid permease family poteia

AFE_1 l5l phosphate ABC traaspofer, pe¡iplasmic phosphate-bi¡ding
p¡otei¡ Ostsl)
AFE-1648 phodphate ABC t¡ansporter, periplasEio phospbste-binding
plotein (psts-2.)
AFE_I 149 phosphete ABC t¡anspolter, pennease protoi¡, puialive

A.FE_I I 50 phosphs¡e ABC transporter, perñease prorein PstC (pstc- 1)

AFE_1646 phosphatc ABC lransporler, permease protein PstA (pstA)

A¡'8_164? phosphate ABC traísporter, permease protein PstC (pstc-2)

A¡E_2225 voltage-gated chlo¡ide cha¡urel

AFE_2226 vottage{at€d cl¡loride cba¡f,el

Desti¡soión de protel¡as

DestinacióD ds protofnas

Destinaciótr de Froteinas
Destinaoión de proteinas

Destiriacióí de protelnas

Destinación de proteiDas

DcstinaoióD do protefr¡as

Destinaoióo de protelnas

DestiÍació¡ d€ proteinas

Destin¡ciót! de p¡otehDs

Destinación de pmtel¡ps

Destimció¡ de protel¡as

D€stinación de protelnas

Destinaoión de potelrEs
Sintesk de proieitras

Síntesb de protei¡as

Slntesis de proteinas

Síntesis de proteifts
Sínlesis de proteinss

Puririas, pi¡imidüas, nucleosides y trucleotido§

Pu¡inas, pi¡imidinas, nucleósides y¡uol€ótidos

Ftmciones regulatorias

Fulciones iogulato¡ias

Furciones reguiatorias

Furicioner rcgulato¡ias

Flmciotres regulatorias

ftmcioúes regulatoriss

Fw¡cio¡es regdatorias

Funciones regulatoriás

Fu¡ciones rggulatorias

Fl¡lúior¡es leg¡rlatorias

Furciones regulatorias

FuDciones regulato.ias

Funciorcs regulatoriss

Funciooes regulÁto¡ias

Furciones regulatorias

Protei¡as d€ u¡ión y ba¡spo.te

hoteinas d€ tmión y taDsporte

Proteinas de uniótr y taDspofe
Protei¡¡s de udón y tansporte
Proteinas de r¡nión y EaDsporte

koteims d€ unión y traDspolte

hoteiúa9 d€ ]lnióll y tansporie

Proteinas de uDión y t"aDspo¡te

ProieiÍas de uniótr y transporte

Proieinas de unión y traúsporte

Prorei¡as de rmión y üansporte

P¡otei¡as de unión y transpofe

hoteiras de ¡¡¡¡ióny traDspole
hoteiDás de l'miótr y traDsporte

Prot€inas de uoión y transporte

holeiüs de unión y tanspo e

Protei¡as de utrión y traEsporte
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640 TMHMM
641 ]MHMM
642 SignalP

643 SignalP

644 ]MHMM
645 TMHMM
646 TMHMM

665 SignalP

666 SigrralP

661 SigtratP

668 S1g¡alP

669 Sig¡álP
6?0 SigBalP

611 SignalP

6'12 SigaalP

613 Sign¿lP

614 SignElP

675 ]MHMM
616 TMHMM
6'7"1 TMITM\4
678 lMln\d\4
6'79 'IMHMM

680 IMHMM
68I TMHMM
682 IMHMM
683 ]MHMM
6U TMHMM
685 TMHMM
686 ]MHMM
687 TMHMM
688 TMHMM
689 IMHMM
690 TMII\,{M
691 TMHM\,f

AIt 2?¿l ."lfire rr-ri poñc, fJmih pror(ir.
AIF_1203 voltáge-g6red ohlonde cha¡nel
Af€-0580 carbohldüt€-selective porin, OprB lamily
AIE_0848 carbohydrate-seleotivs podr, OprB fámi1y
A¡E_0786 sugar raffpoñer far¡rly prolein
A¡E_ i I 00 C,l-dicarbo§late rransporter/rnalic acid transporr protem
AIF. 1210 C4-dioarboxvlate tr¿msporter/máiic acid ¡ransportprotein,
putative

647 fMIn\4M AIE_298j C4-dica¡bor:y1aie r¡anspo er/málic acid trs¡sporl p¡otem
64E Sig¡álP AIE 1 143 hearl metal efllux ransporte¡, MFp suburil putarire
649 Sec¡etomeP AI,E_o I 0E To¡B family protein
650 Sec¡etomeP AFE 0l12 TonB-deperdenr reoeptor
651 SecrelomeP AIE 0416 TonB tamih plotein
652 Sec¡etomeP AIE 0797 To¡B fal11ily proiein
653 SeüetomeP Al'E-0823 TonB family protenr
65,1 SccretomeP AFE_0830 TonB I'amitv protein
655 SignalP AFE_íJ174TonB-dependentrsceptor
656 Sign¿[, AFE 0671 hear.r meLrl efflux system prolel¡, putati\,e
657 SignalP 'A¡]E_0796l'onB-dependentreceptor
658 SignalP AFE-0800 TonBdependent receptor
659 SigalP AFE_0806 To ll-dependenr receplor
660 SignalP AIE_0810 TonB-dependent ¡eceptor
661 Signal" AIE_0864 K+-transporling ,ATpase, C sübulit (tdpc-2)
662 SignalP AFE_1054 TonB-dependent receptor
663 SignalP A¡E_] 142 outer meübrane hea\5, metat efflux prorein, putative
664 SignalP AIE_1590 iron compou,.ld ABC transporie., periplasmio iron-bintling

prorein, putarive
A¡E-]591 molt bdenum ABC hanspo¡ter, pe.iplasmic molybdare-
brnding protein, putarirE
AFE,l 591 TonB-dependent recepior

AFD-I595 iron compou¡d ABC tlaüsporrer, pcripl¿smic Íon-brnding
protein, put¡ti1.e

AIE 2957 tol pal sysrem be1¿ propoller repear prolein TolR
AIE-3 103 To¡B-dependent ¡eceptor

Al'ts 0022 cation channel potein, putativc
AIE_0029 plasma-memb¡ane proton-emux P-type ATpase, putative
A¡E 0107 MotA,/lolQ,ExbB proton ohánnel famiiy protein
A¡E_0165 cation t¡ansporting P-§Ipe ATPaso
A.FE_o187 oatioll charüel prorein, purative

AIE_o I 93 aúrmorium tmnspo¡rer (amt- I )
AFE_0 1 98 anrmonilrm tansporler (am!2)
AfE_Oj2o c0rion emu\ sy§rcm protern putau\e
AI'E-0329 copper-translocating P-§pe ATPfl se

A¡E 0578 ferous l¡on rransport protein B (feoB)
A¡E-0622 mercuric resjsianoe pmtein MerC
AFE 062J K_-bansponi¡g ATPase, A subunit GdpA-1)
AIE 062? K_-transportulg ATPase, A subunit (JdpA-2)
A¡E_0628 K_-transporti¡g AlPase, B suluit ftdpB-l)
AIE 0648 Na+,4I+ antipofer

AIE-0678 cation efllll-\ permcasel Futarive
A!'E 0682 cation difñrsion f¿cilitaror family iransporrer

AFE_1597 TonB famih protern p¡oteinas de unión y transpofc
AFE_1601 TonB-dependent receptor prorei¡as de u¡rón ].r¡ansporre
AFE_2270 TonB famil), protein proreüas de rLDrón l, har¡.sporte
AFE_2277 To¡B-dependent ¡eceptor, putative p¡oleinas de taión y L.ansporte
A¡E_2438 cairon ABC t¡anspolte¡, periplasmic cation-binding polein, proreinas de unión y t¡aosporte

P¡oteina! de u[ióú y hansporle

Proteinas de lmióo y transporte

Protei¡as de uniótr y t¡ansporte
Pmteihas de uEióll y transpote
Protein¿s de lmión y !.srsporte
hoteinas de rmión y tanspofe
Protei¡¡as de uBiól1 y transporte

P¡oteinás de wlión y tÉnsporte

hoteifis de uniód y trá¡sporte

Protei¡as de ünión y kaÍsporte
Prcteinas de u¡úón y taospo¡te
P¡oteims de u¡ión y tramporte
P.oteinas de udón y t¡anspor-ie

ProteirÁs de unión y t¡snsporte

P¡oteiras de utién y trar¡sporte

Proteinas de u¡iótr y t¡anspofe
hoteinas de lrEióll y hansporte

hoteinas de mión y tmnsporte

Pro¡einas de unióÍ y transporte

hoiei¡as de udón y kansportg

hoteillas de unión y t¡aúspoIte

hoteims de unió$ y t¡a¡sporte

P¡oteinas de unión y ka¡sporte
Protei¡as de l]aión y tsanspo¡te

P¡otei¡as de udó¡r y t¡a¡spofe

Protei¡as de uaión y tra¡sporte

Proleinas d€ mión y tEnsporte

koeiDas de lrnión y k¿nsporte

Proteinas de u¡ióo y aansport€

hotei¡as de u.1ión y transpode
P.oteinas de lmióo y E¿dsporte

Protehas de unión y t ¿Dspofe

Proteinas de uaiótr y transpofte

Protei¡as de ü¡ión y tls¡q»rte
hoteinas de uaióf¡ y transporte

Proteiúss de udón y tra¡spofe
Proteims de unióü y transpode

Proteinas de udón y transporte

Pmtei¡as de lmión y hansporte

Proteius de rmiótr y transporte

Protei¡as de rmióq y tmnsflort@

kotei¡as de unión y t¡ansporte

Prcteiflas de unióo y tránsporte

Proteims de udón y traNpofe
Proteinas de uniól y trarsporte
Proteinas de u¡ión y tansporte
P¡otei¡as de unión y trBlsporte
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692 TMHMM
693 TMHMM
694 IMHMM
695 TMHMM
696 TMHMM
697 TMHMM
698 TMHMM
699 TMHMM
'7OO TMHMM
701 TMHMM.102 IMHMM
703 TMT 4M
704 ]MHMM
705 TMHMM
706 TMHMM
707 IMHMM
708 TMHMM
709 TMHMM
'710 TMHIv[\4
7II IMHMM
712 TMHMM
713 TMHMM
714 IMHMM
115 IMHMM
716 TMI¡\4M
717 TMHMM
718 IMHMM
719 TMHMM
720 TMHMM
721 TMHMM
"122 TMHMM
'723 TMHMM,724 

TMINÚM
725 IMHMM
726 TMHMM

AIE_0773 magnesiura-rra¡slooating p,tl,pe ATpase
AFE_0794 ToflB family prorem
A¡E_0799 MotA-{olQrr,xbB proro¡ cháft}el faüily p¡otein
AFF. 0825 MoArlolQ,€xbts pro¡o¡ channel fañiiy p¡ote1¡
AFE_0828 MordlTolQ,ExbB proron chsnnel family p¡otein
AIiE_0853 Na_H_ antipoi¡e¡, purative

AIE 0865 K+-traosporii¡g AT?ase, B slüurit (kdpB-2)
A¡E_0866 K+ t¡ansportlÍg Alpase, A subluir (kdpA-3)
A¡E-0892 Na+,4I+ a¡tipoñe¡ NháA
AFE_1073 copper-t¡ansloc¿ring P-lype Alpase

^rf 
. 104 cal.oo.r,ansponing P-n ¡. ATPnse ¡uuüre

AFE_1 124 potassiün-effl[x s]'stel¡ protein
AII_llb8 J.'ünotuurn úa¡-p,,rer ,¿,1xlv p.orem
AFE 1332 potassium uptake proten (l-up)
AlrE 1588 cation diffusion facililstor lamily ranspoter
AFE-1589 ABC tránsporter, permease p¡otein, ¡ecCD farxh.
AIL_159't ABC tlanspo¡ter. perme¿se protein, FecCD family
A!'E_l599 Mo¡A,¡TolQ4i\bB proton cha¡jrel famjly protein
AFF._1654 oation diftusion lacililator family transpofer
AFE_2126 metai ion transporter. NRAMP family
A-FD_2222 plasma,memb¡ane ploton-emux p-r)?e ATpase
AIE_2248 Na+,Gi+ anliponer- putaiive
AIL,2272 MotA/TolQ,ExbB proron charnet iámi1t, protein
AFE_2,135 calion ABC t¡atrsporterl penIleásc proleiq putarile
AFI-]_2.136 caiion ABC transpofer, pernease prorei[ putátive
AIE_2453 sodium_calcium erchanger

AID_2552 MotA/To1Q/ExbB proron challnel far1lily protein
A¡E_2572 cation effllN family protein
AFE-2920 metal ion transponer, NR-¡iMP family
AIE_31 I I magnesru,.n and cobait i¡arlsporr p¡otein, putarive
AIE-31 13 magnesium and cobalt transpoil Fotei¡, putative
AFII_3 1 14 Íragnesium and cobah kanspolt protein, purati\.e
AFE 0661 copper-translocari¡g Plype ATpase
A¡E 067I hea\y rnetal efflux pump, CzcA famil¡,
AfE 2269 oltosindurines/umcil^.liami¡e/altantoin peÍne¿se fa¡ ly
proiein
A¡E_2180 RND efi1lrx svstem, drug elllux transpofer, outer membmu€
LipoProtem

P¡oteinas de tmió¡ y tanspolte
Proteinas de unióo y transporte
ProteiÍ¿s de r¿ión y tiarispofe
Eot€irias de uoión y t¡ánsporte
Proteiüs de unifu y t 

"¡sporte
Proteinas d6 uaióq y tral§poÍe
Proteius de amión y kansporie

hoteinas de utriór y aa¡sporte
Protei¡as de unión y traDsporte

P¡oteinas de unióE y trampofe
I+oteinas de uoiótr y laasporte
Proteinas de unión y transpofe
P¡oteims de lmió¡ y transpo¡te

Proteinas de Imión y ta¡sporte
Proteinas de uoió¡ y trensporte

Proteinas de udón y t añporte
Proieinas de ud&r y &a¡sporte

hotei¿as de uniófl y ha¡sporte
hoteinas de uoiófl y trs¡spo¡te
P¡oteinas de lmión y tm{sporte
Protri¡as de rmión y aa¡sporte
Pro&iflas de u¡1ió¡l y tra$porte
Proteims de wlióú y tansporte
Próteinas de unión y l¡3nsporte

Proteiüas de uoiótr y tra{§porte

P¡oteims de udón y t¡aflspode

Protehas de üüón y ta.úspofie

hoteinas de lmiótr y trarsporte
Pmieilas de lmión y transporte

Proteiaas de uEión y tIatrspo¡te

Proúeiaas de 1mión y harsporte
Proteilas de unióÍ y traospofe
Protei¡as de uaión y trarispo¡te

Proteinas de lntión y transpoÍe
P.otEinas de uEión y tmnsport€

hoteiúas de lnlión y tratNporte72',7 LipoP

12a LipoP AFE-2985 RND efflux s]stem, d¡ug efIlu{ tl¿nspoder, oute¡ membü¡e Proteinas d€ 1¡¡iótr y t¡anspo¡te
LipoProteir

729 SigpalP AIE-1256 toluene tolera¡ce protein, putative koteinas de unión y hañsporte
730 TMHMM ApE-0913 drug resistaÍoe ka¡sport*, EffB/e¡*A fam y hoteinas de u,ión y transpoÍe'131 TMHMM AIE-0930 toxin secretio¡ ABC trarsporter, ATP-bindi¡g proteiq HlyB Protei¡ás de udén y transporte

&mily
732 TMHMM AFE-2064 ABc transpo¡ter, ATP-binding protei¿, N4sbA f,*ly prctei¡as de ¡mión y h¡rsporte
733 TMIIMM AFE-2124 drug r$istance trsqsporter, E¡nrB/eacA fa@fly proteirÁs de uniór y t¡'anspofe
734 TIVÍHMM AIE-2556 LipoProtein releasi¡g system tr¿lsmembre[e p¡otein LolC Proteinas de ¡¡1ión y hensporte
735 1MHMM AFE-2855 dri¡g resista¡oe hampofer,putative, EmrB/QaoA subfarily Protei¡as de uÍión y t¡ánspo¡re
136 rMHMM AFE-286? toluene tole¡ance p(otein Ttg2B, putative proteinas de ,-ióa y tr&nsporte
737 ]MHMM AFE_2984 drug rcsistance iIa¡spofter, EmrB/eacA family prcteillas de rmión y raÍsporte
738 TMHMM Af'E_3098 ABC-2 B?e tra.osporter, permease proteü, NodJ {a¡dly protei¡ás de ujióa y hansporte
139 SignalP AIE 0365 major oute1.úeÚ1brotre Foteir 40 (ohp4o) proteinas de ¡úión y hansporte
740 TMHMM AFE_2872 MIP fao_ily ohaonel protein proteirias de wión y tua¡sporte
741 sig¡¿P AFE-0629 K+-trausporting ATPase, c srhmit (kdpc-l) hoteina' de .-ión y aaúsporte
142 SigEalP A¡E_2181 drug resistanoe t¡ansporter, pl{ative hotein¿s de unión y transpolte'743 TMHMM AFE_1144 heavy met l efiluxpüúp, CzoA family prcteims de uaión y ha¡spode
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744 LipoP
'745 LipoP
'146 Lipol
147 LipoP

748 SignalP

149 SiSnalP
'754 SignalP
'751 Signal!
'752 Si¡naIP

153 SignalP

i51 SiglalP
'755 Signall
'/56 SignalP

157 SignalP

758 Signali,
'739 SignalP

'760 SignalP
'761 SignalP
'762 SignaIP

763 LipoP

,764 TMI.Ntr\4.165 
TMIIMM

766 TMHMM
761 IMHMM
768 TMHMM,769 'IM]MM
770 1MHMM.771 

1MHMM
172 TNIII\4M,713 

TMHMM,774 'IMI]NM

17 5 'TMHMM
,776 'I'MHMM

117 TMI¡,4M
'778 I MIrMM
719 TMHMM
780 TMln\4M
781 TMHMM
'/82 TlvtrlMM
783 TMI.MM
784 TMI\/ñ4
785 TN4lIN,fl\{

'786 TMln\,&{

'/81 TMINtr\{
788 TM}IMM
789 IMHMM
'790 TM]$/M
79] TMHMM
'792 TMln\,lM
'/93 TMll\4M
794 TMHMM
195 TM IMM

AI E_0736 eaflux rranspore¡, RND iárxty, M¡p suburúr
AFE_0993 efllux transporler, RND familv, N,lIp subunrt
AfE_1057 oute¡ membftne emux proleln
AIE_3069 efflux transporte¡, R\D fui¡ily. MFp subunit
AIE-0247 secretion prorein, HtyD lamjly
AIE_0668 outer mcmbmne efflux protein
Al-E-0669 efflux tÉnsporter- RND lamily. Mfp submit
AFE_0735 ou¡c¡ memb¡ane efflux plotel¡
AFE_1049 outer membranc efllux Jrrotein
AFE-1050 eflux transpofer. RND la¡dly-, ¡llP subuit
AIiE-1058 efflux transporter, RND family, MI'P subrmit

AFt_1478 secretion protcin. HlyD family
Af'E_1 586 ABC iranspolre¡- pe¡iplasmic substrate,blrdi¡g protein,
Putativc
AFE_27? I seoretion protein, HlyD lamily
A¡D_29 i6 efflux transporte¡. RND familt, MFP subunit

AfE_2917 RND efl1ux slstem, onter entbmne LipoP¡otein, NodT
family
ArE_2975 periplasmic solutc-bindüg protein, putali\€
AIf 2o8l peñptasmrc .ol.-uc-bindurg p¡orer '. puoUre
AIE 3068 outer membrane efflux p¡otei¡
A¡E 1206 RND efIlux syster! outer nembra¡e LipoProtern, NodT
family
AFE_0074 ABC-2 tvpe t¡ansporter

AJ-F_tr 125 ABC r-:n"¡oner. A1 P-bird ng Terr"ea,e prorein

Al-B_0244 ABC transporie¡, pelrnease protsin, putative

AIf .0.¿¿'i \B( rranspoder DeBnersc prorcü. pura,rve

AJ, _0497 AR( transp.ner. Delmcdse proteu]. p.rlá.r\e
AIE 0737 t¡anspo¡ter, AcrB/AcrD/AcrF lamili
APE 07ó8 najor faoilitator lamill transpoñer

AfE-0821 major laciliulü iflÍnly t¡ansporter

AJ F_040'A¡C Idnrpofler. pernedic Frorem
AI+ 0q84 \BC úan\poner. permcace florem. puLa,r\c

A¡E 0990 ADC transporter. pennease proiein, putative
AIE_0992 t?nsporter, AorB/AcrD/Acrl famib
AI'E_I051 t¡anspofer, AorB/AcrD/Ac¡F lamily
AIE-1059 iransporter. AcrB/AcrD/Acrl- familv
AFL 1121 tanspoñer, putátive

AFE_1 I31 AmpG pemease protein- pularive

AFt_1208 tmmporter, AcrB/AorD/Ac¡I familr
AFE_1276 major facilitator faniiy protei¡
A!E_1301 mcchanosensiiive ion obannsl lamily protein

AfE rl8l A3C Lrdn.poíer. perrnca:c proreú1. prrr¡lire
Al'E-l482 ABC ransporter, pennease protein- pul:ttive
A!'E_1692 ABC üansporter CydDC cysreinc cxpofler (CydDC-E)
family, pennease/ATP-binding protein CydC
AIE 1693 ABC tra¡sporter, CydDC cysteine e¡porler (CfdDC-E)
family. permease/ATP-büding proiein CydD
AFE_2227 rnalor láoilitator lamily transpoder

^Fll 
2185 AXC Úánspoflcr. permerse prorerlr

Alf. 2lo I ABC tránsporer. pernrerrcproreü. purdri\<

A¡E 2403 nlalor facilitator family tanspoiter
AFE_2422 ABC Eanspoíer, ATP-bindúg/pe¡mease protein
AIE 2486 ARC Eansporlel, ATP-bindj¡g/pe¡mease protei¡1

4IL,2923 ABC lransporter, pemease ptotein, putative

AIE 3037 major facilirator fámil] hanspofier

AIE_3071 transpofer, AcrB/AcrD/AcrI' family

P¡oteinas de lmión y t¡anspo'te

Proteiúas d€ uniór y hansporte

Protei¡¿s de unió[ y tra¡sporie
P¡oteinas de lmión y traúsporte
hotei¡as de uaión y transpore
P¡otoinas de uEión y traúsporte

Protei¡&s de unión y traDsporte

h'oteinas de utrión y harsporte
Protei¡as de ú¡ión y trsnspolte

Protei¡sg de u¡ióí y kansporte

Protei¡¡as de lmió¡ y aansporte

Proteinas de lmión y transporte

Protei¡as de uni&1y tmnspotte

Proteirlas de rmión y transporte

hoieinas de uoiófl y transpode

Prcteúas de lmiótr y traEsporte

Proteinas de mióny t¿Ísporte
Proteims de r¡tlión y hanspo¡te

Proteinas de úión y ka¡sporte
ProtEillas de udón y taísporte

Ptoteinas de lmión y asnspo¡ts

Protei¡as de t¡nióny traúsporte

P/oteiÍ¿s d€ uoióny tr¿nsporte

&ot€i¡as de unión y t¡a¡spo¡¿e

Proteirlas de u$ióo y traflsporte

hoteinas de uiótr y transporte

Protei¡as ¿le u[ión y tansporte
ProGinas de udó y transporte

P¡oteinas de ullióD y tra¡sporte
P¡oteinas de u¡iór. y lra¡sporie
Protehás de uri& y t¡a¡sporte

Protei¡as de u]iótr y transporte

P¡oteirias de uoiótr y transpo¡te

kot€i¡as de üüón y tlaisporte

P¡oteinas de udón y tanspoÍe
P¡oteinas de uoióa y transporte

Proteinas de lmiófl y transporte

Proteiri¡s de uaión y transporte

hoteiras de r¡niótr y kalrsporte

Protei¡es de r¡dór1y traospol€

Proteinas de ü¡ión y transporte

Proteiras de u1iór y tar¡sporté

Proteinas de lmióo y transporte

Proteiras de unión y transporte

Proteims de uÍiófl y trsrsporte

Proteiras de uoión y transporte

hoteinas de uaión y t¡aasporte

hoteinas de udón y tra¡spofle
koteinas de uDión y transpoÍe

Proteiaas de uqiód y t¡anspo¡te

Protei¡as de u{ión y tránsporte

Prolei¡as de üdón y tiaüsporte
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796 TMHMM
'797 SignalP

798 Signalp
'199 SigralP

800 SignlP
801 SignalP

E02 SignaIP

801 TatP

804 TatP

8OJ TMHN(M

806 TMHt\fl\4

807 TMIIMM
808 TMHMM
809 LipoP
810 LipoP
811 SecreiomeP

8I2 SecretomeP

811 SeüetomeP

814 Secretomel)

815 SecretoñeP

816 SignaiP

817 SignalP

818 SignalP

8l9 SignalP

820 SipalP
821 Signall
822 SipnalP

823 SignalP

8:4 SignalP

825 SignalP

826 SignalP

821 SignalP

8:8 SignalP

829 SignaiP

810 ]'atP

831 TarP

812 IatP

833 TarP

834 SignalP

835 'IMHMM

836 ]M¡IMM
83] TMA4M
838 ',tM}lMM

839 TMI{MM
840 TMHI,AI
841 TMHMM
842 TM}IMM
843 TMHM\4
844 TMtl¡li\4
845 l},fitMM

hoteinas de unión y traDspoíe
lu,rción desconocida

&¡¡ción desconocida

l-unció¡ desconocida

Frmoión desoonocida

Fhción desoonocida

Fr¡nción desconocicla

Fución desconocida

Fü¡ciól1 desconociala

Funoión desconocida

Frúció, desconooida

Iunción desconocid¿

hu1ción desconocida

Función desconocid¿

Función desconocida

Funoión desconocid¿

Fulción desoonocida

Función desconocida

¡unción desconooidá

Iu,rción desconocida

IuDción desconocidá

Iulción desconocid¿

Función desconocida

Fudón descono¡rida

Fuflorón desconocida

Funciór desconocidá

Iunción desconocida

Flrlrción desconocida

Frll1ción desconociala

Función desconocida

Frn)ción desconocida

Fmción desconocida

función desoonocida

Fülción d€sconooid6

Frmción desconocida

Función desconocida

Función desconocida

Función desconosida

'unción desconocida

f unción desoonocida

Función desconocida

l'unclón desco¡ociclr

l'unción desconocida

Iu¡rción desconocid¿

Función desconocida

Función desconocida

Fmción desconocid¿

Innción desconocid¿

I unción desconocid¿

Iunción desconocrda

AIE_3190 major t¡cilitator lamily t¡ansporter
A¡'E,0096 orddoreductase, shofi-chain dehyd.ogenase/reductase fhmilv
AFi 051' acv'rranslerase fauJ,\ ploLem

AIE_2 I 84 py-rdine nucleotide-disulfide oxido¡eductase
A¡'E_2266 phosphorllase, putaiivo
AI'E 283 j transglvcosylase, putative
AIE-2911 lipase/esterase- puta¡i1e

AIE_0801 phosphoesrerase lamily protein
AFE_083 i phosphoesremse tstrxty proreiü
AI.E_1428 hyb.id cluster p¡otein

AFE 2927 DoxD famih prolenury¡idine úucleotidertNulñde

AFE_2976 DoxD{ite lanxly protcm
AFE_2980 DoxD-like lamily p¡otein

A¡E_ 1 1 47 dsbc doma)n p¡orein

AIE 2169 ErfK/Ybis/Yc§,¡anhc ttmiltr
AIE_o169 TonB-dependent receptor dornai¡ protein
AFE 0368 apac proten
Aff 0il0l-r'X,YbiS¡YctS YnlC tami|] nrñreu1
AIE_2329 NHL repeat pIoto1n

^¡E-3109 
WrbA famity Fotein

A-FE 0582 NLPP60 family proteia
Af[_0847 Pq'Q eD/\rne -cpeor dom a prorcu]
AIE_085I dsbc domair proteii
AIrE-0926 GTP-bhdrng proteü
A¡E 1l1l PQQ enzyme repeat p.orein
AFI _l i ia PQU eD/1me rene¿r doñ¿.n prorern

A¡E 1823 DNA lopoisomerase domai¡ protei¡
AFE-]962 tlnol disuiñde iDterchange domájn pIotein
Alr_20r1, rlüol- dr.ul{jde ür.r. ,rnFe donui¡ proreui
Aff _25 I 1 \423 "\,1l7 pepudá.c d.mar- F.ore.n
AFE 2576 Ycel-tike family protein
Afr -2o50 rrK,/YbrS,¡YcA Yr,hr, lamilr p¡orern
AFE 2753 tlio1/disulfide mterchanÉle domai¡ Forein
AFE 3006lysM domain protein

AFE-O816 lat (twifl,argiflrie translocation) pathway signal sequence

Am-i396 Tat (t$,m-ar€riri¡e tanslocation) pathway sigml sequense
domar¡ protem
AIE 2971 Tat (twjn-argituüe translocadon) path$,ay signal seq ence
doñ¿in protei¡
AFE-2982 Tat (tu1n-argifline translocation) pat¡way signal sequence

AID 1743 PA?2 family protein
AfE-o183 c¡cB pIolein, puiative
AFE_0897 YjgP/YjsQ famty protei¡
A¡E_0898 YjeP/YjgQ Amily p¡otein
AFE_1030 CvpA family Fotein
A¡E_1034 CBS dor¡larD proteln
AIE-l185 YihY famiJy protei¡ OihY)
AFE 2128 PAP2 family proreul

AFE_250I PAP2 fanú1,v protei¡
AFE,2672 PAP2 family protei¡
AII_2767 YGGT fhmjly Fotei¡
A-FE-2833 M10042 family finge¡-litri€ domsin protem


