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RESUMEN

El Dominio .Archaea es uno de las tres divisiones fundamentales en los que se
agrupan los seres vivos. Incluye microorganismos conocidos como
extreméfilos, como los termoacid6filos Suffolobus acidocaldarins, S. soffatariucs y S.
metallicns capaces de crecer a pH 1.5-3 y a temperaturas de 70 a 80°C. Como
modelo del dominio 4rhaea y debido a sus potenciales usos en biotecnologfa,
existe un gran interés por dilucidar los mecanismos por los cuales estos
microorganismos se adaptan y responden a su medio ambiente.

Cuando los microorganismos son sometidos a condiciones estresantes,
acumulan polifosfatos inorginicos (poliP). La tnica via actualmente establecida
para la biosintesis de poliP es la polimerizacién del fosfato terminal del ATP
mediante la enzima polifosfato quinasa (PPK) mientras que la enzima
exopolifosfatasa (PPX) es responsable de su hidrélisis. Actualmente, existen
fuertes evidencias sobre el rol de los poliP en la regulacién de la respuesta de
Escherichia cofi frente a cambios ambientales y durante la fase estacionaria de
crecimiento.

En nuestro laboratorio, se han analizado las respuestas moleculares globales
de S. acidocaldarius frente al shock térmico y la falta de fosfato y se han

observado granulos clasicamente desctitos como poliP. Esta obsetrvacion y la
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descripcién por otro laboratotio de una protefna con actividad PPK y glicosil
transferasa (GT) en S. addocaldarius sugerfan la existencia de poliP en este
microorganismo, pot lo que se propuso caracterizar los componentes genéticos
del metabolismo de los poliP en el género Suffolobus en relacién con la respuesta
a factores ambientales.

Durante el desarrollo de esta tesis se detectd Ia presencia de poliP en S.
acidocaldarius y S. solfataricus mediante un método cuantitativo y se caracterizaron
el gen responsable de la supuesta actividad PPK y un gen ppx presente en el
genoma de S. soffatarseus. Se encontré que los niveles de poliP aumentan hacia la
fase estacionatia de crecimiento y en carencia de ciertos nutrientes como los
aminoscidos. La proteina de 60 kDa (P60) asociada al glicégeno cuyas
actividades PPK y GT se habian descrito, resulté tener una alta similitud con
glicégeno sintasas de arqueas y bacterias y mostr$ actividad GT. Sin embargo,
no presentd ninguna similitnd con PPKs conocidas y la actividad PPK fue muy
baja. Se procedié a caractetizar los supuestos poliP sintetizados por el complejo
glicbgeno-protefna mediante extraccién por gradientes de CsCl, hidrolisis
mediada por PPX y anélisis de los productos de reaccién en cromatografia en
capa delgada (I'LC). Las especies radiactivas aisladas mas bien correspondieron

a ATP unido inespecificamente al complejo glicogeno-proteina y no a una real

actividad PPK. La P60 recombinante (P60t) mostro actividad GT. Sin embargo,
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no presenté actividad PPK en ausencia o presencia de glicégeno. Se concluyé
que la P60 es una glicégeno sintasa, no siendo responsable de la actividad PPK
presente en extractos crudos de S. acidocaldarivs. Bsta glicégeno sintasa resultd
fosforilada 7n vive.

La presencia de poliP y la actividad PPK detectada en membranas & S.
acidocaldarius sugetian que existe una protefna responsable de actividad PPK, por
lo que se realizé una biisqueda mediante métodos bioinforméticos en el genoma
disponible via Internet de S. soffataricus, con resultados negativos.

Para continuar con la identificacién de los genes involucrados en el
metabolismo de poliP en Suffolobus se caracterizé un fragmento del gen ppx
presente en el genoma de S. soffataricus. Este fragmento correspondi6 a un gen
pbx con similitud al gen ppx de E. cofi. La PPX recombinante de S. sofataricus
resulté funcional. Se midi6 la actividad PPX durante el crecimiento en .
solfataricus siendo menor hacia la fase estacionaria que en la fase exponencial, de

acuerdo con los niveles de poliP en estos estadios.

En conclusién, el aumento de los niveles de poliP ante condiciones de
carencia de nutrientes en S. soffataricus, la actividad PPK detectada y la existencia
de un gen ppx funcional sugieren que los poliP estin sujetos a una regulacién

que depende de componentes genéticos y que responde a factores del ambiente.
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ABSTRACT

The domain Archaea is the third domain of life and it comptises
extremophile microorganisms. Among them, the thermoacidophiles Sujfolobus
acidocaldarins, 5. solfataricus and S. metallions grow at pH 1.5-3.0 and 70-80°C. At
present, there is a great interest to know how these microorganisms manage to
survive in their environments.

In response to nutrient limitation and during stationaty phase, bacteria
dynamically accumulate inorganic polyphosphates (polyP). The only pathway
for the synthesis of polyP that has been established in Baceria is the
polymerization of the terminal phosphate of ATP through the action of the
enzyme polyphosphate kinase (PPK). Also, the enzyme exopolyphosphatase
(PPX) is responsible for the hydrolysis of polyP to render Pi There are strong
evidences that polyP has 2 role in the physiological adjustments of Escherichia coli
to environmental changes and during the stationary phase of growth.

We have analyzed the global response of S. awdocaldarius to heat shock and
phosphate starvation. During these experiments we observed the presence of
electron dense bodies, that are typically descrbed as polyP. This observation
and the reported purification of a glycogen-bound protein of 60 kDa (P60) with

PPK and glycosil transferase (GT) activities from S. acidocaldarius suggested the
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presence of polyP in this microorganism. Therefore, our objective was to
characterize the genetic components of the metabolism of polyP in Sujfolobus
genera and their relation to the stress response.

During this thesis, we detected polyP in S. acidocaldarius and S. soffataricns using
a quantitative enzymatic method. The gene for the alleged PPK and a gpx gene
from the genome of 5. soffataricus were characterized. We found that polyP levels
increase in the stationary phase of growth and in response to certain nutritional
deficiencies as amino acid starvation. The previously reported PPK (P60) turned
out to be highly similar to glycogen synthases from Arhaea and Bacteria and also
showed GT activity. However the protein did not show similarity with the
known PPKs and the PPK activity was very low. With the objective to
characterize the supposed synthesized polyP, the *P-labeled material was
extracted by CsCl gradient and analyzed by treatment with PPX and thin layer
chromatography (TLC). We found that the isolated labeled material
corresponded most probably to a nonspecifically ATP bound to the glycogen-
protein complex and not to a real PPK activity. The recombinant P60 (P60r)
did not show PPK activity even in the presence of glycogen, showing GT
activity instead. We concluded that P60 is a glycogen synthase that is not
responsible for the PPK activity detected in crude extracts from S. acidocaldarius.

This glycogen synthase was phosphorylated 7 vio.
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The presence of polyP and the PPK activity detected in membrane fractions
from . acidocaldarins suggested the existence of a PPK-like protein. Therefore,
by using bicinformatic tools, we searched for this protein in the available
genome sequence of S. soffataricus. However, we could not find an homologous
Dbk gene.

To further identify genes involved in polyP metabolism in Sufolobus, we
characterized a ppx gene fragment from the genome of S. soffataricus. This
fragment corresponded to an entire ppx gene similar to the ppx gene from E.
coli. The recombinant PPX from . soffataricns was functional in E. coli.

The PPX activity of crude extracts from S. sofataricus was higher during the
exponential phase of growth than during the stationary phase in accordance
with the observed levels of polyP.

In conclusion, the increase of polyP levels in response to nutrient limitations,
the detected PPK activity and the existence of a ppx gene in S. soffataricns suggest

that polyP metabolism is regulated by genetic components that are responsive

to the environment,




INTRODUCCION

1. La existencia del dominio Archaca

La comparacién de secuencias nucleotidicas del RNA ribosomal 16S/18S ha
permitido, en los ttimos afios, la construccibn de un 4rbol filogenético
universal que agrupa a los seres vivos en tres categotias o dominios, llamados
Bacteria, Enkarya y Archaea (Woese y col., 1990). Desde entonces, la ubicacion
del dominio Armhaea como equivalente a Bacteria y Ewukarya, destruy6 el
paradigma procarionte/eucationte y subray6 la necesidad de avanzar en su
estudio, no solamente por las caractedsticas de adaptacién a la vida en
condiciones extremas que presentan muchos de sus representantes (Rajagopal y
col., 1998), sino porque de este 4rbol filogenético universal se podia inferir un
mayor patentesco entre Arhaea y Eukarya (Fig. 1).

Esta vision tripartita del mundo viviente ha sido objetada ptincipalmente por
Ernst Mayr, profesor emérito de la Universidad de Harvard (Mays, 1990; Mayr
1998). Su propuesta es retornar a la clasificacién procationte (Archaea 'y Bacteria)

vs. eucarionte (Eukarya) basindose en las semejanzas fenotipicas de Arhaea 'y

Bacteria v en el mayor porcentaje en el mimero de proteinas similares
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(aproximadamente 42%) entre .Amhaea y Bacteria comparado con .Arhaea y

Eunkarya (13%).
Domain |Bacteria Archaea
2 G
Kingdom [ E .§ g
g 5}/
g LIk

Figura 1. Arbol filogenético universal de los seres vivos (Doolitle, 1999).

El explosivo aumento de secuencias disponibles gracias a la secuenciacién de
genomas microbianos (http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdb.html) ha dado lugar
a la construccidén de 4rboles filogenéticos basados en otras secuencias de genes
diferentes al rRNA 168 pero universalmente consetvados como por ejemplo la
proteina de estrés térmico de 70 kDa (HSP70) (Gupta 1998a; 1998b). Segun esta
filogenia Archaea serfa un grupo polifilético dentro de las bacterias Gram
positivas. Otros drboles universales construidos con diferentes genes muestran
una variedad de posibles relaciones filogenéticas (Brown y Doolittle, 1997). Este

apatente desmoronamiento del nuevo paradigma de los tres dominios ha
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permitido una nueva visién: por un lado muestran que los fenémenos de
transferencia horizontal de genes (LGTI) que explican las aparentes
inconsistencias entre distintos arboles universales, han ocurrido y son una fuerza
importante en la evolucién biolgica; por otro lado ponen en evidencia que los
4rboles filogenéticos universales basados en un tnico gen muestran la historia
de ese gen y no necesatiamente del organismo que lo contiene (Doolittle, 1999;
Woese, 2000). Desde este punto de vista, para muchos genes el 4rbol de la vida

se transforma en una red (Fig. 2).

Bacteria Eunkarya Archaea

\J L

O o
W]

Cyanobactena

‘ Prote(;bactena
Y

-~ 0\
N\

Figura 2. El 4rbol de la vida visto como una red (Doolittle, 1999).
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Recienterente, se han desarrollado métodos bioinformaticos que petmiten
construir arboles universales utilizando un gran nimero de secuencias
homdlogas (Tekaia y col., 1999; Brown y col,, 2001). Estos 4rboles “gendmicos”
han mostrado ser sustancialmente congruentes con el 4rbol filogenético
universal de Woese. También la secuenciacién de nuevos genomas arqueanos ha
revelado que la mayor parte de los sistemas de procesamiento de la informacién
como replicacién, transcripcién y traduccién que mantienen y expresan el
genoma en Arhaea, son claramente de tipo eucationte (Baumann y col.,, 1995;
Rowlands y col., 1994; Dennis, 1997), mientras que los genes relativos al
metabolismo estin més relacionados con las bacterias (Olsen y Woese, 1997;
Gaastetland, 1999). Esto explicarfa por que los irboles basados en secuencias
génicas relacionadas con estos procesos sugieren un origen comn entre ~Archaca
y Eunkarya y apoya la interesante teoria del origen de la célula eucarionte por
simbiosis de Archaea en Bacteria (Hordike y col., 2001).

En conclusién, ¢l dominio Arheea es un taxén claramente distinto a Bacteria
que presenta un gran desafio a la investigacién. Su importancia radica en su
categorfa de tercer dominio de la vida y en sus intrigantes relaciones
filogenéticas con Enkarya. Los enfoques comparativos que incluyen al dominio

Archaea y no sélo a bacterias y eucariontes en el estudio de los fendémenos
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biolégicos presentan una visién completa y representativa del fenémeno de la
evolucién biologica.

1.1 Caracteristicas del dominio Archaea

Entre los aspectos més sobtesalientes que definen al dominio Arhaea se
puede destacar la estructura de sus envolturas celulares, formadas por una capa
S o “S-layer”de glicoproteinas y una membrana plasmitica que contiene una
gran proporcién de tetra-éteres lipidicos (Rajagopal y col,, 1998). También se
han caracterizado clisicamente por su adaptacién a la vida en condiciones
extremas pot lo que muchos de sus representantes pertenecen 2 la categoria de
extremofilos. Sélo recientemente, mediante técnicas de hibridacién #n sifw, se han
detectado representantes del dominio Amhaea en ambientes meséfilos
(Rajagopal y col., 1998).

El dominio Arhaea se divide en los reinos Crenarchaeota, Euryarchaeota y
Korarchaeota. Bstos reinos comprenden mictoorganismos extremofilos. Los
Euryarchaeota incluyen 2 las arqueas halofilicas, capaces de tolerar
concentraciones muy altas de sal y a los metandgenos, que generan metano bajo
condiciones anaerébicas. Los Crenarchaeota inclayen a los termoacidéfilos
extremos, que crecen a pH entre 1y 3 y 2 temperaturas de 80°C a 102° C o mds

(Brown and Doolittle, 1997) y los Korarchaeota comprenden microorganismos de
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ambientes termdfilos atn no cultivados, identificados en base al analisis del 165
RNA (Barns y col., 1996).

1.2 El género Sulfolobus

Perteneciente al reino Cremarcheota, €l género Sulfolobus comprende especies
termoacidéfilas aisladas de hébitats geotermales como las fuentes solfatiricas
(Fig. 3). Estos habitats extremos se caracterizan por las altas temperaturas de sus
aguas circulantes, la presencia de minerales como hierro y azufre y una gran
acidez (Stetter, 1995).

Debido a su caricter aerobio, Suffolobus vive en las capas superiores de las
fuentes solfatiricas. Esta condicién y la existencia de especies heterdtroficas
(Tabla 1) con alta produccién de biomasa, han permitido que el microotganismo
pueda cultivarse ficilmente en medio liquido y sélido erigiéndose como modelo
de estudios bioquimicos y genéticos.

Desde el punto de vista bisico, se ha avanzado mucho en el estadio de .
acidocaldarius y S. solfataricus. Bl genoma de éste Gltimo ha sido secuenciado y
anotado recientemente (She y col, 2001) y se encuentran en desarrollo las
herramientas genéticas necesarias para la expresién homéloga y la mutagénesis

(Aravalli y Garrett, 1997; Cannio y col., 1998).
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Figura 3. Fuente solfatirica del parque Yellowstone, EE. UU.

Tabla 1. Caracteristicas de tres especies de Sulfolobus

Caracteristicas acr'doc:Idadus 8. solfataricus S. metallicus
Temperatura Optima de 78°C 80°C 65
crecimiento

PH 6ptimo de crecimiento 3-3.5 2-4 2-3 |
%G+C 37 37 38 .
Capacidad pata oxidar azufre G + + |
Capacidad para oxidar hierro - - * |
Capacidad para crecer i e . |
heterotréficamente

« (Stetter, 1998; Blake y Johnson, 2000)
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Menos estudiado es S. metallions aunque mis interesante desde el punto de
vista biotecnélogico ya que su capacidad para oxidar hierro lo ubica como un
candidato para su utilizacién en biolixiviacién de metales en reactores a alta
temperatura (Brietley y Brierley, 1986; Lindstrtom y col., 1992; Aguilar, 1996).
Por ser modelo de estudio del dominio Archaea, por su caricter termoacidéfilo
y sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas es que existe un gran intetés por
dilucidar los mecanismos por los cuales Swfolobus es capaz de adaptarse y
responder a cambios en su ambiente.

1.3 Estrés en Archaea

Un cambio abrupto en las condiciones ambientales (temperatura, pH,
salinidad, oxigeno, nutrientes) induce una condicién de estrés en una célula y
una respuesta (Macario y col., 1999). En los habitats geotermales la constante
citculacién de aguas genera gradientes de temperaturas y de nutrientes
(Howland, 2000) por lo que las arqueas termoacidéfilas que colonizan estos
ambientes deben ser capaces de detectar y responder a las nuevas condiciones.
En bacterias, los sistemas sensoriales que coordinan la relacion estimulo
respuesta estin formados tipicamente por dos componentes, un sensor o
histidina quinasa que fosforila a un regulador de respuesta que en general es un

activador de la transcripcién (Bourret y col., 1991). A pesar de que el genoma de
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S. solfataricus y otros genomas de Arhaea no presentan este tipo de sistemas los
Archaea son capaces de poseer una respuesta adaptativa. Por ejemplo, S.
acidgcaldarius cambia su expresién génica global en carencia de fosfato (Osotio y
Jetez, 1996; Osorio, 1998). También en el laboratorio se describi6 por pritnera
vez la respuesta al estrés térmico en un terméfilo como S. metallicus (Jerez, 1988)
y postetiormente se demostré un aumento en la expresién de chaperonas
moleculares DnaK (HSP70) y GroEL (HSP60) ante estrés térmico (Macario y
col., 1999). Estos ajustes mejoran la supervivencia ante la nueva condicién. En
los genomas arqueanos se ha encontrado una gran diversidad con respecto a la
existencia de genes de estrés. La HSP70 esti ausente de los genomas de
Methanococens fannaschii vy 5. soffatarious, pero presente en los genomas de
Thermaoplasma acidophilum y Methanosarcina maggi. Resulta interesante el hecho de
que el complejo HSP60 en Archaea sea de tipo eucarionte (Trent y col., 1991).
Con respecto a los mecanismos de regulacién de la expresién génica en Archaca
durante la fase estacionaria si bien se conoce que ésta sufre variaciones
(Sandman y col,, 1994; Nolling y col,, 1995), no se han descrito factores de
transcripcién especificos de fase estacionaria como el factor sigma RpoS de

bacterias.
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2. Los polifosfatos inorganicos

Una de las moléculas que recientemente se ha involucrado en la
supervivencia ante distintos factores ambientales son los polifosfatos
inorgnicos (poliP). Estos polimeros lineales estin formados por decenas a
cientos de ortofosfatos (Pi) unidos por enlaces fosfoanhidrido de alta energia

(Kornberg, 1995; Kornberg, 1999) (Fig. 4).

o O 0o

I | I
-0-P-0-P-0-[P-0
[

(o) 0 _|0'

1<n<1000

Figura 4. Polifosfatos inotgénicos. n representa el mimero de residuos de fosfato.

Considerados clasicamente como componentes con funcién de reserva
energética, la regulacién y funcién de los poliP en los seres vivos permanecio
desconocida por muchos afios debido a la falta de métodos analiticos

especificos. Las primeras descripciones de poliP dan cuenta de la presencia de

10
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granulos metacromiticos en microorganismos. Estas particulas tefiidas de rosa
con colorantes basicos fueron Hamadas “volutina” (Meyer, 1904) y se los
confundia con 4cidos nucleicos. Luego, con el advenimiento de la microscopia
electrénica los poliP se observaron como grinulos electrodensos que
desaparecian tépidamente bajo el haz de electrones, diferenciindose de la
cromatina (Wiame, 1947). Utllizando estos métodos, los poliP se han
encontrado en todos los seres vivos en los que se los ha buscado: bacterias,
hongos, protistas, plantas y animales (Wood y Clarck 1988) y también en
arqueas (Scherer y Bochem, 1983; Rudnick y col., 1990). De especial interés es el
hecho de que los poliP podrian ser componentes prebiéticos ya que se han
obtenido en condiciones experimentales que simulan la actividad volcanica
(Yamagata y col,, 1991). Su carga negativa sugiere que podran habesse adherido
a las superficies de pirita donde se cree que se originaron los primeros
metabolizadores quimioautotréficos en un ambiente no reductor y de altas
temperaturas (Wichtershiuser, 1992). Segln esta teotia los poliP habran
cumplido un rol en la activacién de grupos como dadores de Pi en reacciones de
fosforilacion.

El posible origen prebidtico y el caricter ubicuo de los poliP sugieren una

multiplicidad de funciones dependiendo del otganismo o de la localizacién
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subcelular. Entre las funciones propuestas se encuentran la de sustituto de ATP
en reacciones de fosforilacién, reserva de fosfato, quelante de metales y tampon
para 4lcalis (Kotnberg, 1995). Como se tratard més adelante, los poliP cumplen
un rol importante en la respuesta ante ciertos factores de estrés (Ault-Riché y
col,, 1998).

2.1 Localizacién de los poliP

En bacterias, los poliP son principalmente citoplasmiticos y se encuentran
como granulos o en forma soluble (Rao y col., 1998). También existen pequefias
cantidades de poliP en las membranas plasmiticas, en complejo con poli-B-
hidroxibutirato (PHB) y calcio (Reusch y Sadoff, 1988). En eucariontes, los
poliP se encuentran en distintos compartimentos celulares como vacuolas,
pared celular y nticleo (Kulaev y col.,, 1999).

2.2 Metabolismo de los poliP

Ya sea en forma soluble o formando grinulos, con localizacién
citoplasmitica o compartimentalizada, las variaciones fisiologicas que registran
los niveles de poliP en los organismos sugieren la existencia de enzimas
responsables de su sintesis y degradacién y de cuya actividad dependen las

fluctuaciones observadas en diferentes condiciones.
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2.2.1 Enzimas del metabolismo de los poliP en Bacteria

La tnica via bien establecida hasta el momento para la biosintesis de poliP en
bactetias es la polimerizacién del fosfato terminal del ATP mediante la enzima
polifosfato quinasa (PPK) segin la reaccién reversible:

nATP <> poli Pn + nADP

La PPK de E. col ha sido purificada, su gen clonado y secuenciado (Ahn y
Kornberg, 1990; Akiyama y col., 1992). La enzima es un homotetrimero con
subunidades de 80 kDa, asociado a2 membranas. El gen codificante de la PPK,
que esti presente en varjos genomas bacterianos (Tzeng y Kornberg, 1998),
contiene dos histidinas fosforilables ## sifrv altamente conservadas (His 441 y
His 460) que forman parte del sitio activo (Kumble y col., 1996).

En E. cok, el gen ppk es parte de un operén en el cual se encuentra rio abajo
un segundo gen cuyo producto es una exopolifosfatasa (PPX) que hidroliza los
residuos terminales de poliP procesivamente liberando Pi (Akiyama y col,
1993). Este ordenamiento del operén ppk:ppx no es una caracteristica comiin en
otros genomas bacterianos. Por ejemplo, en Adnetobacter sp. €l gen ppk es una
unidad transcripcional (Geifidorfer y col,, 1998) mientras que en Psendomonas

aeruginosa los genes ppk y ppx se encuentran contiguos pero en osjentacién

opuesta y su transcripcion no estd corregulada (Zago y col., 1999).
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Aparte de la PPK y la PPX, otras enzimas podrian contribuir a la sintesis y
degradacién de poliP en bacterias. Por ejemplo, se ha detectado actividad 1,3-
difosfoglicerato-poliP  fosfotransferasa (Kulaev y col, 1999) y se ha
caracterizado una enzima, la polifosfato glucoquinasa que es capaz de utilizar €l
poliP como sustituto de ATP en reacciones de fosforilacion de glucosa en
algunas bacterias (Hsieh y col., 1993).

2.2.2 Enzimas del metabolismo de los poliP en Enkarya

Afin no se conoce bien si existe una o mis enzimas responsables de la sintesis
de poliP en Eukarya. Se ha descrito una actividad dolicol pirofosfato:polifosfato
fosfotransferasa asociada 2 la sintesis de glicoproteinas de pared celular en las
membganas de vesiculas de transporte en levadura. Esta enzima cataliza la
transferencia de fosfato desde el dolicol fosfato hacia el poliP (Kulaev y col,
1999). Recientemente y gracias a la metodologfa de los micro arreglos de DNA
se han identificado cuatro genes homélogos PHM7 (YFLOO4w), PHM?2
(YPLO19:), PHM3 (Y]L012) y PHM4 (YER0725) que codifican para proteinas
de l2 membrana vacuolar en Saccharomyces cerevisisiae y cuyos mutantes son
deficientes en acumulacién de poliP (Ogawa y col., 2000). Mejor estudiados

estin los genes que codifican polifosfatasas. Varias polifosfatasas han sido

caracterizadas a nivel genético en levadura. Una es la exopolifosfatasa citosolica
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codificada por el gen ppx? (YHR2074) (Wurst y Kornberg, 1994; Wurst y col,,
1995) que no presenta ninguna similitud con las exopolifosfatasas bacterianas.
También se ha descrito una endopolifosfatasa vacuolar (Ppnl) (Sethuraman y

col., 2001).

2.3 PoliP y su relaci6n con la supervivencia ante factores de estrés

Recientemente, la investigacién en poliP tuvo un gran avance cuando en el
laboratorio del premio Nobel Arthur Kornberg se desarrollaron métodos de
sintesis de poliP ## sitro, extraccitn, purificacién y andlisis enzimitico (Ault-
Riché y Kornberg, 1999). Estos métodos permitieron la obtencién de [*P]pokiP
que puede usarse como marcador o como sustrato y la extraccidén de poliP. Este
tltimo puede cuantificarse mediante tratamiento con PPK o PPX y postetior
andlisis de los productos de reaccién (ATP o fosfato, respectivamente). Asi se
han obtenido fuertes evidencias con respecto al papel desempefiado por los
poliP en la regulacién de la respuesta a deficiencias nutricionales, estrés
ambiental y supervivencia en fase estacionaria en E. w/ (Rao y Kornberg, 1999).

2.3.1 Carencias nutricionales

Las fluctuaciones en los niveles de poliP que se observan en respuesta a
e

estrés nutricional de aminoacidos y fosfato en E. cof pueden explicarse segun el

modelo de regulacién propuesto por Kornbetg que se esquematiza en la figura
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5. Segiin este modelo, bajas concentraciones de fosfato y de aminodcidos
inducen Ia acumulacién de poliP por un mecanismo desconocido que involucra
en forma conjunta al regulador de respuesta PhoB y a los inductores de la
respuesta a carencia de aminogcidos, guanosina tetrafosfato (ppGpp) y penta
fosfato (pppGpp) (Ault-Riché y col,, 1998). Se ha demostrado que rPGPP ¥
pppGpp son potentes inhibidores de la hidrélisis de los poliP mediada por PPX
(Kuroda y col, 1997) por lo que estz inhibicién podtia resultar en una
acumulacién de los poliP (Ault-Riché y col., 1998).

Otras carencias nutricionales también desencadenan la acumulacién de poliP
(Fig. 5). Por ejemplo el regulador del metabolismo del nitrogeno NtrC, el factor
sigma de fase estacionaria RpoS y el regulador de la respuesta a carencia de
fosfato PhoB son necesarios para la acumulacién de poliP en carencia de
nitrégeno. La participacién de RpoS implica la activacién de un factor adicional
“X” que podria levar 2 la acumulacién de poliP por directa interaccién con
poliP, inhibicién de PPX, activacién de PPK o una combinacién de las tres.
Ademis el estrés osmético también desencadena una acumulacion de poliP que
es independiente de EnvZ, el sensor osmético (Ault-Riché y col, 1998). En
todos los casos mencionados la acumulacién de poliP no se debera 2 un

aumento de la sintesis de poliP sino 2 una disminucién de su degradaci6n, ya
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que la actividad PPK varfa muy poco en estas condiciones. Otro caso es ¢l de
Acinetobacter sp., bactetia capaz de acumular grandes cantidades de poliP donde la
transcripcién del gen ppk se induce en carencia de fosfato sugiriendo una
regulacién de los niveles de poliP sobre la base de su sintesis (Geildotfer y col,

1998).

| Nitrogen Limitation I lPhosphale Limilation

..Ph‘oa
- Qo).
NaC! q\ ¢ / * »

@*»/®+ roee " [Cimitaston]

R
ATP ﬁg P

Figura 5. Modelo de Ia acumulacién de poli P inducida por estrés en Escherichia colk

(Ault-Riché y col., 1998).

2.3.2 Fase estacionaria
Los poliP también se acumulan durante la fase estacionaria en E. cof.

Mutantes carentes del gen ppk son deficientes en las funciones que se expresan

dutante este perfodo, pierden su viabilidad en menos tiempo y son mis
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sensibles 2 estrés oxidativo y térmico (Rao y Kornbetg, 1996). Una posibilidad
es que los poliP regulen la expresion de genes de la fase estacionaria a través de
]a induccién de la transcripcién de 7poS (Shiba y col., 1997).

2.3.3 Motilidad, desarrollo de biopeliculas y virulencia
El estudio de las caracteristicas fenotipicas de bacterias mutantes del gen ppk

ha llevado 2 establecer una relacién entre la presencia de poliP y factores de
virulencia. Por ejemplo, mutantes ppk de E. coli, Psendomonas aervginosa, Klebsiella
preumoniae y Vibrio cholerae mostraron una reducida motilidad a pesar de la
presencia del flagelo intacto (Rashid y col., 20002). Ademis en P. aeruginosa la
mutante ppk es defectuosa en la formacién de biopeliculas y en el fenémeno de

“quorum sensing” (Rashid y col., 2000b).

2.3.4 Funcién de los poliP en la degradacién de protefnas ribosomales

Que los niveles de poliP aumentan en respuesta a la carencia de aminodcidos
esta bien establecido (Ault-Riché y col., 1998). Sin embargo, sélo recientemente
se dilucidé la funcién de los poliP en la respuesta adaptativa ante esta condicion.
Los poliP forman un complejo con la proteasa Lon que lleva a Ia degradacién
de vatias protefnas ribosomales, proveyendo asf los aminodcidos necesatios para
responder 2 la condicién de carencia (Kuroda y col,, 2001). Esta es la primera

evidencia experimental directa sobre un rol de los poliP en la respuesta

adaptativa a condiciones de estrés.
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Resumiendo, el estudio de los poliP abarca, entre otros, dos aspectos
interesantes: su posible caricter prebidtico y su ubicuidad permite realizar un
estudio comparativo a nivel de dominio, mientras que su relacién con la
respuesta ante cambios ambientales y de fase estacionaria de crecimiento brinda
la interesante posibilidad de estudiar un factor nuevo involucrado en la

capacidad de supervivencia de los microorganismos.

3. PoliP en Sulfolobus

En nuestro laboratorio se han estudiado los mecanismos de adaptacién a
cambios en el ambiente en S. acidocaldarius. Entre ellos, se ha investigado la
respuesta global de S. asidocaldarins ante condiciones de estrés tales como el
aumento de tempetatura y la carencia de fosfato (Osorio y Jerez, 1996). Durante
estos experimentos, mediante microscopfa electrénica de transmision, se detectd
la presencia de grinulos electrodensos probablemente compuestos por poliP
(Osotio, 1998). Hasta ese momento no habfa estudios cuantitativos realizados
sobre poliP en microotganismos del dominio 4rbaes. La bibliograffa daba
cuenta de un aumento de poliP ante estrés térmico y en carencia total de
nutrientes en el arquedn halofilo Halvbacterium vokanii (Scoarughi y col., 1995).
Estas observaciones, y la desctipcién de una protefna asociada al glicégeno en S.

acidocaldarins con actividad PPK (Skétko y col,, 1989) sugerfan la existencia de
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poliP en este microorganismo. Aunque la secuencia -hasta ese momento parcial-
del genoma de S. soffatarious no mostraba la existencia de un gen ppk. las
caracteristicas inusuales de la PPK descrita de S. adidocaldarius (Skorko y col.,
1989) sugerfan que podtfa tratarse de una proteina no homdloga a las PPKs
bacterianas.

Por lo tanto se propuso como objetivo general de esta tesis doctoral
caracterizar genética y funcionalmente los componentes involucrados en el
metabolismo de los poliP en el género Suffolobus en relacién con la respuesta
ante factores de estrés ambiental.

Durante el desarrollo de esta tesis se determiné la presencia de poliP en J.
acidocaldarins y S. solfataricns, y sus variaciones ante distintos cambios ambientales.
La biisqueda de componentes genéticos involucrados en el metabolismo de los
poliP se inici6 con la caracterizacién de la proteina de 60 kDa (P60) cuya
actividad PPK y GT se habfa descrito (K6nig y col., 1982; Skétko y col., 1989).
El acceso via Internet al genoma completo de Sulfolobus solfatarions
(http:/ /niji.imb.nre.ca/sulfolobus/) dio un nuevo giro a nuestra investigacion ya
que se encontré un fragmento homélogo al gen ppx de E. cofi el cual también se

caracterizo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas, plasmidios y condiciones de cultivo

1.1 Sulfolobus acidocaldarius DSM nro. 639

Esta cepa se cultvé en medio 88 (Brock y «col, 1972
http:/ /www.dsmz.de/media/med88.htm) ajustado a pH 2 y suplementado con
2 g/1 de sacarosa y 1 g/1 de extracto de levadura. La cepa se inocul6 a partir de
un cultivo en fase estacionaria al 1% (v/v). Las condiciones de temperatura y
agitacién fueron 70°C y 180 rpm (agitacién orbital) respectivamente. Para el
crecimiento a gran escala se utilizaron 121 de medio de cultivo y un sistema de
burbujeo de aire por vacio.

1.2 Sulfolobus solfataricus DSM nro. 1617

S.  solfataricus se creci6 a 75°C y 180 ipm en medio 182
(hitp:/ /www.dsmz.de/media/med182htm) suplementado con 1 g/l de
extracto de levadura y 1 g/l de casaminodcidos. Para el crecimiento en un medio
definido, el extracto de levadura se reemplazé por 2 g/1 de sacarosa y 0.05 g/1
de cada uno de los siguientes amino 4cidos: alanina, asparragina, leucina,

glutamina, glutamato, aspartato, histidina, arginina, glicina (Haseltine y col,
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1999). El preinéculo consistié en 1 ml de un cultivo crecido hasta fase
exponencial media de crecimiento (DO 0.25) y mantenido en 8% DMSO
a -70°C. El mismo se inoculs en 50 ml de medio de cultivo y cuando llegd a una
densidad Gptica 2 600 nm (DOyq) de 0.25 se utilizé como inéeulo al 5% (v/v).

1.3 Cepas de Escherichia coli y plasmidios

1.3.1 Cepas de Promega®
BL21(DE3). Genotipo F, ompl, hsdSy (t5my) dem, gal, M(DE3), Cm" 5,

supE,, A(Jac-proAB), [mutS:Tn10], [F’, proAB, Jagl®ZAM15].

JM109. Genotipo endAl, recAl gyrA96, hi, hsdR17 (ck, mk)), re/Al, supBEd4,
Alac-proAB), [, #raD36, proAB, lagl*ZAM15].

Los medios de cultivo utilizados fueron LB (trptona 10 g/l, extracto de
levadura 5 g/l y NaCl 5 g/1). En algunos casos el LB se suplement6 con 1 mM
de iso propil tio-B-D-galactésido (IPTG), 80 pg/mi de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal), 100 pug/ml de ampicilina (Amp) o 34
pg/ml de cloranfenicol (Cm).

1.3.2 Plasmidios
pGEM®T(Promega): pGEM®‘SZF(+) linearizado con EwRV y agregado de

timidina en los extremos 3’ (Robles y col,, 1994). Posee alto niimero de copias

(300-700). El tamafio es de 3000 pb. Contiene los promotores de la RNA
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Polimerasa 'T7 y SP6 flanqueando un sitio de clonamiento multiple que se

encuentra dentro de la regién codificante de la enzima B-galactosidasa. Contiene
el gen de la B-lactamasa que provee resistencia 2 Amp.

pGEM®T easy vector (Promega): similar a pGEM®T pero tiene 2 sitios de
restriccién adicionales en el sitio de clonamiento multiple. Tamafio: 3015 pb.

pLysS: pACYC184 (Chang y Cohen, 1978) que contiene €l gen de la lisozima
del fago T7 bajo el control del promotor ¢3.8 para la RNA Polimerasa T7. El
plasmidio provee resistencia a Cm.

pET-21b(+): los vectores pET (Novagen) son derivados de pBR322. Poseen
mis de 25 copias por célula. El tamafio es de 5443pb. El pET-21b(*) contiene
un promotor T7, el sitio de unién al ribosoma de la proteina mayor de la cipside
del fago T7, un sitio de miltiple clonamiento seguido de una secuencia que
codifica para seis histidinas, un codén de término y un sitio de terminacién de la
transcripcién del fago 17. El plasmidio provee resistencia a Amp.

pET-21b(H)p60r pET-21b(+) que contiene como inserto el gen p60 de J.
acidocaldarius seguida de una secuencia codificante para seis histidinas en su

extremo carboxilo terminal.
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pGEM®TppxS.m: plasmidio pGEM®T que contiene como inserto el gen ppx
de S. solfataricus con su propio codén de término flanqueado por los sitios de
restriccién Ndel y Xhol.

pGEM®Tppr:r.S’.m: plasmidio pGEM®T que contiene como inserto el gen
ppx de S. soffataricns sin su propio codén de término flanqueado por los sitios de
restriccion Ndel y Xhol.

pET-21b(+)ppxSso: plasmidio pET-21b(+) que contiene como inserto €l gen
ppxe de S. solfataricus con su propio codén de término.

pET-21b(+)ppxrSse: contiene como inserto el gen ppx de S. addocaldarius
seguido de una secuencia codificante para seis histidinas en su extremo

carboxilo terminal.

1.3.3 Cepas generadas durante esta Tesis
SC1. BL21(DE3)pLysS pET-21b(+)p60r

SC3. BL21(DE3)plLysS pET-21b(+)
SC5. JM109 pET-21b(+)p60r

SC13. JM109 pGEM® TppscSso

SC16. JM109 pGEM® TppxcssSso
SC19. JM109 pET-21b(+)ppsrSs0

SC21. BL21(DE3)pLysS pET-21b(+)ppxrSse
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2. Fraccionamientos subcelulares

2.1 Obtencién de la fraccién de membranas de 8. acidocaldatius

A Jos tiempos correspondientes, alfcuotas de 1 ml de cultivo se centrifugaron
a 15000 g durante 5 min, se resuspendieron en igual volumen de tampén 50
mM Tris-HCl pH 7.5, 10% sacarosa y se congelaron a -20°C hasta su
procesamiento. Las muestras descongeladas se sometieron a sonicacion (8
intervalos de 30 s en hielo) y se centrifugaron a 2200 g durante 5 min. El
sobrenadante se someti6 a ultracentrifugacién (40000 rpm rotor BeckmanTi 50)
durante 2 h. La fraccién soluble obtenida se llamé fraccidn citoplasmitica y el

sedimento fraccién membranas. La fraccibn membranas se traté para
electroforesis en geles de poliacilamida (SDS-PAGE) o se resuspendi6 en 100 pl
de 50 mM Tris-acetato pH 7.0 y se agregé 5 mM MgCl, y 10 pg/ml DNasa y
RNasa. Ambas fracciones se utilizaron para determinar actividad PPK y .
proteinas.

2.2 Obtencion de extractos crudos en .S'..solfétzm'cus

Veinte ml de cultivo se colectaron por centrifugacién durante 20 min a 4500
g. Los sedimentos se resuspendieron en 200 pl de tampén 50 mM Tiis-acetato

pH 7.0 y se sonicaron durante 3 min en hielo, a intervalos de 30 s cada vez. Las
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suspensiones se centrifugaron a 3000 g durante 5 min para eliminar debris y

células enteras y el sobrenadante se utilizd para determinar la actividad PPX.

3. Purificacion del complejo glicdgeno-proteina que contiene a Ia
proteina P60

Se realizé segin lo publicado por Skérko y col., (1989). Se partié de 121de
cultivo colectado a las 48 h (DOgy 0.4-0.6). El mismo se centrifugé 30 min a
7000 g y los sedimentos se lavaron una vez en 50 mM Tiris-acetato pH 7.0 y se
congelaron a -20°C hasta su procesamiento. Luego los sedimentos se
resuspendieron en tampén D: 50 mM Tris-acetato pH 7.0, 1 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM iécido etilendiaminotetraacético (EDTA) en la
relacién 1 g de células (peso himedo): 1 ml de tampén D y se sometieron 2
sonicacién durante 5 intervalos de 30 s en hielo. Fl lisado de células se sometid
a centrifugacién por 10 min 2 10700 g y el sobrenadante obtenido se llamé F1.
Pard obtener el complejo glicégeno-proteina alicuotas de 4 ml correspondientes
a la F1 se sometieron a ultracentrifugacién (2 h a 37000 tpm, rotor Sorvall
647.5) en gradientes de CsCl. El gradiente se prepard en un volumen total de 60
ml utilizando 15 ml de soluciones de CsCl de densidades 1.79, 1.52, 1.30 y 1.11.
Luego de la ultracentrifugacién la banda blanquecina correspondiente al

glicégeno con densidad de 1.62, se succioné con una pipeta y se sometio a
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didlisis contra 1000 ml de tampén D durante 20 h, cambiando una vez el
tampén. El dializado se diluyé en 10 ml en tampén D y se sedimentd por
ultracentrifugacién (2 h a 37500 tpm, rotor Sotvall T880). El sedimento se
resuspendi6 en 200 pl de tampén 50 mM Tiris-acetato pH 7.0 y esta muestra,
llamada F2 se congel6 a —20°C hasta su utilizacion.

Para obtener el complejo glicogeno-P60, 4 ml correspondientes a la F2 se
aplicaron en un segundo gradiente de CsCl idéntico al antedor. La
ultracentrifugacién se llevé a cabo a 37500 rpm, en rotor Sorvall T880 durante
48 h. Luego el glicégeno se extrajo y se procedié a dializatlo y sedimentarlo en la
forma ya descrita. El sedimento se resuspendi6 en 200 pl de tamp6n 50 mM
Tris-acetato pH 7.0 y esta muestra, llamada F3 se congelé a ~20°C hasta su

utilizacidén.

4. Actividades enzimaticas

4.1 Determinacion de la actividad PPK

La actividad enzimética de la PPK de S. addocaldarins se determiné en las
condiciones de pH, sales y temperatura establecidos por Skérko y col. (1989)

pero siguiendo el método de Ahn y Kornberg (1990). El ensayo mide la sintesis

de [?PJpoliP a partir de [y—"?P]ATP. La reaccién se realizé en un volumen final
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de 250 pl de una solucién que contenia 50 mM Tris-acetato pH 7.0, 2 mM

MnCl,, 10 mM KCl, 1 mM [y—*P]ATP (2000 cpm/nmol). Luego de una hora
de incubacién a 70°C, la reaccién se enfrié 5 min en bafio de hielo y se detuvo
agregando de 250 pl de HCIO, al 7% y 50 pl de una solucién de 20 mg/ml de
seroalbiimina bovina (BSA). El [*PlpoliP se cuantificé en un contador de
centelleo liquido luego de su recoleccién en filtros de fibra de viddo GF/C
Whatman y lavado con 0.1 M pirofosfato de sodio en 1T M HCI 2 veces y etanol
1 vez. Una unidad enzimética se definié como la cantidad de enzima capaz de
incorporar 1 pmol de Pi en poliP por minuto a 70°C.

4.2 Determinaci6én de la actividad glicosil transferasa (GT).

Fl ensayo de actividad GT se realizé de acuerdo con Kénig y col. (1982). La
reaccién se realizé en un volutnen final de 50 il de una solucién conteniendo 50
mM Trs-acetato pH 7.0, 1 mM EDTA, 22 mM NH,CL, 5 mM UDP-[U-
“Clglucosa (0.8 mCi/mol). La reaccién se detuvo con 117 pl de etanol absoluto.
El glicégeno se cuantificé en un contador de centelleo liquido luego de su
recoleccién en filtros de fibra de vidrdo GF/C Whatman y lavado con etanol
70% 2 veces. Una unidad enzimitica se definié como Ia cantidad de enzima que

cataliza la incorporacién de 1 pmol de glucosa en glicégeno por minuto a 70°C.
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4.3 Determinaci6n de la actividad PPX

La actividad PPX se determiné midiendo la hidrélisis de [*P]poliP (Akiyama
y col., 1993). La mezcla de reaccién (50 pl) contenia 50 mM Tris-acetato pH 7,
100 mM KCl 10 mM MnCl, y 250 pM [*P]poliP. El MnCl, se agregd al final
para evitar la precipitacién del poliP. Luego de incubar 15 min a 50°C, la mezcla
de reaccién se enfrié 5 min en bafio de hielo y se inactivé agregando 50 pl de
7% HCIO, v 5 ul de 20 mg/ml BSA para precipitar el [*PlpoliP remanente, el
que se cuantificé en un contador de centelleo liquido luego de su recoleccién en
filtros de fibra de vidrio GF/C Whatman y lavado con 0.1 M pirofosfato de
sodio en 1 M HCI 2 veces y etanol 1 vez. Una unidad enzimitica se definié
como la cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 pmol de Pi del poli por

minuto a 50°C.

5. Métodos de andlisis de poliP
5.1 Sintesis in vitro de [*P]poliP,y, a expensas de PPK recombinante

(PPKr) de E. coli

5.1.1 Sintesis de[*P]poliP;,, como marcador
Se realizé segiin Ault-Riché y col,, (1998) en un volumen de 0.35 ml de una

solucién que contenia 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 40 mM NH,SO,, 4 mM MgCl,
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40 mM creatina-fosfato, 20 pg/ml creatina fosfokinasa (CPK), 1 mM
[f—-*P]ATP (0.142 pCi/nmol), 35000 U de PPKr de E. wh (Kumble y col,,
1996). La reaccion se incubé 30 min a 37°C y se detuvo agregando 35 pl de
0.5 M EDTA. La cinética de reaccién se signié mediante cromatografia

ascendente en capa delgada (IL.C) en placas de polietilenimidacelulosa (Merck)

utilizando como solvente una solucién 0.75 M de KHPO, a pH 3.5.

5.1.2 Sintesis de |32P|goliPm como sustrato

Se realizé en forma similar a la seccién anterior, segin Ault Riché y col,
(1998) pero aumentando el volumen de reaccién a 10 ml y reduciendo 14 veces
la actividad especifica del [y—""PJATP. Se utilizaron 90000 U de PPKr de E. ok
y la reaccién se incubd por 3 h a 37°C

5.2 Purificacién de [**P]poliP,, sintetizados in vitro

5.2.1 A pequefia escala
Se realizé segin Ault-Riché y col. (1998). La reaccién de sintesis i o de

[P2PlpoliP; (0.35 ml) se aplicé en un colchén formado por 1.9 ml de 2.5 M
CsCl en 50 mM Trds-CIH pH 74, 10 mM EDTA. Luego de 4 h de
centtifugacién a 45000 pm, rotor Sorvall AH-650, el gradiente se dividié en

alicuotas de 200 pl. Para precipitar el poliP, se agregd a cada una de estas

alicuotas 140 pl de isopropanol y las mismas se incubaron a temperatura
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ambiente durante 30 min, seguido de centrifugacién por 30 min en centrifuga

Eppendorf a 13000 pm. Los sedimentos se lavaron con 600 i de etanol al

70%, se secaron durante la noche por vacfo y se resuspendieron en 25 pl de
agua bidestilada estéril. Para determinar la presencia y cantidad de [?PlpoliP se
analizé la radiactividad de alicuotas de 1 pl de estas fracciones. La presencia de
radiactividad fue detectada en la alicuota correspondiente 2 la fracci6n inferior
del gradiente. La identidad y pureza del poliP obtenido se confirmé segan se
explica en la seccién 5.3 de este capftulo. Tipicamente se obtuvo una solucién 4

mM de [?PlpoliP con una actividad especifica de 200 cpm/pmol.

5.2.2 A gran escala
La reaccién de sintesis (10 ml) se aplicé en un colchén de 55 ml de 2.5 M

CsCl en 50 mM Ttis-CIH pH 7.4, 10 mM EDTA. La centrifugaci6n se realiz6
durante 16 h a 30000 tpm (rotor Sorvall 647.5). El gradiente se dividi6 en
alfcuotas de 5 ml, y a cada una se agregd 3.5 ml de isopropanol y se incubd a
temperatura ambiente 30 min, seguido de centrifugacién 30 min a 11500 rpm
(rotor Beckman AJ-20). Los sedimentos se lavaron con 3.5 ml de etanol al 70%,
se secaron durante la noche por vacio y se resuspendieron en 600 pl de agua

bidestilada estéril. La presencia y cantidad de [*PJpoliP se estimaron segin se
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indic anterjormente. Tipicamente se obtuvo una solucién 8 mM de [**PpoliP]
con una actividad especifica de 13 cpm/pmol.

5.3 Analisis de poliP mediante hidrélisis por PPX de Saccharomyces
cerevisiae (PPXSce)

Se realiz6 segiin Wurst y col. (1995) en un volumen de 20 pl conteniendo 20

mM Tris-CIH pH 7.5, 5 mM Mg(CH;COO),, 50 mM NH,(CH;COOQ),, 200 uM
[*P]poliP,4 y 6000 U de PPXSce (Wurst y col., 1995). La reaccién se incubd a
37°C y la cinética de reaccidn se siguié mediante TLC en placas de
polietilenimidacelulosa (Merck) utilizando como solvente 0.75 M KHPO,, pH
3.5.

5.4 Extraccién de poliP endégeno de S. solfataricusy S. acidocaldarius

A los tiempos correspondientes, alicuotas de 1 ml de cultivo se centrifugaron
durante 2 min en centrifuga eppendotf y los sedimentos se resuspendieron en
0.3 ml de 4 M isotiocianato de guanidina (GITC), 50 mM Tris-HCl pH 7.0

precalentado a 95°C. La suspensi6n se mezcl6 por vortex, se incubd a 95°C por
3 min y se sonico 30 s 3 veces. Se reservé una alicuota de 10 il de esta fraccién
para la determinacién de proteinas. A cada tubo se agreg6 30 pl de 10% SDS y
luego de incubacién a 95°C durante 2 min, se agregé 300 pl de 50% etanol y 5,

pl de microperlas de vidrio Glassmilk® (Bio 101). Luego de agitacién por
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vottex y de incubar 30 s a 95°C, los tubos se centrifugaron 2 13000 g durante 1
min y el sedimento de Glassmilk® se resuspendi6 por vortex en 0.5 ml de
“buffer New Wash” frio (5 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA,

50% etanol) y se centrifugé a 13000 g durante 30 s. El sedimento que contenia
el poliP, DNA y RNA unido a Glassmilk, se resuspendié en 100 pl de una
solucién que contenfa 50 mM Tris-HCL pH 7.0, 5 mM MgCl,, 5 ng/ml DNasa y
5 pug/ml RNasa y se incubé a 37°C por 30 min. Luego el sedimento se lavé dos
veces con 200 pl de “buffer New Wash” para eliminar los productos de la
degradaci6n de los 4cidos nucleicos. El poliP unido al Glassmilk® se eluyé en
dos pasos resuspendiendo el sedimento por vortex en 25 ul de agua cada vez,
incubando 2 min a 95°C y centrifugando a 13000 rpm para tomar el
sobrenadante. El poliP soluble recuperado en esta fraccién (50 ) se congel6 2
—20°C hasta su cuantificacion.

5.5 Cuantificacion de poliP

La reaccién se realizé segin Ault-Riché y col. (1998) en base a la actividad
reversa de la PPK (en exceso de ADP) de la PPKr de E. w/ (Kumble y col,,

1996). El ensayo se realizé en un volumen final de 50 pl en tampén 50 mM

Hepes-KOH pH 7.2, 40 mM (NH4),80,, 4 mM MgCl, 0.1 mM ADP, 5000
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unidades de PPKr y 5 i solucién conteniendo el poliP. La incubacién se realiz6
45 min a 37°C. La reaccién se interrumpié por calentamiento (2 min 2 95°C) y
luego la mezcla se diluy6 1:5, 1:25 y 1:50. Alicuotas de 50 pl de estas diluciones

se ensayaton con 50 pl de luciferasa (Boehringer). El ATP generado por la PPK
se cuantificéd midiendo 1a luz emitida en un luminémetro Lumi/96 de Bioscan.
5.6 Microscopia electronica
Se tealizé segin Gonzalez y Jensen (1998). Diez pl de las suspensiones
celulares se montaton sobre grillas cubiertas con Formvar durante 2 min, dos
veces. Fl exceso de liquido se absorbié con papel de filtro y las grillas se secaron

por vacio. Las células se obsetrvaron con un microscopio electronico de

transmisién Philips Tecnai 12 a 80 kV.

6. Andlisis de proteinas

6.1 Matcacioén de proteinas in vivo con H;PO,

Se realizé segin Skérko (1984) con las siguientes modificaciones: 200 ml de
un cultivo que habia alcanzado una DOy, de 0.8 por centrifugacién (15 min a
5500 g) se resuspendié en 40 ml de medio 88 conteniendo 0.2% de sacarosa y
con una reduccién de fosfato de 1/100. Inmediatamente se agregd 5 mCi de

H,”PO,y el cultivo se incubé por 36 h mas a 140 tpm y 70°C.
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6.2 Preparacion de las fracciones para electroforesis en geles de
poliacrilamida

6.2.1 Muestras para electroforesis desnaturante en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

6.2.1.1 Proteinas totales

Diez mg de células (peso htmedo) se resuspendieron en 100 pl de agua
destilada y se trataron con 50 pl de tampé6n de carga 3X: 0.187 M Tris-HCI (pH
6.8), 6% SDS, 30% glicerol, 15% B-mercaptoetanol y 0.06% azul de bromofenol
(Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron a 95°C por 5 min, sc centrifugaron
brevemente para eliminar debris y 3 2 5 pl del sobrenadante se aplicaron en los

pocillos de los geles.

6.2.1.2 Fracciones correspondientes a la purificacién del complejo
glicégeno-proteina

Alicuotas de 10 pl correspondientes a las tres fracciones se trataron con 5 pl
de tampén de carga 3X: 0.187 M Tris-HCl (pH 6.8), 6% SDS, 30% glicerol,
15% B-mercaptoetanol y 0.06% azul de bromofenol (Laemmli, 1970). Las

mmuestras se calentaron a 95°C por 5 min y se centrifugaron brevemente pata

tomar el sobrenadante.
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6.2.2 Muestras para electroforesis bidimensional en condiciones de no

equilibrio (NEPHGE)
Se trataron como lo describe O’Fatrell y col. (1977). Alicuotas de 50 il

correspondientes a la F2 se secaron durante una hora por centrifugacién al vacio
y se guardaron a —20°C. Luego se resuspendieron en 20 pl de tampén de lisis
(9.5 M urea; 2% Nonidet; 1.6% anfolitos 5-7; 0.4% anfolitos 3-10; 5% B-
mercaptoetanol) y se incubaron 1 h a temperatura ambiente.

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamnida-SDS

Los geles de poliacrilamida en presencia de SDS para electroforesis en placa
(SDS PAGE) se prepararon segtn la técnica descrita por Laemnmii (1970). El gel
concentrador se preparé al 3% y el gel separador al 12%. Las electroforesis se
cotrieron a 200 V, hasta que el colorante indicador alcanzara el borde inferior
del gel. Para la tincién se empleé 0.2% de Azl de Coomassie en 25% de
metanol y 7.5% de 4cido acético por 1 h. Luego los geles se destifieron mediante
lavados sucesivos con una solucién de 25% metanol y 7.5% de 4cido acético y
se secaron pot vacio a 80°C.

6.4 Electroforesis bidimensional de proteinas

Se utiliz6 la técnica descrita por O’Farrell (1975) y O’Farrell y col. (1977) en

condiciones de no-equilibric (NEPHGE). La primera dimension consistio en
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una electroforesis en gradiente de pH de 3-10 durante 5.5 h 2 400 V. Para la
segunda dimensién se utilizé un gel de SDS-poliacrilamida al 11.5%. El método
de tincién fue el mismo que se utiliz6 para SDS-PAGE. En los casos en que se
emplearon proteinas marcadas radiactivamente con *2P los geles una vez secos,
se expusieron a peliculas autorradiogrificas y se revelaron a los 7 dias.

6.5 Preparacién de las proteinas para microsecuenciacién del extremo
amino terminal y de péptidos internos

Las manchas proteicas se escindieron de los geles secos sobre papel de filtro
con bistut{ y se hidrataron en 500 pl de 50 mM H,BO; 0.1% SDS durante 2h a
temperatura ambiente. Luego los fragmentos hidratados se aplicaron a los
pocillos de un gel de poliacrilamida desnaturante al 12 % y se agregd 25 pl de
tamp6n de carga 1X y se cortieron a 40 V hasta que la muestra atraveso el gel
concentrador y luego a 100 V. El gel se traté de la siguiente forma: para
microsecuenciacién del extremo amino terminal, las proteinas se transfitieron a
una membrana de difloruro de polivinilideno (PDVF) (Matsudaira, 1989). La
transferencia se realizé durante 0.8 h a 0.8 A y la visualizacién de las proteinas se
realizé mediante tincién con 0.1% de Azul de Coomassie en 50% de metanol
por 5 min. La membrana se destifié con unz solucién de 50% de metanol y 10%

de acido acético.
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Para Ia digestién enzimitica y secuenciacién del extremo amino terminal de
péptidos internos, el gel se fij6 con una solucién de 45% de metanol y 10% de
acido acético durante 10 min, se tifié con una solucién de 3% amidoblack-10B
en 45% de metanol y 10% de 4cido acético durante la noche y se destifi6é con
agua bidestilada. La mancha proteica se escindi6 del gel himedo y se secé por
centrifugacién al vacio.

6.6 Digestién enzimatica para la obtencion de péptidos internos y
separacién de fos mismos

Se realizd en el Laboratorio de Microsecuenciacién de Proteinas del Instituto
Pasteur, Parfs. La digestion se realizd con endolisina C y la separacién de los
péptidos obtenidos se realizé por HPLC.

6.7 Microsecuenciacién del extremo amino terminal de proteinas y
péptidos internos

La microsecuenciacién se realizé por degradacién de Edman (Matsudaira,
1989) en el Laboratorio de Microsecuenciacién de Proteinas del Instituto
Pasteur, Parfs. La comparacién de las secuencias obtenidas con proteinas en
bases de datos se realizé utilizando el algoritmo BLAST version 2.0 (Altschul y

col., 1997).

38




Materiales y métodos

6.8 Determinacién cuantitativa de proteinas
Se realizé segin el método de Bradford (Coomassie Plus Protein Assay

Reagent; Pierce).

7. Técnicas de Biologia Molecular

7.1 Purificacion de DNA

7.1.1 Extraccién de DNA genémico de 5. addocaldarius y 8. solfataricus
Ll DNA genémico se obtuvo a partir de cultivos de 48 h mediante Wizard®

genomic DNA purification kit (Promega). El mismo se basa en una lisis celular
seguida de digestién enzimdtica del RNA, precipitacién de las proteinas y
postetiormente precipitacién del DNA gendémico con isopropanol y
redisolucién en agua. Fl rendimiento fue de 7 pg DNA/mg células (peso
himedo).

7.1.2 Purificacién de amplificados de PCR y otros DNAs desde geles de

agarosa
Se realizé con Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). El

método se basa en la escisién de la banda desde el gel de agarosa con bisturi y

fundido de la agarosa a 37°C en presencia de una resina que une el DNA. 1a

resina se aplica 2 una mini columna y luego de dos lavados con isopropanol, el
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DNA se eluye con agua mediante centrifugacién. Para fragmentos de entre 200
-3200 pb ¢l método tiene una recuperacién de por lo menos 60%.

7.1.3 Extraccién de plasmidios desde cultivos de E. coli

7.1.3.1 A pequefia escala
Se utilizé Wizard® Pl Minipreps DNA Purification System (Promega)

basado en una lisis celular alcalina, seguida de neutralizacién y centrifugacion. El
sobrenadante se aplica en una mini columna que contiene una resina que une el
DNA plasmidial. La resina se lava con isopropanol y el DNA plasmidial se eluye

con agua por centrifugacién. Tipicamente, el método tiene un rendimiento de

1.8-4.1 pg/ml de cultivo para un plasmidio de alto mimero de copias como el

pGEM®T.

7.1.3.2 A gran escala
Se utilizé Wizard® Plus Maxipreps DNA Purification system (Promega)

también basado en el método de lisis alcalina clésico y purificacién del ADN

por medio de resinas de union.

7.1.4 Purificacién de productos de digestién mediante fenol-cloroformo
Se realizé de acuerdo con Sambrook y col. (1989). Brevemente, se partié de

un volumen de 80 pl de la solucién de DNA y se le agregaron 100 ul de una
mezcla de fenol-cloroformo-alcohol iscamilico en la relacién 25:24:1. En estas

condiciones, las protefnas pasan a la fase fendlica mientras que el DNA
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permanece en la fase acuosa. Luego se realizé una segunda extraccién con 100
1l de cloroformo-alcohol isoamilico en la relacién 24:1. Para extraer la fase
acuosa residual, se agregaron 100 pl de agua siguiendo los mismos pasos de
extraccién. El DNA obtenido en las 2 fracciones (aproximadamente 200 p) se
precipit con 1.5 pil de una solucién de 20 pg/pl de glicégeno y 8 pl de 5 M
NaCl (agitando por vortes) y se agregaron 800 pl de 90% de etanol. Se mezcl6
por inversién y se incubé 30 min en hielo (o toda la noche a —20°C). Luego el
DNA se centrifugd 30 min a 14500 g (4°C) y se recuperd como un sedimento
blanquecino. El sedimento se lavé con 500 pl de 70% de etanol, agitando por
inversién y centrifugando 10 min a 14500 g y se secé a 37°C por 5 2 15 min.
Finalmente, el DNA se resuspendié en 35 il de agua bidestilada estéril.

7.2 Cuantificacién de DNA

La cuantificacién del DNA gendmico se realizé midiendo la absorbancia a

260 nm (Agg) de una dilucién 1:50 de la solucién de DNA obtenida (Sambrook

y col., 1989). Una Ay, igual a 1 corresponde a una solucién de DNA de 50

ng/ml. La pureza del DNA obtenido se estimé mediante la relacion Ao/ Asger
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7.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para visualizar la calidad y el tamafio del DNA cromosomal, plasmidial o los
fragmentos de PCR se utilizaron geles de agarosa al 1% en tamp6n TAE 0.5X
(20 mM Tris-acetato pH 8.0, 0.5 mM EDTA). Las muestras se mezclaron con
tampén de carga 10X (20% Ficoll 400, 0.1 M EDTA 1% SDS, 0.25% azul de
bromofenol y 0.25% xilen cianol). La tincién se realizé durante 10 min 2 una
concentracién de bromuro de etidio de 0.2 pg/ml en TAE 0.5X. Las bandas se
visualizaron por la fluorescencia emitida al irradiar con luz ultravioleta de 320
nm.

7.4 Partidores y determinaciones de PCR

7.4.1 DOP-PCR (“degenerate oligonucleotide primer polymerase chain
reaction”)
Los partidores degenerados (DOPs) para DOP-PCR se disefiaron 2 partir de

las secuencias de los extremos amino terminal de la proteina P60 y de extrernos
amino terminal de péptidos internos y se sintetizaron por Genset
Corporation®. La Taq polimerasa utilizada fue de Promega y se siguieron las

especificaciones del fabricante. Se utilizaron 80 ng de DNA genémico, 60

pmoles de cada partidor, 0.1 mM dNTPs, 5% DMSO en un volumen de

reaccién de 50 pl. Las condiciones de reaccién se ajustaron de acuerdo con los
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pares de partidores utilizados y el tamafio esperado del fragmento a amplificar.
Tipicamente, los pasos fueron los siguientes: 3 min a 95°C seguidos de 30 ciclos
a 95°C por 30 s, 40°C por 30 s, 72°C 30 s y luego 3 min a 72°C. Luego se
agregd 3 Ul de tamp6n de carga 10X y 14 pl de esta muestra se corrieron en un
gel de agarosa al 1% en TAE. 0.5X. El gel se tifi6 con la solucién de bromuro de
etidio. Los fragmentos amplificados se escindieron del gel y se purificaron segin
lo descrito anteriormente.

Los DOPs utilizados fueron los siguientes:

PGONH2DD (5-YINAARCAYGTNTGGATGAT-3),

P6021DD (5"-ATHATHGAYWSNTGGAAYAT-3),

P6021DR (5-ATRTTCCANSWRTCWATWAT-3),

P6027DD (5-ACNGARGAYMGNGCNGARAT-3),

P6027DR (5-ARNACYTCNARYTCRTCRAA- 3).

R (A,G); Y (CT): M (A0 S GO W AT; H ATON ACG

7.4.2 PCR inversa
Se realizd de acuerdo con Ochman et al. (1990), utilizando Elongasa (GIBCO

BRL) y de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se usaton 45 pmol de
los partidores no degenerados PGOND3R (5-AGACTAGCTACTTTCTCTAC-

3") y PGONDS5D (5-CTTCTCTTCTGGTTCCATAG-3) y 30 ng de DNA total
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de S. acidocaldarius digerido con Xbhel y religado en un volumen de 50 pl. Las
concentraciones de dN'TPs y DMSO fueron 0.1 mM y 5% respectivamente. Las
condiciones de reaccién fueron 3 min at 95°C seguidos de 30 ciclos a 95°C por
30 s, 52°C por 30 s y 68°C por 4 min, y luego 5 min a 68°C.

7.4.3 Amplificacién del gen p60 de S. acidocaldarius
El gen p60 se obtuvo por PCR a partir del DNA gendmico de S. acidocaldarins

utilizando los partidores no degenerados P6ONNdel y P60CAval2
correspondientes a los extremos 5’ y 3’ del gen y que contenfan los sitios de
restriccién para las enzimas INdel y Apal. Las secuencias de los partidores som:

P6ONNdel: TTAACATATGAAGAGATATGAAAGCCTS

P60Caval2: AATACTCGAGAAATGATGCTAACAGTCTATY

La Pwo DNA Polimerasa utilizada fue de Bochringer Mannheim y se
siguieron las especificaciones del fabricante. Se utilizaron 80 ng de DNA

genémico, 400 ng de cada partidor, y 0.1 mM dNTPs en un volumen de
reaccién de 50 il Los pasos fueron los siguientes: 3 min a 95°C seguidos de 22
ciclos a 95°C por 30 s, 58°C por 30 s, 72°C 2 min, y luego 3 min a 72°C. Luego
se agreg6 3 pl de tampén de carga 10X y 14 pl de esta muestra se cortieron en

un gel de agarosa al 1% en tampén TAE 0.5X. El gel se tifi6 con la solucién de
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bromuro de etidio y los fragmentos amplificados se escindieron del gel y se
purificaron segin lo descrito anteriormente.

7.4.4 Amplificacién del fragmento genémico que comprende los ORFs c50
004 y c50 003 de S. solfataricus
La regién ¢50 004-c50 003, que compone el gen ppx de S. soffataricus se

obtuvo por PCR a partir del DNA gendémico utilizando los pares de partidores
no degenerados C5004NNdel y C5003CXholH correspondientes a los
extremos 5> del ORF c50 004 y 3’ del ORF c¢50 003, sin su propio codén de
término (ppxssSse) y C5004NNdel y C5003CXhol correspondientes a los
extremos 5 del ORF c50 004 y 3’ del ORF <50 003, con su propio codén de
término (ppxSss). Los partidores contenian los sitios de restriccién para las
enzimas INAel y Xhol segin se indica por su denominacién Ndel o Xhol,
respectivamente. Las secuencias de los partidores son:

C5004NINdel: 5 TTCATATGATATCGGCAGTTATAG 3’

C5003CXholH: 5 GCCTCGAGTACTCTTACACCGACAACGTACT 3

C50003CXhol: 5 TACTCGAGTCATACTCTTACACCGACAACG ¥

La reaccién de PCR se realizé en las mismas condiciones que la seccién
anterior. Los pasos fueron los siguientes: 3 min a 95°C seguidos de 20 ciclos a

95°C por 30 s, 54°C por 30 s, 72°C 2 min, y luego 3 min a 72°C.
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7.4.5 PCR en colonias

Se utilizé6 como templado 2 [l de una suspensién celular obtenida picando
cada colonia con una punta estéril y resuspendiéndola en 100 pl de agpa

destilada estéril. La reaccién se realizé en un volumen de 10 pl conteniendo 15
pmol de partidores, 0.1 mM dNTP y 0.2 unidades de Taq polimerasa.
7.5 Digestiones de DNA con enzimas de restriccién

7.5.1 Digestién de DNA total de S, acidocaldarius

El DNA genémico de S. acdocaldarius fue digerido con distintas enzimas de

restriccién de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Tipicamente, 5
1g de DNA se digitieron con 10 unidades enziméticas en un volumen de 50 pil.
El tiempo de treaccidén fue de 4 h y la temperatura de 37°C. La reaccidén se

detuvo agregando de 4 pl de tampén de carga 10X,

7.5.2 Digestién de productos de PCR
100 ng de amplificado se digirieron con 10 unidades enzimdticas de la enzima

de restriccién correspondiente en un volumen de 50 pl durante 2 h a 37°C.

7.5.3 Digestién de pET21-b(1) y de pGEM > ThpsessSso

1 pg de plasmidio se digirié con 10 unidades enzimaticas de la enzima de

restriccién cotrespondiente en un volumen de 50 pl durante 2 h a 37°C.
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7.6 Ensayo de Southern blot

El DNA de S. addocaldarius digerido con distintas enzimas de restriccién se
separé mediante electroforesis en 0.9% de agarosa en TBE 1X (90 mM Tiris-
borato, 2 mM EDTA) durante 12 h a 20 V. Luego de la electroforesis el DNA
se desnaturé y se transfiié a una membrana de Nylon (Hybond-N+,

Amersham®) segin el método de capilaridad. La prehibridacion e hibridacién

se realizaron a 42°C con “DIG Easy buffer” (Boehringer Mannheim®). La
sonda de 500 pb marcada con digoxigenina se obtuvo por PCR utilizando el
PCR dig Probe System (Boehringer Mannheim®) utilizando partidores
disefiados a partir de la secuencia de los fragmentos amplificados por DOP-
PCR. Las secuencias de los partidores P6OND2D y P60OND2ZR son

5TTAAAGGACTGGATTACAACS y ’TATTTCAGCCCTATCCTCAGTS
respectivamente. La deteccién de los fragmentos de DNA marcados con

digoxigenina se realiz6 por quimioluminiscencia con DIG ILuminiscent
Detection Kit for Nucleic Acids (Boehringer Mannhein).
7.7 Ligaciones de DNA

7.7.1 Ligacién de DNA genémico para PCR inversa
200 ng de DNA gendmico de S. addocaldarius digerido con Xhol se incubaron

en un volumen de reaccién de 100 pl con 3 unidades de T4 DNA ligasa
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(Promega) 2 15°C durante la noche. En estas condiciones se favorece la
circularizacién de los fragmentos de DNA lineal.

7.7.2 Ligaciones de vectores con fragmentos de PCR
7.7.2.1 Fragmento del gen p60 obtenido por DOP-PCR

Se utilizaron 50 ng del vector pGEM®T y 30 ng de fragmento de PCR (o lo
niecesatio para alcanzar una relacion molar inserto-vector entre 1:1 a 3:1) 3
unidades de T4 DNA ligasa (Promega) en un volumen final de 10 pl ILa

reaccién se incubd a 4°C durante 1a noche.

7.7.2.2 Gen p60
Se utilizaron 25 ng del vector pET-21b(+), y 20 ng del gen amplificado por

PCR (o lo necesario para alcanzar una relacién molar inserto-vector entre 1:1 a
3:1) 3 unidades de T4 DNA ligasa (Promega) en un volumen final de 10 pl. La
reaccion se incubd a 4°C durante la noche.

7.7.2.3 Genes ppssSso y ppxSso

Previamente 2 la ligacién de los amplificados por PCR se les realizé un
tratamiento de “A-Tailing”. Brevemente, se incubaron 140 ng del fragmento
con 1 unidad de Taq Polimerasa y 0.2 mM ATP en un volumen final de 20 pl

durante 20 min a 70°C.
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Para la ligacién, se utiliz el sisterma pGEM®T Easy Vector System

(Promega). 25 ng de vector pGEM®T Easy Vector y 14 ng del amplificado de
PCR se incubaron con 3 unidades de T4 DNA ligasa en un volumen final de 10
ptl a 4°C durante 1a noche.

Para la ligacién del fragmento ppxssSo con el vector pET-21b(+), ambos
digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y Xbhel, se utilizaron 25 ng del
vector y 20 ng del fragmento y se trataron segiin la seccién anterior.

7.8 Transformaciones

7.8.1 Con reacciones de ligacién

Las células competentes de E. cof JM109 (Promega) poseen una eficiencia de
transformacién de mis de 1 x 10° ufc/pg de DNA por lo que son adecuadas
para transformar productos de ligacién. Se utilizaron 25 pl de células y 5 pl de la
reaccién de ligacién. La mezcla se incubd 20 min en bafio de hielo y 1 min a
42°C, retornando el tubo inmediatamente al hielo. Luego se agregdé 950 pi de
medio SOC (Promega), se incubd 45 min a 37°C con agitacién y se plaquearon
alicuotas de 100 y 200 pl en placas de Petri con agar LB Amp/IPTG/X-Gal. El
catastro de colonias recombinantes se realizé visualmente (colonias blancas) y

por PCR de las colonias).
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7.8.2 Con vectores

Se utilizaron 50 pl de células de E. ek JM109 o de E. w/ BL21({DE3)pLysS y
50 ng de vector. La mezcla se incubd 20 min en bafio de hielo y 1 min a 42°C,
retornando el tubo inmediatamente al hielo. Luego se agregd 950 ul de medio
SOC (Promega), se incubd 45 min a 37°C con agitacién y se plaquearon
alicuotas de 100 y 200 pl en placas de Petri con agar LB Amp/Cm. El catastro
de las colonias transformantes se realizé por PCR.

7.9 Secuenciacion de DINA

7.9.1 Templados utilizados
Para obtener suficiente cantidad de fragmento de DNA obtenido por PCR se

realizaron 3 reacciones de PCR y los amplificados se purificaron como se
desctibié en la seccién 7.1.2 y se concentraron utilizando Microcon 10
(Millipore) hasta una concentracién de 10 ng/pl.

7.9.2 Métodos de secuenciacién

En el laboratorio se utilizé el dsSDNA Cycle Sequencing System de GIBCO
BRI. El método se basa en sucesivos ciclos de sintesis de DNA

complementario a la hebra de DNA que se quiere secuenciar (Sanger y col,
1977; Murray 1989). En otros casos la secuenciacién se realizé en forma

automatizada utilizando un secuenciador ABI PRISM modelo 377 del servicio
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de secuenciacién de la Universidad Catélica. de Chile o de Lankenau Medical
Research Center, Wynnewood, USA.

Las secuencias obtenidas se compilaron y analizaron con el sistema
computacional UWGCG (Wisconsin Package Version 9.1, Genetics Computer

Group (GCG), Madison, Wisc.

8. Expresion y putificacién de proteinas recombinantes

8.1 P60 recombinante (P60r)

Se crecieron 5 ml de cultivo de la cepa SC1 de E. w/ durante la noche.
Cuatro ml de este cultivo se colectaron por centrifugacién durante 5 min a 9000
g. Las células se resuspendieron en 1 ml de LB fresco y se utilizaron como
inéeulo para 400 ml de cultivo. El cultivo se incubd a 37°C a 200 rpm y cuando
alcanzé una DOy, de 0.6 se agregd 2 mM IPTG. Luego de 3 h las células se
colectaron por centrifugacion durante 20 min a 4500 g y el sedimento se
resuspendié en 40 ml de tampén de unién (5mM imidazol, 0.5 M NaCl, 20 mM
Tris HCl pH 7.9).

La purificacién de la P60r se realiz6 en condiciones desnaturantes, Primero se
realiz6 una ruptura celular por sonicacién durante 1 min 30 s (en intervalos de
30 s). Luego de una centrifugacién a 20000 g durante 15 min, el sedimento o

fraccién de membranas (FM) se resuspendi6 en 10 ml de tampén de unién 6 M
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urea y se incubé durante 1 h en hielo. La muestra se centrifugd a 24000 rpm en
rotor 'T880 durante 20 min y el sobrenadante se filtré con filtro Millipore de
0.45 um para ser aplicado en una columna conteniendo 1.5 ml de resina His
Bind Resin (Novagen) equilibrada con 50 mM NiSO,. La elucién se realizd con
9 ml de tamp6n de elucion (300 mM imidazol, 0.25 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI
pH 7.9, 6 M urea). Las fracciones recolectadas (0.5 ml) fueron analizadas por
SDS-PAGE. La renaturacion se llevo a cabo por didlisis en Tris-acetato 50 mM
pH 7.0 disminuyendo en cada cambio de tampén la concentracién de urea 2 4
M, 2 M para finalmente eliminarla.

8.2 PPX recombinante de S. solfataricus (PPXrSso)

Se crecieron 5 ml de cultivo de la cepa SC21 de E. cof durante la noche y se
colectaron pot centrifugacion durante 5 min a 9000 g. Las células se
resuspendieron en 1 ml de LB fresco y se utilizaron como inéculo para 500 ml
de cultivo. El cultivo se incubé a 37°C a 200 rpm y cuando alcanzé una DOy,
de 0.5 se agregé 1 mM IPTG. Luego de 2 h las células se colectaron por
centrifugacién durante 20 min a 4500 g y el sedimento se resuspendi6 en 5 ml
de “1X Ni-NTA bind buffer” (10 mM imidazol, 300 maM NaCl, 50 mM
NaH,PO, pH 8.0) y se agregé lisozima 250 png/ml. Se incubé 10 min en bafio

de hielo seguido de sonicacién durante 1min 30 s (en intervalos de 30 s) y se
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centrifugd durante 30 min a 20000 g. El sedimento o fraccién de membranas
FM) se resuspendié en 5 ml de “1X Ni-NTA bind buffer” 8 M urea y se
incubé durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién. Luego se centrifugd
durante 30 min a 10000 g (temperatura ambiente) y al sobrenadante se le agregd
1 ml de resina Ni-NTA His Bind resin (Novagen). Luego de incubar durante 1h
con agitacién la suspensién se aplicé en una columna. La resina se lavo dos
veces con 4 ml de “1X Ni-NTA Wash buffer” (20 mM imidazol, 300 mM NaCl,
50 mM NaH,PO, pH 8.0, 8 M urea) y Ia proteina se eluyd con 4 ml de “1X Ni-
NTA Elute buffer” (250 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO, pH
8.0, 8 M urea). Las fracciones recolectadas (0.5 ml) se analizaron por SDS-
PAGE. La renaturacién se llevd a cabo por dialisis en 50 mM Tris-HCl pH 7.0,
100 mM KCl, 15% glicerol disminuyendo la concentracién de wurea

sucesivamente a 2 M, 500 mM y 100 mM para finalmente eliminarla.

9. Métodos Bioinformaticos

Los anilisis de bisqueda de similitud entre secuencias proteicas se realizaron
con el programa BLASTP y PSI BLAST (Altschul y col., 1997) del NCBI
(http:/ /www.ncbinlm.nih.gov) y del sitio Web del genoma de S. soffataricus

(http:/ /niji.imb.nrc.ca/sulfolobus/).
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Los alineamientos multiples se realizaron con ClustalW 1.8
(http://dot.imgen.bem.tme.edi:9331 /multi-align/multi-align. html) y se editaron
con BOXSHADE 3.21 (http://www.isrec.isbsib.ch:8080/software/BOX_form.htmli).

La biisqueda de dominios conservados se realizé con el programa RPS-
BLAST 2.1.2 (http:/ /www.ncbi.nlm nih.gov/Structure /cdd/).

La identificacién de sitios potenciales de fosforilacién de la P60 se realizé con
el programa de bdsqueda de sitios consenso de fosforilacion Phosphobase
(http:/ /www.cbs.dtu.dk/databases/PhosphoBase/index.html; Kreegipun y col,

1999).

10. Nuimeros de acceso a base de datos de las secuencias nucleotidicas
La secuencias nucleotidicas de los genes p60 (glg4) de S. acidocaldariusy ppx de
S. solfataricus estin disponibles en GenBank bajo los nros. AJ294724 y

CAC39441 respectivamente.
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1. PoliP en 8. acidocaldariusy S. solfataricus

El primer indicio sobre la presencia de poliP en S. awdocaldarius se tuvo
mediante la observacién de grinulos electrodensos por microscopia electrénica
(Cardona y col.,, 2001 2; anexo 2). Sin embargo, estos granulos no son una
prueba concluyente de la presencia de poliP ya que estos cuetpos electrodensos
pueden corresponder a otros compuestos como la glucosa pentakis (difosfato)
(Hensgens y col.,, 1996). Para confirmar la presencia de poliP se decidi6 utilizar
el método cuantitativo desarrollado por Kornberg (Ault-Riché y col., 1998), que
se basa en una extraccién de los poliP por unién a microperlas de vidrio
(glassmilk) y andlisis mediante tratamiento con la PPKx de E. o/ en exceso de
ADP. El ATP liberado es cuantificado con la reaccién de la luciferasa. De esta
forma se puede confirmar la presencia de poliP en una forma mas especifica.

1.1 PoliP durante el crecimiento en medio rico |

Los poliP se midieron durante el crecimiento de S. addocaldarius (Fig. 6a) y en
S. soffataricus (Fig. 6b). Ademis de confirmarse la presencia de poliP en ambos

microosganismos se observé que los niveles de poliP relativos a los niveles de

proteina fueron mis altos en la fase estacionaria que en la fase exponencial.
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Figura 6. Niveles de PoliP durante el crecimiento. Los cultivos de S. adidocaldarius y S. solfataricus
se crecieron en medio 88 con extracto de levadura y medio 182 con extracto de levadura y
casaminodcidos, respectivamente. A los tiempos indicados se retiraron alicuotas de 1 ml para
medir la densidad 6ptica a 600 nm (DOy,,) y para la extraccién de poliP. Los niveles de poliP
se determinaron por tratamiento con PPKr y cuantificacion del ATP liberado por el método

de la luciferasa.
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1.2 Niveles de PoliP durante carencias nutricionales en S. solfataricus

Para determinar si los niveles de poliP aumentan ante factores de estrés se
crecieron cultivos de S. soffataricus en medio rico hasta la fase exponencial
(DOgqo correspondiente a .25), se colectaron las células y se resuspendieron en
el mismo medio o en un medio sin fuente de carbono ni aminoicidos,
continuandose el crecimiento por 48 h mas. A distintos tiempos se tomaron
alicuotas y se determinaron la DOgy y los niveles de poli? (Fig. 7a). El
crecimiento continud hasta una DOy, de 0.6 a las 48 h. en el cultivo control
mientras que en el cultivo sometido a la condicién de carencia el crecimiento se
detuvo. Los niveles de polil® relativos a los niveles de proteinas disminuyeron
con el tiempo en las células control, mientras que en las células sometidas a la
carencia, los niveles de poliP relativos a los niveles de protefnas aumentaron en
todos los tiempos analizados con respecto a las células control,
incrementindose hasta 8 veces a las 48 h. Ademis en las células sometidas 2 la
carencia se obsetvé la presencia de 1 6 2 grinulos electrodensos aumentados de
tamafio (Fig.7b, carencia) mientras que en las células control se observaron a lo

sumo un granulo de muy pequefio tamafio (Fig. 7b, control).
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Figura 7. PoliP durante carencias nutricionales en S. soffatarious. Los microorganismos se
crecieron en medio 182 suplementado con extracto de levadura (1 g/1) y casaminoécidos (1
g/l). Las células se colectaron al llegar a fase exponencial media (DOg, 0.3) y se
resuspendieron en igual volumen de medio 182 suplementado con extracto de levadura y
casaminodcidos (control) o medio 182 (carencia). A los tiempos indicados se tomaron
alicuotas para la determinacién de poliP (a) y para microscopia electronica (b). Las flechas

indican la posicién de los granulos observados.
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Para indagar cual era la carencia que causaba la acumulacién de los poliP, S.
solfataricus se crecié en el mismo medio 182 pero reemplazando el extracto de
levadura pot sacarosa y los casaminodcidos por una solucién de aminoacidos.
Luego del crecimiento hasta la fase exponencial, las células se colectaron y se
resuspendieron en el mismo medio omitiendo los aminoacidos (Fig. 8). Cuando
las células se sometieron a la carencia de aminoécidos los niveles de poliP
relativos a la cantidad de protefnas aumentaron significativamente en todos los
tiempos analizados (Fig. 8a) y ademis las células mostraron grinulos
electrodensos aumentados de tamafio que burbujeaban bajo el haz de
electrones, lo cual es caractetistico de granulos de poliP (Fig. 8b, -aa). En
cambio en las células control, los grinulos etan casi imperceptibles (Fig. 8b,
control).

Cuando las células se sometieron a una carencia de fosfato los niveles de
poliP aumentaron levemente a las 5 h pero luego no presentaron variaciones

con respecto al control (datos no mostrados).
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Figura 8. PoliP durante carencia de aminoicidos en S. soffataricus. Los microotganismos se
crecieron en medio 182 suplementado con sacarosa (2 g/1), aminoacidos (0.05 g/1) y fosfato (3
g/l). Las células se colectaron al llegar a fase exponencial media (DOgy, 0.3) y se
resuspendieron en el mismo medio (control) u omitiendo los aminoacidos (- aa). A los
tiempos indicados se tomaron alicuotas para la determinacion de poliP (a) y para microscopia

electronica (b). Las flechas indican la posicién de los grinulos observados.
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2. Caracterizacion de la proteina P60 en relacion con su posible
actividad PPK en S. acidocaldatius

Para identificar componentes genéticos involucrados en el metabolismo de
los poliP en . acidocaldarius, se procedib a purificar la protefna cuyas actividades
PPK y GT se habfan descrito (Skérko y col., 1989; Koénig y col., 1982), para
luego mediante genética reversa, identificar el gen correspondiente. Segin lo
descrito, al separar €l glicgeno de S. acdocaldarius de un extracto crudo mediante
un gradiente de CsCl se observaban 3 proteinas asociadas al glicégeno de 61, 57
y 46.5 kDa. Luego de someter a este complejo a un segundo gradiente durante
48 h s6lo permanecia asociada al glicogeno una banda de 57 kDa con actividad
PPKy GT.

2.1 Purificacion de la P60 asociada al glicégeno y ensayos de actividad
PPKy GT

Al realizar esta purificacién en nuestro laboratorio, el complejo glicégeno-
proteina obtenido del primer gradiente de CsCl mostré 3 bandas proteicas de
aproximadamente 65, 60 y 50 kDa (Fig. 9, F2), similares a las descritas por
Skérko y col. (1989) y Konig y col. (1982). La proteina de 60 kDa (P60)
permaneci6 asociadz al glicbgeno luego del segundo gradiente (Fig. 9, F3) por lo

que se asurnié que se trataba de la protefna de 57 kDa con actividad PPK. Segin
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lo descrito, esta banda estaba formada por polipéptidos de distinto punto
isoeléctrico. Esta observacién y las dos actividades PPK y GT, descritas para
esta proteina (Skérko y col., 1989; Konig y col,, 1982), sugerian la presencia de
dos enzimas con el mismo peso molecular, una con actividad PPK y otra con
actividad GT. Por lo tanto se midieron estas dos actividades simultineamente
en las fracciones obtenidas (Tabla 2). Las fracciones de la purificacién
mostraron actividad GT y PPK (medida como material radiactivo precipitable
por 4cido). Sin embargo los rendimientos fueron muy bajos especialmente para
la actividad PPK (0.2%). La actividad especifica de la PPK fue 11 veces mas alta
en la F2 y 5 veces mis alta en la F3 que en los extractos crudos por lo que un
50% de la actividad PPK se estaba perdiendo en la F3. Por otro lado, la
actividad especifica GT aument6 644 veces durante la purificaciéon. Cuando se
calcul6 el cuociente GT/PPK éste no se mantuvo constante indicando
claramente que se estaba purificando la actividad GT pero no la actividad PPK.
Esto podtia deberse a algtin tipo de inactivacién de la actividad PPK o0 2 la
pérdida de la enzima en la fraccién F3. Ademis la presencia en pequefias
cantidades de la P65 en la F3 (Fig. 9), sugerfa que esta proteina podtia ser la

responsable de la actividad PPK.
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kDa F1 F2 F3 P60r

Figura 9. Purificacion de la P60 asociada al glicogeno. Las fracciones obtenidas en la
purificacién se analizaron por SDS-PAGE y tinciéon con Azul de Coomassie. F1, extracto

crudo (20ug); F2, primer gradiente de CsCl (1 pg); I3, segundo gradiente de CsCl (1 pg); P60r
(0.5 pg). Las flechas indican las bandas de 65, 60 y 50 kDa.

Tabla 2. Actividades enzimaticas medidas durante la purificacién de la P6O.

Fracci6n pecifica  Unidades especifica ~ GT/PPK
F1
(extracto crudo) 116 44660 385 208916 1801 47
E2 L
(2h. CsCl) 0.02 84,46 4223 10054 502700 119
F3

(48 h CsCl) 0.01 18.43 1843 11600 1160000 629




Resultados

Skérko y col. (1989) le habfan atribuido la actividad PPK y GT 2 la banda de
60 kDa con una actividad PPK de 2.34 nmol de fosfato incorporados por hora.
Segiin las condiciones de su ensayo nosotros calculamos que su fraccidn ¥3
posefa una actividad especifica para la PPK de 19500 U/mg de proteina, un
valor mucho mis alto que el observado en nuestros ensayos. Esta falta de
congruencia entre nuestros resultados y los publicados nos llevé a investigar en
miés detalle el método usado por Skérko y col. (1989) para medir actividad PPK
y compatarlo con el nuestro. Brevemente, para medir el poliP sintetizado, ellos
trataban la mezcla de reaccién (21 pl) que contenfa el complejo glicbgeno-
protefna y [y—""P]JATP (0.9 uCi) en tampén de carga (Laemmli, 1970) durante 3
min a 100°C y lo sometian a un SDS-PAGE al 10%. El supuesto poliP se
detectaba como la radiactividad que permanecia en el origen del gel por
autoradiografia ya que segiin ellos, el poliP no entraba en el gel. Por el contrario,
nosotros empleamos el mismo tampén y condiciones para medir la actividad
PPK, excepto que se uso una actividad especifica mas baja de ATP (2000
cpm/nmol). El producto radiactivo se precipité en condiciones 4cidas y se filtr6
a través de filtros de fibra de vidho. Una vez lavado, se determiné la

radiactividad retenida por centelleo liquido.
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Para demostrar 12 migracién del poliP en las condiciones electroforéticas
descritas por Skérko y col. (1989), empleamos 2 nmoles de [**P]poliP,,, (0.007
pCi/nmol) que se aplicaron al gel para su separacién. Sin embargo, no
encontramos radiactividad en la posicién descrita para los poliP.

2.2 Andlisis de los productos de reaccion del ensayo de actividad PPK

Aunque el método empleado en esta Tesis para medir actividad PPK se ha
usado previamente (Akiyama y col, 1992; Ault-Riché y Kornberg, 1999;
Kumble y col, 1996), es necesario confirmar que el **P precipitado en
condiciones 4cidas corresponde a poliP. La PPK recombinante de E. oo/
(PPK1) (Kumble y col.,, 1996) y 1a PPX de S. cerevisiae (PPXSce) (Wurst y col,,
1995) se han usado en estos casos para analizar los poliP (Ault-Riché y
Kornberg, 1999). La PPKr permite la sintesis de [“P]polyPyq, €l cual se puede
usar como marcador, mientras que la identidad de poliP del compuesto
sintetizado ## »ifre puede ser confirmada por tratamiento con PPXSce y andlisis
de los productos de reaccion por TLC (Ault-Riché y Komberg, 1999).
Tipicamente, la naturaleza de poliP se confirmaba por hidrélisis 4cida del
compuesto. Sin embargo el vso de enzimas como la PPX para hidrolizar el

poliP es mucho mis especifico.
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Para acumular el material radiactivo sintetizado realizamos el ensayo de PPK
con la fraccién F2, que es la de mis alta actividad especifica PPK (T'abla 2), en
las mismas condiciones descritas pero en una forma preparativa como la
descrita para la sintesis iz ifro de [P?PlpoliPyq, (ver Matetiales y Métodos). Se
utilizé 9 pg de proteinas asociadas 2 glicogeno (F2) en una mezcla de reaccién
de 0.35 ml incubada por 30 min a 70°C. Como control, se realizé en paralelo la
misma reaccién a 37°C usando 35000 U de PPKr (Kumble y col., 1996). Para
extracr el poliP formado en cada caso, las mezclas de reaccién se aplicaron
sobre un colchén de CsCl. Luego de la centrifugacién, el gradiente se dividié en

alicuotas de 200 1, las que se precipitaron con isopropanol. Los sedimentos

obtenidos se lavaron con etanol y luego se resuspendieron en 20 pl de agua
destilada y se cuantificaron por centelleo liquido. El compuesto marcado con
2P se encontrd en las fracciones correspondientes al fondo del gradiente de
CsCl tal como se espera para el poliP (Ault-Riché y col., 1998). Estas fracciones
se usaron como sustrato para el anilisis con PPXSce. La hidrolisis del supuesto

poliP a Pi se sigui6 por TLC (Fig. 10).
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Figura 10. Andlisis de los productos de reaccién obtenidos durante el ensayo de actividad
PPK. [*P|PoliP,, (a, carriles 1, 2 y 3), el material marcado con P obtenido en el ensayo de
actividad PPK usando la fraccion F2 (b, carriles 4, 5y 6 y ¢, carriles 9, 10 y 11) se incubaron en
presencia (a y b) o en ausencia (c) de PPXSce a los tiempos 0 (carriles 1, 4 y 9), a los 5 min
(carriles 2, 5 y 10) o a los 15 min (carriles 3, 6 y 11). Marcadotes: [*P] poliPs, (cartil 7),
[y #P]ATP (carril 8) y H,PO, (carril 12).
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Cuando se analizé el poliP que provenia del ensayo de PPK usando PPKz,
(Fig. 102), la mancha de poliP, situada en el otigen de la TLC claramente
disminuyé por la accién de la PPX mientras que el Pi apareci6 simultdneamente
confirmando la identidad de poliP (Fig. 10, carriles 1, 2y 3).

Sin embargo, no se observé ninguna mancha en la posicién correspondiente
a los poliP cuando el supuesto poliP provenfa de la reaccién con la fraccion F2
(Fig. 10b). En cambio, se encontraron manchas radiactivas migrando como
ATP y Pi en todos los tiempos analizados (carriles 4, 5 y 6). El Pi observado
correspondié a la hidrélisis parcial del ATP tal como se muestra en un tubo
control sin PPXSce (Fig. 10c, catriles 9, 10 y 11) y ATP corrido como marcador
(Fig. 10c, carril 8). La presencia de ATP (que habia sido usado como sustrato en
el ensayo de actividad PPK) en estas fracciones sugiere una unién inespecifica
del mismo a algin compuesto presente en las fracciones inferiores del gradiente
de CsCl, por ejemplo y debido a su densidad y a sus propiedades de ser
precipitado por isopropanol, el complejo glicégeno-proteina de la fraccién F2.
Por lo tanto el supuesto poliP sintetizado a partir de la F2 probablemente
corresponde a esta unién no especifica del ATP al complejo glicogeno-proteina

y no al producto de una actividad PPK real.
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2.3 Caracterizacion de los polipéptidos presentes en el complejo
glicgeno-proteina correspondiente a la fraccién F2

Fl complejo glicégeno-proteina (F2) fue analizado por NEPHGE (Fig. 11).
Se obsetvaron tres manchas proteicas, P65, P60 y P50 (Fig. 11), de igual
migracién que las observadas anteriormente (Fig. 9). La P60 estaba compuesta
por al menos 3 manchas del mismo peso molecular P60.1, P60.2 y P60.3. Esto
estd de acuerdo con los resultados de Skérko y col. (1989) quienes habian
descrito que la proteina P60 mostraba varias bandas proteicas por
isoelectroenfoque (IEF). Los manchas observadas (P65, P60.1, P60.2, P60.3 y
P50) se escindieron del gel y se secuencié el extremo amino terminal de cada
una de ellas. La secuencia amino terminal de la P60.1 fue
MKRYESLWFEDELKHVWMI. Las secuencias amino terminales de la P60.2
y P60.3 fueron en ambos casos MKRYESLWEF (Fig. 11, inserto). Esto indicaba
que la P60 estaba compuesta por formas con puntos isoeléctricos ligeramente
distintos lo cual es tipico de proteinas modificadas como por ejemplo la
fosforlacion.

Para confirmar esta hip6tesis, obtuvimos la fraccién F2 desde un cultivo de S.
acidocaldarius marcado in vive con **P y analizamos estas proteinas por NEPGHE
(Fig. 12).
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70 A 4 P60
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Figura 11. Anilisis de la fraccién F2 por NEPHGE. Una alicuota de 50 ul correspondiente a
la fraccién F2 se analiz6 por NEPHGE. Las manchas proteicas fueron visualizadas por

tincion con Azul de Coomassie.

Figura 12. Fosforilacion de la P60. Los cultivos se marcaron # zvo con PPy el glicogeno se

purificé por gradiente de CsCl Las proteinas asociadas se resolvieron por NEPHGE. a,

acido

< P50

Secuencias N terminal

P60.1 MKRYESLWF
P60.2 MKRYESLWF
P60.3 MKRYESLWF

tincién con Azul de Coomassie. b, revelado por autorradiografia.
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Fl anilisis autorradiogrifico mostr6 claramente que las dos manchas mas
acidas (P60.2 y P60.3) estaban marcadas probablemente debido a fosforilacién
(Fig. 12 b).

En resumen, estas observaciones demuestran que la P60 descrita pot Skérko
y col. (1989) como una PPK y por Konig y col. (1982) como una GT estd
compuesta por un solo polipéptido y es una proteina fosforilable.

No se obtuvo una secuencia amino terminal para la P65 debido a la escasa
cantidad de la misma o a un bloqueo del extremo amino terminal de la protefna.
La secuencia amino terminal de la P50 fue RNVILGFEVH. Las secuencias
obtenidas para l2 P60 y Ia P50 no se encontraron en las bases de datos
disponibles en ese momento. Una basqueda realizada posteriormente en la base
de datos del genoma de S. soffataricus mostrd que la P50 y la P60 correspondian a
los marcos abiertos de lectura (ORF) bac04_023 y bac04_024 que codifican
para una Q-amilasa (azp4) de 447 aa (53.6 kDa; pl 4.47) y para una glicgeno
sintasa (glg4) de 566 aminoacidos (65.6 kDa; pl 6.73), respectivamente. Estos
valores de pl y peso molecular son similares a los de las protefnas observadas,
asociadas al glicégeno 5. addacaldarius. Aderas estos ORFs son consecutivos en
el genoma y probablemente forman parte del mismo operdn relacionado con el
metabolismo del glicogeno, situado en el contig b07¢12-b04 (anexo 1.1).
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Adyacentes a amy4 pero orlentados en la direccién opuesta se encuentran otros
genes involucrados en el metabolismo del glicégeno como 2eX que codifica
para la enzima desramificante, y g&C que codifica para la enzima ADP-glucosa
pirofosforilasa.

Resumiendo, si bien nuestros resultados sugetfan que ninguna de las
proteinas asociadas al glicogeno de S. acidocaldarius era responsable de actividad
PPK, una posibi]idad es que nuestras preparaciones contuviesen algin tipo de
inhibidor de la actividad enzimitica, por lo que decidimos caractetizar
funcionalmente el gen codificante de la P60.

2.4 Identificacién y caracterizacion del gen p60

2.4.1 Obtencién de un fragmento del gen p60 por DOP-PCR

Con el objetivo de disefiar partidores degenerados para la identificacién del
gen por DOP-PCR se secuenci6 el extremo amino terminal de la P60 y de
péptidos internos obtenidos por degradacién enzimitica de la misma. Las
secuencias de estos péptidos son las siguientes:

N-terminal de P60: MKRYESLWFEDELKHVWMISAELEKVASL

péptido 21: GLDYNTGRIIDSWNI

péptido 27: TEDRAEIRKRLFDELEVL
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Con estas secuencias se disefiaron los partidores degenerados NH2DD,
P21DR, P27DR P21DD y P27DD. La amplificacién de los fragmentos génicos
se realizé6 por DOP-PCR utilizando como templado el DNA genémico de S.
acidocaldarius y distintas combinaciones de los partidores. (Fig. 13). Se observaron
2 fragmentos intensos de 300 y 800 pb correspondientes a amplificados a partir
de los pates de partidores NH2DD/P2IDR y NH2DD/P27DR
respectivamente y un fragmento muy débil de aproximadamente 500 pb que
correspondia a los partidores P21DD-P27DR. Con el par P27DD/P21DR no
se obtuvo amplificado. Posteriormente, debido a la posicién de los péptidos P21
y P27 en la secuencia proteica de la P60, se comprobé que estos partidores eran
divergentes. Los fragmentos de 300 y 800 pb se escindieron del gel, se
purificaron y se ligaron al vector pGEM®T. El vector se us6 para transformar
la cepa JM109. Las colonias recombinantes se seleccionaron por su resistencia a
Amp y por presentar fenotipo lac’ (colonias blancas). Ademis se verifico la
presencia de los insertos mediante PCR en colonias. Los fragmentos clonados
se amplificaron utilizando los partidores T7 y SP6 que son homélogos al vector
y estos amplificados se utilizaron como templado para la reaccién de
secuenciacion. La secuencia nucleotidica obtenida y el marco de lectura
predicho se observan en la figura 14.
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Figura 13. Amplificacién por DOP-PCR de fragmentos del gen p60. Los productos de la
reaccién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1, Standard de peso
molecular; 2, pattidores NH2DD/P21DR; 3, NH2DD/P27DR; 4, P21DD / P27DR; 5,
P27DD /P21DR.
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Figura 14. Secuencia nucleotidica y aminoacidica deducida del fragmento de 800 pb

amplificado por PCR. Las secuencias aminoacidicas amino terminal y de los péptidos 21 y 27

YTnAATCAcG TgTGGATGAT CAGTIGCOGAG CTAGAGAAAG TAGCTAGTCT

AGGGGGATTG
AGGGTATAAA
GACTATTATA
AGGAGATAGA
TTGAACATGG
GATTACAACA
CATGGAGAAA
TCTCAATACC
TCTGTAATIG
AATAGTTCCT
CTTGGCATTA
TACATTTGGA

GGACCAGTAG
AGTAACTGTA
GGTCACTCCT
ATAGGTATIG
AAATTTGGAT
CGGGAAGGAT
TCTTCACTTC
TAATGACATA
CAGGTGTGAC
CTAGTATTTA
CGOGTCAGAA
GAATAATAAA

GGATTTCTTC
ATCTAATAAC
TTCATAGGAA
TGATTGGGAA
CTGAGGATAG

TCTTCTGGTT
ATCAGTTAGT
ACTGGATAGA
GTAGAGGAGA
GGCTGAAATA

TATATAATCT
ATCATGCCAA
TAAATTGAAC
ATGGTAAATC
GGAATGAACG
AATTGATTCA
TGGCTAGGGC
CCGTCCATAA
TGCTAAATTT
CAGTTCACCT
GATTGGAGTG
ACATGACTTG
CCATAGAAAA
AAAAGCTACC
GAACAAGAGT
CTAAAAAGTA
AGAAAAAGGT

TGGTAAAGAA
GCCATGGTCG
GAAATATCTT
TTATCACTAC
TGGTTTTAAT
TGGAACATTT
TGTCGAGAAG
TACACGTACA
ACATTTGAGG
GTTAAACAAG
GACTGATGAA
TACACAACTA
GTTTGGt tCT
TAACATATGA
TGTATCCATT
OGCTTACAGC
TATTCGACGA

TTAGTTAAGC
TCATCTTAAT
TAGTCGCAGA
AAGCTAGGGT
TAAAGGACTG
ACGATAACGC
TATGCAAAGT
TGATTGGCAC
CTAGGAGAGT
GTCAGTGCAC
TTATCCACAT
GAGAAGTGTG
TATGAGGCTG
TATATTTAAC
ATAACGGTAC
AAGTTTGGGA
GCTCGAATTC

XKHVWMISAE LEKVASLGGL GPVVYNLGKE LVKQOGIKVTV IMPSHGRHLN
DYYRSLLKIN EISLVAEGDR IGIDGKSYHY KLGFEHGNLD GMNVVLIKGL
DYNTGRIIDS WNIYDNAMEK SSLLARAVEK YAKFSIPNDI PSIIHVHDWH
SVIAGVTAKF TFEARRVIVP LVFTVHLLNK VSAPWHYASE DWSGLMNYPH
YIWRIIKHDL YTTREVWDFF SSGSIEKFGS YEADLITSVS KSYLTYDIFN
CIHYNGTDWE VEETKKYAYS KFGTEDRAEI RKRLFDELEF

FIGNWIENKS

obtenidas por degradacion de Edman se muestran en azul.

i




Resultados

La presencia de las secuencias amino terminal de la P60 y de péptidos

internos presentes en la secuencia peptidica predicha a partir de la secuencia

nucleotidica mostré6 que se habia clonado un fragmento del gen p60. Esta

secuencia se comparé en base de datos mediante el programa BLASTP

Altschul y col,, 1997). Los resultados mostraron una similitud altamente
y

significativa con glicégeno sintasas de arqueas, bacterias y con regiones hacia el

extremo carboxilo terminal de glicégeno sintasas de plantas (T'abla 3). Estos

resultados concordaron con nuestros ensayos de actividad enzimatica (Tabla 2)

y con la actividad GT descrita para esta proteina (Konig y col., 1982), pero no

con la actividad PPK (Skérko y col., 1989).

Tabla 3. Secuencias proteicas similares al fragmento de la P60 amplificado por

DOP-PCR.
Score
Numero de acceso desctipcion (bits) || Expect
dbj [BAA29138.1] long hypothetical protein Pyrococcus borikoshii 75 8e-13
AE000704 glycogen synthase Agusfexc aeolicns 56 4e-07
emb|CAA16796] starch synthase-like protein _Arabidapsis thafiana 50 2e-05
AE001674 Glycogen Synthase Chlantydia preamoniae 49 4e-05
emb | CAB40375.1| starch synthase, isoform V Vigna wngniculata 49 6e-05
sp|P08323| E. wki glycogen synthase glgA 48 7e-05
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2.4.2 Obtencién de los extremos 5’y 3° del gen p60 por PCR inversa

Para obtener Ia secuencia completa del gen p60, la secuencia nucleotidica del
fragmento obtenido se us6 para disefiar partidores no degenerados y sintetizar
una sonda marcada con digoxigenina. Esta sonda se usé en un ensayo de
Southern blot utilizando DNA digerido con distintas enzimas de restriccién. En
todos los casos la sonda hibridé con un fragmento de DNA, indicando Ia
existencia de solo una copia del gen (datos no mostrados). Las enzimas Aval y
Xhol generaron fragmentos de 4.4 y 4.3 kb, respectivamente. Por el tamafio de
estos fragmentos era probable que contuvieran el gen entero, por lo que se
eligieron estas enzimas de restriccién para los experimentos de PCR inversa.
Para ptreparar el templado para la PCR inversa, se realizaron las digestiones de
DNA gendmico y los fragmentos se ligaron en un volumen grande de manera
de favorecer su circularizacién y no su religacién. Este producto de ligacién fue
usado en una reaccién de PCR utilizando partidores divergentes al fragmento
del gen p60 amplificado por DOP-PCR. Al hibridar con los fragmentos de
DNA circularizados estos partidores resultan convergentes. Asi se obtuvieron

los extremos 5’ y 3’ del gen.
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La secuencia nucleotidica de 1800 pb revel6 la presencia de un ORF de 1698
pb (566 aminoicidos) y que contenfa un probable promotor y una probable

secuencia Shine Dalgarno o de unién al ribosoma (Fig. 15).
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CGGTAGGCGGGCTGAGAGAGAG’I‘A‘I‘AG’I‘AGACATCAGGG‘I‘I‘GACCAAGAGCAGGGAACAG
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amino tetminal y péptidos internos secuenciados a partir de 1a P60.

2.4.3 Analisis de la secuencia aminoacidica deducida de 1a P60

de la P60 con otras glicégeno sintasas se muestra en la figura 16.
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Figara 15: Secuencia completa del gen p60 y secuencia aminoacidica deducida. Verde claro,
posible promotor; azul, posible Shine Dalgarno; rojo, codén de inicio; verde oscuro, codén de

término, aminodcidos subrayados: marcos de lectura deducidos que coinciden con el extremo

La bisqueda en base de datos con el programa BLASTP nuevamente indicd
que la P60 posee similitud con glicogeno sintasas de Arhaea y Bacteria (anexo

1.2) pero ninguna similitud con PPKs. Fl alineamiento de la secuencia proteica
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Figura 16. Alineamiento multiple de glicégenos sintasas bacterianas y de arqueas. La secuencia
aminoacidica de Ja P60 de S. addocaldarius (Sac) se alined con otras glicégeno sintasas arqueanas
(ntimeros de acceso entte paténtesis) (Pab, Pyrococcus abyssi [CABA9000]; Mja, Methanococcus
fannaschii [E64500)) y bacterianas (Tia, Thermotoga maritima [AAD35970]; Aae, Aquifex: asolious
[AAC06894]; Eco, Escherichia cli [AACT6454); Rer, Rbizobinm tropici [CAC17472)). Se indican
los aminoscidos idénticos (sombteados en negro) y similares (sombreados en gris). Los
péptidos que permitieron aislar el gen p60 por genética reversa se indican con un recuadro. Se
sefialan las Lys 15 y 277 (¥). La batra negra sobre parte de la secuencia de la P60 representa el

dominio de glicosil transferasa 1. Los sitios putativos de fosforilacién se muestran con lineas

punteadas (CKI) y circulos (CKII).
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La btsqueda de dominios conservados en la P60 revel6 la presencia del
dominio de glicosil transferasas Grupo 1 de la base de datos de dominios
proteicos Pfam (B: 2 x 10%). (Fig. 16; anexo 1.3). Esta familia comprende
glicosil transferasas de arqueas, bacterias, hongos y plantas. La glicogeno sintasa
de S. acidocaldarius tostrd 22% de identidad y 38% de similitud (E: 9 x 10°) con
Ia glicégeno sintasa codificada por el gen gig4 de E. cofi. Para esta enzima se han
descrito dos sitios importantes para la actividad: Lys 15, el cual forma parte del
motivo KXGG (donde X representa cualquier amino4cido) y estd involucrado
en la unién a ADP-glucosa (Furukawa y col,, 1993) y Lys 277 que constituye
parte del sitio activo (Furukawa y col., 1994). La Lys 277 esta bien conservada
en todas las secuencias analizadas (Fig. 16). Aunque la posicién de la Lys 277 no
es clara en la secuencia de la glicdgeno sintasa de M. junaschi, €l alineamiento
muestra dos Lys cerca de esta posicién, lo que sugiere que este residuo estd
también conservado en esta proteina. Sin embargo este no es el caso de la Lys
15 la cual est ausente en las plicégeno sintasas de . acidocaldarius y M. jannasehit.

A nuestro entender no est4 descrito que las glicégeno sintasas bacterianas ni
de arqueas sean fosforilables. Sin embargo, anteriormente se mostré que la P60
se marcod in #ivo con H,2PO,, sugiriendo que es fosforilable. La marca fue

estable a pH 2.5 (datos no mostrados), caractetistica que no poseen fosfo-
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histidinas como las fosfo-histidinas de la PPK de E. w# fosforilada in vitro
(Kumble y col., 1996). Por otro lado, las glicégeno sintasas de mamiferos y de
levadura estin reguladas por fosforilacién en Ser y Thr (Hardy y col, 1993;
Skurat y col., 1994). En base a estos datos se buscé en la PGO sitios potenciales
de fosforilacién en Ser/Thr en la base de datos PhosphoBase (Kreegipuu y col.
1999; anexo 1.4). Se encontré un potencial sitio para caseina quinasa II (CKII)
que estaba muy bien conservado en todas las glicogeno sintasas analizadas y un
potencial sitio caseina quinasa I (CKI), que también estaba consetvado con la
excepcién de glicdgeno sintasas de M. jannaschii and Thermotoga maritima (Fig. 16).

2.5. Clonarniento y expresion del gen p60

Para poder dilucidar definitivamente las propiedades funcionales de la P60
decidimos clonarla en un vector de expresién. Para ello empleamos el sistema
pET de Novagen. El gen p60, amplificado por PCR con los sitios de restriccion
INdeA y Avdl en los extremos 5’ y 3’ respectivamente fue digerido con Nael y
Apdl y fue ligado al vector pET-21b(+) digerido con las mismas enzimas de
restriccién. De esta forma se inserté el gen p60 en marco con seis codones
codificantes para Histidina hacia el carboxilo terminal (p607). El producto de
ligacién se usé para transformar la cepa de E. w0/ JM109. Luego de la seleccion

por resistencia a Amp y de la verificacién de la presencia del gen p60r mediante
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PCR en colonias, se eligi6 un clon positivo (SC5) y el plasmidio pET-
21b(+)p60r se putifics y utilizé para transformar la cepa BL21(DE3)pLysS. Esta
cepa tiene una copia en el cromosoma del gen /d y de la RNA polimerasa de
T7 bajo el control del promotor &A0V5. La adicién de IPTG a los cultivos
induce a la T7 RNA polimerasa que transcribe el gen clonado bajo el control del
promotor T7. La cepa obtenida se llamé SCI.

La seleccién de las cepas transformantes y recombinantes se realizé por
resistencia 2 Amp y PCR en colonias. Los cultivos se crecieron en medio LB y
se indujeron con 2 mM IPTG durante 3 h. Cuando se analizaron los extractos
crudos provenientes de células SCI crecidas en ausencia o en presencia de
IPTG, por SDS-PAGE, se obsetvé la induccién de una banda proteica de peso
molecular correspondiente a 60 kDa. (Fig. 17). ILa proteina estaba asociada a la
fraccion de membranas (Fig. 17) por lo que se purificé en condiciones
desnaturantes por cromatografia de afinidad a niquel, seguida de renaturacion.
La proteina purificada (P60r) mostré tener el mismo peso molecular que la P60
proveniente del complejo glicogeno-protefna (Fig. 9). La secuencia del gen
clonado se verific6 mediante secuenciacién de ambas hebras mostrando un
100% de identidad con la secuencia obtenida a partir del DNA genémico. Por

lo tanto, la proteina recombinante expresada corresponde a la P60,
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2.6 Anilisis funcional de la P60

Las actividades PPK y GT se ensayaron a 37°C y 70°C en la fraccién de
membranas provenientes de células de la cepa SCI crecidas en ausencia o en
presencia de IPTG (Fig. 18). La actividad PPK y GT, medida a 37°C, no
aument6 en las fracciones correspondientes a células inducidas. Por el contrario,
las actividades especificas fueron mayores en las fracciones provenientes de
células no inducidas (Fig. 18). Sin embargo, a 70°C, claramente se observd un
aumento de la actividad GT en las fracciones provenientes de células inducidas
aunque no se obsetvé aumento de actividad PPK. Los mismos ensayos se
realizaron utilizando la P60t purificada. Esta mostrd actividad GT a 70°C, sélo
en presencia de glicégeno. Hsto dltimo estd en concordancia con lo descrito
para otras glicégeno sintasas que utilizan glicogeno como partidor para la
reaccién (Ozbun y col., 1972). La actividad especifica de la P60r ensayada a
70°C y en presencia de 10 mM UDP-glucosa y 2% de glicégeno fue de 10°
U/mg de proteina. Otras comunicaciones de actividad especifica para glicégeno
sintasa varfan en el rango de 10° a 10° U/mg de proteina dependiendo de la
fuente y las condiciones experimentales (Fox y col, 1976; Pollock y Preiss,

1980).
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Figura 17. Expresién del gen p60r en E. coli. Las células de la cepa SC1 se crecieron dutante 3
h en ausencia (-) o en presencia (+) de 2mM IPTG. Las proteinas totales (IT) y de
membranas (MF) se analizaton por SDS-PAGE y se tifieron con Azul de Coomassie. Las
flechas indican la posicion de la banda de 60 kDa (P60).
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Figura 18. Actividades PPK y GT medidas en la fraccion de membranas. Las actividades
enzimiticas correspondientes se ensayaron a 37°C o a 70°C en la fraccion membranas (FM)
de células correspondientes a la cepa SCI crecidas en ausencia (-IPTG) o en presencia de
IPTG (+IPTG). Notar la diferencia de escala entre los ejes.
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Finalmente, la actividad PPK de la P60r fue medida en presencia de 2% de
glicégeno ya que segtin lo desctito por Skérko y col. (1989), la actividad PPK de
esta proteina de S. acidocaldarins requeria de la presencia de glicégeno. Tampoco
en este caso la P60r mostrd tener actividad PPK.

Resumiendo, la P60 de . aridocaldarins es una glicdgeno sintasa termoestable y
no tiene relacidén con la sintesis de poliP. Tampoco las otras proteinas asociadas
al glicégeno son responsables de la actividad PPK segin se demostrd en la
seccién 2.2 de este capftulo. La ausencia de una actividad PPK asociada al
glicdgeno en S. acidocaldarius plantearon el interrogante de cémo se sintetizan los

poliP en este arquedn.

3. Actividad PPK en S. acidocaldarius

Si bien se determiné una actividad PPK medida en extractos crudos (T'abla 2,
F1) sus niveles eran bajos comparando con otros microorganismos (Rao y col,,
1998; Trestald y col,, 1999) y no fue confirmada la naturaleza de poliP del
matetial radiactivo precipitado por dcido. Como la actividad PPK en E. w/ esta
asociada a membranas (Rao y col, 1998), se realizé6 un fraccionamiento
subcelular de células de S. acddocaldarius colectadas en distintos estadios del
crecimiento y se midié la actividad PPK en la fraccién membranas y en la

fraccién soluble. Se encontré que la actividad PPK estaba ptincipalmente
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asociada a la fraccién membranas y variaba durante el crecimiento, siendo
mayor en la fase exponencial que en la fase estacionaria (Fig. 19). Para analizar el
compuesto radiactivo formado, se intenté recuperar el material radiactivo
mediante extraccién con “glassmilk” sin éxito, debido probablemente a la poca

cantidad del material formado.

| @ |
=
2 2000 - +08
| O
a
o 1500 TO6 g
£ o]
—
@ 1000 | +04 0
®
T 500 +0.2
=
s | 1
0 r T 1 T L T T 0
0 10 20 30 40 s 60 79
) —+— PPK
tiempo, h

—i— crecimiento

Figura 19. Actividad PPK asociada a membranas en §. acdocaldarins. Las células se cultivaron
en medio 88 con sacarosa 0.2% y extracto de levadura 0.1%. A los tiempos indicados se
colectaron alicuotas de 1 ml y se determiné la DOy, La obtencion de la fraccion membranas

y la determinacién de actividad PPK se determiné segtin se indica en Matetiales y Métodos.
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4. Bisqueda de genes involucrados en la sintesis de poliP en Archaea
mediante métodos bioinformaticos

La actividad PPK, detectada en fracciones de membrana en S. aidocaldarins y
la presencia de poliP en S. addocaldarius y S. soffataricus sugerian que existe al
menos un gen codificante para una enzima con actividad para sintetizar poliP.
La blsqueda en los genomas de Arhaea y especialmente en el genoma de JS.
solfataricus y € recientemente disponible Sulfolobus tokodaii se realiz6 por BLASTP
y PSI-BLAST utilizando como gen modelo las secuencias proteicas de la PPK
de E. coli y de los genes PHM{-PHM4 de S. cereviasiae (Ogawa y col,, 2000). En

todos los casos los resultados fueron negativos (Anexo 1.5).

5. Identificacion y caracterizacién del gen ppx en 8. solfataricus
(ppxSso)

La disponibilidad via Internet de la base de datos del genoma completo 2 5.
solfataricus dio un nuevo gito a nuestra investigacién cuando mediante el acceso
al mismo se detecté en el contig sh03g1150 la presencia del ORF ¢50 004 de
133 aminoacidos descrito como un fragmento del gen ppx (Fig. 20 y anexo 1.6).
Este fragmento tenia un 50 % de similitud con el extremo amino terminal de las

PPX de tipo bacteriano.
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Figura 20. Detalle del contig sh03g1150 de S. so/fataricus. Los recuadros numerados representan
los siguientes ORFs: 001, timidilato quinasa; 002, timilidato quinasa; 003, proteina putativa;
004, fragmento de PPX; 005 fosfohistidina fosfatasa. Tridngulos verdes: promotores putativos.
Rectangulo negro: Shine Dalgarno putativa. Simbolos rojos: codones de término.

El ORF c50 003, de 279 aminoécidos, se encontraba consecutivo al ORF ¢50
004, y descrito como putativo debido al codén de inicio poco frecuente TTG
(Fig. 21). Un anilisis mediante BLASTP de este ORF mostré un 47 % de
similitud con la enzima guanosina pentafosfato fosfohidrolasa (GppA), de
Helicobacter pylori y con otras GppA y PPXs (Fig. 21 y anexo 1.7). Cabe
mencionar que la GppA y la PPX de E. w/ son proteinas parilogas que tienen
entre si un 59 % de similitud. Ademas la GppA de E. w/ tiene actividad PPX
(Keasling y col., 1993).
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Marco -1

Figura 21. Esquema del alineamiento entre la PPK de E. w/i y los ORFs ¢50 004 y 50 003.
Los nimeros indican las posiciones de aminoacidos equivalentes en el alineamiento. Se

muestran los dominios N terminal y C terminal de la PPX segtin Bolesch y col. (2000).

5.1 Clonamiento y secuenciacion del fragmento genoémico que
comprende los ORF c50 004-¢50 003

Con el objetivo de confirmar la presencia de un gen ppx/ghpA en S.
solfataricus, la regién genémica que comprendia los ORFs ¢50 004 y c50 003 se
amplificé por PCR agregando los sitios de restriccion para las enzimas Ndel y
Xhol en los extremos 5' y 3' del fragmento amplificado, respectivamente. El
amplificado fue ligado al vector pGEM®-T y este vector se usé para transformar
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la cepa de E. wii JM109. De las colonias transformantes y recombinantes se
seleccionaron dos clones (SC13 y SC16), se pusificaron los plasmidios y se
secuenci6é una regién de 876 pb que contenia el extremo 3’ de ¢50 004 y el
extremo 5 de c¢50 003. La secuencia arrojé un 99 % de identidad con las
secuencias de los ORF ¢50 004 y ¢50 003 del genoma ya que en nuestra
secuencia, el agregado de una citosina corria el marco de lectura eliminando el
codén de término TAG anotado para el ORF c50 004 (Fig. 21). Cuando se
secuencié el inserto completo, este resulté contener un ORF de 1251 pb (417
aminoécidos) similar a las PPX/GppA bacterianas (anexo 1.8). La secuencia fue
registrada en la Base de Datos EMBL bajo el nro. CAC39441. Casi
simultineamente, este error fue corregido en el genoma ya que la secuencia del
genoma completo de S. soffatarious fue ingresada al GenBank y con ésta una
exopolifosfatasa (metafosfatasa) putativa (AE006735). Fsta secuencia resultd
100% idéntica a la ingresada por nosotros. La secuencia de la PPX de S.
solfataricus fue alineada con otras PPXs bacterianas (Fig. 22). El alineamiento
mostrd varios aminodcidos consetvados que corresponden al dominio de unién

a ATP descrito para la PPX de E. ok (Koonin, 1994).
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Figura 22, Alineamiento miltiple de Ia PPX de S. sofataricns con PPXs bacterianas. La
secuencia aminoacidica de la PPX de S. soffataricus (§56) se alineé (mimeros de acceso entre
paréntesis) con PPXs bacterianas. Eco, E. wh [AACTS555]; S, Salmonella typhimurium
[AAC34891%; Veh, Vibrio choleras. [AAC32884]; Ssp, Synechocystis sp.[BAA18TBL); Dra Deinococcns
radiodurans (strain R1)[C75615); Hpy, H. pylori (strain 26695)[F64554]; Ce, Campylobacter jejuni
[CAB74190}; Cre, Canlobacter crescentus [AAK23684); Mo, Mesorbizobium loti [BAB53778|. Los

motivos del dominio de unién 2 ATP (Koonin, 1994) se indican con un recnadro en

color tojo sobre Ia secuencia de E. f.

5.2 Clonamiento del gen ppxSso de 8. solfataricus en el sistema de
expresion pET

Para caracterizar funcionalmente el gen ppx de S. soffataricus (ppxSso), el mismo
se subcloné en el sistema pET. Para ello se purifico el vector pGEM > TpssSso
desde la cepa SC16 y se digirié con las enzimas de restriccién INdel y Xhol. Los

productos de la digestién se visualizaron mediante electroforesis en geles de

95




Resultados

agarosa y el inserto liberado se purificé. Este fragmento se lig al vector pET-
21b(+) previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion, en marco
con la secuencia codificante de seis histidinas hacia el carboxilo terminal. Este
gen recombinante se llamé ppxrSso. La reaccién de ligacién se utiliz6 para
transformar la cepa de E. cof JM109 y construir asf ]a cepa SC19. Esta cepa se
utilizé para obtener cantidades suficientes del vector pET-21b(+)ppxrSso. Con
este vector se transformd la cepa BI21{DE3)pLysS y se obtuvo la cepa SC21.

5.3 Andlisis funcional del gen ppxrSso

5.3.1 Ensayo de actividad PPX en S, solfataricus

Para encontrar las condiciones éptimas para determinar la actividad PPX en
la cepa SC21, primero se realizaron ensayos de actividad PPX en extractos
crudos de S. solfatarions. Para ello se sintetizé y se purificé [“P]poliP a gran escala
para ser utilizado como sustrato de Ia reaccién. El ensayo de actividad PPX se
realiz6 segtin se indica en Materiales y Métodos midiendo la disminucién de P
desde el P°PlpoliP. Se utilizaron 50 g de protefnas del extracto crudo de J.
solfataricus. La actividad PPX se midié a 37°C, 56°C y 70°C y en presencia de 1
mM MgCl, o 1 mM MnCl,. La mayor actividad PPX se registr6 a 70°C y en
presencia de MnCl, (Fig. 23), por lo que se eligieron estas condiciones pata

ensayar la actividad PPX en las células de la cepa SC21 inducidas con IPTG.
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Figura 23. Actividad PPX en extractos crudos de S. soffatarious. 1os extractos crudos se

preparaton a pattir de un cultivo de 5 dias. La actividad PPX se determin6 como se indica en

Materiales y Métodos utilizando 50 pg de proteinas totales.

5.3.2 Expresion del gen ppxrSso en E. coliy ensayo de actividad PPX

Las células de las cepas SC3, que contienen el vector sin inserto y SC21 que
contienen el vector con el gen ppxrSso se crecieron hasta fase exponencial media
y se indujeron con IPTG durante 2 h. Al analizar los extractos crudos de estas
células por SDS-PAGE se observé una débil banda proteica en las fracciones
provenientes de la cepa SC21 (Fig. 24a). Esta banda proteica migré a una altura
de 46 kDa, de acuerdo con el peso molecular deducido a partir del gen ppxrSso.

Los extractos crudos de las cepas SC3 y SC21 inducidas con IPTG

(aproximadamente 1 pg de proteinas) se utilizaron para medir actividad PPX
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(Hig. 24b). Cuando la actividad PPX se ensayé a 37°C las dos cepas presentaron
actividad pero la actividad de la cepa SC21 fue mucho mayor. En cambio a
70°C, ]a cepa SC3 no presentd actividad PPX mientras que la actividad PPX en
la cepa SC21 aumenté hasta 28000 U/mg proteina. La hidrolisis del sustrato
poliP a Pi fue confitmada mediante anilisis por TLC (Fig. 25). A 70°C no se
observé hidrélisis de poliP en extractos provenientes de la cepa control,
mientras los de la cepa SC21 presentaron una hidrélisis casi total de los poliP.
Un tubo control incubado a 70°C sin extractos celulares no presentd hidrélisis
{(no mostrado). Por lo tanto el gen ppxrSse codifica para una proteina funcional

con actividad PPX a 70°C.

98




Resultados

sC3 sc21
PM (kDa)  (vector) (ppxrSso)

30000
25000-
20000+
15000 -
10000

5000

0
37°C 70°C OSC3 (vector)

U/mg proteina

B SC21(ppxrSso)

Figura 24. Andlisis funcional del gen ppxrSso de 5. solfataricus. Las células SC3 (vector) y SC21
(ppxtSso) se crecieron hasta fase exponencial y se indujeron 2 h con 1 mM IPTG. a, anilisis
de la expresion de proteinas por SDS-PAGE. La flecha indica la posicion de la banda de 46

kDa. b, determinacion de la actividad PPX en extractos crudos.
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Figura 25. Analisis de la actividad PPX por TLC en las cepas SC3 y SC21. La actividad PPX se
midi6 a 37°C y a 70°C en las cepas SC3 (vector) y SC21 (ppx). M, marcadores, poliP, ATP y
Pi
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5.3.3 Purificacion de la PPXr de S. soffataricus

La PPXr de §. soffataricus resulté estar asociada a la fraccién membranas por
lo que se purificé en condiciones desnaturantes por cromatografia de afinidad
en columnas de niquel. Sin embargo la purificacién no fue total ya que la
proteina eluyd con otras proteinas contaminantes especialmente una proteina de
35 kDa. (Fig. 26a). Las fracciones E2 y E3 se purificaron por segunda vez por
cromatografia de afinidad en columnas de niquel. Si bien muchas proteinas
contaminantes se eliminaron, la cantidad relativa de la proteina de 35 kDa
aument6 con tespecto a la PPXr (Fig. 26b) lo que sugiere que probablemente
sea un producto de degradacién de la misma. L2 renaturacién se realizé por
dilisis disminuyendo paulatinamente la urea hasta eliminarla y en presencia de

15 % de glicerol.
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Figura 26. Purificacién de la PPXr de . solfataricus por cromatografia de afinidad en columnas
de niquel. La PPXr se purificé a partir de la fraccion membranas proveniente de 500 ml de
cultivo de la cepa SC21 inducida con IPTG, en condiciones desnaturantes por afinidad en
columnas de niquel. La elucién se realizé en presencia de 250 mM imidazol. Fracciones de 0.5
ml se recuperaron de la columna (E1-E6) y se analizaron por SDS-PAGE, seguido con tincién
con Azul de Coomassie. a) primer pasaje por la columna de niquel. b) segundo pasaje por la

columna de niquel. Las flechas indican las posiciones de las proteinas de 46 kDa y 35 kDa.
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mM de MnCl,. Estos resultados también marcan una diferencia con la PPX de
E. cok que prefiere Mg*™* 2 Mn*™ y requiere una concentracién éptima de 1mM
(Akiyama y col, 1993). Medida en las condiciones Optimas, la actividad
especifica de la PPXr de S. soffataricas fue de aproximadamente 600000 U/mg de
proteina, un valor que es aproximadamente 2 érdenes de magnitud menor que
la actividad especifica alcanzada por la PPX nativa de E. w# (Akiyama y col.,

1993).
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5.3.4 Caracterizacion bioquimica de la PPXr de 5. solfataricus

Para determinar las condiciones Optimas de reaccion de la PPXr de S.
Solfataricus se ensayd la influencia de factores como el pH, la temperatura, y la
concentracién de cationes bivalentes (Mn'") y monovalentes (K) sobre la
actividad enzimatica de la PPXr purificada por cromatografia de afinidad al
niquel (Fig. 27). La temperatura éptima para la actividad PPX fue de 50-60°C
(Fig. 27a). Si bien la temperatura éptima de crecimiento de S. soffataricus es de
75°C 2 80°C, 2 estas temperaturas la actividad PPX mostré mas de un 50% de
inhibicién. El pH 6ptimo de reaccién fue 7.0 (Fig. 27b), a diferencia de la PPX
de E. cli cuyo pH 6ptimo para la actividad es 8.5 (Akiyama y col., 1993). A pHs
mas extremos, la actividad especifica de la PPXr de S. soffataricus se vid
fuertemente inhibida (Fig. 27b). La concentracién de KCl requerida para la
actividad méxima de la PPXr de S. soffataricus fue de 100-300 mM, un valor
comparable a la concentracion de KCl requerida por la PPX de E. wi
(200 mM) (Akiyama y col., 1993). Al agregar Mn"" se estimulé la actividad PPX
en extractos crudos de S. soffataricus en un 80% con respecto al Mg™™ (Fig. 23).
Se determinaron entonces las concentraciones 6ptimas de Mn'*, para la
actividad PPX de la proteina recombinante. La PPXr no mostrd actividad en

ausencia de Mn** mientras que la méxima actividad especifica se alcanzé a 10
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Figura 27. Efecto de la temperatura, pH y sales sobre la actividad de la PPXr de S. so/fataricus.
Se utilizaron 350 ng de PPXr en un volumen de 50 pl, conteniendo 50 mM Tris-acetato y 250
UM [PP]poliP. Salvo en los casos indicados las concentraciones de MnCl, y KCI fueron 10
mM y 100 mM respectivamente, la temperatura de incubacién fue de 50°C y el pH 7.0.
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6. Actividad PPX y niveles de poliP en S. solfataricus

Una vez establecidas las condiciones éptimas de reaccién para la PPXr de S.
solfataricus y con el objetivo de indagar si las variaciones en los niveles de poliP
observados durante el crecimiento en S. soffataricus responden a variaciones en la
actividad PPX, se determiné esta actividad enzimdtica durante el crecimiento en
medio rico para comparatla con los niveles de poliP (Fig. 28). La actividad PPX
mostré valores mis altos en fase exponencial que en fase estacionaria. Esta
observacién estd de acuerdo con los niveles de poliP observados que son mas
bajos en la fase exponencial que en Ia fase estacionaria. Sin embargo, cuando se
determind la actividad PPX en los extractos crudos de células control y de
células sometidas a una carencia nutricional, ésta se mantuvo aproximadamente
constante (datos no mostrados) no observandose ninguna relacién entre el

aumento de los niveles de poliP (Fig. 7) y la actividad PPX (no mostrado).
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Figura 28. Actividad PPX y niveles de poliP durante el crecimiento de S. soffataricus. A los
tiempos indicados, se tomaron alicuotas de los cultivos y se determinaron la actividad PPX y

los niveles de poliP en los extractos crudos obtenidos.
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1. Niveles de PoliP en S. acidocaldariusy en S. solfataricus

Auvnque los poliP se consideran como componentes ubicuos en los seres
vivos (Kornberg, 1995; Kornberg 1999), sélo se han estudiado en forma
cuantitativa en unos pocos organismos. Al comenzar esta tesis la tinica evidencia
sobre la existencia de poliP en el dominio Arhaea era en Methanosarcina sp.
(Scherer y col.,, 1983; Rudnick y col.,, 1990). También mediante expetimentos de
fosforilacién 7# vive en Halobacterium voleanii se habian detectado compuestos que
migraban en TLC como poliP de cadena corta (Scoarughi y col,, 1995). En
ninguno de estos casos se utilizaron métodos analiticos especificos.

En nuestro laboratorio detectamos granulos electrodensos ex S. acidocaldarins
durante el crecimiento a expensas de azufre (Cardona y col., 2001a; anexo 2).
Sin embatgo, en medio rico tanto S. addocaldarius como S. soffataricus mostraron
grainulos muy pequefios, casi imperceptibles (Fig. 7b, control y 8b, control).
Pero la presencia de poliP en esta condicién pudo cuantificarse mediante
extraccién de los poliP y degradacién enzimitica mediante la actividad reversa

de la PPKr de E. wf, generando ATP (Fig. 7a y 8a). Los niveles de poliP
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relativos al contenido de protefnas también se determinaron durante el
crecimiento en el medio rico. En los dos microorganismos los niveles de poliP
relativos a los niveles de proteinas fueron mads altos en la fase estacionatia (Fig.
6). Esto podria significar una adaptacién a la supervivencia en esta fase del
crecimiento, donde muchos nutrientes podrian faltar o donde se pudieran
acumular metabolitos t6xicos. Cualquiera sea la funcién especifica de los poliP
durante la fase estacionaria en Suffolobus, estas determinaciones constituyen a
nuestro entender los primeros estudios cuantitativos de poliP en Arhaea .

El siguiente paso fue indagar si los poliP sufren variaciones ante distintas
condiciones ambientales. En estos experimentos, células de S. sofataricus se
someticron a una carencia general de nutrientes y también a carencias
especificas como aminodcidos y fosfato. Durante la carencia general de
nutrientes, en ausencia de fuente de carbono y de aminoicidos, no sélo se
observé un aumento de tamafio de los granulos electrodensos (Fig. 7b, carencia)
sino que el aumento de poliP relativo al contenido de proteinas ante la
condicién ambiental de carencia fue confirmado mediante el método
cuantitativo (Fig. 7a). Cabe mencionar que el omitir el extracto de levadura
implica también reducir las concentraciones de fosfato en el medio de cultivo.

Sin embargo, Sulfolobus fue capaz de acumular poliP en estas condiciones lo que
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implicarfa que el medio de cultivo contenfa la suficiente cantidad de fosfato
como para permitir la acumulacién de poliP en respuesta a alguna sefial
especifica de carencia.

La acumulacién de poliP en ausencia o exceso de fosfato es un fendémeno
complejo. En un microorganismo acumulador de poliP como Adnetobacter sp., el
exceso de fosfato en el medio causa una acumulacién de poliP (Trelstad y col,
1999) pero la transcripcién del gen ppk es inducida ante la carencia de fosfato,
siendo ésta una sefial especifica para la regulacién de los poliP. En E. w4, un
mutante pho, que no responde a la carencia de fosfato, no acumula poliP (Rao y
col, 1998). Estas obsetvaciones sugieren que los poliP pueden constituir una
reserva de fosfato, pero en ciertas condiciones de carencia se acumulan
cumpliendo un rol regulatorio.

Cuando se sometieron células de 5. soffataricus 2 una carencia de fosfato en un
medio definido en presencia de sacarosa y aminoicidos, se registré una leve
acumulacion de poliP a las 5 h para luego caer a niveles iguales al control (datos
no mostrados). Esto sugiere que la carencia de fosfato seria una sefial especifica
para el aumento de poliP pero no hay suficiente fosfato en el medio como para

permitir la acumulacién a tiempos mayores.
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Las células de S. soffataricus mostraron un gran aumento en los niveles de
poliP relativo al contenido de proteinas cuando se sometieron a una carencia
especifica de aminoacidos. En E. w/, el aumento de poliP debido a carencia de
aminodcidos se explica por el fendmeno de la respuesta estricta o “stringent
response”. En efecto, al aumentar los niveles de (p)ppGpp se inhibe la PPX
resultando en una acumulacién de los poliP (Rao y col,, 1998). Sin embargo en
Archaea, hasta el momento no se han encontrado estos nucledtidos penta y
tetrafosfatos (Scoarughi y col., 1995) ni estdn presentes los genes responsables
de su sintesis (r2L4/spoT) en los genomas de Ambhaea hasta el momento
secuenciados incluido §. soffataricas (anexo 1.9). Esto sugiere una conservacion
en la funcién de los poliP (si es que el aumento en sus niveles significa una
respuesta adaptativa ante la condiciéon de carencia) pero no una conservacién
del mecanismo regulatorio que conlleva a la acumulacién de poliP.
Recientemente se ha demostrado que en E. 4, en carencia de aminoacidos, los
poliP regulan la actividad de la proteasa Lon induciendo la degradacién de
proteinas ribosomales (Kuroda y col., 2001). En Arhaea, la regulacion de la

degradacién de proteinas tibosomales es absolutamente desconocida,
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2. La supuesta PPK, asociada al glicégeno de S. acidocaldarius resulté
ser una glicégeno sintasa

Al comenzar esta Tesis, nos preguntamos que funcién podria tener una PPK
asociada al glicégeno. Una posible explicacion podria atribuirse a una actividad
de nucledsido difosfato quinasa (NDK) tal como se ha descrito para la PPK de
E. wli (I'zeng y col., 2000). Se especuld entonces que la PPK actuando como
una NDK, podrfa formar patte en el metabolismo del glicégeno regenerando el
ATP consumido en la sintesis de ADP-glucosa, el precursor de Ja sintesis de
glicégeno. En este sentido, se ha descrito un rol similar de regeneracién de ATP
para la PPK de E. w/ asociada al degradosomaz (Blum y col.,, 1997). Pensamos
entonces, que era razonable que la PPK formara parte de otros complejos
macromoleculares como el complejo glicégeno-proteina. Aunque este modelo
resultaba muy atractivo, nuestros resultados demostraron que ni el complejo
glicégeno-proteina de S. addocaldarins ni vwna de sus proteinas asociadas, (P60)
cuya actividad PPK se habia descrito (Skérko y col.,, 1989), son responsables de
la actividad PPK en este microorganismo. Mis atractiva ain resultaba la
posibilidad de estar en presencia de una enzima bifuncional (Perham, 2000) que
catalizara dos reacciones consecutivas, la de sfntesis de glicégeno con liberacién

de ADP y la de regeneracién del ADP a ATP a expensas del poliP. Skérko y col.
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(1989) habfan descrito que la banda de 57 kDa estaba compuesta por varios
polipéptidos de distinto punto isoeléctrico y habian comunicado dos actividades
enzitmiticas, GT y PPK, especulando sobre la existencia de dos proteinas, una
con actividad GT y otra con actividad PPK o una sola proteina con las dos
actividades. Nosotros demostramos que esta banda proteica es un solo
polipéptido (P60) que comprende formas fosforiladas y es homdloga a
glicogeno sintasas bacterianas. La secuencia proteica no presenta ninguna
similitud con PPKSs conocidas. Mas ain la P60 nativa purificada y recombinante
(P60r) solo mostrd actividad GT.

En resumen nuestros resultados demuestran que la supuesta PPK de S.
actdocaldarius es en realidad una glicégeno sintasa (Cardona y col., 2001b; anexo
2). Al caracterizar ]a P60 como una glicégeno sintasa descubrimos dos
propiedades que merecen destacarse. Primero, la lisina 15 que estd muy
conservada en otras glicgeno sintasas y pertenece al sitio de unién de la ADP-
glicosa (Furukawa y col, 1993) esti ausente en la glicégeno sintasa de S.
acidocaldarins (P60). Segundo, la P60 se marcé iz vivo con H; PO, sugiriendo que
es fosforilable. La presencia de dos sitios de fosforilacién altamente conservados

para la CKI y CKII sugiere una regulacién por algin tipo de Ser/Thr proteina
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quinasa, un fenémeno probable dada la presencia de este tipo de quinasas en los

genomas bacterianos y arqueanos (Leonard y col., 1998; Shi y col., 1998).

3 ¢Existe un gen responsable de la sintesis de poliP en Sulfolobus?

Dada la presencia de poliP en las células de Sufolobus y Ja actividad PPK
detectada en las membranas, la ausencia de genes ppk o PHM en los genomas de
S. solfataricus y S. tokodasi (anexo 1.5) y otros Archaea resulta controversial, Sin
embargo este gen responsable de la sintesis de poliP, podtia ser no homélogo o
un homélogo muy lejano cuya similitud sea tan baja que no haya sido posible
identificarlo con los métodos bioinformiticos que parten de la secuencia
primaria de una proteina (BLASTP y PSI-BLAST). Durante esta Tesis se
intent6 la purificacién, al menos parcial, de una actividad PPK pero ésta fue
bastante inestable y no pudo continuarse. Dos estrategias asoman como
promisorias en la identificacién de un gen ppk en Arbaea. Si es posible
identificar dominios funcionales en las PPKs conocidas, lo que hasta el
momento no ha tenido éxito (Tzeng y col,, 2000) o dominios estructurales,
entonces se podria detectar una proteina PPK si es que existe, por similitud
estructural con las descritas. La otra estrategia es la recientermente desarrollada

metodologia de los microatreglos de DNA. Si contiramos con un microarteglo
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de DNA correspondiente al genoma de S. soffafaricus se podrian identificar
cuales son los genes que se inducen ante condiciones que determinan un
aumento de poliP (por ejemplo, carencia de aminoicidos). La identificacién,
clonamiento, expresién y analisis funcional de estos genes poddan Hevarnos al

descubrimiento de un gen responsable de la stntesis de poliP en_Arhaea.

4. El gen ppx de S. solfataricus

La descripcién de un fragmento del gen ppx en el genoma de S. soffataricus nos
condujo 2 la identificacién de un marco abierto de lectura de 417 aminodcidos
que cortesponde a un gen ppx. El mismo se encuentra rio abajo y
probablemente formando un operén con otro gen (s#xA) que codifica para una
fosfohistidina fosfatasa (Fig. 20). Esta proteina ha sido descrita sélo en E. wf
como una fosfatasa de los dominios HPt de los sensores hibrdos en los
sistemas de dos componentes (Matsubara y col,, 2000). El hecho de que una
proteina reguladora de un sistema de dos componentes se encuentre formando
parte de un operén con el gen ppx en S. solfataricus sugiere una relacion entre este
opetén y la transduccién de sefiales. Sin embargo no se han identificado ni
histidina quinasas hibridas ni sisternas de dos componentes en S#ffolobus, por lo

que el rol de la proteina SixA en este microotganismo no se conoce.
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La secuencia de la PPX de . soffataricus resultd similar a las PPX de E. why
muchas otras bacterias (Fig. 22). En los tinicos genomas de Arnhaea en los que
se ha encontrado exopolifosfatasas son los de Methanococens jannashii y de
Archaeqglobus fulgidus. Sin embargo, estos ORFs MJ0606 y AF1002 son similares
al gen ppxT de S. cerevisiae que también tiene homdlogos entre algunas bacterias.
Estos genes ppx! no presentan ninguna similitud con las ppxs tipo "E. wk". Esto
nos leva 2 las preguntas: scudl es el gen ppx ancestral en Archaea? jes el gen ppx
de S. solffataricus el ancestro de las PPXs bacterianas que se ha perdido en los
otros genomas de .Armbaes? o alternativamente ¢son las PPXs arqueanas
ancestrales de tipo "S. cerevisiac” y S. solfataricus adquirié secundariamente el gen
ppx "bacteriano” por transferencia horizontal? Los dos fendmenos son
teGricamente posibles. Un anlisis de cémo el flujo de genes afecta la evolucién
de los genomas clasifica los genes segiin sean o no seleccionables para mantener
el estado saludable de la célula o "fitness". Segin esta clasificacion los genes se
agrupan en esenciales, importantes, Gtiles, marginales y neutrales (Lawrence y
Roth, 1999). Los genes matginales y ncutrales son més proclives a ser
eliminados de los genomas. Si los genes ppx contribuyen a la regulacién de los
niveles de poliP, que a su vez estin relacionados con la supervivencia ante

factores de estrés estos genes serfan dispensables en ciertas condiciones
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ecoldgicas favotables, pero su adquisicién generarfa una ventaja adaptativa que
permititia al microorganismo ampliar su nicho ecolégico. Esto explicaria la
diversidad con respecto 2 la presencia o ausencia de genes ppx en los genomas
microbianos y en especial en Arcbaea.

Independientemente de su historia evolutiva, el gen ppx de S. soffataricns
codifica para una proteina funcional con actividad PPX. Esto fue demostrado
mediante el ensayo de la actividad PPX en extractos crudos de la cepa SC21,
que sobreexpresa esta proteina. La presencia de actividad PPX a 70°C confirma
que ésta se debe a la PPX de S. solfataricns (Fig. 24 y 25). Mas ain, la PPXr
purificada mostr6 actividad PPX (Fig. 27). La disminucién en dos 6rdenes de
magnitud con respecto a la PPX de E. e/, podria deberse a varios factores. Por
ejemplo, la presencia de la proteina de 30kDa en las fracciones ensayadas, que
probablemente es un producto de degradacién, podria disminuir la actividad
especifica. También las condiciones de renaturacién podtan no haber sido las
Optimas para lograr la méxima actividad enzimatica o la presencia de las 6
histidinas hacia el carboxilo terminal de la proteina podrian provocar alguna
alteracién en la estructura proteica que disminuya la actividad.

Inicialmente los ensayos de actividad PPX se realizaron a 70°C pero al

determinar la tetnperatura 6ptima para la actividad, se vio que ésta no supera los
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50-60°C (Fig. 27a). La disminucién de la actividad PPX a temperaturas mis altas
podsia deberse a una hidrélisis espontinea del sustrato poliP a Pi que llevaria a
una inhibicién por producto. Alternativamente, la PPX de . soffataricus podtia
no ser intrinsecamente termoestable como se ha demostrado para otras enzimas
de terméfilos (Vielle y col., 2001).

Finalmente se intent6 correlacionar los niveles de actividad PPX con los
niveles de poliP en distintas condiciones. Durante el crecimiento en medio fico
los niveles mas bajos de actividad PPX parecieron coincidir con los niveles mis
altos de poliP que se presentaron en la fase estacionaria (Fig. 28), lo que
indicaria que los poliP aumentan debido a la ausencia de actividad PPX. Sin
embargo cuando se determiné la actividad PPX en extractos crudos de las
células sometidas a carencia nutricional ésta no varié con respecto al control (no
mostrado) aunque los poliP sf aumentaron (Fig. 7). Es probable, entonces que la
regulacién de niveles de poliP en S. acdocaldarius implique a otros factores
adicionales 2 la actividad PPX. De todas maneras, el aumento de los niveles de
poliP ante condiciones de carencia de nutrientes en S. soffataricus, la actividad
PPK detectada y la existencia de un gen ppx funcional sugieren que los poliP
estin sujetos a una regulacién que depende de componentes genéticos y que

responde a factores del ambiente.
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S. acidocaldariusy S. solfataricus contienen poliP. Los niveles de poliP relativos al
contenido de proteinas se acumulan durante la fase estacionaria de crecimiento.

En 8. solfataricus los niveles de poliP relativos al contenido de proteinas
aumentan ante carencia de ciertos nutrientes como los aminoécidos.

La proteina asociada a glicogeno en S. awidocaldarins, cuya actividad PPK se
habfa descrito resultd ser una glicgeno sintasa.

La glicgeno sintasa de §. addocaldarins es termoestable, y probablemente
fosforilable por serina-treonina quinasas y a pesar de ser funcional no presenta
la lisina en la posicién 15 descrita como parte del sitio de unién a ADP-glucosa.

Hasta el momento no existen genes pp& en ningin representante del dominio
Arthaea con la suficiente similitud como para ser detectados con los métodos
bioinformaticos disponibles. Otro(s) gen({es) homodlogo(s) lejano(s) o no

homologo(s) podria(n) estar involucrado(s) en la sintesis de poliP.

S. soffataricus posee un gen ppx funcional, codificante para una

exopolifosfatasa.
Las variaciones en la actividad PPX en relacién con la acumulacién de poliP

sugieren la existencia de otra(s) enzima(s) involucrada(s) en su metabolismo.
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Anexo 1: Resultados de métodos bioinformaticos
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1.1 Contig b07c12-b04 del genoma de S. soffataricus
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1.2 Analisis de la secuencia proteica de la P60 de S. acidocaldarins
mediante el programa BILASTP
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PR

T Search Results

BLASTP 2.0.11 [Jan-20-2000]

Query= P60 sulfolobus acidocaldarius

{56€ leTters)
Database: nr
2g%,20% sequences;

If you have any problems ©r questions with
please refer to the BLAST FaQs

Seguences producing significant alignments!

_ti {APO000Q1) 458

{
iP5 biosynthesi
T GLYCOGEN SYNTHASE

=% GLYCOGEN 1

LS B PP

-5 (AEGO01754) gl

fger34) starch synthase

{AF019297) starch synthase

“{AF019296) starch synthase
(AF015745) Waab

(D38221) SS551 [Crvza sax

(ABDZE295) ZSTs AULT

SOLUBLE
TEOH26421) starch
{APDGOOEL} 3aa long
(AF079260)

=~ 7 SOLUB

synthase

(YY)

oM

18t

oI

1

(=Rie e BEIe]

—
[

9395}

HER
fa

=1ty r

g
o9

#7]

ST
H

{9}

3t

Madden, Alejandro A. 5
and Davic .

144,685,294 total letters

i 2a long hypothetical protein
L {AJ24B282) CLYCOGEN SYNTHASE {Pyrococcus ab...
AED00704) glycogen synthase
s related ribu-
(STARCH
4 (AF173900) granule
gTARCH] SYNTHASE PRECURSOR (GB. .

giucose——starch glucosyltransferase (EC 2.4....
(X65183) glycogen {starch) synthase {Orvza ...
R GRANULE~30UND GLYCOGEN [STARCH] SYNTHA...
HPgiucose-—-starch glucosyltransferase (EC 2.4....

ycogen synthase {The...
GRANULE-BQUND GLYCOGEN [STARCH]

(Xx64108) starch granule-bound starch syntha...
kd GRANULE-BOUND GLYCOGEN {STARCH] SYNTHA. ..
GLYCOGEN SYNTHASE {STARCH

PROBABLE GLYCOGEN SYNTHASE
GRANULE-BOUND GLYCOGEN

iEscherichia coli]

(AP0O000E3) 392aa long hypothetical N-acetyl.
ival >gilS?34103lgb...
(D29030D) nypcthetical protein {Synechocysti
5322(C11109),DZZQBO(Cll...
{RCO0T296) Strong similarity to 9.--
GLYCOGEN | STARCE:

nypothetical capM pro. ..
ule-pbound starch synthase
CLYCOGEN [ STARCE. SYNTHASE
anule-bound starch synthase
anule-pbotnd STArCH synthase
granule-bound starch sy...
uie-pound sTarch synthase
ACCHARIDE 1,
uic—bound sTarCh svnthass
yvopotnetical vprotei

R oW W HCDT ML SO T o asiss s

i BLAST3Entrezk 7|

chiffer,
Lipman {2987},
0% protein cdatabase search

Refarance:

Aitschul, Stephen F., Thomas i.

Jinghui Zhang, Zheng 7hang, Webk Miller,
"Gapped BLAST and PgT-BLAST: a new generation
programs", Wusieic Acids Res. 28:338%-3402.

rne results of this search

raquifex aeolicus]
in homelog —...
[BACTERIAL G..
hound starch sy...

prote

SYNTHA. ..
[ipomeea batatas]

[BACTERIAL G...
oform zSTSIiI-2
(STARCH [BA.
[STARCH] SYNTHRA. ..
isoform zSTSITI-1 ..

is

SYNTHASE PRE...
[Chlamydomonas ILe.

[Ze...
PRE.

[An
iz

[§¢]

-09
-0

(

S

1

[(
oo D D0

fZe...
Z—N-ACETYLGLUCOSA...
fHa...

[Myc

P e L

(b B

W [-J

™
ia

Rv3032
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ST Scarch Results LU T W INCO T IR T o onaas e

Ll (AJ243803) putative glycosyl transferase [5... i 3e-09
hypothetical protein homolog MJL178 - Methanoco. .. ©i 3e-09
{AF079291} granule-bound starch synthase [Gl... 4e=09
{AF079295) granule-bound starch synthase [Exr... 4e-09
(AF079297) granule-bound starcn synthase {Pa... €e-09
(AF079278) granule-bound starch synthase [Pe... 6e-09
(AF0723296) granule-bound srtarch synthase [Me... Te-09
(AF079281) granule-bound starch synthase [Ps... Te-09
(AF(79268) granule—bound starch synthase [Re... Te-0%
(AF079275) granule-bound starch synthase. [Er. le~-08
{AF019375) GlcNAc transierase {Escherichia c... ie-08

" (AF079262) granule-bound starch synthase [Re... 1e-08
Y (AB0O29064} starch synthase {GRSSI) [Triticu... le-08

11 (AB029062) starch synthase {GBSSI} [Triticu... le-08
(AF079298) granule-bound starch synthase [Ph... le-08
Tiari1izad L (AFi113844) granule—bound starch SY..- 2e-08
{AF079270) granule—bound starch synthase [Re... 2e-08
(AB019624) starch synthase (GBSSI) [Triticu... 2=-08
(AF079280) granule-bound starch synthase [Ps... 2e-08
(AF079267) granule—bound starch synthase [Re... 2e-08
{AF079265) granule-pound starch synthase [Re... 2e-08

(APOOOO07) 38laa long hypothetical protein ... 2e-08

S (AF0D7928T) granule—bound starch synthase [Tr... 2e-08

1,11 (AF079271) granule-bound starch synthase [Ag... 2e-08

2Ll (AF079293) granule—bound starch synthase [Ch... 2e~-08

L UV ARLLI0G3FA L (AF110374) granule-bound starch sy... 3e-08
i 0 (AF075285) granule—bound starch synthase [Tr... 3e-08
b COIIARLIORTE L {AF110373) granule-bound starch 'sy... 3e-08
41 [ (AF079294) granule—bound starch synthase [Ch... 3e-08
i (AF(079286) granule—bound starch synthase [Tr... 3e-08

1| (AB012623) starch synthase (GBSSI) [Priticu... 3e-08

| (AB012957) prchbable glucosyl transferase v... 3e-08

{(AF079273) granule—bound starch synthase [Cz... 3e-08

(RF079284) granule-bound starch synthase [Th... 4e-08

(AF079279) granule-bound starch synthase [Ps... 4e-08

(AE000829) LPBS biosynthesis RfbU related pro... 4e-08

{AF079276) granule-bound starch synthase [He... 4e-08

{AF079282) granule-bound starch synthase (Se.. 4e-08

AFI139E% © (AF113843) granule—bound starch sy...
so b {(AB022061) starch synthase (GBSST) [Triticu...
(AF079266) granule—bound starch synthase [Re...
(AF079263) granule-bound starch synthase [Re...
(AEC0O0B822) LPS biosynthesis RIDU related pro...
Y wmepRT  GRANULE-BOUND GLYCOGEN [STARCH] SYNTHA. ..
il (AFQ7927T) granule-bound starch synthase {He...
sucrose synthase (EC 2.4.1.13) - barley (fragme...
.1} (ABD29063) starch synthase (GBSSI) [Triticu...
TE{TwoRYL SUCROSE SYNTHASE 1 (SUCROSE-UDP GLUCOS...

5e-08
5e-08
5e-08
5e-08
5e-08
Se-08
5e-08
S5e-08
5e-08
5e-08

(D63999) hypothetical protein [Synechocysti... kT ge-08
{AF079283) granule-bound starch synthase [Th... ¥ 6e-08
{AF079254) granule-bound starch synthase [Hy... i 8e-08
{AF079289}) granule-bound starch synthase [Ly... “ 8e-08
(AF079288) granule-bound starch svnthase ([Pe... W fe-0P
{AF079269) granule-bound starch synthase [Re... 1e-07
(RFD79245) granule-bound starch synthase [Cy... 1e-07
{AF079251) granule-bound starch synthase ([Da... 2e=07

|| (293777} hypothetical protein Rv1Z21i2c {Myco. .. 2e-07
(AF079241) granule—bound starch synthase [Ch... _ER o 2e-07
(AF079243) granule-bound starch synthase {(Cy... _FT 2e=07
(AF079249) granule-bound starch synthase ICy... "% 3e-07
(AFD78240) granule—bound starch synthase iCh... o 3e-C7
4F  PRR.OS .1 (APOO0OO0L) 456aa long hypothetical protein [Pyrococcus horikoshiil

Length = 456

Score = 149 bits (372), Expect = TJa-33

LT
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L

RPN 1 -

5T

o

Scarch Results

Sbict: 25

Query: 88

Sbhict: 74
Query: 148
Sbhbjct: 118

Query: 200

RPN NC U UL TG B0 V7 D30 o

Tdentities = 147/535 (27 3, Positives = 223/53% (41 ), Gaps = 137/535
1.GGLGPVVYNLGKELVKOGIKVIVIM MPSHGRHLNDYY LILKLNEISLV-AEGDRIGIDG
P - &= - L G +V V PSHGR GET 4+ A 5+~ =
GGLARALT EALASLGHEVL.VETPSHGRFQG-——=——"—~ SEIGIIKAFGGKVAI——
KSVHVKLGFTEGNLDGMNVVLIKCLD YNTGRIIDSWNIVDNAMEKSSLI LARRVEKYAXTS

=S E+GNL + G +4+D  ++Y g L R + X 5
—XVELT-——ENGNLRIYRI-—=~=———=" GuGLbDHQvacﬁGWLG~--LIRKTT'F"K.S
Tom——————— DHNDI PSTTHVHDWHSVIAuVTAKFTFEARRVTVPLVWTVHTLNK"SAPWHY
- D+p ++H HDWH+V ARG K F +P VFT+HE LNK ? Y
VI.LLNELLX DTDDVLHF&DW”¢V7ﬁFALLKKYFR ————— TPAVFTIHRLNKSKIPAFY
ASEDWSGIMNYPEY WRZIKHDLYTTREVWDFFSSGSIEKFGSYEADL TSVSKSYLTYD

B +GI: Y DL E G Y AD++T+VS+ YL D
TEE--AGIPELAPY-——=—— PDI=——m——— DPEETGEYI DIVTTVSRGYLL-D

Sbjct: 173

Query: 260

Sbjct: 211
Query: 320
Sbjct: 233

Query: 374
Sbijct: 287
Query: 432
Sbijct: 344
Query: 492

Sbjcg: 404

IFNFIGNWIENKSCIHYNGTDWEVEETKKYAXSKFGTEDRAEIRKRLFDELEVLRVTPED
++F Nt K +NG D

EWDEFFRNE-NGKVTYVENGIDCS ~~—==—=m === == === =o==m= = === momm=ms oo

CPTGNILWNNRENIGIKDDWTYSRL--=~= ENGPLILFAGRMVY-QKGIDSLLIAFDEVL
WwN O+ G+ + S1L +G +F GR  QKG+D+LL A + +

—————— SUNENYLKGSRKERRSS I LAKT GMSDGITFMFIGRFDRROKGYDTLLRAIELLS

KT——INNARTII?GLPSSDYGLLQNVVSNTSRHGGNIRILLGKMSKELYRLFVYSASVFV
+ R 1I+G+ + L+N + + N+R++ +5+E R Y 5§ +
ERPEFKEMRE ITTCMCDP?———LENWARELEKRYDNVRVTTA“LSREFVRALYGSVDFVT

'DSRWEPFGLVAV“SMAVGLPVVAYSVGGLRES‘VD'RVDQEQGTGLLVEPENVWEXXXX
TPS +EPFGLVHHE+M +G +L SVGGLR+ IV I D GTGLLV+P + Wt
*PSV??DEGbVSLnAMCLGALDIASSVGGLRDVIVSIDHDHVDGTGLLVKPGDPWDLANA

XXXXXXXXXXXETNNGDWLKYTEVKTNDVKLWDKIRQNCVRRVNENFRWSASAKQ 54¢
L+ + n + +K+R NC +R ++F W SAKF
————————————————— TLRMHST-AMDNEFVEKL 1RDNCKKRA-KSFSWENSAKR 439

Score =

48283) GLYCOGEN SYNTHASE [Pyrococcus abyssi]
3

136 pits (339}, Expect = 5e-31

Tdentities = 143/540 (267}, Positives = 217/540 (39%), Gaps = 144/540

Query: 29
Shijct: 15
Query: 89
Shjct: 60

Query: 142

o]
1o
|

Sbhjct:
Query: 202
Sbjct: 16t
Query: 2&’
Sbijct: 262

Cuery: 322

LCGLGPYVYNLEKELVKQGIKVTVIMPSHGRELNDY YRSTLKLNE I SLVAEGDRIGIDEK
LGeL ¢ + 4+ L G +VV PSHGR + E +I + G+
VGGLARALTATSEALASLGHEVLVETPSHGRFQGE-—~~——==~"""""" EIGKIRVEGE

m
y '?1

K+ +E GNL + G ++DS ++Y D 4+ Kt RA
EVOVKVSYEERGNLRIYRI-———==—=" GGGLLDSEDVYGPGWDGLIRKAVTFGRASVLL

WESVIACYTAKFTFEARRVIVELVET TVHLLNKVSAPW E
+V AG K B+ +% VET+H LNK P Y E
WHTVFAGRLIKKYFX-~——~ TPAVEFTIHRLNKSKLE

GL“JYPHYEWREIKHDLYTTREVW“?VSSGSTEKFGSVEADLITSVSKQYLTVD IF
v E G Y ADH+THVS+ YL D =

AGLSELAPYPDI—m————=———=— - T DPMPWGCVTADTVTTVSRGYLL—DVW

TANTLWNRNRENI

£ GIKD
W o+ G +IH GR QKG* LL L Bl

LGFEH- GWTDCMNVVLIKGLDYNTGRTTDSWNTY-———DNAMEKSSLLARAVFKV 1

(nn

(267
88

59

]

20/83/00




ST Scarch Results ———_——————

Length = 463

Score = 93.6 bits (229), Expect = Le-1ig
Tdentities = 116/475 (24%}, Positives = 193/475 (40%), Gaps = 79/475 (16%)
Query: 16 VWMISAELEKVASLGGLGPVVYNLGKEEVKQGIKVTVIMPSHGRHLNDYYRSLLKLNEIS 75
v S+E+ A GGL + L KL K GHKV  +MP YY++L K +
Sbjct: 3 VLFCSSEIYPYAKTGGLADFSFCLIKYLKKYGVKVKGVMP -------- YYKTL-KAENLR 53
Query: 76 LVAEGDRIGIDGKSYHYKLGFEHGNLDGMNVVLEKGLDYNTGRIIDSWNIYDNAMEKSSL 135
+G 4+ +HGK Y +++ +E + + + G DY G W DN +
Spbjct: 54 KTDKGVTLNLNGKDYTFEV—YESEDCYFLRNDELFGRDYIYGP——PGWGYEDNDIRFGGF 110
Query: 136 LARAVEKYAKFSIPNDIPSIIHVHDWHSVIAGVTAKFTFEARRVIVPLVFTVHLLNKVSA 185
E + + D+ +H <DW + + + K F+ Vv VET+H L A
Shjct: 111 SRAVSELISTGQLEADV—-—VHANDWQTALIPLFLKEVFKTP—H—VKTVFTIHNL—---A 160
Query: 196 PWHYASEDWSGLMNYPHYIWRIIKHDLYTTREVWDFFSSGSIEKFGSYEADLITSVSKSY 255
++ + P Y+ + B +E+ + K G +DLIT+VS +Y
Skjct: 16l YQGLFPKETVERVGIPPYLEHM ————————— EAVEFWGLVNFMKGGIVFSDLITTVSPTY 211
Query: 256 LTYDIFNFIGNWIEN-—————— KSCIHYNGTDWEV——EETKKYAYSKFGTEDRAEIRKRL 306
G +E K NG D+EV E KY Y + + 4+ +
Sbjct: 212 AKEIQTQEYGYGLEGVLKKYSYKLRGELNGIDYEVWNPEKDKYIYQNYSLRNYS——-—KK 287
Query: 307 FDELEVLRVTPEDYTTGNILWNNRFNIGIKDDWTYSRLENGPLILFAGRMVYQKGIDSLL 366
F EL +GI+ + PLI F R *QKG++ +L
Sbict: 268 FENKEFLSK—-=————=——————=—~ ELGIEAE-——————" KPLISFINRFTHQKGVELIL 303
Query: 367 IAFDEVLKTINNARLIILGLPSSDYGLLQNUVSNISRHGGNIRIILGKMSKELYRLFYYS 426
+E+ K NA + LG G +N ++5+ N ++ + ++ R Y S
Spbjct: 304 NCAEIMSKL--NANFVELGT—---- GEYENAFLDVSKIYKNFKVF-AEFNEGFARKLYAS 355
Query: 427 ASVFVfPSRWEPFGLVAVESMAVGTPVVAYSVGGLRESIVDIRVDQEQGTGLLVE 481
+ ++PS +dP GL + M G + GGLR+++ DI E GG+ E
Sbict: 356 SBFILMPGYESPCGLTQMIGMRYGCVPIVRKTGGLRDTVKDI-——SEGGYGITFE 407
wir  FEEWLT LPS biosynthesis related rfpu-protein homolog - Methanococcus
jannaschii >gil15005051gb|AAB99629.1! (Ue7601) LPS
biosynthesis protein, putative [MeThanccCoccus
jannaschii]
Length = 390
Score = 93.2 bits {228), Expect = 5e-18
Tdentities = 104/395 (26%), Positives = 168/395 (42%), Gaps = 113/395 (28-)
Query: 97 EHGNLDGMNVVLIKGLDYNTGRIIDSWNIYDNAMEKSSLLARAVEKYAKFSIPNDIPSII 15¢
E+ N++E+NV o ++ F F +W =+ + L V+KY +X
Sbict: 47 EYENINGVNVYRVRPISHPH—-—FLTWAMEMAEEMEKKLGILGVDKY —————————— DVI 93
Query: 157 HVHDWHSVIAGVTAKFTFEARRVIVPLVFTVHLLNKVSAPWHYASEDWSGLMNYPHYIWR 21¢

TR IV TG T T 502 Sy G Cn
Sphictn: 323 —--—FWNESYLTGSRLERKKSLLSKFGMDEGVTEMFIGRFDRGQKGVDVLLKAI-EILSS 277
Query: 374 —KTINNARLIILGLPSSDYGLLQNVVSNISRHGGNIRIILGKMSKELYRLFYYSASVFVI 432

K R I1i+G + L+ ++ GN+++1 +8+E R Y 5 +1
sbict: 278 KKEEQEMRFEIIGKGDPE—-—LEGWARSLEEKHGNVKVITELLSREFVRELYGSVDFVII 334
Query: 433 PSRWEPFGLVAVESMAVGTPVVAYSVGGLRESIVDERVDQEQGTGLLVEPENVWEXXXXX 492

PS +EPFGLVA+E+M +G +A +VGGLR+ T + TG+LV+ + E
Spict: 335 PSYFEPFGLVALEAMCLGAE?IASAVGGLRDIITN ——————— ETGILVKAGDPGELANA~ 386
Query: 493 XXXXXXXXXXETNNGDFLKYTEVKTNDVKLWDKIRQNCVRRVNENFRWSASAKQLQECFS 552

LX E+ +D% K R¥NC R +F W SA++ + FF
Sbjct: 387 —=--=-m———-oTTS ILKALELSRSDL———SKFRENCKKRA—MSFSWEKSAERYVKAYT 426
Sptnmeonsial 11 (ARE000704) glycogen synthase [Aquifex aeolicus]

20/03/00




de la secuencia proteica de 1a P60 de S. acidocaldarins

1.3 Analisis
mediante el programa RPS-BLAST
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search Results Cagiid t uw —

5-BLAST 2.0.13 [May-26-2000]

ary= local sequence: FPe0 sulfolobus acidocaldarius
(566 letters)

tabase: oasis_sap.v1.00
2830 PSSMs; 604,881 total columns

Wouse-over boxes to display more information

Luences producing significant alignments: (bits) value
nlPfamipfam00534 Glycos_transf 1, Glycosyl transferases group 1 776 1e-15

ynl|Pfam;pfam00982 TrehaloseP_syn, Trehalose-6-phosphate synthase domain 35.6 0.007

ni[Pfampfam00534, Glycos_transf_1, Glycosy! transferases group i

st similar to the query

_A_CEJ query to multiple alignment, display ' sequences E"
Length = 210
Score = 77.6 bits (188}, Expect = le-13

Query: 345 ENGPLILFAGRMVYQKGIDSLLIRFDEVLKTIN—NARLIILG;--LPSSDYGLLQNVVSN 400
Spject: 13 EGDRFYLSINRFEKKKDVALAIKAFALSEDQENDNVKLVICGGYDERVAENVEYLKELQS 72

Query: 401 ISRH—-—GGNIRIILGKMS—KELYRLFYYSASVFVIPSRW ———————————————————— 436
& =t 73 LADEYELSHTTIYYQEIKRVSDLESFKTNNSKIIFLTSISSSLKELLLERTEMLLYTPAY 132

FGLVAVESMAVGTPVVEXSVGGLRBSIVDIRVDQ——EQGTGLLVEPENV 485

Query: 437 5P
EHFGIVPLEAMKLGK?VLAVNNGGPLETIKSYVAGENESSAEGWLKPAVPI 183

Sbjct: 133

onliPfam|pfam00982, TrehaloseP_syn, Trehalose-6-phosphate synthase domain

fupto 10 ¥ Eost similar to the query v

f?_dj query to muitiple alignment, display . sequences

........

Length = 558
Score = 35.6 bits (80}, Expect = 0.007

Query: 335 IKDDWTYSRLENGPLILFAGRMVYQKGIDSLLIRFDEVL—~-—KTZNNARLIILGLPSS“ 389
Sbjct: 323 IKKQIMGRSADGGQLFFSVERFDYTKGISEKLRAWQRYFEKYPDREGKDVLFQVAVTNRR 382

Query: 390 e DTGLLONVVSNI—m—m— === """ SRHGGNERIILGKMSKELYRLFYYSASVFVIPS 434
sphjct: 383 SVDSYRQYQDDVLAVADLINQKFKSEDYPEWKPVIFETDGLPRTRLIAHYLAMDIGVVTP 442

Query: 435 RWEPFGLVAVESMAV 449
spjct: 443 SKDGMNLVAKEMLVC 457




mary for plamt0334 R WS WoneoT

CD: pfam00534

Description: Glvcos_transf_1. Glycosyl transferases group 1

CD status: Full-length sequences, including 3D structure if known. Alignment from
source, reindexed to representative

Source: Pfam
Created: 14-Jan-2001

Taxonomy spanned: cellular oreanisms -> [ 8] from Eukarvoia
[ 11] from Archaea
[ 58] from Bacteria

Aligned sequences: 78
Representative; Consensus sequence:

Aligned range: 1-172

Sequence: DREEIRKKLGIKEEKKIILFVGRLLPEKGIDLLLEAFKKLKKQLNPNLKLVIVGDGEEEK
ELXLLALKLGLEDNVI F1GFVPDEDLPELYKSADVFVLPSRYEGFGIVLLEAMACGLEVI
ATDVGGIPEIVKDGETGLLVE‘.PGDPEALF:EAIEKLLKDEELRKRLGENARKR

View Alignment showing Uupto 10 F top listed sequences v Reset

e HTML Display FASTA with gaps Conservation color threshold: 2.0bits |V
Text Displ Phylip format :
ext Lisplay ylip forma Alignment width: 80 F

pick aligned sequences (will be added to selection above)
PDB-Id/gi Definition
1703249 GLYCOSYLTRANSFERASE ALG2 [CD]

7474472 capsular polysaccharide biosynthesis homolog yveN - Bacillus subtilis [CD]
1176936 SPORE COAT PROTEIN SA [CD}

7427928  probabie hexosyltransferase (EC 2.4.1.-) ytcC - Bacillus subtilis [CD}

7433883  probable hexosyltransferase (EC2.4.1.-) PH 1844 - Pyrococcus horikoshii [CD]

7433885  probable hexosyltransferase (EC 2.4.1.-) sl11971 [similarity] - Synechocystis sp.

1731199 HYPOTHETICAL 43.5 KDA PROTEIN U2168F [CD]
7470345 hypothetical protein sir1076 - Synechocystis sp. (strain PCC 6803) [CD]

7474459  biosynthesis of teichuronic acid tuaC - Bacillus subtilis [CD]

ol 4

7477104  hypothetical protein Rv21 88¢ - Mycobacterium tuberculosis (strain H37RV) {CD]

{strain

72129096 probable hexosyltransferase (EC 2.4.1.-) MJ1607 - Methanococcus jannaschii [CD]

6015497 Anabaena sp. PCC 7120 hepD gene (essential for heterocyst differentiation), and transl

21/03/01 075




1.4 Prediccion de sitios de fosforilacién de la P60 de
mediante el programa Phosphobase
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n of phosphorylation sites

Phosphorylation site prediction for sequence >gi|10185177 Sac

Sequence identifier: >gi|10185177 Sac
Number of residues: 560
Full sequence:

MKRYESLWFEDELKHVWMISAELEKVASLGGLGPVVYNLGKELVKQGIKVTVIMPSHGRHLNDYYRSLLKLNEISLVAEG
DRIGIDGKSYHYKLGFEHGNLDGMNVVLIKGLDYNTGRIIDSWNIYDNAMEKSSLLARAVEKYAKFSIPNDIPSIIHVHD
WHSVIAGVTAKFTFEARRVIVPLVFTVHLLNKVSAPWHYASEDWSGLMNYPHYIWRIIKHDLYTTREVWDFFSSGSIEKF
GSYEADLITSVSKSYLTYDIFNFIGNWIENKSCIHYNGTDWEVEETKKYAXSKFGTEDRAEIRKRLFDELEVLRVTPEDY
TTGNILWNNRFNIGIKDDWTYSRLENGPLILFAGRMVYQKGIDSLLIAFDEVLKTINNARLIILGLPSSDYGLLQNVVSN
ISRHGGNIRIILGKMSKELYRLFYYSASVFVIPSRWEPFGLVAVESMAVGTPVVAXSVGGLRESIVDIRVDQEQGTGLLV
EPENVWELSKALISALSLSMASETNNGDFLKYTEVKTNDVKLWDKIRQNCVRRVNENFRWSASAKQLQECYSKAQTMAKY

The prediction is based on the consensus sequence motifs. For the list of the used motifs see here.

The consensus sequences for 10 different protein kinases are scanned for potential phosphorylation
sites.

Potential phosphorylation sites for protein kinase CaMII:

s 5-6 RYESLWE

Potential phosphorylation sites for protein kinase CK1 (N-terminal S/T must be prephosphorylated):

e T-173 TAKFTFEA
s 38-205 SEDWSGLM
e §-236 SSGSIEK
e 5-252 TSVSKSY
e T-257 SYLTYDI
s T-296 SKFGTEDR
e 3-402 SNISRHG
e 5-497 SALSLSM
e S-502 SMASETN
s T-517 TEVKINDV
s T-556 SKAQTMAK

Potential phosphorylation sites for protein kinase CKII:

s T-224 DLYTTRE

nf 2

20/03/01 11:55




n of phosphorylation sites

s T-279 YNGTDWE

e T-316 LRVTPED

s 5-342 WTYSRLE

e« $-434 VIPSRWE

s 5-464 LRESIVD

Potential phosphorylation sites for protein kinase GSK3 (C-terminal +4 S must be prephosphorylated):

e $S-201 HEYASEDWS
e 5-250 LITEVSKS

No phosphorylation sites for protein kinase MLCK found.

No phosphorylation sites for protein kinase p34cde2 found.

No phosphorylation sites for protein kinase p70s6k found.
Potential phosphorylation sites for protein kinase PKA:

s 5-6 RYESLWF
e T-316 RVTPED
s 35-464 RESIVD
e S-541 RWSASA

Potential phosphorylation sites for protein kinase PKC:

e T-116 DYNTGRI !
s T-169 AGVIAKF

e 7T-224 DLYTTRE

s T-286 VEETKKY

e S$S-543 WSASAKQ

No phosphorylation sites for protein kinase PKG found.

20/03/01 11:3




of 1

hte sequence motus TP OV

Consensus sequences for protein kinases

1. PROSITE pattern,

2. Pinna, L.A. and Ruzzene M. (1996) Biochim. Biophys. Acta 1314:191-225,
3. Kennelly, P.J. and Krebs, E.G. (1991) J. Biol. Chem. 266:15555-15558.

4. Kemp, B.E., and Pearson, R.B. (1990) Trends Biochem. Sci. 15:342-346.

kinase consensus sequence references
CaM 11 R-X-X-S/T-X 34
CK I Sp/Tp-X, 5-S/T-X 5
CK II X-S/T-X-X-D/E i
GSK3 X-S/T-X-X-X-Sp 3
MLCK KKK-R-X-X-S-X 2.4
p34cdc2 X-S/T-P-X-R/K 3
p70s6k K/R-X-R-X-X-S/T-X 2
PKA R-X, ,-S/T-X 3
PKC X-S/T-X-R/K 1
PKG (R/K), ;-X-S/T-X 3
References:

20/03/01 11:34¢




1.5 Busqueda de genes ppk y PHM en los genomas de S. solfataricus y
S. tokodaii mediante el programa BLASTP
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BLASTP 2.2.1 [Apr-13-2001]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Finghui Zhang, 2Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
pregrams", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 100336€4867-20826-13563

Query= gi|1788847]gb|ARC75554.1] polyphosphate kinase

Escherichia coli

(688 letters)

Database: Completed Aeropyrum pernix; Completed Sulfolobus
solfataricus; Completed Sulfolobus tokodaii; Completed Archaecglobus
fulgidus; Completed Halobacterium sp. NRC-1; Completed

Methanothermobacter thermautotrophicus; Cempleted Methanococcus

jannaschii; Completed Pyrococcus abyssi; Completed Pyrococcus
horikoshii; Completed Thermoplasma acidophilum; Completed Thermoplasma
volcanium; Unfinished Ferroplasma acidarmanus

24,453 seguences; 6,984,161 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs

Tazonomy reports

Sequences producing significant alignments:

gnliDOE 27393iContiglds.revised.genet. . protein  Ferroplasma a...

refiNP 11G905.1]|

emb |CAC12522,1]
ref NP 148625.1]

ref NP (070566.1]

refINP 247878.1]

ref NP 070855.1]

dbyBAB67601.1 |
ref |[NP_147648.1|

gb{AAK40909.1]

ABC~type nitrate transporter, ATPase compo...
(AL445067) hypothetical protein [Thermopla...
tryptophanyl-tRNA synthetase {Aeropyrum pe...
hypothetical protein [Archaeoglobus fulgid...
conserved hypothetical protein [Methanococ...
hypothetical protein [Archaeoglobus fulgid...
(APO00990) 1288aa long hypothetical pseudo...
hypothetical protein [Reropyrum pernix]

(RE00€689) Histidinol dehydrogenase (HDH} (...

gnliDOE 3973293 |Contigl20.revised.genef.protein Ferroplasma a...

ref NP 210572.1)

ref |NP 247195.1|

dbj |BRB65188. 1% |
ref |NP 247353,

1]
ref NP 276985.1]

ab |RRKA0540. 11
gb|ARK41148.1}
dby |BABES5849. 1
dbj |BABEESG42, 1

1
|

Vacuclar-type H+-ATPase, subunit B [Thermo...
glycyl-tRNA synthetase {glyS) [Methanococc...
(AP000981) 154aa long conserved hypothetic...
M. jannaschii predicted coding region MJO3...
heterodisulfide reductase, subunit B {Meth...
(AED066537) Conserved hypothetical protein [...
{(RE0OD6707) Arginyl-tRNA synthetase (argS) [...
(AP000983) 1i23aa long conserved hypothetic...
(AP0Q098€) 449aa long hypothetical tryptep...

http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

0,

LAY

- 1

Score
{bits)

s " » & 3w & v

« a2 s a .
PP OOOCOWWWWRMHEPHR&aORPL,EHRO

5%
o
VWD -J TR HEWWDWNHER RSO
. .

B

Value

o
[x]

17/10/01




Alignments

»anl|DOE 973931Contigl3s.revised.geneé.protein Ferroplasma acidarmanus unfinished pr
Length = 318

Score = 40.0 bits (92), BExpect = 0.002
Identities = 38/134 (28%), Positives = 61/134 (45%), Gaps = 18/134 (13%)

Query: 427 FSAPGLKIHAKLFLISRKENGEVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDY SLLTADARITNEVRR 486

F P + HAK +++5 ++ A +GT NF E +Y +T+D +I 4+
Sbjct: 91 FEKPNVFDHAK-YMVSERQ-——-——— AEVGTPNFTEAAFSSNREYETITSDKKIIKSLKT 142
Query: 487 VE-~NFIENPYREVTFDYLMVSPONSRRLLYEMVDRE-~~—- TANAQOGLESGITLKLNNL 540
+F +F + YL+VSP S5 + L + + RE I + G I L L

Sbjct: 143 IFLADFENKARGEMPRKYLIVSP-GSEKALGDFISRERKLLIETEEMGDDKEI~—-LKVL 198

Query: 541 VDKGLVDRLYAASS 554
+DKG +L 58
Sbjct: 199 MDKGRKVKLIVPSS 212

>ref[NP_116905.1| ABC-type nitrate transporter, ATPase component [Thermoplasma
velcanium]
Length = 270

Score = 3i.2
bits (69), Expect = 1.1
Identities = 26/77 (33%), Positives = 39/77 (49%), Gaps = 4/77 (5%)

Query: 131 LRQHITPILINPDTDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGDTIRYALLEIPSDKVPRF-VNLP-PE 188
LRQ I IL +PDT L + ++ E+I + T L +P+ V + V+LP P
Sbjct: 187 LRQDIYNILFSPDTPLKGVVL--VSHNLTEVIELADVIYILNNVPATVVGKVQVDLPRPR 244

Query: 185 APRRRKPMILLDNILRY 205
+PR LLD++ Y
Sbjct: 245 SPRSEAFNRLLDSLYNY 261

>emb[CAC12522.1| (AL445067) hypothetical protein [Thermoplasma acidophilum]
Length = 338

Score = 31.2
bits (69), Expect = 1.1
Identities = 17/59 (28%), Positives = 31/59 (51%)

Query: 604 KKVYLSSADWMTRNIDYRIEVATPLLDPRLKCRVLDIIDILFSDTVKARYIDKELSNRY 662
+++ + + D MT + IE+A PRL + +I++ LFS +<+KA + S +Y
Sbjct: 49 RQILVYTPDSMTDSYPLMIELAGTNWKPRLENKFANIVEKLFSQGLKAVIANDNFSTKY 107

>re” |NP_148625.1| tryptophanyl-tRNA synthetase {RAeropyrum pernix]
Length = 374

Score = 31.2
bits {69), Expect = 1.1
Identities = 34/124 {27%), Positives = 53/124 (423%), Gaps = 15/124 (12%)

http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi 17/10/01
‘—pdélz-kh—-




BLASTP 2.2.1 [Apr-13-2001]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro R. Schaffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman ({1997},
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs", HNucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1003419902-831-7210

Query= PHM1 YFLOO4W
(828 letters)

Database: Completed Aeropyrum pernix; Completed Sulfolobus :
solfataricus; Completed Sulfolobus tokodaii; Completed Archaeoglobus
fulgidus; Completed Halobacterium sp. NRC-1; Completed
Methanothermobacter thermautotrophicus; Completed Methanococcus
jannaschii; Completed Pyrococcus abyssi; Completed Pyrococcus
horikoshii; Completed Thermoplasma acidophilum: Completed Thermoplasma
volcanium; Unfinished Ferropiasma acidarmanus

24,453 seguences; 6,984,161 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search

Taxonomy reports

Score E
Sequences producing significant alignments: {bits) Value
ref|NP 248679.1| conserved hypothetical protein [Methanococ... 32 1.0
ref [NP 248047.1| M. jannaschii predicted coding region MJ10... _31 1.7
ref |NP_248424.1] glucosamine--fructose-6-phosphate aminotra... 20 3.0
dbj |BAB66229.1 ) (APO009BS5) 25%aa long hypothetical protein... 3¢ 3.9
emb {CAC11787,1 {RL.445065) arginirosuccinate lyase related... 28 5.0
ref|NP 142803.31! hypothetical protein [Pyrococcus horikoshii] 2% 5.0
emb |CAC12287.1} (AL445066) probable methionyl-tRNA synthet... 2% 6.6
db3j IBAB67169.1| (AP000988) 172aa long hypothetical 305 rib... 29 6.6
ref[NP 147942.1| prefoldin subunit [Aeropyrum pernix] 25 8.6

Alignments

>ref |[NP 248673.1| conserved hypeothetical protein [Methanococcus jannaschii]
Length = 248

Score = 31.6
bits (70), Expect = 1.0
Identities = 20/67 (29%), Positives = 34/67 {49%), Gaps = 7/67 (10%)

Query: 4 GVKLANEVYPPWKGSY--~~INYEGLKKFLKEDSVKDGSNDKKARWDDSDESKEVEELDK 59

G+KL + ¥ GS I+ +K K +G+ + K +3DE + + EL+
Sbjct: 180 GHMKLLEDDYLGGSGSRGYGKIKFRDIKLICKPKEYYEGNENSKK--~ESDEVESLNELES 236

file://CA\WINDOWS\TEMP\triENIDO.htm 18/10/01




1.6 Contig sh03g1150 del genoma de S. soffataricus
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1.7 Andlists del ORF ¢50 003 de S. soffataricus mediante el programa
BLASTP
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208 BLAST | Entrez § 2 |

BLASTP 2.0.14 [Jun-29-2000]

Referenca:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandrc A. Schiffer,

Jinghui Zhang, Zhenyg Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1897},
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs"”, Nucleic Acids Res. 25:3385-3402.

RID: 26€6467082-29968~20011

Query=
{318 letters (SO ©O3

Database: nr
536,932 sequences; 168,632,586 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs

Tazxonomy reports

Score E
Sequences producing significant alignments: - {bits) Value
pir[[F71954 quanosine~5'-triphosphate, 3'-diphosphate pyvroph... 79 Be-14
pir|]F64554 guancsine pentaphosphate phosphohvdrolase - Heil... _78 le-13
pir]| IA71685 guanosine pentaphosphate phosphohydrolase (gppA. .. _61  2e-03
pir| |E70376 exopolyphosphatase - Agquifex aeolicus >gi|25834... _5% 5e-0%r
pir|1T31438 exopolyphosphatase homolog ppx - Heliobacillus ... 56 de-07
emb |CAB74190.1] (AL139075) phosphatase [Campylobacter jejunij 53 de-0¢6
pir|[S76869 hypothetical protein - Svnechocystis sp. {strai... 49 7e-05
emp |CAAIB923.1| (AL023514) hypcthetical protein MLCB4.GZ [M... 48 2e-04
gb|ARC24085.1f (AC003114) sSimilar to exopolyphosphatase gb]|. .. 45  0.001
pirl|T36297 probable DNA-binding protein - Streptomyces coe... _41 0.01¢
pir| [C75615 exopolyphosphatase - Deinococcus radiodurans (s... _40 0.028
pir|1C72407 hypothetical protein TM0195 - Thermotogas mariti... 39 0.062
spl254882|Y496 MYCLE HYPOTHETICAL 43.4 KDA PROTEIN B2168 C2... 38 0.081
ref|N? 010199.1| RNA helicase; Sub2p >gii2500534|sp|QD74781... _39 0.081
emb|CAB61547.1] (AL133171) putative phosphatase {Streptomyc... 37 0.24
splQil161|Y496 MYCTU HYPOTHETICAL 34.9 XDA PROTEIN RV049€ >... 37

0.
dbj[BAA11746.1] (DB3026) 6-phospho-beta-glucosidase [Bacill... 36 0.
gb|ARDS56324.1|RCC09326 11 (AC009326) hypothetical protein [... 36 0.
sp{P46320|CELF BACSU PROBABLE 6-~PHOSPHO-BETA-GLIICOSIDASE >g. .. R
gb|AAFE5387.1|1ARD04066 1 {ARG04065) exopolvphosphatase [Xvi.o.. 35 1,
pir| |H69332 conserved hypcthetical pretein AF0664 - Archaeo. .. 35 1
gb |AAFS93478.11 (AEQ0411R) guanosine-:'-triphosphnate, 3'-diph... 34 1.
refINP 014577.1| vacuolar ATPase VI domain subunit E {27 kD... 34 1
gb|BAA35208.11 (M60663) vacuolar membrane ATPase |Saccharcm... 24 2,
gb|AAF30962.1 |AEO02153 10 (AE002153) unigue hypothetical ne... 34 2,
pir| {T05409 hypothetical protein F10M&.170 - Arabidopsis th... :EE 2.
pir||T37846 probable ATP-dependent RNA helicase - fission Voo 33 3.
dbjiBAA13931.1| (D89270) similar to Saccharomyces cerevisia... 33 3
gblAAB590459,1| (M83316) pppGpp phosphohydrolase (Escherichi... 33 4,
ab[AAF33473.11 (AF233324) 50% identity with E. coli guanosi... "33 4,

4

~ =l ey S e R D D s

dbj |BAAI6392.1] (D90880) exopolvphosphatase FPX [Escherichi...

[¥3]
W

|

QI

g

t
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splP29014 |PEX ECCLI EXOPCLYPHOSPHATASE (METAPHOSPHATASE) >qg.

L
[

Sp|P2555

pir]IT19682
gb AMC34391.

pirlITi4872
pir{ |E69351

>pir| |F71954 gLanoswne—“'—tr1phosphate 3'~diphosphate pyrcphosphatase -

ab | AADO5842, 1

2]GPPL ECOLI GUANOSINE- l:'—TP‘TPI—IOSPHP‘I‘}:.,3' DTDHOQDHA... 33
hypothetical protein C33D9.8 -~ Caencrhabditis e. 3z
1] (AF085682) exopoTyohosnhatase [Salmonella Ly.. EE
ABC exporter outer membrane component homcliog -... 32
conserved hypothetical protein yikA - Bacillus ... 32

Alignments

ne¢:coba ter pylori (strain J99)

Score

Query:
Sbjct:
Query:
Sbhijct:
Query:
Shict:
Query:
Shict:
Query:

Sbict:

= 79.2 bif
Identities o

[Helicobacter pylori Jog)

Length = 484

1. EXpect = 5e-14
4%}, Positives = 131/273 (47%), Gaps = 27/273 (9

GGSLEIAEVTSGNI IRVHQLPIGALKLVSL-PEREIRKK—~—~- VSDELSY
FEGEES E A+ G I + L +G +++ + ++++ K + E+5
GGETECALIEKGKIKDLISLDVGTIRIKEMFLDKDLDVKLAKAFIQKEVSHE

INTRRANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQI SKYASLL.PSLDDESRE

B

K
K N G GG +RAL+K+ K +P  S5+HGY + + ¢+ + + L ++ =
PFKHKNAF—GVGGTIRALSKVLMKREDYPIDSLHGYEIDAHKNLAFIEKIVMLKEDKLF

SLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLEGMREGVLTEGKKLD———= == ———
L G#++ER +I 3 ++I+ +4++L S MI S G+REGV
LL-GVNEERLDSIRSGALILSVVLEHLKTSLMITSGVGVREGVFLSDLLREHYHKFPENT

——————— KMNWLEEISYSNAIDPPFGIFKEVMS——~EVDSKYSFYVASSALLSLIFRMVG
K +L +5 4 EV+5 ++D KY F++ + L+ + K4+
NEPSLISLKDRFLPHEKHSQKVKKECVKLFEVLSPLEKIDEKY L FELKIAGELASMGKILS

YENPFRACYRFIKESVLPGFTLDEVLLIGLICE 27%
+ + FI ++ GF+ + 47 L+ +
VYLAHKHSAYFILNALSYGFSEQDRATICLLAQ 400

.
[an T S T |

L]

[T E N SR R TR CNRT 2%
« v 4 e .

5)

>pir] |[F64554 guanosine pentaphosphate phosphohydrolase - Helicobacter pylori

{strain 26695)

gb|AADO7341 .1} (ARE0Q0546) guanosine pentaphosphate phosphohydrolase (gpph)

Score

Idenktities

Query:
Sbict:

Query:

[Helicobacter pylori 26695}

Length = 484

= 78.0 bits {189), Expect = le-13

= ©5/273 (23%), Positives = 130/273 (46%), Gaps = 27/273 .9,

SDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNI IRVHQLPIGALKLVSL~PERE IRKK=———— VSDELST
+GLI ++GGGS E A + G I + L +G +++ + ++++ K + E+3
NSGITIDIGGGST TECALIEKGKIKDLISLDVGTIRIKEMELDKDLEVEKLAKAFIGKEVSE

NIKEANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSS FPTKSVHGYLLSSKQISKYASL
: ? N G GG +RAL+E+ +K +P S+HGY + + + +

Ft*
m
Htﬂ
1

o

T
LerKHENAF~GVGGTIRALSKVLMKRFCY PIDSLHGYEIDAHKN ﬂFImhIVMLhE QLR 2

SLFGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMI
T, Gt TR +I 5 ++1I+ L4+4++1; S MI
Li-GVNEERLDSIRSGALITSVVLEHLKTSIMT

——————— KMNWLEEISYSNAIDPPFGIFKEVMS-—-EVDSKYSFYVASSALLSLIFKMVG
K +L +S o+ £ *5 ++D KY F++ + L+ + Kio
WPE L ISLKEDRFLPHEKHSQKVKKECVKLFEALSPLHK I DEXYLFHLE IAGELASKGKI LS

(=
-
i b3S

N

e

1] {(REGD1463) GUANGSINE-5'-TRIPHOSPHRTE, 3' ~DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASE

16/08/00 7:20 PM




Query: 243 YFNPFRACYRFIKESVLPGFTLDEVLLIGLICE 275
+ + FI  ++ GF+ + +% L+ +
Sbhjct: 368 VYLAHKHSAYFILNALSYGFSHODRAIICLLAG 400

>pir| |A71685 guanosine pentapnrosphate phosphohydrolase (gppA) RP294 - Rickettsia
prowazekii
emb |CAR14755,1] (AJ235271) GUANOSINE PENTAPHOSPHATE PHOSPHOHYDROLASE (gpph)
[Rickettsia prowazekii]
Length = 470

Score = 60.9 bits (143), Expect = 2e-08
Identities = 41/178 {23%), Positives = 92/178 (51%), Gaps = 13/178 (7}

Query: 12 GRRE——LCRFGYVKHAPNSDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLVSLPER 69
G RE L G + ++ GI +LGGGSLE+A + + 4+ +4+ LP+G + +
Sbjct: 105 GEREAYLTAAGLISGISDAFGIVADLGGGSLELAHIYNKKVGKLKSLPLGTKIIANSNFS 164

Query: 70 E“—-IRKKVSDELSTINIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQIS 126
+ I K + +E + ++ GG +R +++ ++ ++P K++H + 44+ +
Sbijct: 165 DVGLITKMLEEEFGVAHYPNLYLI———GGALRLMSRIYMESINYPLKNLHNFEINRVEFE 221

Query: 127 KYASLLPSLDDESRKSLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMREGV 184
Y L +D K +H+A+ F+A H+E +IK + $145 +GHHEGY
Shijct: 222 LYLEKLSQID———*KLKLSYYEQKAIN—YNAVLVIKAMIKVFSPEKIIISNYGLKEGV 274

>pir| |E70376 exopolyphosphatase - Aguifex aeclicus

gblAACO6997.1| (AE000712) excpolyphosphatase [Aquifex aeclicus]
Length = 312

Score = 58.3 bits (141), Expect = 5e-08
Identities = 51/183 (273%), Positives = 81/183 (43%), Gaps = 16/133 (8%)

Query: 1& RFGYVKHA—--—PNSDGIFFELGGGSLEEAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLVSL ——————— 66
R+ Y+ A Do+ + GGG3 E + V LPIG + L
Sbjct: 121 RYAYLAVAYSLKPEGEVCVVDQGGGSTEYVFGKGYKVREVISLPIGIVNLTETFFKQDPP i8c

Query: 67 PEREIRKK—*—VSDELSTINIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSK 123
E E+++ + ELS + K + +VG GG + LA L+ + + + VHG +L+
Sbijct: 181 TEEEVKRFFEFLEKELSKVK—KPVDTIVGLGGTITTLAALEYNVYPYDPQKVHGKVLTYG 239

Query: 124 QISKYASLLPSLDDESR—KSLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMRE ig2
QI K+ + E RK + RA I + I + ++ +IVS +G+RE
Skict: 240 QIKKWFDTFKEIPSEERSKRFRQVEDRRAKVILAGIGEFLKTLEIFEKDCLIVSDWGLRE 299

Query: 183 GVL 185
GVL
Sbjct: 300 GVL 302

>pir{[T31438 exopolyphosphatase homclog ppx - Heliobacillus mobilis {fragment)
gb|ARCR40i0. 1| (AF080002) exopolyphosphatase Ppx [Heliobacillus mobilis]
Length = 311

Scere = 56.2 bits (133}, Expect = 4e-07
Identities = 36/3151 (233}, Positives = 73/151 (47 ), Gaps = &/151 (33}

Query: 31 IFFELGGGSLEIAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLVSI.OERETIR-<——m KEKVSLELSTINTIK RZ
+  ++GGEGES E+ R B+GA++T, P + +++5++
Sbjct: 140 VVVDIGGGSAEVVFHHHDRWWR—QSFPLGAVRLTESPLGRVDIASVWAPAVEKVSSLQRM igs

Query: 86 KANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQISKYASLLPSLDDESRKSLPG 145

I+4G GG + +& + L+L, 4 VHGY +  +=z A L ++D ERK + G
Sbjct: 199 GRPILIGVGGTITTVAAIALQLRDYAPDKVHGYEIPLEKVKSIARELRAMDLEERKQVAG 258

16/U8/00 7:20 PM




Query: 146 ISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVS 178
+ ERA + +++ +t +++VS

I
Sbjct: 259 LOPERADIIPAGLSVLEATMELG GFEEIVVE 259

>embCAB74190.1| {ARLI39075) rhosphatase [Campvlobacter jejuni)
Length = 486

Score = 53.1 b
Identities = 4

Query: 2

m
o]
)
=
[
=
4]
-1
1]
b1y
151

D G + I
Sbjct: 122 SPFED GT RLKELFLDLGKFDSL EFIKPIL 18

~l

Query: 73 KKVSDELSTINIKHANIMVGSGGNVRALAKL LDLELSSFPTRSVHG-~-YLLSSKO---I5K
+4++ E N ++  GGH++RA++ ++ +5+F K++H Y+L  ++ +
Sbjct: 188 EQIPKEFCMON-————— LIAIGGSLRAISNSIMOKNSYSLENLEDFRYMLDEEKGHILKT 241

s
[
-]

Query: 128 YASLILPST LDDESRKSLPGISKERALTTIHSASVIVDELT {YLNGSDMIVSLFGMREGYV 184
+ 5 L SL + GI K+R TI I +=+ + + +I S G+REGVY
Sbjct: 242 FNSNLDSLINF--————-— GIKRDRFDTIKEGIFIFLKIAEKIKAKQVITSGVGIREGY 292

>pir|1S876869 hypcthetical protein - Synechocystis sp. (strain PCC 6803}
dbj |BARI8781.1] (D9093i7) exopolvphosphatase [Svnechocystis sp.]
Length = 540

Score = 48B.8 bits (114), mxpect = Te-05
identities = 350/194 {25%), Positives = 34,/194 {42}, Gaps = 24/194 {127)

Query: 31 IFFELGGGSLEIA-—~=——————n EVISGNIIR-———- VHQLPIGALKLVSLPE--REIRK 73
+  ++GGGE E+ T +R VH PI A L L R + +
Sbjct: 144 VMIDIGGGSTELIL LADRRDVRFLESTKVGAVRLTQDFVHESDEIDATELAVLRAYVRGMLE 2073

Querv: 74 KVSDELST—INIKKANIMVGSGGNVRALAKLD-LKLSSF?TKSVHGYLLSSKQISKYASL 131
+ DE+ + + MVG+ G + L& + L+ + @Y +5 K + +4+
Shict: 204 RPVDEIKQRLKGGEKAQMVGTSGTIETLATMTALQKQKEVPNPIQGYSISQKDVEEWVKK 263
Query: 132 LPSLDDESRKSLEGISKERAL T IHSASVIVDELIKY LNGSDMIVS LEGMREG - —— - VLT 186
L I+ + R + G+ Ra I +VI+ E + L + + +REG +LT
Shijct: 264 LAGLNCQERFEVAGLSDRRAEIILPGAVILLEAMTMLELDSITICERALREGMIVDWMLT 323
Query: 167 EGKKLDEKMNWLEEI 200
G D+M + EI
Sbjct: 324 HGLIGDRMRFQGEI 337

>emb |CARLB923.1] (AL023514) hypeothetical protein MLCB4,.02 [Mycobacterium leprae]
Length = 317

Score = 47.6 bits (111}, Expect = 2e-04
Identities = 38/17% (21}, Positives = 79/17% (44 ), Gaps = 25/178 (147}
Query: 31 IFFELGGGSLEIAEVESGN————— IIRVHOLPIGALKL———~————m -~ VSLPERET 71
+ *LEGGE EI OV G ++ o+ IG ++L Ve + +
Sbjct: 137 VVIDLGGGITEI--V9LGGGSARCGYVASY CSADIGCVRLTIRCLESDPRPTPEEVARARKVY 194
Query: 72 RER S R LS TIN I KKANIMVGSGGNVRALARLDLKLSS T e TRSVHGY TLLSSRQISKYASI. 131
R+++ L FEE+4+A VG G+ L+ L + F+ ++H + + +
Skijct: 16& RERLEVELOMVSVEQARTHWVELAGTMTTLS SELAEQNMMTYDARATHILSRVRGSDILMEVCIR Z54

Query: 132 LPSLDDESRKSLPGISKERALTIHSASVI VDELIKYLNG----SDMIVSLFGMREGVL 13%
L - B +LE + RA I V-V EL++ L T+IVS + G+
Sbjct: 2855 LIGMTRVQRVALPSMHASRADVIGGGAVLVQnT"RELR”JAGIDELIV:ERDILDuIV 3iz

16/08/00 7:20 PM
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1.8 Analisis del ORF ¢50 004-c50 003 de S. soffataricus mediante el
programa BLASTP
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BLASTP 2.1.1 [Aug-8-2000]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A, Schiaffer,

Jdinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Milier, and David J. Lipman (1957},
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs", HNucleic Acids Res. 25:338%$-3402.

Query=
(417 lietters)

Database: nr
581,094 sequences; 183,006,481 total letters

E-value threshold for inciusion in PSI-Blast iteration 1: 0.002

E-value threshold for inclusion in PSI-Biast iteration 2: . 0.002

Distribution of 39 Blast Hits on the Querv Sequence

Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments

Run P3i-Biast iteraztion 1 5

A4 o

07711700 08:29 p.m.




Sequences with E-value BETTER than threshold

|
|
1

Score E
Sequences producing significant alignments: {bits) Value
¥} pir||F71954 guanosine-5'-ctriphosphate, 3'-diphosphate pyrophos... 117 3e-25
| pir[[F64554 guanosine p rntaphosphate phosphohydrelase - Helic. .. 116 3e-25
I dbj [BAB05312.1| (APO01511) exopolyphosphatase [Bacillus halod... 105 7e-22
] pir||E70376 exopolyphosphatase - Aquifex aeolicus »>gi|2983414... _99 1le-19
x| emb|CAB74190.1| (AL139075) phosphatase [Campylobacter jejuni] _85 2e-15
¥l pirl1c7se1s exopolyphosphatase - Deinococcus radiodurans (str... _79 &Ge-14
] pir|iS876869 hypothetical brotein - Synechocystis sp. (strain ... _78 2e-13
¥l gb|AAC34891.1] (AF085682) exopolyphosphatase [Salmonella typh... 78 2e-13
~] pir||T31438 exopolyphosphatase homolog ppx - Heliobacillus mo... _78 2e-13
Eﬂ pir[|A71685 guanosine pentaphosphate phosphohvdrolase {(gppA) ... _76 6e-13
vl gb|ARC32884.1| (AF083928) exopolyphosphatase [Vibrio cholerae] _15 1le-12
Eﬂ gb|AAF93887.11 (AE004158} exopolyphosphatase [Vibrio cholerae] _15 le-12
Qﬂ splP29014|PPX ECOLI EXOPCLYPHOSPHATASE {(METAPHOSPHATASE) >gil... _15 2e-12
| gb [AAB59048,1}] (MB83316) pppGpp phosphohydrolase [Escherichia .., 13 de-12
vl gb |AAF33473.1) (AF233324; 380% identity with E. coli guanosine... _13 5e~12
ﬁﬂ splP25552 |GPPA ECOLI GUANOSINE-5'-TRIPHQOSPHATE, 3'~DIPHOSPHATE. . . _73 5e-12
] dbij iBAA16392.1] (D90880) exopolyphosphatase PPX [Escherichia ... _12 9e-12
| gb[ARC24085.1] (ACO03114) Similar to exopolyphosphatase gblls... 712 2e-11
| gb |[AAF923478.11 (AEG04118) guanosine-5'-triphosphate, 3'-diphos. .. _11 3e-11
¥ pir||E70623 hypothetical protein Rv1026 - Mycobacterium tuber... _70  Be-1l
| dbj [BART4460.,1 | (ABOZ2715) excpolyphosphatase [Pseudomonas ae... _69 8e-11
Eﬂ gb]AAD29107.1[AF053463 1 (AF053463) exopolyphosphatase; PPX [... _69 Be-11
] emb |CAALI8923,1] (AL023514) hypothetical protein MLCB4.02 Myc... _69 1le-1i0
¥ splP54882|Y496 MYCLE HYPOTHETICAL 43.4 KDA PROTEIN B2168 C2 2... 68 3e-10
EB sp(P44828 |PPX HMAKIN DPUTATIVE EXQPOLYPHOSPHATASE (METAPHOSPHAT... _67 3e-10
¥ gbIAAF41824.1| (AE002496) exopolyphosphatase [Neisseria menin... 65 2e-09
] emb|CAB84907.1] (AL162756) exopolyphosphatase [Neisseria meni... _65 2e-09
| dbj |BARS4021.1] (AB034704) exopolyphosphatase [Rubrivivax gel.., _63 6e-09
v] emnb [CAC09534 .1 | (AL442120} putative hydrolase [Streptomyces c... _58 2e-07
¥l gb|AAF85387.1]AR004066 1 (REC04066) exopolyphosphatase [Xylel... 58  3e-07
gﬂ SplQl1161|Y496 MYCTU HYPOTHETICAL 34.9 XDA PROTEIN RV0496 >gi... _57 5e-07
&ﬂ emb |CAB61547.1| (AL133171) putative phosphatase [Streptomyces... _56 Te-07
Eﬂ pir||T36297 probable DNA-binding protein - Streptomyces coeli... 55 2e-06
me,m_ﬁﬂﬁ P5I-Blast iteration 1 ;
Sequences with E-value WORSE than threshold .

1 emb{CAB73491,1 | (AL139077) possible phosphatase [Campylobacte. .. _42 0,011
1 resinp 011262.11 inveolved in interorganelie communication bet... _39 0.10
—1 pir|iC72407 hypotheticai protein TMO195 - Thermotoga maritima. .. 38 0.15

A4 5 07/11/00 08:29 p.m,




! refINP 010199.1| RNA helicase; Sub2p [Saccharomyces cerevisia...

36 0.91
| SplP46320]CELF BACSU PROBABLE 6-PHOSPHO~BETA-GLUCOSIDASE >gi|... 33 €.9
Z] dbj |RARL1IT746.1 | (DB3026) 6-phospho-beta-glucosidase [Bacillus:,, 33 6.9

| Run PSI-Blast iteration 1 !

Alignments

1

>pir] [F71854 guanosine-5'-triphosphate, 3'-diphosphate pvrophosphatase -
Helicobacter pylori (strain J99)
gb|AADOS842,1| (AR001463) GUANCSINE-5'-TRIPHOSPHATE, 3 ' ~DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASE
[Helicobacter pylori J99}
Length = 484

Score = 117 bits {290}, Expect = 3e-25
Identities = 113/429 (26%), Positives = 200/429 (46%), Gaps = 32/429 (7

o

)

Query: 2 ISAVIDCGYNSFRMVVYQVFRNGTFRALGSSKSFVRIGEGLKEGDTIPEE-KVEKAERTF 60
I+ VID G N5 R+ V++ F L +KS VRI EG + +E  +++R +
. Sbjct: 4 ITTVIDIGSNSVRLAVFKKTSQFGFYLLFETKSKVRISEGCYAFKGVLOEIPMORAVKAL 63

Query: 61 TIFKRILNGINVDEVKIVATSAFRYASNGNEVRLRLSKIIENEVRVISGEERGSYAALGM 120
+ FK I ++ VATSA R AN E R+ K ++++I G++E Y +
Sbjct: 64 SEFKEIALKYKSKKILCVATSAVRDAPNRLEFVARVKKACGLOIKI IDGOKEALYGGIAC 123

Query: 121 LNTLPIPDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLVS—————— LPEREIRKKV 174
N L GI ++GGGS EA + G I + L 4G +++ L + + +
Sbjct: 124 ANLLEKNSGITIDIGGGSTECALIEKGKIKDLISLDVGT IRIKEMFLDKDLDVEKLAKATT 183

Query: 175 SDELSTINIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQISKYASLLPSL 234
E+5 + K N G GG +RAL+K+ +K +P  S+HGY + + + + + L
Sbjct: 184 QKEVSKLPFKHKNAF-GVGGTIRALSKVLMKRFDYPIDSLHGYEIDAHKNLAFIEKIVML 242

Query: 235 DBESRKSLPGISKERALT IHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMREGVLTEGKKLD-~— 201
E+ L G++ER +I S +4+I+ ++++L S MI § G+REGV
Sbijct: 243 ~KEDXLRLLGVNEERLDSIRSGALILSVVLEHLKTSIMITSGVGVREGVFLSDLLREHYY 301

Query: 292 ————m——e———m KMNWLEEISYSNAIDPPFGIFKEVMS---EVDSKYSFYVASSALLSL 335
K +L +5  + EV+S ++D KY F++ + L+
Sbjct: 302 KFPPNINPSLISLKDRFLPHEKHSQKVKKECVKLFEVLSPLHKIDEKYLFHLKIAGELAS 361

Query: 336 IFKMVGYFNPFRACYRFIKESVLPGFTLDEVLLIGLICEAASGKVKKK—---HVKLLKDD 391
+ K++ o+ + FI ++ GF+ + +I L+ + + K+ K H+ +
Sbict: 362 MGKILSVYLAHKHSAYFILNALSYGFSHODRAI ICLLAQFSHKKIPKDNAIAHMSAMMPS 4213

Query: 392 ITKKELLSF 400
+ + LS¥F
Sbijct: 422 LLTLOWLSF 430

>pir| |F64554 guanosine pentaphosphate phosphohydrolase — Helicobacter pyleri
’ (strain 26695)
gbiAADO7341.1} (AE000546) guanosine pentaphosphate phosphohydrolase (gppd)
[Helicobacter pylori 26695]
Length = 484

Score = 116 bits {289}, Expect = 3e-25
Identities = 112/429 (26%), Positives = 204/429 (47%), Gaps = 32/429 (7%}

Query: 2 ISAVIDCGYNSFRMVVYQVFRNGTFRALGSSKSFVRIGEGLKEGDTIPEE-KVEKAERTF 60

I+ VID G NS R+ V++ F L +KS VRI EG + I +E  +4++R
Sbjct: 4 ITTVIDIGENSVRLAVFKKTSQFGFYLLFETKSKVRISEGCYAFNGILOEIPMORAVKAL 63
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Query: 61 TIFKRILNGINVDEVKIVATSAFKYASNGNEVRLRLSKIIENEVRVISGEEEGSYAALGM 120
_ . T FK I *+ VATSARAN E R+ X ++++I GF+E Y+
Sbjct: 64  SEFKEIALKYKSKKILCVATSAVRDAPNRLEFVARVKKACGLOIKIIDGOKEALYGGIAC 123

Query: 121 LNTLPIPDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLVSL—PEREERKK ————— V 174
N L GI ++GGGS E A + G I + L +G +++ + ++++ K +
Shicr: 124 ANLLHKNSGITIDIGGGSTECALIEKGKIKDLISLDVGTIRIKEMFLDKDLEVKLAKAFI 183

TINIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQISKYASLLPSL 234
+ K N G GG +RAL+K+ +K +P  S+HGY + + + 4 + L
Skict: 184 QKLV KLPFKHKNAF—GVGGTIRALSKVLMKRFCYPIDSLHGYEIDAHKNLAFIEKIVML 242

Query: 235 DDESRKSLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMREGVLTEGKKLD——— 291
t+ 4+ L GH¥HER 41 S 41+ ++++L S MT S G4+REGY
Shijctc: 243 KEDQLRLL—GVNEERLDSIRSGALILSVVLEHLKTSLMITSGVGVREGVFLSDLLRHHYH 301

Query: 292 ----—eme—ne o KMNWLEEISYSNAIDPPFGIFKEVMS—~~-EVDSKYSFYVASSALLSE 335
K +L +S  + E +3 ++D KY F++ + L+
Sbjct: 302 KEPPNINPSLISLKDRFIPHEKHSQKVKKECVKLFEALSPLHKIDEKYLFELKIAGELAS 361

Query: 336 IFKMVGTFNPFRACYRFIKESVLPGFTLDEVLLIGLICERASGKVKKK--—-HVKLLKDD 391
+ Kt+ 4+ + FI 4+ GF+ + +I L+ + + K+ K H+ +
Sbjct: 362 MGKILSVYLAHKHSAY FILNALSYGFSHQDRAT ICLLAQFSHKK I PKDNAIAHMSAMMPS 421

Query: 392 ITKKELLSF .400
+ + LSF
Sbjct: 422 LLTLOWLSF 430

>dbj |BAB05112.1| {APO0Q15i1) exopolyphosphatase [Bacillus halodurans]
Length = 518§ e N

Score = 105 bits {(261), Expect = 7e-22
Identities = 78/297 (26%), Positives = 140/297 {46%), Gaps = 21/297 (7%)
bl N

T

Query: 4 AVIDCGYNSFRMVVYQVFRNGTFRALGSSKSFVRIGEGLKEGDTIPEEKVEKAERTFTIF 63
A+ID G NS R+V+ + +G ++ L + K+ R+ L + tE T F
Sbijct: 7 AIIDIGSNSIRLVINTINEHGHYQELYNFKTVARLSNHLDAQGNLTKEGTSILLTTLQKF 66

Query: 64 KRILNGINVDEVKIVATSAFRYASNGNEVRLRLSKIIENE—~--VRVISGEEEGSYAALG 119
+ o+ + D +VAT+A R A+N R L K+ EE ++++§ EE + L
Sbict: 67 RTLTEDHHCDRAIVVATAAMRKANNH———RKELLKLAEQETGFSIKLLSEYEEAYFGYLA 122

Query: 120 MLNTLPIPDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLV —————— SLPEREIRKK 173
++N+ I DGI ++GGGS EI ++ ++ H P GA+ L + P E

Skijct: 123 IVNSTSIQDGITIDIGGGSTEITRFSNRKLLHYHSFPFGAITLYRDFFHSTDPSEEELAS 182

Query: 174 VSDELST-=————w INIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQISK 226
+ L + + K ++G GG R L+ + + + +P +H ¥ F+++

Sbjct: 183 LQTFLESAFATLPWLQDAKDLPVIGIGGTARNLSLIHQRQTDYPLAGLHQYSFPAEELHS 242

Query: 227 YASLLPSLDDESRKSLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMREGV 283
+L L R+ L G+SK+R I + 4+ L+XK + S I+8 G+R+GH+
Sbjct: 243 VTQMLQRLTSSEREGLDGLSKDRVDVIIPGTQAISSLVKTIGSSQFIMSRKGLRDGL 299

>pir| |E70376 exopolyphosphatase - Aquifex aeolicus

gbiAACO6937.1] (AEQ00712) exopolyphosphatase {Agquifex aeclicus]
Length = 312

Score = 98.3 bits (243), Expect = 1e-19
Identities = 84/293 (28%), PEsitivas = 139/293 (46%), Gaps = 14/293 (4%)
‘_/'\-..-_./J

Query: 4 AVIDCGYNSFRMVVYQVFRNGTFRALGSSKSFVRIGEGLKEGDTIPEEKVEKAERTFTIF 63
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A IDG S R+ + QO+ +4G + +G +KE + E+++E+ 4 +
Sbijct: 12 ASIDIGSYSVRLTIAQI—KDGKLSIILERGRITSLGTKVKETGRLQEDRIEETIQVLKEY 70

Query: 64 KRILNGINVDEVKIVATSAFRYASNGNEVRLRLSKIIENEVRVISGEEEGSYAALGMLNT 123
K++4++ Vi VK VAT ARAN E R+ + + V VI+ E+EG YA L + +
Sbijct: 71 KKLIDEFKVERVKAVATEAIRRAKNAEEFLERVKREVGLVVEVITPEQEGRYAYLAVAYS 130

Query: 124 L—PIPDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNIIRVHQLPIGALKLVSL ——————— PEREIRK--- 172
Lp 4 + GGGS E + V LPIG + L E E+++
Sbjct: 131 LKPEGEVCVVDQGGGSTEYVFGKGYKVREVISLPIGEVNLTETFFKQDPPTEEEVKRFFE 190

Query: 173 KVSDELSTINIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHGYLLSSKQISKYASLLP 232
* ELS + K + +VG GG + LA L+ + + + VHG +L+ 0I K+
Sbjct: 191 PLEKELSKVK—KPVDTIVGLGGTITTLAALEYNVYPYDPQKVHGKVLTYGQIKKWFDTFK 249

Query: 233 SLDDESR—KSLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMREGVL 284
+ E R K + RA I + I+ ++ +IVS +G+REGVL
Sbject: 250 EIPSEERSKRFRQVEDRRAKVILAGIGIFLKTLEIFEKDCLIVSDWGLREGVL 302

>emb {CAB74190.1| (AL,139075) phosphatase [Campylobacter jejuni)
Length = 486

Score = B4.8 bits (207}, Expect = 2e-15%
Identities = 86/301 (28%), Positives = 139/301 (45%), Gaps = 33/301% {10%)

Query: 3 SAVIDCGYNSFRMVVYQVFRNGTFRALGSSKSFVRIGE-GLKEGDTIPEEKVEKAERTFT 61
+AV+D G NS RMV+++ F K  VR+GE G + EE +++AE
Sbjct: 5 TAVVDLGSNSIRMVIFEKTSRYGFYTTCEYKRKVRLGENAYNNGKILQEEAMQRAEDALA 64

Query: 62 IFKRILNGINVDEVKIVATSAFRYASNGNEVRLRLSKIIENEVRVISGEEEGSYAALGML 121
FK+ ++ IV TSA R A N R+ + +R I G+ E 8Y
Sbjct: 65 FFKQCALKHKCKKIFIVGTSALRDAPNSKNFIKRIKDNLSLNIRCIDGKSE—SYLGGLAA 123

Query: 122 NTL--PIPDGIFFELGGGSLEIAEVTSGNI IRVHQLPIGALKLV-—~——m oo —— SLPE-- 167
L P DG ++GGGS B+ + 4+ IT L IG ++L SL E
Sbjct: 124 LNLLSPFKDGTTLDIGGGSSELCLIKNNRIISCISLDIGTVRLKELFYDTGKMDSLEEFI i83

Query: 168 REIRKKVSDELSTINIKKANIMVGSGGNVRALAKLDLKLSSFPTKSVHG—"YLLSSKQ—- 223

+ I +++ E N 4 GGH+RA++  ++ +S5+P K++H  Y+IL  ++
Sbjct: 184 KPTILEQIPKEFCNQN-——~——~ LIAIGGSLRAISNSIMOKNSYPLKNLHUDFRYMLDEEKGH 237
Query: 224 —ISKYASLLPSLDDESRKSLPGISKERALTIHSASVIVDELIKYLNGSDMIVSLFGMREG 282

+ + S L 8L + GI K+R TI I ++ + + +I S G+REG
Sbjct: 238 ILKIFNSNLDSLINF~-————— GIKKDRFDTIKEGIFIFLKIAEKIKAKOVITSGVGIREG 291

Query: 283 vV 283
v
Sbjct: 292 v 292

>pir||C75615 exopolyphosphatase - Deinococcus radiodurans {strain R1)
gb{AAF12188.112E001862 14 (AEOO1862) exopolyphosphatase [Deinococcus radiodurans]
Length = 515

Score = 79.3 bits (193), Expect = 6e-14
Identities = 79/306 (25%), Positives = 131/306 (41%), Gaps = 24/306 (73)

Query: 4 AVIDCGYNSFRMVVYQVFRN—~GTFRALGSSKSFVRIGEGLKEGDTIPEEKVEKAERTFT 61
AV D G NS  +++ + G FR + + K R+GE L + E E+ T
Shbijct: 4 AVADVGTNSSHLLIAEALPGDAGGFRVIDTLKDRTRLGECLDTRGELTPEGEERLASALT 63

Query: 62 IFKRILNGINVDEVKIVATSAFRYASNGNEVRLRLSKIIENEVRVISGEEEGSYAALGML 121
F+ + +V++ ATSA R A NG EV R+ + VISG EG LG+
Shjct: 64 RFRELAASAGAGDVRVYATSALREAPNGAEVAERVRQRTGLYPAVISGVREGELTYLGVR 123

17 on 07/11/00 08:29 p.m.




1.9 Busqueda de genes spoT'y rel4 en el genoma de S. soffataricus y en
la base de datos COG (Cluster de genes ortélogos)
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Reference: Altschul, .Stephen F., Warren Gish, Webb Miller, Eugene W. Myers,

and David J. Lipman {1990). Basic local alignment search tocl. J. Mol, Biol.
215:403~10.

Query= gi|13364000|dbjlIBAB37948.1]| (p)poGpp synthetase II [Escherichia coli
0157:H7)
{702 ietters)

Database: /nijiOl/sulfolobus/magpie/sulfolobus/html/super_pub/orfAA.NR
3247 sequences; 887,792 total letters.

Searching....lo....20....30....40....50....60....70....80....90....100 done
Smallest
Sum
High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P(N) N
c4l 039 -~— sh20b0141 c41 c41 039 35419 35754 61 0.70 1
cd4e 049 -~ 5h02a09%46 c46 c46 049 40900 41625 61 0.75 2
bac27 077 -- b0lzcll b27 bac27 bac27 077 64297 64803 64 0.80 1
baclb 048 -~ b03zdil bil5 baclb bacib 048 37729 37427 57 0.92 1
c2l 037 -- shZ2g0921 c21 ¢2i 037 14750 15334 63 0.94 1
c37 038 -— 5h03g0837 <37 c37 038 7696 7259 58 0.997 1
bac25 012 ~- b0ize09 b25 bac25 bac25 012 62822 63121 54 0.998 1
bac2l 031 -- b02zal0B8 b23 bac2l bac2l 031 25288 25659 56 0.993 i
bacl3 052 -- b02zell b13 bacl3 bacl3 052 46184 45825 55 0.9997 1
bac06 029 -~ b3zc08 b06 bacl6é bac06 029 43618 42251 63 0.9%991 1
bac20 051 -~ b07zh09 b20 bacZ0 bac20 051 14263 14574 53 0.99992 1
>c4l 039 -- sh20b014]1 c4l c41 039 35419 35754 Length = 112

Score = 61 (21.5 bits), Expect = 1.2, P =0.70
Identities = 23/110 (20%), Positives = 52/110 (47%)

Query: 113 EAQARNFRKMIMAMVODIRVILIKLADRTHNMRTLGSLRPDKRRRIARETLEIYSPLAHR 172

E+ +KIM +I+ I ++AD ¢+ + TL + R A 4L L +
Sbhijct: 4 EVKFNAYSKAIMEFEDEIKRIKKEIADDSKRLITLSDSYLSELRATAEKSLGDVQKLLN- 62
Query: 173 LGIHHIKTELEELGFEALYPNRYRVIKEVVKAARGNRKEMIQKILSEIRG 222
K +I+E+ + + R + ++E+ KA N +4++ +++ ++ G
Sbjct: 63 ~=~-DEKKROLDEIRNKYI-SEREKQLEEIRKEAEKNIDKVVNEVIRQOLLG 108
>cd6 049 -- sh02a0946 c46 c46 049 40900 41625 Length = 242

Score = 61 (21.3 bits), Expect = 1.4, Sum P{2) = 0.75
Identities = 17/72 (23%), Positives = 36/72 (50=}

Query: 126 MVQDIRVILIKLAD--RTHNMRTLGSLRP--DKRRRIARETLEIYSPLABRLGIHHIKTE 181
+V+D  VIL+++ R ++ T+ + +K + I + + +P H IX
Sbjct: 169 VVKDSSVILVEITSSIRRGDLPTIKKKKEFYEKVKNIKVNLVYVITPFIHDRYPERIKAM 228

Query: 182 LEELGFEALYPN 193
+++G E +YP+
Shict: 229 RAKTDMGIEIIYPS 240

Score = 46 (16.2 bits), Expect = 1.4, Sum P(2) = 0.75
Identities = 15/48 (31~), Positives = 27/4B (56%)

Query: 60 KLOYETLMAALLHDVIEDTPATYQIMEQLFGKSVAELVEGVSKLDKLK 107

AYZ o
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>pac27 077 -- b0izelil b

)

7 bac27 bac27 077 64297 64503 Length = 169

Score = &4 (22,5 bits), Expect = 1.6, P = 0.80
Identities = 35/1i28 {27<), Positives = 61/i26 (47:x)

Query: 175 IHHIKTELEELGF—EALYPNR——YRVIKEVV—KAARGNRKEMIQKILSEIEGRLQEAGIP 230
+i++K E +E+ E LYP+R Vi =V + N KE I+ +E AG P
Sbict: 21 LNNVKIEGKEIKINEKLYPDRAWVDVICDYVCSKVKDNTKEEIEEFGKILEKFSMNAG—P 79
Query: 231 CRVSGREKHLYSIYCKMVLKEQRFHSIMDEYAFRVIVNDSDTCYRVLGQ——MHSLYKPRP 288
+5 TY++ LKE +IY+ D + + L+ o+ +
Sbijct: 80 L-ISREINIIYNL--AKDLKEGERKQYSEIYS—-—-- EDEEGRSKQLSEEELKRNFIAHA 131

Query: 289 GRVKDYIAIPKANG 302
G +X+¥+ I X NG
Sbjct: 132 GLLKEYVIIEKKNG 145

>bacis 048 -- b03zdll bib baci5 baclb 048 37729 37427 Length = 1iQ1

Score = 57 (20.1 bits), Expect = 2.5, P =10.92
Identities = 19/74 (25~), Positives = 37/74 (50%)

Query: 142 HNMRTLGSLRPDKRRRIARETLEIYSPLAHRLGIHHIKTELEELGFEALYPNRYRVIKEV 201

TNM+T+ SLR DK RE +E Y+ + I+ +EEL E + + I+
Sbijct: 26 YNMKTVYSLRLDKE—~—LREEMEKYNVKWNEEIESFIRKRIEELKKEEIL-KKINEILQT 81
Query: 202 VKARRGNRKEMIOQK 215

+  F N bttt
Sbijct: 82 MPETKSNSADLVRE 95

>¢21 037 -- sh22g0921 c21 ¢21 037 14750 15334 Length = 195

Score = 63 (22.2 bits), Expect = 2.8, P = 0.94
Identities = 30/137 (21=}, Positives = 61/137 (44}

Query: 84 DMEQLFGKSVAELVEGVSKLDKLKFRDKK—EAQAENFRKMIMAMVQDIRVILIKLADRTH 142
DEQL XS+ ++ E + K+ K D+ + E K++ QI +++K  +
Sbict: 2 DFEQLLDKSLNKVREEE—KTELSKSLDEAIKLLNEGHNKIVQEYSQRINELIVKTKEEIE 60
Query: 143 NMRTLGSLRPDKRRRIARETL——EIYSPLAHRLGIHHIKTELEELGEEALYPNRYRVIKE 200
+ + + + +E ++Y + 4G +KT+ + E + + I+E
Sbijct: 61 GEKARLEVENKRTLLVEKEYWINKVYERVLGKIG—EVVKTKEYKDAIENIISKEIKEIRE 119

Query: 201 ~-VVKRARGNRKEMIQXIL 217

v N K MI+KI+
Sbijct: 120 EXVTIYCSPNDKLMIEKIV 138
>c37 038 -~ sh03g0837 <37 c¢37 038 7696 7259 Length = 146

Score = 58 (20.4 bits), Expect = 5.8, P = 1.0
Identities = 35/125 (28~), Positives = 58/125 {46:)

Query: i78 IKTELEELGF-EALYPNR—~YRVIKEVV-KAARGNRKEMIQKZLSEIEGRLQEAGIPCRV 233
+K E +E+ E LYP+R Vi + V + N KE I++ +E AG P 4+
Sbjct: 1 MKIEGKEIKINEKLY?DRAWVDVICDYVCSKVKDNTKEEIEEFGKILEKFSMNAG~PL—I 5%
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Query: 234 SGREKHLYSIYCKMVLKEQRFHSIMDIYAFRVIVNDSDTCYRVLGQ——MHSLYKPRPGRV 291
. 5 FY 4+ LKE +IY+ D+ + L+ + + G +
Sbjct: 59 SREITIIYNL——AKDLKEGERKQYSEIYS ————— EDEEGRSKOLSEEELKRNFIABAGLL 11

Query: 292 KDYIAIPKANG 302
K+Y+ I X NG
Sbict: 112 KEYVIIEKENG 122
>bac25 012 -- b0lze0% H25 bac?5 bac?s 012 62822 63121 Length = 100
Score = 54 (19.0 pbits), Expect = 6.0, P = i.0
Identities = 14/28 (50%), Positives = 19/28 {67%)
Query: 177 HIXPELEELGF-ERALYPNRYRVIKEVVKA 204
HI +ELE LG E Y N + IX+++KA
Shict: 54 EIX-SELENLGLVEVEYONGIKGIKKIIKA 81
>bac2l 031 -- b02zal8 b21 bac?l bac?i 031 25288 25659 Length = 124
Score = 56 (19.7 bits), Expect = 6.8, P = 1.0

Identities = 30/113 (26%), Positives = 51/113 (45%)

Query: 137 LADRTHNMRTLGSLRPDKERRIARET——~——- LEIYSPLARRLGIHHIXTELEELGFEALY 19%
+A + + T+ 5 R D+ RRI & Y +L + + EL L
Sbict: 1i IASKILSPLTIDSKRLDEARRILGEAEVKYNFSSYGGNPKKLIDFLLSPDFTELSL—ILG 59
Query: 192 PNRYRVIKEVVKAARGNR——KEMIQKILSEIEG--—RLQEAGIPCRVSGREKHLYS 242
P+ + + E +K + K+++ KIL EI G +E + +VS +K+L S
Sbhijct: 70 PDMTKKLLEAIKDNYTDEDIKKVVDKILEEINGYTENTEETNV-"KVSVNKKYLVS 123
>pacl3 052 ~- b0Zzell bi2 bacl3 bacl? 052 46184 45825 Length = 120
Score = 55 (19.4 bits), Expect = 8.2, P = 1.0
Identities = 12/35 (34%), Positives = 20/35 (57%)
Query: 281 YAFRVIVNDS-DTCYRVLGOMHSLYKPRPGRVEDY 294
Y F V++ DCY VLG ++L XK + +++ Y
Sbhict: 56 YIFNVVLRGKYDFCYBVLGLKYALEKDQITKIELY 90
>baclé 029 -- p3zc0§ 06 bac06 bacl6 029 43618 42251 Length = 456

Score = 63 (22Z.2 bits), Expect = 9.4, P = 1.0
Identities = 23/99 (25z), Positives = 40/90 (44=)

Query: 421 CVGARVDRQPYPLSQPLTSGQIVEIITAPGARPNAAWLNFVVS SKARAKIROLLENLKRD 480
C+G = PS5 L G+T EX P PN AL V+ =+ T T t+ L D
Sbjct: 336 CIGCNICVNVCPESCKLEEGKTSEI--—-P---PNIASLTKVIKVEKSKSVNKEVRKLVGD 389

v R+ +G + LW + + i

Query: 481 DSVSLGRRLLNHALGGSRKLNEIZQENIOR 310
+ I++
ELVRC--RVCGAPIGSRKSLNHVKXIMIEX 417

Sbict: 390

>bac20 031 -- p07zh09%9 b20 bac20 bac20 051 14263 14374 Length = 104
Score = 33 (if.7 bits), Expect = 9.5, 7 = 1.0
JHZ C
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Identities =

18/59 (30%), Positives = 23/59 (45%)
{
Query: 171 HRLGIHHIKTELEELGFEALYPNRYRVEKEVVKAARGNRKEMIQKILSEIEGRLQEAGI 225
+R +H IKT+ F O+Y N + IK+ + R KE I + I+ +L E G+
Sbict: 4 NRHSLHPIKTK—--—NFFLIY—NLVK—IKDAINRVRWKYKEKIDDYVIVIKDKLTETGL 56

Parameters:
matrix=/gendata/programs/blastapp/matrix/BLOSUMGZ

V=500
B=250
ctxfactor=1.00
E=10
Query .. As Used ----- = ~————= Computed ----
Frame MatlID Matrix name Lambda X H Lambda K H
+0 0 BLOSUM&E2 0.320 0.135 0.389 same same same:
g=% r=2 0.244 0.0300 0.180
Query
Frame MatID Length Eff.Length E SswWw T X 2 82
+0 0 702 702 10, 52 3 11 22 0.19 34
36 0.22 37
Statistics:
Query Expected Observed HSPs HSPs
Frame MatID High Score High Score Reportable Reported
+0 0 56 (25.8 bits) 56 (25.8 bits) 12 12
Query Neighborhd Word Excluded Failed Successful Overlaps
Frame MatlD Words Hits Hits Extensions Extensions Excluded
+0 0 14548 11058651 205602 8902251 1796 3
Database: /niji01/sulfolobus/magpie/sulfolobus/html/super_pub/orfAA.NR
Titlie: /nijiO1/sulfolobus/magpie/sulfolobus/html/super_pub/orfAA.NR

unknown
11:13 AM AST Dec i, 2000

Release date:
Posted date:
Format: BLAST
of letters in database: 887,792

of sequences in database: 3247

# of database sequences satisfying B: 11

No. of states in DFA: 570 (56 KB)

Total size of DFA: 201 KB (256 KB)

Time to generate neighborhood: 0.02u 0.00s 0.02t Real:
No, of processors used: 2

Time to search database: 2.15u: 0.02s 2.17t Real: 00:00:01
Total cpu time: 2.18u 0.04s 2.22t Real: 00:00:01

#
f#

00:00:00
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BLASTP 2.0al
Reference:
and bavid J.
215:403-10.

Query= gi]l

(744

Database: /

o e e e UL T s FEe Y e g Ty ¥

MP-WashU [8-May-1996] [Build 23:14:26 May 7 1996]

Altschul, Stephen F., Warren Gish, Webb Milier, Eugene W. Myers,
Lipman (1990). Basice iocal alignment search tool. .J. Mol, Biol.

789147 | gb|AACT5826.1 | {p)pPpGpp synthetase I (GTP
byrophosphokinase); regulation of RNA synthesis;

stringent factor [Escherichia coli K12]
ietters)

nijiOl/sulfolobus/magpie/sulfolobus/html/super_pub/orfAA.NR

3247 sequences; 887,792 total letters.
Searching....10....20....30....40....50....60....70....80....90....100 done
Smalliest
Sum
High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P({N) N
bacl7 036 -- b08ze05 bl7 bacl7? bacl? 036 39229 38594 71 0.35 1
lam38 006 -~ 1240 138 1am38 i1am38 006 5047 4274 65 0.94 1
bacl9 002 -- b03zd10 bl9 bacl9 bacld 002 70538 71593 66 0.97 i
c20 034 —- sh02¢g0820 c20 c20 034 22281 23507 65 0.995 1
lam33 018 -- 11140 133 1am33 lam33 018 16360 16049 55 0.99¢ 1
bac04 034 -- b07cl2 b04 bac04 bac04 034 31686 13071 56 0.998 3
c57 021 -= sh18b1057 ¢57 ¢57 021 13137 14195 63 0.9993 1
c63 007 -~ shl791063 c63 c63 007 34744 33431 64 0.2994 1
bacl3 070 ~- b02zell bl3 bacl3 bacl3 070 57751 56471 63 0.99990 i
>baci? 036 -- p08ze05 bl7 bacl? bacl? 036 39229 38594 Length = 212

Score = 71
Identities

Query: 629
Shjct: 16
Query: 687

Sbict: 75

>1am38 006 -

{25.0 bits), Expect = 0.43, P = 0.35
= 26/116 (22%), Positives = 53/1i6 (45%)

RGISVHRADCEQLAELRSHAPERIVDAVWG——ESYSAGYSLVVRVVANDRSGLLRDITTI 686
+ I ++ E++ ++#R A + D ++ Y L + A R G +RD+
KAIQINGIGVEEIHDMRV—AVRKYFDVLYAIHPVYENVECLFLAKEAIKRLGKVRDMDIC 74

—LANEKVNVLGVASRSDTKQ—QLATIDMTIEIYNLQVLGRVLGKLNQVPDVIDARRL 741

AN + L 5+ D ++ Q+ ++ I L+ RiL L+Q+ D+ D 1L
EIANGERTKLAIRALKDVRELQVCFVNDKIYGVRLTIYNRILSSLEQIQDITDFHEL 131

- 1240 138 lam38 lam38 006 5047 4274 Length = 258

Score = 65
Identities

Query: 674
Sbhict: 21
Query: 729

Sbict: 79

>hacl9 002 -

Score = 66
Identities

(22.9 bits), Expect = 2.8, P = 0,94
= 25/70 (35%), Positives = 42/70 (60%)

NDRSGLLRDITTILANEKV—NVLGVASRSDTKQQLALIDMTEEIYN——AQVLGRVL—-GK 728
ND++ +L+DIT + N + +4+G S &S L ++ IEIY+ ++V G+VL GK
NDKA—ILKDITIKIPNNSIFGIMG—PSGSGKSTLLKVLNRLIEIYDSKIKVDGKVLYFGK 78

~LNQVPDVIDARR 740
+ Qfr DI R+
DIFQI-DAIXKLRK 90

- b032d10 bl9 bacl9 bacl9 002 70538 71593 Length = 352
(23.2 bits), Expect = 3.4, P = 0,97
= 21/71 (29-), Positives = 35/71 (49-)
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Query: 392 EMLDEVRSQVFD——DRVYVFT —————— PKGDVVDLPEGSTPLDFAYHIHSDVGHRCIGAK 443
+ +D++ +FD  + + V+T P D+ L GSF 1D A ~+HS + A+
Spbict: 262 DQIDKLPKHLFDMLEVIRVYTKEPGEEPTKDPLILKKGSTVLDVARKLHSSLAENERYAR 3z1
Query: 444 IGGRIVPFTYQ 454
TG+ VF Q
Sbjct: 322 VWGKSVKFOGQ 332
>c20 034 -- sh02g0820 <20 c20 034 22281 23507 Length = 409
Score = &5 {22.9 bits), Expect = 5,3, P = 0.99
Identities = 19/54 (35%), Tositives = 30/54 (55%)

Query: 414 DVVDLPAGSTPLDFAEHIHSDVGHRCIGA—KIGGRI—VPFTYQLQMGDQIEIIT 465
D+ 1L GSTP DA IH+++ O ] YQLC D I+I++
Sbhjct: 349 DAILLKKGSTPKDLANAIHTELAKGFLYAIDVKRKMRVGENYQLQNNDVIKIVS 402
>lam33 018 -- 11140 133 iam33 iam33 018 16360 16049 Length = 104
Score = 35 (19.4 bits), Expect = 5.6, P=1.0

Identities = 21/56 (37%), Positives = 28/56 (50%)

Query:

Sbjct:

>baci4

Score

502 DKNILAGRQILDDELEHLGISLKEAEKHL*-—LPRYN——FNDVDELLAAIGGGDIR 552
D IL+ 4 1L DELE L +E EX L +PR + F V L+ GD+R
20 DNIILSEVKFLLDELERLEARKREVEKRLEDVVPRDSLIFRKVLGLIILARVGDVR 75

034 -- b07cl12 b04 bac04 bac04é 034 11685 13071 Length = 462

= 56 (13.7 bits), Expect = 6.4, Sum P(3) = 1.0

Identities = 27/110 (24*), Positives = 44/110 {40}

Query:
Sbict:
Query:

Sbjct:

Score

497 RKQDRDKNILAGRQILDDELEHLGISLKEAEK—HLLPRYNFNDVDELLAAIGGGDIRLNQ 555
R +D + G+ L D+ E LG+ + EAE +L + N D+ L +
313 RTRDYTIDKYTGKHALRDKYEKLGVKISEAEMDQILAKIKSNTTIRFYR ————— DVDLLE 367

55¢ MVNFLQSQFNKPSAEEQDAAALK—QLQQKSYTPQNRSKDNGRVUV&GVGNLM 606

+ + + KP EQ A+ + YT S V+ GV +M
368 LAEEVTGRVLKPRPPEQIEALISVKCDSNVYTT———SVTRRLSVINGVKEVM 416

= 46 (16.2 bits), Expect = 6.4, Sum P(3) = 1.0

Identities = 23/79 (29%), Positives = 40/79 (50%)

Query:
Skjct:
Query:

Shict:

Score

208 PTEYKRIAKLLHERRLDREHYI—EEFVGHLRAEMKAEGVKAEV—YGRPKHIYSIWR—KMQ 264
POY+ I o4 +L +E I E VGHE RA + + AF+ R Y + T4
51 PDIYEGIKRIV~——KLKKEGIITSEIVGHSRAVKRDIEIAAELEVDRIAIFYGVSDIHLK 107

265 KKNLAFDELFDVRAVRIVAIRL 286

K+ A E BA+R++AE +
106 AKHKATRE----EALRVIAETI 125

= 44 (15.5 bits), Expect = 6.4, Sum P(3) = 1.0

Identities = 11/47 (23~), Positives = 23/47 (48+%)

Query:

Sbijct:

425 LDEAYHIHSDVG——-HRCIGAKIGGRIVPFTYQLQMGDQIEIITQKQ 468
L++ H H+D+G - A GG + +Gr++ I+ =Q
193 LEYDIHAHNDLGLAVANALAAVEGGATIVHATVNGLGERVGIVPLQQ zZ239

Iz F

20007101 1241

lwtp :flniji.imb.mc.ca!cgi—binfmagpicfpubliclparsc__magpt




>c57 021 -- shi9bi0d57 c57 <57 02i 13337 14195 Length = 353

Score = 63 (22.2 bits), Expect = 7.2, P = 1_0
Identities = 18/45 (40%), Positives = 25/45 (55%)

Query: 150 VIKLAERIAHLREVKDAPEDERVLAAKECTNIZAPLANRLGIGQL 194

Vi + I LREVKD E ER+ AE T + A 4G+ +L
Sbict: 117 VIDFSNEIVRLREVKDNDEIERIRKAGEI TAV----AMKIGMEKL, 157

>c63 007 -- shi7gl063 c63 c63 007 34744 33433 Length = 438

Score = 64 (22,5 bits), Expect = 7.4, P = 1.0
Identities = 15/63 (23%), Positives = 34/63 (53%)

Query: 506 LAGRQILDDELEHLGISLKEAEKHLLPRYNFNDVDELLAAIGGGDIRLNQMVNFLQSQFN 565
+ GR +++ + o+ L E E+ L+ +¥+ DV+EL &A+G +++ N+ ++
Sbjct: 221 MGGRVLIEGFYDDVRuELTEEERELIKKYDI—DVEELKKALGFKELKYNEKEKIAEALLT 278

Query: 566 KPS 568
P+
Sbjct: 279 YPT 281

>baci3 070 -- b02zell bil3 baci3 bacl3 070 57751 56471 Length = 427

Score = 63 (22.2 bits), Expect = 9.2, P = 1.0
Identities = 23/81 (28%), Positives = 43/81 (53%)

Query: 504 NILAGRQILDDELEHLGISLKEAEKHLLPRYNFNDVDELLAAIGGGDIRLNQMVNFLQSQ 563
NI R+I+D ++ +L+E HL+ + N VDE L + +I+ +++FL
Sbjct; 163 NIGEFRKIMDKY——NIEDNLQEHVLHLIDK—“—NKVDEALVILEK—NIKNKDIMDFLNMI 216

Query: 564 FNEPSAEEQDAAALKQLOQOKS 584
K A+ +D +L +L++ §
Sbjct: 217 LTKKEAKLEDIESLAELEEVS 237

Parameters:
matrix=/gendata/programs/blastapp/matrix/BLOSUME2

V=500
B=250
ctxfactor=1.00
E=10
Query - As Used ---=- = ———-- Computed ----
Frame MatID Matrix name Lambda K H Lambda K H
+0 0 BLOSUMG2 G.320 0.137 0.404 same same same
g=9 r=2 0.2£44 (.0300 0.180
Query
Frame MatID Length Eff.Length E S W T X Ez sz
+0 0 744 744 10, B3 3 11 22 G.19 34
37 G.22 37
Statistics:
Query Expected Observed HS5Ps HSPs
Frame MatID High Score High Score Reportable Reported
+0 0 37 {26.3 bits) 62 (28.6 bits) 11 11
I
147 0

wai
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Polyphosphate metabolism in the archaeon Sulfolobus acidocaldarius.
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In response to nutrient limitation and during stationary phase, bacteria
dynamically accumulate reserve polymers as glycogen and polyphosphates (polyP).
PolyP is synthesized by polyphosphate kinase (PPK), having a role in the survival
during these stressful conditions. At present no quantitative study of polyP has been
done nor its relationship with environmental changes has been established in the
domain Archaea. Our purpose is to study, in the thermoacidophilic archaeon
Sulfolobus acidocaldarius, the components of the polyP metabolism and their
connection with survival under nutrient limitation.

PPK activity was assayed in membrane fractions of cells grown in normal and
phosphate starved conditions. Taking advantage of the reported purification in S,
acidocaldarius of a glycogen-bound protein of 60 kDa with PPK as well as glycosyl-
transferase activities (R. Skérko, J. Osipiuk and K. Stetter. J. Bacteriol. 171:5169-
5164, 1989), we purified the glycogen-protein complex, identified the 60 kDa protein
(P60) and cloned its gene by using reverse genetics. Phosphorylation of P60 was
studied in vivoin normal and phosphate-starved conditions. Recombinant P60 (rP60)
was overexpressed in E. eoli and after purification it was assayed for both PPK and
glycosyl-transferase activities.

Although PPK activity was higher during the exponential phase of growth of
S. acidocaldarius, PolyP aceumulated mainly during the stationary phase. PP
activity was higher in cultures starved for phosphate. Under these conditions P§0
was phosphorylated in vivo. Unexpectedly, the deduced amino acid sequence of the
P60 gene showed a high percenfage of identity with bacterial and archaeal glycogen
synthases and no similarity with the 18 PPK bacterial sequences reported so far. In
agreement with these results, the recombinant protein did not show any PPK activity
but only a glycosyl-transferase activity, according to with its homology to glycogen
synthases. Qur results strongly suggest that P60 is a glycogen synthase which is not
responsible for the PPK activity present in crude extracts of S. acidocaldarius. Further
research will be required to elucidate the metaholic pathway of synthesis of polyP in

Archaea specially in view of the absence of a PPK gene in the finished sequences of
Archaeal genomes.
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1. INTRODUCTION

The thermoacidophilic archaea S, acidocaldarius and S. metallicus are considered
good candidates for accomplishing metal recovery from mineral resources because
they offer the advantage of increased rates of leaching at higher temperatures (1 ,
2). During this process the cells are normally exposed to several stressing conditions
such as lack of nutrients, which may affect the efficiency of the operation.

In response to nutrient limitation and during stationary phase, bacteria
dynamically accumulate reserve polymers such as glycogen and polyphosphates
(polyP). Likely prevalent in prebiotic evolution, polyP is found in every living
organism. This ubiquity claims for a variety of physiological functions, among them:
reservoir of Pi, substitution for ATP in kinase reactions and chelator of metals. Alsg
it has recently been established that polyP has a role in adjustments to growth in
response to nutrient limitation and during stationary phase (3).

The main enzyme involved in biosynthesis of polyP is the polyphosphate kinase
(PPK) that catalyzes the reversible conversion of the terminal phosphate of ATP
into polyP. This enzyme has been purified from E. coli and its gene has been identified
in several bacteria. An equivalent ppk gene has not been described so far in the
finished genomes from Archaea and Eukarya neither a quantitative study of polyP
has been done nor its relationship with stressing environmental changes has been
established in a microorganism of the domain Archaea. The only report of a PPK
activity in Archaea is the purification of a glycogen-bound protein of 60 kDa from
S. acidocaldarius, with PPK as well as glycosyl-transferase activities (4 ). We have
previously studied the adaptive responses of this thermoacidophilic archaeon to
phosphate starvation (5). In this paper, we initiated studies of polyP metabolism
and aimed to establish the genetic bases ofits synthesis in S, acidocaldarius.

2. MATERITALS AND METHODS

2.1. Bacterial strains and growth conditions

S. acidocaldarius DSMZ 639 was heterotrophically grown at 70°C, according to
Skérko et al. (4). Growth on high and low phosphate (0.2 mM and 0.002 mM
respectively) was done in the same medium but the yeast extract was replaced by
2% amino acids. Escherichia coli JM109 and BL21(DE3)pLysS strains were cultivated
in Luria-Bertani medium at 37°C.

2.2. Electron Microscopy

The thin sections of fixed and embedded samples of S. acidocaldariuswere stained
by standard procedures with uranyl acetate followed by lead citrate. Analysis was
done with a Siemens Elmiskop IA transmission electron microscope.

2.3. Subcelular fractioning of S.acidocaldarius
Cell suspensions of S. acidocaldarius (1ml) were harvested by centrifugation
(15,000g for 5 min at 4°C). The cell pellets were resuspended in 50 mM Tris-HCI
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»H 7.5, 10% sucrose and stored at —20°C. The cell suspensions were sonicated (8
imes during 30 s on ice), centrifuged at 2,200g for 5 min and the supernatants
rentrifuged (100,000g for 2 h) to obtain the pellets of the membrane fraction and the
supernatant soluble fractions. Membrane fractions were resuspended in 100 ml of
50 mM Tris-acetate pH 7, 5 mM MgCl, and 10 mg/ml each DNase and RNase. Both
fractions were assayed for PPK activity and total proteins.

2.4. Extraction and enzymatic assay of polyP

PolyP was extracted as deseribed by Ault-Riché et al. (6). Briefly, 1ml aliquots of
S. acidocaldarius cultures (optical density at 600nm [OD,,,] between 0.3 — 1) were
pelleted, lysed with 4M guanidine isothiocyanate (GITC) lysis buffer and the polyP
bound to powdered glass (Glassmilk Bio101). After treating with 5 mg/m! of DNase
and RNase the pellet was washed and polyP was eluted from the pellet by vortexing
the glassmilk with 100 ml of water at 95°C for 2 min. PolyP was assayed according to
Ault-Riché et al. (6) by conversion to ATP using E. coli recombinant PPK (7) in the
presence of excess ADP. Aliquots of these reactions were added to equal volumes of
luciferase reaction mixture (Roche). Luminiscense was measured using a
luminometer (Monolight 2010 [Analytical Luminiscense Laboratory]).

2.5. Assay for PPK activity

PPK activity in S. acidocaldarius fractions was determined in the conditions
described by Skérko et al. (4) but following the method described by Ahn and Kornberg
(8). A 250 ml reaction mixture containing 50 mM Tris-acetate pH7,2mM MnCl,, 10
mM KCI and ImM [y*PJATP (2000 cpm/nmol), was incubated for 1 h at 70°C. The
reaction was stopped with 250 ml of 7% HCIO , and 50 ml of 2 mg/ml bovine
seroalbumin. PolyP[*P] was collected by filtration on Whatman GF/C glass fiber
filters, washed with 0.1 M pyrophosphate, 1 M HC] followed by ethanol and quantified
by liquid scintillation counting. One unit of enzyme was defined as the amount
incorporating 1 pmol of phosphate into polyP per min at 70°C.

2.6. Assay for glycogen synthase (GS) activity

GS activity was assayed according to Konig et al. (9). A 50 ml reaction mixture
containing 50 mM Tris-acetate pH 7, 1 mM EDTA, 22 mM NH,Cl, 2% glycogen and
3 mM UDP-[U-4(] glucose (4 mCi/mol) was incubated 30 min at 70°C. The reaction
was stopped with 117 ml of ethanol. [U-14C] glycogen was collected by filtration on
Whatman GF/C glass fiber filters, washed with 70% ethanol and quantified by liquid
scintillation counting. One unit of enzyme was defined as the amount Incorporating
1 pmol of glucose into glycogen per min at 70°C.

2.7. Purification of glycogen-protein complex from S.acidocaldarius

The glycogen-protein complex containing P60, was extracted by a isopycnic CsCl
gradient, as described by Skérko et al. (4). A 48 h culture (OD,,,: 1.3), was harvested
by centrifugation (7 000g for 30 min). The pellet was washed, resuspended in one
volume of buffer D: 50 mM Tris-acetate pH 7, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA and
sonicated. The lysate was centrifuged (10,700g for 10 min) and the supernatant was
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loaded into a step gradient of CsCl (step gradients: 1.79,1.52,1.30 and 1.11). After 2
h of centrifugation ( 100,000g) the glycogen, located as a sharp turbid band near the
bottom of the tube was collected, dialyzed against buffer D, diluted and centrifuged
(100,000g for 2 h). The pellet, composed of the glycogen-protein complex was
resuspended in 50 mM Tris-acetate pH 7 and stored at —20°C.

2.8. In vivo labeling of S. acidocaldarius with H,P0,
Cells from an 800 ml culture was grown for 4 days. At the 3 day one aliquot of
100 ml was removed and 15 mCi of H332P04 were added. The cells were further

incubated for 24 h, collected and the radioactive glycogen-protein complex was isolated
as described before.

2.9. Protein analysis

Protein concentration was determined by the method of Biuret (BCA Protein Assay
Kit, Pierce). The proteins of the glycogen-protein complex were separated by 2-D
non-equilibrium pH polyacrylamide gel electrophoresis (2-D NEPHGE) (pH3to 10
in the first dimensicn) as deseribed by O’Farrell et al. (10). The second dimension
consisted of an 11.5% SDS-PAGE, followed by staining with Coomassie Blue. The
protein spots corresponding to P60 were cut out from the dried Coomassie Blue
stained gels and concentrated by SDS-PAGE. The protein was electroblotted onto a
polyvinylidene difluoride (PDVF) Inmobilon P (Millipore) membrane as described
by Towbin et al (11) and subjected to N-terminal end sequencing in the Laboratoire
de Microséquencage des Protéines of the Institut Pasteur in Paris.

2.10. DNA methods

Restriction enzyme digestions and T , DNA ligase reactions were performed
according to the manufacturer’s recommendations. Recombinant DNA techniques
were carried out according to standard laboratory procedures (12). The dideoxy chain
termination method was employed to sequence DNA using [Y*PJATP and the dsDNA
Cycle Sequencing System from GIBCO BRL®. The DNA sequences were compiled
and analysed with the UWGCG package (13). Taq polymerase and Elongase were
from Promega® and GIBCO BRL® respectively. DOP-PCR was performed with
degenerate oligonucleotides, designed on the basis of amino-terminal-end sequence
determinations. The fragments were recovered from 1 % agarose gels, purified with
Wizard PCR Prep (Promega®) and cloned in the PGEM-T vector (Promega®).

Amplification of flanking sequences was done by inverse PCR as was described before
by Ochman et al. (14).

2.11. Cloning and expression of P60 gene and purification of the recombinant
P60 (xP60)

We used the pET System from Novagen. The p60 gene was obtained by PCR
using P6ONNdel and P60CAvall primers. We used elongase (GIBCO BRL®) and a
low number of amplification cycles to decrease the sequence error. After purification
of the amplified DNA fragment and digestion by the corresponding restriction
enzymes, the DNA fragment was ligated to the pET21b vector previously digested

with Ndel and Avall. The ligation product (pET21bP60 vector) was used to transform

- o
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the E. coli strain BL21(DE3)pLys. The recombinant clones were selected on LB solid
medium supplemented with ampicillin (50mg/ml) and chloramfenicol (34 mg/ml). The
induction/expression analysis was done in the presence or absence of 2 mM IPTG
added when the cultures reached an OD,, of 0.6.

rP60 was purified by metal-chelate affinity chromatography according to the
manufacturer’s recommendations.

2.12. Nucleotide sequence accession number

The nucleotide sequence of the p60 gene is available in the EMBL database under
accession no. AJ294724.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. PolyP levels and PPK activity in 8. acidocaldarius

As a preliminary observation, we detected the presence of electron-dense granules
in 5. acidocaldarius by using electron microscopy (Fig. 1). These granules have been
classically described as polyP accumulations (15 ). However, they are not a conclusive
proof of the presence of polyP given that electron-dense bodies may be composed by
other phosphocompounds like glucose pentakis (diphosphate) (16). To confirm the
presence of polyP in S. acidocaldarius, we used the quantitative non-radicactive method
developed by Kornberg (6). We could observe that cells growing in rich medium
accumulated polyP to a maximum of 12 nmol/mg protein (Fig. 2). PPK activity was
mainly associated to membrane fractions. However, the highest observed PPK specific
activity did not correlate with the highest levels of polyP suggesting that the
accumulation of polyP is regulated not only by its synthesis but also by its utilization.

Figure 1. Transmission electron microscopy of thin sections from S. acidocaldarius
cells. The arrows indicate electron-dense hodies.

PPK activity was also assayed in membrane fractions of phosphate-starved cells
'Fig. 3). During the exponential phase of growth, the specific activity of PPK reached
Fhe highest values (Fig. 2 and 3). Also, the specific activity of PPK was twice higher
In cells starved for phosphate compared with cells grown in normal conditions.




However, this difference was not observed during the stationary phase of growth
(Fig. 3).
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Figure 2. PolyP levels and PPK activity in S. acidocaldarius. Cells were grown in
rich medium. Cultures (1ml) were sampled for measurement of growth, polyP content
and membrane bound PPK activity. Empty bars, polyP levels. Filled bars, PPK
activity. Error bars, standard deviation; n=3.
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Figure 3. PPK activity in membrane fractions of cells starved for phosphate. Cultures
were grown in 2 mM (empty symbols) and 0.002 mM (filled symbols) phosphate
medium. At the indicated times aliquots were taken for measurement of growth and
PPK activity. Circles, growth. Triangles, PPK activity. Error bars, standard deviation;
n=3.

Although in E. coli, the enzyme PPK does not seem to be regulated only by
phosphate starvation, through the phoR-phoB two component system (17 ), in
Acinetobacter sp., a polyP accumulating bacteria, the transcription of the ppk gene
is induced by phosphate starvation (18). PolyP levels in S. acidocaldarius were
measured in cells grown in rich medium. Under these conditions polyP levels are
comparable to those of E. ¢oli, a non polyP accumulating bacteria. At present, we do
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not know if under different conditions of growth, such as a defined minimal medium,
S. acidocaldarius could reach polyP levels comparable to Acinetobacter sp. but at
least, the PPK activity may be similarly regulated.

3.2. In vivo Phosphorylation of P60 in phosphate-starvation conditions

Taking advantage of the reported purification of a glycogen-bound protein with
PPK and glycosyl-transferase activities (4), we purified the glycogen-protein complex,
and isolated this protein of approximately 60 kDa (P60) by 2D PAGE (Fig. 4A, upper
panel). P60 showed to be composed of three spots of the same molecular weight,
suggesting a possible post-translational modification. This observation and the report
of the phosphorylation of E. col; PPK (8) led us to carry out in vivo phosphorylation
experiments. P60 was highly phosphorylated in cells grown in phosphate starvation
conditions (Fig. 4B). This observation could be affected by an effect of concentration
on the specific activity of 2P in the low phosphate medium. However, not all the
phosphorylated proteins increased their phosphorylation levels after similar labeling
conditions in experiments previously performed in our laboratory (19). Therefore,
we took this result as a suggestion of a possible regulation of P60 by phosphorylation.

3.3. Isolation of the p60 gene

A |Mmw MW B
60 —» 60 —P ommi e
50 v 50 sl

Figure 4. 2D PAGE of in vivo glycogen-bound phosphorylated proteins from
S. acidocaldarius grown in normal (A) or in low-phosphate (B) conditions. The
glycogen-bound proteins were separated by 2D PAGE and stained with Coomassie

Blue (upper panels) or subjected to autoradiography (lower panels). Arrows indicate
the position of P60.

We determined the N H,-terminal end sequence of P60 and the N H,-terminal end
Séquences of two internal peptides. We used these data to obtain degenerate
oligonucleotide primers which were then employed in DOP-PCR experiments using
purified genomic DNA from S. acidocaldarius as template. An 800 bp DNA fragment
Was amplified, cloned in the PGEM-T vector and sequenced. Then, a probe was
synthesized using primers designed from the 800 pb DNA fragment which was used
in Southern experiments. Only one DNA fragment hybridized with the probe,
Indicating the presence of a single copy of the p60 gene (data not shown). Two other
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primers were defined and employed in reverse PCR experiments which allowed us
to obtain the 5’ and 3’ ends of the gene. The analysis of the nucleotide sequence
revealed that only one open reading frame contained the correct sequences upstream
and downstream of the initial peptide sequence (Fig. 5). The search in data banks
gave a positive similarity to glycogen synthases of Archaea and Bacteria. (Table 1).
This is in agreement with the reported glycosyl-transferase activity. However, P60
did not show any similarity with sequences of known PPKs.

3.4. Cloning, expression and functional analysis of p60 gene

As no function of any glycogen synthase gene of the domain Archaea has been
experimentally confirmed and in view of the reported PPK activity of P60, we decided
to elucidate the functional properties of this protein. We cloned the p60 gene,
overexpressed the recombinant protein (rP60) in E. coli host cells, and purified it.
The identity of p60 gene was confirmed by sequencing both strands of the cloned
insert in pET21b+ (Data not shown).

We measured the proposed activities of PPK and GS of rP60 at 37°C and at 70°C.
rP60 did not show any PPK activity neither at 37°C nor at 70°C even in the presence
of glycogen. However, rP60 did show GS activity at 70°C in agreement with the
similarity of P60 with glycogen synthases. This activity reached a value of
750,000 U/mg protein in the presence of glycogen. We concluded that P60 is a
phosphorylatable thermostable glycogen synthase not being responsible for the PPK
activity present in crude extracts from S. acidocaldarius

4. CONCLUSIONS
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Figure 5. Partial sequence of the p60 gene and deduced amino acid sequence. The
amino acid residues obtained from peptide sequencing are underlined. Black box,
putative promotor. Grey box, putative Shine Dalgarno sequence. Bold, start codon.
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Table 1.

Similarity of P60 primary amino acid sequence with other database proteins.

Accesion number Description Sc9re Expect
(bits)
emblCAB49000.1(AT248283) Pyrococcus abyssi Glycogen synthase 81 le-14
¢il2983303 (AE000704) Aquifex aeolicus Glycogen synthase 36 4e-07
emblCAA16796] (AL021713) Arabidopsis thaliana Starch synthase-like protein 50 2e-05
emblCAB40375.11 (AJ006752) Vigna unguiculata Starch synthase, isoform V 49 6e-05

The search was performed with the blastP program of NCBL

Although polyP is considered an ubiquitous reserve polymer, only in a few
microorganisms it has been studied by specific quantitative methods. We
demonstrated that the archaeon S. acidocaldariusdoes contain comparable levels of
polyP to those of E. coli. It has been suggested that poly P accumulation in E. coli,
during nutritional limitation, is due to an inhibition of the enzyme responsible of
the hydrolysis of polyP to phosphate, the exopolyphosphatase (PPX) (17). Given that
PPK activity was higher in S, acidocaldarius, during exponential phase of growth,
the accumulation of polyP observed in the stationary phase may be caused by a lack
of hydrolysis by a PPX. However, although a fragment of the ppx gene has been
described in S. solfataricus genome (http:/niji.imb.nre.ca/sulfolobus/) at present its
function has not been experimentally confirmed.

Our effort to identify a PPK gene in S. acidocaldarius was based on P60 being
apparently responsible for PPK activity (4). However, our results demonstrate that
P60 is a glycogen synthase. Given the presence of polyP and PPK activities in crude
extracts from S. acidocaldarius and the absence of a PPK gene in the S solfataricus
genome and other archaeal genomes, the existence of polyphosphate kinase in this
microorganism and others of the domain Archaea is still controversial. The
identification of functional domains in the known PPKs from different organisms

will be of great help in future exhaustive databank searching in the Sulfolobus and
other archaeal genomes.
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acidocaldarius Is Actually a Glycogen Synthase
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Inorganic polyphosphate (polyP) is obtained by the polymerization of the terminal phosphate of ATP
through the action of the enzyme polyphosphate kinase (PPK). Despite the presence of polyP in every living
cell, a gene homologous to that of known PPKs is missing from the currently sequenced genomes of Eukarya,
Archaea, and several bacteria, To further study the metabolism of polyP in Archaea, we followed the previously
published purification procedure for a glycogen-bound protein of 57 kDa with PPK as well as glycosyl
transferase (GT) activities from Sulfolobus acidocaldarius (R. Skérko, J. Osipiuk, and K, O. Stetter, J. Bacteriol.
171:5162-5164, 1989). In spite of using recently developed specific enzymatic methods to analyze polyP, we
could not reproduce the reported PPK activity for the 57-kDa protein and the polyP presumed to be the prodnct
of the reaction most likely corresponded to glycogen-bound ATP under onr experimental conditions. Further-
more, no PPK activity was found associated to any of the proteins bound to the glycogen-protein complex, We
cloned the gene corresponding to the 57-kDa protein by using reverse genetics and functionally characterized
it. The predicted product of the gene did not show similarity to any described PPK but to archaeai and bacterial
glycogen synthases instead. In agreement with these results, the recombinant protein showed only GT activity.
Interestingly, the GT from S. acidocaldarius was phosphorylated in vivo, In conclusion, our results convincingly
demonstrate that the glycogen-protein complex of S, acidocaldarius does not contain a PPK activity and that
what was previously reported as being glycogen-bound PPK is a bacterial enzyme-like thermostable glycogen

synthase,

Polyphosphate (polyP) is a linear polymer of hundreds of
orthophosphate residues, linked by high-energy phosphoanhy-
dride bonds. Likely prevalent in prebiotic evolution, polyP is
found in every living organism, including the domain Archaea
(14). This ubiquity is explained by the variety of physiological
functions it performs, among them providing a reservoir of
phosphate {P;), substituting for ATP in kinase reactions, and
chelating metals, Also it has recently been established that
polyP has a role in adjustments to growth in response to nu-
trient limitation and during stationaty phase (6). The main
enzymces involved in the metabolism of polyP in bacteria are
the polyphosphate kinase (PPK) that catalyzes the reversible
conversion of the terminal phosphate of ATP into polyP and
the exopolyphosphatase (PPX) that processively hydrolyzes
the terminal residues of polyP to liberate P, These enzymes
from Escherichia coli have been purified, and their genes have
been cloned (2, 3). Manipulation of the genes responsible for
polyP metabolism has been proposed as a possible way to
remove heavy metals or phosphate from contaminated envi-
ronments (12).

At present almost nothing is known about the metabolism of
polyP in the domain Arehaea. A gene homologous to ppk has
not been described so far in the finished or unfinished archaeal
genomes. The reported purification of an enzyme identified as
a glycogen-bound PPK from Suifolobus acidocaldarius (28) is,

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Biolo-
gia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago 1, Casilla
653, Santiago, Chile. Phone and fax: (56-2) 678 7376. E-mail: cjerez
(@uchile.cl.

to our knowledge, the only described PPK activity in Archaea
(25, 27). This putative PPK of 57 kDa was shown to be active
only in the presence of glycogen, a striking feature considering
known PPKs. Also, the 57-kDa protein was described as a
glycosyl transferase (GT) by the same laboratory (13). The
possibility of finding a novel archaeal ppk gene prompted us to
repurify this protein and characterize it. By using definitive
accurate and specific enzymatic assays to analyze polyP {5), we
found that the glycogen-protein complex from 8. acidocal-
darius does not contain a PPK activity. Instead, the protein
previously thought 1o be a PPK is a glycogen synthase.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth condlitions. S, acidocaldarius DSM 639
was heterotrophically grown in medium 88 (Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen) with 0.1% yeast extract and 2% sucrose, according
to the method of Skérke et al. (28), For 3P-labeling purposes, growth was done
in the same medium but the yeast extract was replaced by 2% amino acids
and the concentration of P, was diluted 1:100. E. coli strains JM109 and
BL21(DE3}pLysS were cultivated in Luda-Bertani medium at 37°C.

Purification of the previously described glycogen-bound PPK activity from 5.
acidocaldarius. The glycogen-protein complex containing the 57-kDa protein was
extracted by two-step isopycnic CsCl gradient centrifugation, as described by
Skérko et ak (28). A culture was grown to an optical density at 600 nm (0D}
of 0.8 and was harvested by centrifugation (7,000 X g for 30 min). The pellet was
washed, resuspended in 1 volume of butfer D (50 mM Tris-acetate [pH 7], 1 mM
phenylmethylsutfonyt fluoride, 1 mM EDTA), and sonicated five imes for 30 s.
The lysate was centrifuged (10,700 X g for 10 min) to eliminate cellular debris,
and the supernatant (F1} was loaded into a step density gradient of CsCl (step
densities were 1.79, 1.52, 130, and 1.11). After 2 h of centrifugation (100,000 x
) the glycopen was focated as a sharp turbid band near the bottom of the tube.
The glycogen contained in this band was dialyzed against buffer D, diluted, and
sedimented by centrifugation (100,000 X g for 2 h at 4°C). The final pellet,
composed of the glycogen-protein complex, was resuspended in 1 volume of 50
mM Tris-acetate {pH 7.0) and stored at —20°C as fraction F2.
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For the next purification step, the glycogen band obtained afier 2 b of cep-
trifugation (100,000 X g) was collected and reloaded inte an identical gradient of
CsCl and centrifuged at 100,000 X g for 48 h at 4°C, The glycogen contained in
the band resulting after this centrifugation was dialyzed against buffer D, diluted,
and sedimented by centrifugation (100,000 X g for 2 h). The final pellet was
resuspended in 1 volume of 50 mM Tris-acetate {pH 7.0) and stored at —20°C as
fraction F3.

In vivo labeling of S, acidocaldarius with Hy"*PO,. A 200-m! culture of S.
acidocaldarius was grown 10 an 0Dy, of 0.8, harvested by centrifugation, and
resuspended in 40 ml of medium 88 with 0.02 mM H;ZPQ, (625 pCiftmol). The
cells were further incubated for 24 h and harvested. The radioactively lubeled
glycogen-protein complex was isoluted by centrifugation for 2 h in CsCl as
described above.

Assay for PPK activity. PPK activity was determined by using the buffer, salts, and
temperature conditions reported by Skérke et al. (28), except that the method
described by Ahn and Komnberg was followed (1). A 250-p1 reaction mixture con-
taining 5¢ mM Trisacetate (pH 7), 2 mM MaCl,, 10 mM KCl, and 1 mM
[y-*PJATP {108 mCifmmok NEN) was incubated for 1 h at 0°C. After the mixture
was cooled on ice for 5 min, the reaction was stopped with 250 pl of 7% HCIO, and
50 pd of 2-mp/ml bovine serum afburmin. The acid-preciphated 32P-labeled material
was collected on Whatman GF/C glass fiber filters and washed with 0.1 M Py
phosphate and 1 M HC), followed by ethanol. Quantitation was done by lquid
scintillation counting. One unit of enzyme was defined as the amount incorporating
1 pmol of phosphate from ATP into polyP per min at 70°C.

Assay for GT activity. GT activity was assayed according to the method of
Kéalg et al. (13). A 50-p] reaction mixtere containing 50 mM Tris-acetate {pH
7, 1 mM EDTA, 22 mM NH,Cl, and 5 mM UDP-[U-""Clglicoss (4 mCifmol;
Amersham) was incubated for 30 min at 70°C. The reaction was stopped with 117
pl of ethanal. Incorporation of [U-"*Clglucose into the precipitated **C material
was quantified by liquid scintillation counting after collection on Whatman GF/C
glass fiber filters and washing with 70% ethanol. One unit of enzyme was defined
as the amount incorporating 1 pmol of glucose into glycogen per min at 70°C.

In vitro preparation of [P]polyP;.,. Radioactively labeled polyP was pre-
pared as described by Ault-Riché et al. (6), According to the properties of E. coli
PPK, the synthesized polyP has a uniform length of around 750 residues (16). A
0.35-ml reaction mixture contained 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 40 mM
(NH,),80,, 4 mM MgCl,, 40 mM creatite phosphate, 20 pg of creatine kinase
per mi, 1 mM [y-"*PJATP (14 .Cifnmol), and 35,000 U of putified recombinant
PPK from E. eoli (PPKy,.) (16). Afier 30 min of incubation at 37°C the mixture
was cooled on ice for 5 min, and the reaction was stopped by the addition of 35
ul of 0.5 M EDTA.

The polyP reaction mixture was loaded over a cushion of 1.9 ml of 25 M
CsCl-50 mM Tris-HC1 (pH 7.9)-10 mM EDTA. After centrifupation at 45,000
rpm for 4 h at 4°C in an AH-650 rator (Sorvall), aliquots of 200 pl were taken
and to each one was added 140 y! of isopropanol, After incubation at room
temperature for 30 min and centrifugation at 13,000 rpm for 30 min in an
Eppendorf centrifuge, the supemnatants were removed and the pellets were
washed twice with 600 31 of 709% ethanol, dried overnight in a vacuum-desicca-
tor, and resuspended in 25 pl of distilled water,

Assay of polyP, PolyP was assayed according to the method of Wurst et al. (32)
in a 20l reaction mixture containing 20 mM Tris-HCl (pH 75), 5 mM
Mg{CH,COO0);, 50 mM (NH,);50,, 200 uM [**PlpolyP,s,, and 6,000 U of
PPXs,, (32). Conversion of polyP to P; was analyzed by ascending thin layer
chromatography (TLC) in polyethyleneimine-ceilulose (Merck) using 0.75 M
KH,PO,, (pH 3.5) as the solvent. The products obtained were quantified after
autoradiography,

Protein analysis. Protein concentration was determined by the method of
Bradford (CoomassiePlus Protein Assay Reagent; Pierce). Sodium dodecyl sul-
fate-polyactylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and staining with Coomas-
sic blue were performed as described before (17). Two-dimensional nonequilib-
rium pH polyacrylamide gel electrophoresis (2-D NEPHGE) (pH 3 to 10 in the
first dimension) was performed as described by O'Farrell et al, (20) and as used
for 5. acidocaldarius in our laboratory {21). The second dimension consisted of
an SD5-11.5% PAGE, followed by staining with Coomassie blue and drying.
When **P-labelcd proteins were analyzed, they were detected by autoradiogra-
phy after 7 days ol exposure.

Isalation of P60 from 2-D gels and amino-terminal amine acid sequencing.
The 57-kDa protein discussed in the work of Skérko et al. (28) migrated with a
molecular mass of 60 kDa under our conditions and will be referred to as P&0.
The glycogen-protein complex was separated by 2-D PAGE, and the protein
spots were cut out from the dried Coomassie blue-stained gels. After rehydration
in 500 pl of 50 mM H;BO;-0.1% SDS for 2 h at room temperature, the spots
were concentrated by SDS-PAGE. The proteins were electroblotted onto a
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polyvinylidene difluoride Inmabilen P (Millipore) membrane as described by
‘Towbin et al. (30) by employing the Trans-Blot Celt system (Bio-Rad) in transfer
buffer and application of 2 0.8-A constant current for 48 min. For the generation
of internal peptides from P60, the protein was subjected 1o partial proteolysis
with endolysine C. The peptides were separated by high-pressure liquid chro-
matography. Amino-terminal end sequencing was performed in the Laboratoire
de Microséquengage des Protéines of the Institut Pasteur.

DNA manipulations. Restriction enzyme digestions and T, DNA ligase reactions
were performed according to the manufacturer’s recommendations, Recombinant
DNA techniques and Southern blotting were carried aut according to standard
Izboratory procedures (23). Prehybridization and hybridization reactions were per-
formed at 42°C with the DIG Easy Buffer (Roche). Digoxigenin-labeled probes were
obiained by PCR as described by Roche with the nondegencrated primers
PEONDID (5"-GCTAGAGAAAGTAGCTAGTC-3') and PGIND2R, (5-TATTTC
AGCCCTATCCTCAGT-3") deduced from the sequence of the 5. acidocaldarius
DNA fragment obtained by degenerate oligonuclectide primer (DOP)-PCR, De-
tection of digoxigenin-labeled DNA [ragments was accomplished by using the DIG
Luminescent Detection Kit as described by Roche.,

The dideoxy chain termination method was employed to sequence DNA using
[¥P]ATP and the dsDNA Cycle Sequencing System from GIBCO-BRL. The
DNA sequences were compiled and analyzed with the University of Wisconsin
GCG Package (version 9.1; Genetics Computer Group, Madison).

Primers nnd PCR conditions. The oligonucleotide primers were purchased
from Genset Corporation. Tag polymerase and Elongase were from Promega
and GIBCO-BRL, respectively, and were used according to the manufacturer’s
recommendations. The DNA fragments were recovered from 19 agarose gels,
purified with Wizard PCR Prep (Promega), and cloned into the pGEM-T vector
(Promega). Twenty-mer DOPs were designed on the basis of P60 amino-terminal
sequence determinations, Sixty picomoles of each nucleotide and 25 ng of §.
acidocaidarius total DNA were used in 50-pd reaction mixtures.

The DOPs for DOP-PCR were PEONH2DD (5'-YINAARCAYGTINTGGA
TGAT-3'), P6021DD (5'-ATHATHGAYWSNTGGAAYAT-3'), P6021DR (5'-
ATRTTCCANSWRTCWATWAT-3"}, P6027DD (5'-ACNGARGAYMGNGC
NGARAT-3'), and P6027DR (5'-ARNACYTCNARYTCRTCRAA-3').

DOP-PCR amplification conditions were 3 min at 95°C followed by 30 cycles
at 95°C for 30 s, 30°C for 30 s, and 72°C for 30 s, and then 3 min at 72°C.

Amplification of flanking sequences was done by inverse PCR as was described
before by Ochman et al. (19). Inverse PCRs with nondegenerate primers
POOND3R (5'-AGACTAGCTACTTTCTCTAC-3") and P6ONDSD (5"-CTTCT
CTTCYGGTTCCATAG-3") were performed on total 5. acidocaldarius DNA
digested by Xhol and religated as follows: 3 min at 95°C followed by 30 cycles at
95°C for 25 s, 67°C for 30 5, and 72°C for 1 min, and then 3 min at 72°C,

p60 gene cloning and expression. We used the pET system from Novagen. The
pO0 gene was obuzined by PCR using P6ONNdel (5'-TTAACATATGAAGAG
ATATGAAAGCCT-3*) and P60CAval2 (5'-AATACTCGAGAAATGATGCT
AACAGTCTAT-3") primers corresponding to the N-terminal and C-terminal
end sequences of P60 and containing NdeT and Aval restriction sites, respec-
tively. We used Elongase (GIBCO-BRL) and a low number of amplification
cycles to decrease sequence errors. After purification of the amplified DNA
fragment and digestion by the corresponding restriction enzymes, the DNA
fragment was ligated to the pET21b(+) vector previously digested with NdeI and
Aval. The ligation product [pET21b(+)P60 vector] was used to transform E. coli
strain BL21(DE3)pLysS, The recombinant clones were selected on Luria-Ber-
tani solid medium supplemented with ampicillin {50 pg/m1) and chloramphenicol
(34 pg/ml). The induction and expression analysis was done in the presence or
absence of 2 mM isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG) added when the
cultures reached an OD 4o of 0.6. Expression of the recombinant P60 (rP60) was
determined in total cell fractions and membrane fractions.

Purification of rP60. rP60 was purified under denaturing conditions as follows.
A 400-ml culture of BL21(DE3)pLysS transformed with pET21b(+)P60 vector
was grown {0 an ODgy, of 0.5 and induced with 2 mM IPTG,. Cells were
harvested by centrifugation, and the peilet was resuspended in 46 mi of 1x
binding bulfer containing 5 mM imidazole, 0.5 M NaCl, and 20 mM Tris HCl (pH
7.9). Cell disruption was performed by sonication {three times for 30 s each).
After centrifugation (20,000 X g for 15 min) the pellet (membrane fractions) was
resuspended in 10 ml of 1 binding buffer containing 6 M urea and incubated for
1 b on an ice bath, The sampie was centrifuged (40,000 X g for 20 min), and 1he
supernatant, previously filtered through a 0.45-m-pore-size Millipoze filter, was
applied onto a column containing 1.5 ml of His-Bind resin (Novagen), rP60 was
ehuted with 9 ml of elute buffer contzining 300 mM imidazole, 0.25 mM NaCl, 10
mM Tris-HC (pH 7.9), and 6 M urea. The collected fractions (05 ml) were
analyzed by SDS-PAGE. Finaily, rP60-containing fractions, which were essen-
tially free from other proteins, were pooled and renatured by dialyzing the
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FIG. 1. Purification of the glycogen-bound P60. The different pro-
tein fractions obtained by the two-step isopycnic CsCl gradient cen-
trifuation were analyzed by SDS-PAGE. Protcin bands were visual-
ized by staining with Coomassie blue. Lanes: a, total cell extract
fraction (F1); b, 2-h CsCl centrifugation fraction (F2); ¢, 48-h CsCl
centrifugation fraction (F3); d, purified recombinant P60 (:P60), Ar-
rows, protein bands of 65, 60, and 50 kDa.

urea away in three sequential steps with 50 mM Tris-acetate (pH 7) bufler
containing 4 M, 2 M, and no urea.

Sequence analysis. Identity and similarity searching in databases was done
using the BlastP program (4) from the National Center for Biotechnology In-
formation (http:/Awww.nebi.nim.nih.gov) and from the Sulfolobus solfataricus ge-
nome sie (htp:fniji.imbrarcca/sulfolobus/). Multiple alignments were per-
formed with ClustalW 1.8 (http://dot.imgen.bem.tme.edu:9331/multi-atign/multi
-align.htmi) and edited using BOXSHADE 3.21 (http:/fwww,istec.isb-sib.ch:8080
/software/BOX_form.heml). Searching of conserved domains was done with
RPS-BLAST 2.1.2 (httpy/fwww.ncbinim.nih.gov/Structure/cdd/), Identification
of potential phosphorylation sites of P60 was done with Phesphobase (15) (htip:
fhwvew.chs.dtu.dk/databases/PhosphoBasefindex.html).

Nuclentide sequence accession number. The nucleatide sequence of the p60
gene (glg4) from 8. acidocaldarius is available in the EMBL database under
accession no, AJ294724,

RESULTS

Purification of glycogen-bound P60 and assays of PPK and GT
activities. The two-step purification of the protein described as
glycogen-bound PPK in 8. acidocaldarius, was repeated essentially
as described by Skérko et al. (28). After 2 h of CsCl centrifugation
we obtained the previously reported sharp turbid band produced
by the glycogen-protein complex. The presence of glycogen in this
band was confirmed by acid hydrolysis during 2 h in 1 N HCl and
enzymatic hydrolysis with amyloglucosidase (Sigma) rendering
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glucose as the product of the reaction (data not shown). After
dialysis and sedimentation, the glycogen-protein fractions were
analyzed by SDS-PAGE (Fig. 1). F2 was composed of three
protein bands of 63, 60, and 50 kDa (Fig. 1), similar in molecular
mass to those previously reported (61, 57, and 46.5 kDa, respec-
tively) by Skérko et al. (28). As desctibed before for the band of
57 kDa, reporied 10 be the glycogen-bound PPK (28), after 48 h
of CsCl centrifugation the resulting fraction (F3) was largely en-
riched in the band of 60 kDa (Fig. 1, lane c). Only a barely
detectable band corresponding to the protein of 65 kDa was
noticed. Thus, we assumed that this enriched protein of 60 kDa
(P60) corresponded to the 57-kDa glycogen-bound protein de-
scribed Skorko et al. (28).

As the 57-kDa band was described to be composed by sev-
eral polypeptides of different isoelectric points (28) and in view
of the reported PPK (28) and GT activities (13) for the same
protein, we assayed .these fractions simultaneously for both
activities (Table 1). Crude extracts from S. acidocaldarius
showed GT activity and PPK activity (as determined by mea-
suring the *?P-labeled acid-precipitable material). However,
although these activities seemed to be present in the glycogen-
bound complex (F2), the yields of the supposed PPK and GT
activities were quite poor (0.2% for PPK and 5% for GT)
indicating that only a minor fraction of these activities was
bound to glycogen, specially in the case of PPK. The specific
activity of PPK was 11 times higher in F2 and 5 times higher in
¥3 than in crude extracts. This indicates that during the cen-
trifugation for 48 h in CsCl, a 50% loss of activity was observed
for F3. In contrast, the GT activity was purified 644-fold, When
the GT/PPK ratio was calculated it did not remain constant,
clearly showing that the GT activity was being purified while
PPK activity was not. This could be due to some kind of
inactivation of the PPK activity or to the loss of the enzyme
from the F3 fraction. In addition, our results cannot discard the
possibility that P65, still present in very low amounts in F3 (Fig.
1}, could be responsible for the PPK activity. Skérko et al. (28)
attributed the PPK and GT activities to the band of 57 kDa.
Their PPK activity was reported as 2.34 nmol of phosphate
incorporated into polyP per h. However, the specific activity
for this enzyme was not reported. We estimated this value,
based on their assay conditions, to be 19,500 U/mg of protein,
much higher than the value observed in our assays. This lack of
congruence of qur data with their previously reported results
led us to investigate in more detail the method used by Skérko
et al, (28) in measuring PPK activity and to compare it with the
one we used. Briefly, to measure the synthesized polyP, they
boiled in Laemmli’s sample buffer a 21-pl reaction mixture
containing the glycogen-protein complex and [y-**P]JATP (0.9
1.Ci) for 3 min at 100°C and loaded it on a standard SDS-10%
PAGE. The supposed polyP was detected as the radioactivity

TABLE 1. Enzymatic activities reported to be associated to the glycogen-protein complex from S. acidocaldarius

PPK” activity GT activity
Fraction Total protein (mg) GT/PPK activity ratio
‘Total units U/mg of protein Total units U/mg of protein
Fi1 116 44,660 385 208,916 1,801 4.7
F2 0.02 84.46 4,223 10,054 502,700 119
F3 0.m 18.43 1,843 11,600 116 x 10° 629

*The putative PFK activity was measured as the acid-precipitable 2°P-labeled material, collected on Whatman GF/C glass fiber filters.
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remaining at the origin of the running gel by autoradiography
since, as they claimed, polyP failed to enter the SDS-polyacryl-
amide gel. Insicad, to measure the supposed PPK activity, we
used the same buffer and conditions as those described by
Skorko et al. (28) except that a lower radioactivity (0.27 nCi of
[v-**P]ATP) was used, the acid-precipitated *2P-labeled com-
pound present in the reaction mixture was filtered through
glass fiber filters and washed, and the retained radioactivity
was measurcd by liquid scintillation counting (see Materials
and Methods). When we repeated the PPK assay exactly ac-
cording to Skorko et al. (28), we noticed that no radioactivity
was obtained in the stacking-running interface of the SDS-
polyacrylamide gel, as they described for the polyP location,
while the glycogen from S. acidocaldarius and a control glyco-
gen from oyster (Sigma) were found at this position in the gel,
as revealed by silver staining (data not shown). In addition,
when 2 nmol of purified [**P]polyP,s, (0.007 pCilnmol) was
loaded in the gel as a control, this compound did not remain in
the stacking gel but ran out of the gel.

Analysis of the reaction products of the PPK assay. Al-
though the method for polyP synthesis measurement that we
used has been tried with success in many previous works (2, 5,
16), it is still necessary to demonstrate that the acid-precipi-
tated **P corresponds to polyP. The purified overexpressed
PPX (16) and PPX from E. cali (3) and the PPX from Saccha-
romyces cerevisiae (PPX..) (32) have been successfully used as
specific reagents in polyP analysis (5). Pure PPK allows the in
vitro synthesis of [**PlpolyP., for use as a marker, while the
nature of the putative synthesized polyP can be confirmed by
treatment with PPX and analysis of the reaction product by
TLC (5). Typically, the nature of polyP was previously analyzed
by acid hydrolysis of the compound. However, the use of PPX
as an enzymatic reagent to hydrolyze the polyP is much more
specific.

To accumulate the radioactively labeled material synthe-
sized we performed the PPK assay with fraction F2, which had
been shown to have the highest specific activity (Table 1), in
the same conditions as described above but in a preparative
manner as for the in vitro preparation of {*?PlpolyP.s, (see
Materials and Methods). We used 9 pg of the glycogen-bound
proteins (F2) in a reaction mixture of .35 ml incubated for 30
min at 70°C. As a control, we ran in paralle! the same reaction
at 37°C using 35,000 U of purified PPK,,, (16). To extract the
polyP formed in each case, we loaded the reaction mixtures
over a cushion of CsCl. After centrifugation, the gradient was
divided in aliquots of 200 pl, precipitated with isopropanol,
and washed, The pellets were resuspended in 20 pl of distilled
water and quantified by liquid scintillation. The 3?P-labeled
compound was found to be present in the 200-pl fractions
corresponding to the bottom of the CsCl gradients, as expected
for polyP (6). These fractions were used as a substrate for the
assay of polyP with PPX_ .. Conversion of the putative polyP
to P, was followed by TLC (Fig. 2). When the polyP substrate
obtained from the PPK assay using PPK.,, was analyzed (Fig.
2a), the polyP spot, located at the origin of the TLC, clearly
diminished with time by the action of PPX while P; appeared
concomitantly, confirming the identity of polyP (Fig. 2a, lanes
1, 2, and 3). However, no spot was observed in the location of
polyP when the putative polyP subsirate came from the reac-
tion with fraction F2 (Fig. 2b). Instead, radicactive spots mi-
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FIG. 2. TLC analysis of the reaction products obtained during PPK
assay. [*P]polyP;s, (panel a, lanes 1, 2, and 3), the **P-labeled material
obtained in the PPK assay using fraction F2 (panel b, lanes 4, 5, and 6
and panel c, lanes 9, 10, and 11) were incubated in the presence (a and
b) or in the absence (c) of PPX;,, at time zero (lanes 1, 4, and 9), at
5min (lanes 2, 5, and 10}, or at 15 min (lanes 3, 6, and 11), Standards
used were [“P]polyP,s, (lane 7), [v"“FJATP (lane 8), and H,*PO,
(lane 12),

grating with ATP and P; were observed at all the times ana-
lyzed (Fig. 2b, lanes 4, 5, and 6). The observed P; corresponded
to partial hydrolysis of ATP as shown by a control tube without
PPX.. (Fig. 2c, lanes 9, 10, and 11) and ATP run as a standard
(Fig. 2¢, lane 8). The putative polyP synthesized using fraction
T2 therefore may correspond to the nonspecific binding of
ATP to some isopropanol-precipitable compound, present at
the bottom of the CsCl gradient, possibly the glycogen-protein
complex.

The evidence just presented strongly suggests that the gly-
cogen-protein complex from S. acidocaldarius does not have
any PPK activity. Therefore, our measurements of PPK activity
present in fractions F2 and F3 (Table 1) may correspond to this
nonspecific binding of ATP to the acid-precipitable glycogen-
protein complex and not to a real PPK activity. Since it is also
possible that some kind of enzymatic inhibition was present in
our preparations of F2 and F3, we further investigated the
identity of the proteins present in the glycogen-protein com-
plex and genetically characterized P6{.

Characterization of the polypeptides present in the glyco-
gen-protein complex corresponding to fraction F2. The glyco-
gen-protein complex (F2) was analyzed by 2-D PAGE (Fig. 3).
Three protein spots were resolved, P65, P60, and P50 (Fig. 3a),
which migrated according to their previously ebserved molec-
ular masses (Fig. 1). P60 was composed of at least three spots
with the same molecular mass, P60.1, P60.2, and P60.3 (Fig. 3a
and b, upper panel). This was in agreement with Skérko et al.
{28), who reported that their 57-kDa protein (our P60) showed
several bands by one-dimensional isoelectric focusing. The
observed spots (P65, P60.1, P60.2, and P60.3) and P50 were
excised from the gel and subjected to amino-terminal sequenc-
ing. The amino-terminal sequence of P60.1 was MKRYESI,
WEFEDELKHVWMIL, The amino-terminal sequences of P&(.2
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FIG. 3. Characterization of the polypeptides present in the glycogen-protein complex fraction F2. (a) Fraction F2 was analyzed by 2-D
NEPHGE. Protein spots were visualized by staining with Coomassie blue. (b} Cells of 5. acidocaldarius were labeled in vivo with H,**PO,. Fraction
F2 was obtained and analyzed by 2-D NEPHGE. Upper panel, portior of the 2-D gel containing P60.1, P60.2, and P60.3 stained with Coomassie
blue; lower panel, autoradiography of the same gel showing °P-labeled P60.2 and P60.3.

and P60.3 were both MKRYESLWF. These results indicate
that P60 had different forms. These forms appeared to be more
acidic, which is typical of phosphorylated proteins. To test this
idea, we obtained the F2 fraction from an in vivo *?P-labeled
culture and analyzed these proteins by 2-D NEPHGE (Fig 3b).
Autoradiographic analysis (Fig. 3b, lower panel) clearly
showed that the two more acidic spots (P60.2 and P60.3) were
*2P labeled most likely due to phosphorylation. Taken to-
gether, these observations demonstrate that P60, the 57-kDa
protein described by Skdrko et al. (28) as a PPK and by Koénig
et al. (13) as a GT is composed of a single polypeptide chain
that is probably phosphorylated.

While no sequence was obtained for P65 due to insufficient
material or to a blocked amino terminus, the amino-terminal
sequence of P50 was RNVILGFEVH. With the sequences
obtained for P60 and P50, no match was found against the
available databases. A further search in the recently completed
genome sequence of S. solfararicus genome database revealed
that P50 and P60 match with the open reading frames (ORFs)
bac04_023 and bac04_024, the former coding for a hypotheti-
cal alpha-amylase (amyd) of 447 amino acids (53.6 kDa; pl,
4.47} and the latter coding for a glycogen synthase (glg4) of
566 amino acids (65.6 kDa; pl, 6.73). These values are similar
to the molecuiar masses and approximate pls of the glycogen-
bound proteins from S. acidocaldarius. These putative ORFs
are consecutive in the genome and are probably clustered in
the same operon. Other genes involved in the metabolism of
glycogen, gleX (encoding for a glycogen-debranching enzyme)
and glgC (ADP-gluicose pyrophosphorylase), are adjacent to
amyA but oriented in the opposite direction.

Isolation of the p60 gene and analysis of the deduced amino
acid sequence of P60. To clone the p60 gene we used the amino-
terminal amino acid sequence of PS0 and the amino-terminal
sequences of two internal peptides to obtain degenerate oligonu-
cleotide primers, which were then employed in DOP-PCR expet-
iments using purified genomic DNA from 8. acidocaldarius as a
template. A 300-bp DNA fragment and an 800-bp DNA fragment
were amplified with PEONH2DD and P60P21DR (for the former)
and P6ONH2DD and P60P27DR (for the latter). These two DNA

fragmenis were cloned into the pGEM-T vector and sequenced,
New primers were defined from the nucleotide sequence and
employed to produce a digoxigenin probe, which was used in
Southern blotting experiments against total DNA from S, acido-
caldarius. After digestion with different restriction enzymes, only
one DNA fragment hybridized with the probe, indicating that S.
acidocaldarius strain 639 DSM carried a single copy of the p60
gene (data not shown). Two other primers, PEOND3R and
P6ONDSD, were defined and employed in reverse PCR experi-
ments which allowed us to obtain the entire sequence of the p60
gene.

The 2,000-nucleotide sequence revealed the presence of one
ORF of 1,698 bp that contained exactly the sequences of the
initial peptides used to define the degenerate oligonucleotide
primers (Fig. 4). This observation confirms that we isolated the
gene coding for P60 protein. Searching in data banks with the
BLASTP program indicated that P60 had a positive similarity to
glycogen synthases from Archaea and Bacteria (Fig. 4) and a
carboxyl-terminal portion of piant starch synthases, This was in
agreement with the reported GT activity of the 57-kDa protein
(13) and with our purification of GT activity (Table 1). Searching
for conserved domains in P60 revealed the presence of the GT
group 1 domain (expect value [E] = 2 X 102 from the Pfam
database of protein domains (Fig. 4). This family comprises GTs
from archaea, bacteria, fungi, and plants. The glycogen synthase
from 8. acidocaldarius showed 22% identity and 389 similarity (£
= 9 X 107°) to the glycogen synthase encoded by the gleA gene
of E. coli. Two important sites have been described for E. coli GT:
Lys 15, which forms part of the motif KXGG (where X represents
any amino acid) and is involved in ADP-glucose binding (9), and
Lys 277, which constitutes part of the proposed active site (10).
Lys 277 is well conserved in all the analyzed bacterial and archaeal
glycogen synthases (Fig. 4). Although the position of the equiva-
lent Lys 277 is not clear in the sequence of the glycogen synthase
of Methanococcus jannaschii, the alignment shows. two Lys resi-
dues near this position, suggesting that this residue is also con-
served in this protein. However, this is not the case for Lys 15,
which appears to be lacking from the glycogen synthases of S.
acidocaldarius and M. jannaschii.
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FIG. 4. Multiple alignment of bacterial and archaeal glycogen synthases. The P60 deduced amino acid sequence from S. acidocaldarius {Sac)
was aligned (accession numbers in brackets) with other archaeal (Pab, Pyrocaccus abyssi [CABAS000]; Mja, Methanococcus jannaschii [E64500])
and bactecial (Tina, Thermotoga maritima [AAD33976]; Aae, Aquifex acolicus [AACO6894]; Eco, Escherichia coli [AACT6453); Rer, Rhizobium
fropici [CAC17472]) glycogen synthases. Identical (shaded in black) and similar (shaded in grey) residues are indicated. The peptides which allowed
us to isolate the p60 gene by reverse genetics are boxed, Conserved Lys 15 and 277 are indicated by an asterisk. The black bar over the P60 sequence
represents the glycosyl transferase 1 domain. Putative phospherylation sites for CKI (dashed lines) and CK2 (circles) are shown.
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FIG. 5. Overexpression and functional analysis of tP60 in E, coli. () E. coli strain BL21{DE3)/pEysS transformed with pET21b(+) carrying a
P60 insert was grown for 2 h in the presence () or in the absence {(—) of 2 mM IPTG. Membrane fractions were analyzed by SDS-PAGE and
stained with Coomassie blue. The arrow indicates the overexpressed rP60 protein. (b) PPK and GT activities, present in the membrane fractions
of E. eolj strain BL21(DE3)/pLysS transformed with pET21b(+) carrying a p60 insert in the presence (shaded bars) or in the absence (empty bars)

of 2 mM IPTG, were measured at 70°C.

P60 was found to be labeled in vivo with H,*2PO,, suggest-
ing a probable phosphorylation of the protein. This labeling
was stable at pH 2.5 (data not shown), a characteristic not
present in phospho-histidine proteins such as the PPK from E.
coli phosphorylated in vitro (16). On the other side, mamma-
lian and yeast glycogen synthases, which may be distant rela-
tives of bacterial glycogen synthases, are regulated by phos-
phorylation in Ser and Thr residues (11, 29). Therefore, we
searched for patential Ser/Thr phosphorylation sites of P60 in
the PhosphoBase database (15). We found a potential casein
kinase II (CKII) phosphorylation site that was remarkably
conserved in all the glycogen synthases analyzed and a poten-
tial casein kinase I (CKI) phosphorylation site that was con-
served in all sequences analyzed with the exception of the
glycogen synthases of M. jannaschii and Thermotoga maritima
(Fig. 4).

Cloning, expression, and functional analysis of the p60 gene.
At present, no function for any glycogen synthase gene of the
domain Archaea has been experimentally confirmed. Since
gene disruption systems for S. acidocaldarius are not currently
available, we decided to elucidate the functional properties of
the product of the p60 gene by cloning and expressing it in a
heterologous host. Therefore, we cloned the p60 gene in the
expression vector pET21b{+) and expressed the recombinant
protein (rP60) in E. colf host cells. The rP60, which was asso-
ciated to the membrane fraction (Fig. 5a), was purified under
denaturing conditions by nickel affinity chromatography (Fig.
1, lane d). The identity of the p60 gene was confirmed by
sequencing both strands of the cloned insert in PeT21b(+),
obtaining 100% identity with the previous 2,000-nucleotide
sequence (dara not shown).

We measured PPK and GT activities of tP60 in membrane
fractions of noninduced and induced cells. When the proposed
activities were measured at 37°C neither PPK nor GT activity
increased in the induced ceils (not shown). Therefore, we as-
sayed these enzymatic activities at 70°C. Under these condi-

tions (Fig. 5b), there was a large increase in GT activity in the
membrane fractions of induced cells. This was expected due to
the similarity of P60 with glycogen synthases, However, the
PPK activity was barely detectable, while the slight increase
observed in induced cells was not significant, As Skérko et al.
(28) reported that the enzyme was active only in the presence
or glycogen, we also assayed these activities with the purified
P60 in the presence of 2% glycogen and/or 2¢ pM primer
polyP,sq. However, the result obtained confirmed the absence
of PPK activity. The GT specific activity of the purified P60
was 750,000 U/mg of protein in the presence of 2% glycogen,
a value in agreement with the native purified enzyme (fraction
F3). Other reported specific activities of glycogen synthases
range from 10° to 2 X 10® U/mg of protein depending on the
sources and the experimental conditions used (8, 22).

DISCUSSION

Skorko et al. (28) reported that their glycogen-bound 57-
kDa band was composed of several polypeptides possessing
different isoelectric points. This observation allowed them to
speculate on the possible existence of two different proteins
with two different enzymatic activities (PPK and GT) or one
protein with the ability to perform both reactions. In this pa-
per, we demonstrate that the 57-kDa band contains 32P-labeled
forms of 2 single polypeptide (P60). The gene coding for P60
turned out to be homologous to bacterial glycogen synthases
and did not show similarity to any of the amino acid sequences
of more than 15 known PPKs. Moreover, the native and the
overexpressed P60 showed only GT activity. Taken together,
these results demonstrate that the proposed glycogen-bound
PPK from . acidocaldarius is actually a bacterial-type plycogen
synthase. The properties of the functional glycogen-bound gly-
cogen synthase, which we describe for S. acidocaldarius, may
lead to a revision of the current view of the prokaryotic glyco-
gen synthases for two reasons, First, the conserved Lys 15 at
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the ADP-glucose binding site (9) is lacking in the glycogen
synthasc from . acidocaldarius (P60} and from M. Jjennaschii.
Second, P60 was labeled with H;*2PO, in vivo, suggesting it to
be phosphorylatable. The analysis of the bacterial-archaeal
glycogen synthase sequences revealed the presence of highly
conserved potential phosphorylation sites for CKI and CKIL.
Although experimental evidence is required in order to con-
firm this prediction, this observation could support a regula-
tion of the bacterial-archaeal glycogen synthases by phosphor-
ylation by a yet unidentified eukaryotic-like Ser/Thr protein
kinase, a very probable phenomenon given the presence of
several types of Ser/Thr protein kinases in bacterial and ar-
chaeal genomes (18, 26). In addition, the finding of a glycogen-
bound alpha-amylase encoded by a gene clustered in the same
operon suggests that this enzyme may fulfill the catabolic func-
tion of the glycogen phosphorylase (glgP) (24).

A possible explanation for a glycogen-bound PPK may re-
side in the nucleoside-diphosphate kinase activity of the PPK
of E. coli (31). PPK, acting as a nucleoside-diphosphate kinase,
might take part in glycogen metabolism, regenerating the ATP
consumed in the synthesis of the ADP glucose, the precursor
of glycogen synthesis. An ATP-regenerating role for PPK has
been described for endogenous PPK from the E. coli RNA
degradesome (7). Therefore, it seems reasonable that PPK
might form part of other macromolecular complexes, such as
those formed with glycogen. Although this specuiative model
of a glycogen-bound system for regenerating ATP seems pos-
sible, in this paper we demonstrate the absence of a glycogen-
bound PPK activity in S. acidocaldarius,

Given the presence of polyP in 8. acidocaldarius (14), the
small amount of PPK-like activity detected in the crude ex-
tracts (this paper), and the absence of ppk genes in the &.
solfataricus genome and other archaeal genemes, the existence
of polyphosphate kinase in this microorganism and others of
the domain Archaea remains controversial. The most reason-
able route to achieve the identification of an enzyme involved
in polyP synthesis in 4rchaca seems to be an alternative ex-
haustive purification. Also, the characterization of functional
domains in the known PPKs from different organisms will be of
great help in identifying a PPK-like gene(s) on the largely
divergent genomic sequences of the domain Archaea,
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