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Resumen

1. RESUMEN

Algunos microorganismos pertenccientes al dominio Archaca se caracterizan por
su adaptacion a la vida en condiciones extremas. Existe un gran interés por dilucidar los
mecanismos por los cuales estos microorganismos se adaptan y responden a su medio.

Una de las moléculas posiblemente involucradas en la supervivencia frente a
distintos factores ambientales son los polifosfatos inorganicos (poliP), los cuzles se han
encontrado en todos los seres vivos. Su biosintesis es realizada por la enzima polifosfato
quinasa (PPK), mientras que la enzima exopolifosfatasa (PPX) es la responsable de su
depradacion.

Estos polimeros inorgénicos tienen diversas funciones, dentro de las cuales
destacan el servir como fuente de energia y reserva de fosfato, modular ciertas
respuestas de estrés y adaptaciones a la fase estacionaria, y participar en posibles
mecanismos de tolerancia a iones metalicos. Se ha propuesto en bacterias un modelo
para la funcion de los poliP en la tolerancia a metales pesados. Este modelo se basa en
que los poliP pueden secuestrar a los iones metalicos. La concentracion intracelular de
estos iones regularia la actividad PPX y el fosfato hidrolizado a partir del poliP seria
transportado fuera de Ia célula acompaiiado de los cationes metalicos.

En esta tesis planteamos como hipétesis que los niveles de poliP en el arquedn
Sulfolobus solfataricus varian cuando las células se someten a una condicion de estrés, y
que estos polimeros tendrian un rol en Ia tolerancia a metales pesados. En el desarrollo

de esta tesis determinamos que los niveles de poliP son mayores cuando S. solfataricus

viti
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se crecié en condiciones limitantes de nutrientes, a pesar que el crecimiento del
microorganismo fue menor en esta condicién. La tolerancia a cobre fue mayor (100
veces) cuando el microorganismo se crecié en condiciones limitantes de nutrientes,
tolerando hasta 100 mM CuSO;. Por otro lado, los niveles y tamafios de los poliP
intracelulares de S. solfataricus, crecido en condiciones limitantes de nuirientes,
disminuyeron en relacion al aumento de la concentracién del metal en el medio de
cultivo. Cuando se realizé un traspaso de S. solfataricus desde un medio sin cobre a un
medio que contiene el ion metalico en concentraciones de 50 6 100 mM, los niveles de
poliP disminuyeron bruscamente en la primera hora y la actividad PPX aumentd
aproximadamente 10 veces con respecto al cultivo control sin el metal. Estos resultados
sugieren claramente que los poliP tienen una relacién con la tolerancia al metal pesado.
El modelo propuesto en bacterias para destoxificar metales pesados requicre de
transportadores de fosfato del tipo Pit. Por lo tanto, realizamos una bisqueda mediante
métodos bioinformaticos para determinar la presencia de transportadores de la familia
Pit en los genomas secucnciados del dominio Archaea. Intercsantemente, solo las
arqueas acidofilas S. solfataricus, Sulfolobus tokodaii, Thermoplasma acidophilum,
Thermoplasma volcanium y Ferroplasma acidarmanus, no presentaron homélogos a
PitA de Escherichia coli, pero en cambio si presentaron homdélogos a Pho84 de
Saccharomyces cerevisiae. La prediccion de los dominios de transmembrana indicaron
ubicaciones similares entre Pho84 de S. cerevisiae y sus homologos en arqueas. Es
posible que ¢l transporte de fosfato en las arqueas aciddfilas se realice a través de

transportadores ancestrales de tipo eucarionte.
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2. SUMMARY

Some microorganisms belonging to the domain Archaea are characterized for
their adaptation to life in extreme conditions. There is a great interest to understand the
mechanisms by which these microorganisms adapt and respond to their environment.

Molecules possibly involved in microbial survival to changes in their
environment are the inorganic polyphosphates (polyP), which have been found in all
living organisms. The main enzyme involved in polyP synthesis is the polyphosphate
kinase (PPK), while the exopolyphosphatase (PPX) is the enzyme responsible for its
degradation.

PolyP has several functions, among them energy source, phosphate TESEIVoir,
modulator of certain stress responses, adaptations to stationary phase and participation in
metal-tolerance mechanisms. A model for the participation of polyP in the tolerance to
heavy metals has been proposed in bacteria. This model is based on the ability of polyP
to sequester metal ions. The intracellular concentrations of these ions would stimulate
the PPX activity and the hydrolized phosphate obtained from polyP could be transported
out of the cell along with the metalic cations.

In this thesis it was postulated that when cells of the archaeon Sulfolobus
solfataricus are subjeted to a stressing condition such as the presence of a heavy metal,
its polyP levels change and that this polymer could have some rol in tolerance to heavy
metals. When S. solfataricus was grown in a nutrient-limited condition, despite of its
growth limitation we found that polyP levels were increased. Under these

nutrient-limited conditions, S. solfataricus increased its copper tolerance 100 fold,
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tolerating up to 100 mM CuSO;. On the other hand, when S. solfataricus cells grown in
nutrient-limited condition was previously adaptated to the presence of copper, both
intracellular polyP levels and the length of the polymer decreased when the metal
concentration increased in the culture medium. When we shifted S. solfataricus cells
from a medium without copper to one with 50 or 100 mM copper, polyP levels
decreased roughly in the first hour and PPX activity increased nearly 10 fold respect to
the control culture without the metal. These results clearly indicate that polyp might
have a relationship with tolerance to copper.

The proposed model for heavy metals detoxification in bacteria requires Pit-like
phosphate transporters. Therefore, we searched through bioinformatic methods the
presence of transporters of the Pit family in all available archacal genomes.
Interestingly, only the five acidophilic archaea S. solfataricus, Sulfolobus tokodaii,
Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma volcanium and Ferroplasma acidarmanus,
did not present Escherichia coli PitA homologs, but instead they presented phosphate
transporters homologs of Saccharomyces cerevisiae Pho84. The transmembrane
domains prediction indicated identical locations for these domains both in S. cerevisiae
Pho84 and the archaeal ortologs. It is therefore possible that phosphate transport in

acidophilic archaea takes place through this eukaryal ancestral transporter.
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3. INTRODUCCION

3.1. Metabolisme de Ios poliP.
3.1.1. Aspectos generales.

Los polifosfatos inorganicos (poliP) son polimeros lineales formados por decenas
o cientos de residuos ortofosfato (Pi) unidos por enlaces fosfoanhidrido de alta energia
(Fig. 1) (Komberg, 1995; Komberg y col., 1999). Estos polimeros se han enconfrado en
todos los seres vivos en los que se ha estudiado: bacterias, hongos, protistas, plantas y
animales (Wood y Clarck, 1988) y también en arqueas (Scherer y Bochem, 1983;
Rudnick y col., 1990; Cardona y col., 2001). Ademas, se ha postulado que son una de las

macromoléculas mas antiguas en la evolucién prebidtica (Wachterhauser, 1992).

o) o o
I I I
-0-P-0-P-0-|P-0-
| | |

o) T o

0 _I|r|

1<n<1000

Figura 1. Polifosfatos inorganicos. n representa el niimero de residuos de fosfato.
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L.a fnica via establecida para la biosintesis de poliP es la polimerizacion del
fosfato y del ATP mediante Ia enzima polifosfato quinasa (PPK) codificada por el gen
ppk (Ecuacién 1) (Ahn y Komberg, 1990). No obstante, la presencia de poliP de cadena
corta en un mutante ppk de E. coli sugiere que en este microorganismo existirian otras
enzimas involucradas en la sintesis de poliP (Komberg y col., 1599).

PPK
(WATP e pOliPg;, -+ (N)ADP (Ecuacién 1)
(@)

La principal enzima responsable de la degradacién de poliP en E. coli es Ia
exopolifosfatasa (PPX) codificada por el gen ppx (Ecuacion 2) (Komberg y col., 1999).

PPX

3.1.2. Funciones de los poliP.

Considerados clasicamente como componentes con funcidon de reserva
energética, la regulacién y funcion de los poliP en los seres vivos permanecid
desconocida por muchos afios. Recientemente se ha estudiado sus posibles funciones
fisiologicas y potenciales aplicaciones industriales. Entre las funciones propuestas se ha
postulado que el poliP actia como sustituyenie de ATP en reacciones de proteinas
quinasas {Komberg y col., 1999). También es una reserva de fosfato, debido a que el

poliP puede ser convertido a Pi por la accién de polifosfatasas, lo que asegura una
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mantencion de niveles estables de este i6n (Kornberg y col., 1999), y ademas colabora
con la mantencion del pH intracelular al presentar accién amortignadora (Komberg y
col.,, 1999). Su alta densidad de cargas negativas y la flexibifidad de su enlace lo
convierte en un buen quelante de iones metalicos tales como Mn*2, Ca*?, AI®, 1o que
sugiere su posible participacién en mecanismos celulares de destoxificacion (Keasling,
1997). Existen otras funciones del poliP, como por ejemplo participar en la regulacion
de la expresion de ciertos genes tales como rpoS, factor sigma de fase estacionaria
(Shiba y col., 1997} y de los genes SOS, sistema global de respuesta ante distintos tipos
de estrés {Tsutsemi y col., 2000). Recientemente se ha demostrado que la proteasa Lon
de E. coli forma un complejo con poliP, el cual es responsable de la degradacién de
proteinas ribosomales en respuesta a la carencia de aminodacidos (Kuroda y col., 2001).
La dinamica de acumulacion y utilizacion del poliP muestra sin duda que Ia
mayor utilizacion de esta molécula debe ser como fuente de energia y reserva de Pi.
Ademis, la asociacion de la acumulacién de poliP con Ia limitacién de algunos
nutrientes e incluso con condiciones de estrés, como carencia de aminoacidos y fosfato,
sugiere que probablemente el poliP sea un enlace entre estas situaciones y los sistemas

globales de respuesta (Komberg y col., 1999).
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3.2. Los poliP como una aplicacién biotecnolégica.
3.2.1. PoliPy la descontaminacion de aguas.

La contaminaciéon por fosfato en las aguas debido a descargas de procesos
industriales y residuos de actividades humanas es un problema global (Kortstee y col.,
2000). La necesidad de remover el fosfato de las aguas contaminadas ha derivado en el
desarrollo de distintos procesos de tipo quimico y bioldgico. El principio de los procesos
biolégicos de remocion de fosfato, denominados EBPR “Enhanced Biological
Phosphorus Removal”, constan de dos grandes etapas, una anaerobia y otra aerobia. En
la primera, los microorganismos se encuentran en un ambiente rico en fuentes de
carbono, pero pobre en aceptores de electrones, por lo tanto el poliP es degradado a Pi,
con lo que se incrementa el gradiente de protones a través de la membrana. Las fuentes
de carbono se guardan como polimeros de poli-hidroxialcanoatos (PHA). En la siguiente
etapa, el sistema se hace rico en aceplores de electones pero pobre en fuentes de
carbono, {o cval provoca la degradacion de los PHA vy la sintesis de poliP a expensas del
ATP generado en el proceso anterior. Como en esta fase se consume mas Pi del que es
secretado en Ia fase anacrobia, el resultado neto consiste en la remocion de Pi de las
aguas contaminadas (Keasling y col., 2000; Kortstee y col., 2000). Se ha intentado
mejorar este proceso, por un lado mediante el estudio de las bacterias acumuladoras de
poliP que habitan los sitios contaminados, como Acinetobacter sp., Microlunatus
phosphovorus, Lampropedia spp. y Rhodocyclus spp. (Mino, 2000), y por otra parte

mediante el uso de manipulacién genética de estas bacterias (Kornberg y col., 1999).
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3.2.2. Descontaminacion de metales pesados.

Un proceso de gran importancia ecolégica consiste en la remocién de iones
metdlicos contaminantes (Keasling y col., 2000). Uno de los mecanismos por los cuales
las células pueden tolerar amplias concentraciones de metales pesados, es el secuestro de
estos debido a la interaccion con los poliP, disminuyendo su concentracion intracelular
(Keasling, 1997). Por lo tanto, la relacién existente entre el poliP y la resistencia a
metales sugiere una posible aplicacion de organismos con metabolismo de poliP
genéticamente mejorados para la biorremediacion de aguas contaminadas con estos
iones metalicos (Keasling y col., 2000).

Los poliP en hongos, algas, vacuolas de levaduras, y en grinulos de bacterias
estin a menudo asociados con compuestos de bajo peso molecular cargados
positivamente (aminodcidos y cationes bivalentes). Los cationes més comiinmente
asociados son Ca™, K* y Mg™. Adicionalmente, se ha encontrado metales pesados en
granulos de poliP en bacterias, levaduras y hongos (Keasling, 1997; Keasling y col.,
2000).

Los trabajos de Aiking y col. (1984), en que se demostté que Kiebsiella
aerogenes acumula granulos de poliP para destoxificar cadmio, y de Petterson y col.
(1985), en donde se observo que Anabaena cylindrica acumula mas aluminio durante el
crecimiento con alta concentracién de fosfato, condicion en la que se forman granulos de
poliP, apoyan la idea que las células usan los poliP para destoxificar los metales pesados
que han entrado a ellas (Keasling, 1997). Por otro lado, también hay evidencias que los

poliP se degradan durante el crecimiento de los microorganismos en presencia de
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metales pesados (Aiking y col., 1985; Keasling y Hupf, 1996). Basados en los datos
anteriores, Keasling (1997) planteé un modelo (Fig. 2) para explicar el fenémeno de la
interaccion del metal con el poliP. Este modelo plantea que la concentracién intracelular
de cationes regula la actividad polifosfatasa. La liberacion in vitro de fosfato a partir de
polifosfato por la enzima PPX es afectada por la concentracién de cationes (Keasling,
1997), ya que incrementos en la concentracion de NaCl, NaF, o MgCi; inducen un
aumentd de la actividad PPX, mientras que la disminucién de la concentracion de los
iones, inhibe la actividad PPX (Keasling y col., 1993). Posteriormente, el fosfato
liberado es transportado fuera de la célula. El fosfato transportado es acompaifiado por
cationes, como se demostrd en los sistemas transportadores de fosfato inorganico (Pit)
de E. coli y Acinetobacter johnsonii, los cuales transportan reversiblemente complejos

metal-fosfatos (van Veen y col., 1994 a y b).
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intracelular

extracelular

Figura 2. Esquema de la destoxificacion de metales con la participacion de poliP. La
concentracion intracelular del metal regula la actividad exopolifosfatasa, afectando
directamente los niveles de poliP. El fosfato liberado desde el poliP es transportado
fuera de la célula con el ion metalico a través del transportador de fosfato Pit. (Keasling
y col., 1997).

3.3. Transporte de fosfato.

El transporte de fosfato se realiza por la familia de transportadores Pit (phosphate
inorganic transporter) que se encuentran en bacterias, hongos, levaduras, animales y
plantas. Su funcién de permeasa puede ser por simporte de tipo Pi:H', o menos
recurrentemente como Pi:Na'. Las proteinas que pertenecen a esta familia tienen un
tamafio entre 297 y 681 aminoacidos, y presentan entre 10 y 12 dominios de

transmembrana (Saier y col., 1999). Se han caracterizado solo tres miembros de esta
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familia: Pit A de  E. coli, Pho 4 de N. crassa y Pho89 de S. cerevisiae (Persson y col.
1999; Saier y col., 1999).

Algunos microorganismos, dentro de los cuales se incluye E. coli, presentan
sistemas genéticos que permiten captar trazas de Pi desde el medio frente a la carencia
de fosfato. En E. coli existe un sistema conocido como el regulén Pho, cuyo conjunto de
genes aumenta su expresion mis de cien veces en carencia de fosfato, mientras que se
inhibe cuando hay un exceso de este compuesto. En E. coli se han descrito 38 genes que
forman parte del regul6n Pho, dentro de los cuales se encuentra el sistema de transporte

especifico para fosfato Pst (phosphate specific transport) (Wanner, 1996).

3.3.1. Sistema detransporte de fosfato en Escherichia coli a través de Pit.

En E. coli el fosfato entra al citoplasma a través del sistema de transporte de
fosfato inorganico Pit, el cual se encuentra en la membrana citoplasmética. El sistema
Pit consta de 2 proteinas, codificadas por los genes pitd y pitB, de expresi6n
constitutiva. Tiene baja afinidad por el fosfato con una Km de 382 uM (Van Veen,

1997).

3.3.2. Sistema detransporte de fosfato en Saccharemyces cerevisiae.
En la levadura S. cerevisiae €l transporte de fosfato se realiza por dos sistemas de
alta afinidad que dependen de la concentracién de fosfato extracelular. Uno de ellos es

Pho 89 (ortélogo a Pit A de E. coli), cuyo peso molecular es de 63 kDa. Este se acopla al
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transporte de Na' y tiene una Km de 0.5 uM. El otro transportador es Pho 84, cuyo peso
molecular es de 65 kDa, se acopla al transporte de H' y tiene una Km entre 1y 15 pM, y

tiene una alta homologia con los transportadores de azucares de mamiferos y levaduras,

siendo miembro de la superfamilia de facilitadores MFS (Persson y col., 1999).

3.4. El dominio Archaea.

La comparacidén de secuencias nucleotidicas del RNA ribosomal 16S/18S ha
permitido, en los Gltimos afios, la construccién de un arbol filogenético universal que
agrupa a los seres vivos en tres categorias o dominios, llamados Bacteria, Eukarya y
Archaea (Woese y col., 1990).

Es interesante la necesidad de avanzar en el estudio del dominio Archaeea debido
a las caracteristicas de adaptacion a la vida en condiciones exiremas que presentan
muchos de sus representantes (Rajagopal y col., 1998).

Se ha obtenido ofra visién que aparentemente desmorona el paradigma de la
existencia de los tres dominios: los fenémenos de transferencia horizontal de genes que
explican las aparentes inconsistencias entre distintos arboles universales, han ocurrido y
son importantes en la evolucién bioldgica; por otro lado ponen en evidencia que los
arboles filogenéticos universales basados en un Ginico gen muestran la historia de ese gen
y no necesariamente del organismo que lo contiene (Doolittle, 1999; Woese, 2000).
Desde este punto de vista, para muchos genes el arbol de la vida se transforma en una

red (Fig. 3) (Doolitile, 1999).
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Fig. 3. El arbol de la vida visto como una red {(Doolittle, 1999),

3.4.1. Caracteristicas del dominio Archaea

La secuenciacion de nuevos genomas del dominio Archaea ha revelado que la
mayor parte de los sistemas de procesamiento de la informacion, como la replicacion,
transcripeién y traduccion, que mantienen y expresan los genomas, son claramente de
tipo eucarionte (Baumann y col., 1995; Rowlands y col., 1994; Dennis, 1997). En
cambio, los genes relacionados con el metabolismo son mas del tipo bacieriano (Olsen y
Woese, 1997; Gaasterland, 1999). Otras similitudes con bacterias son sus tamaiios

celulares, ausencia de membrana nuclear y organelos, y la presencia de un cromosoma
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circular acompaifiado de plasmidos circulares mas pequeiios (Brown y Doolittle, 1997).
Esto explicaria porqué los arboles basados en secuencias génicas relacionadas con estos
procesos sugieren un origen comun entre Archaea y Eukarya (Horiike y col., 2001).

El dominio Archaea se caracteriza por las estructuras de la envoltura celular, la
mayoria formadas por una capa S de glicoproteinas y una membrana plasmatica que
contiene una gran proporcion de tetra-éteres lipidicos (Brown y Doolittle, 1997;
Rajagopal y col., 1998). Ademas, muchos de sus representantes se caracterizan por su
adaptacion a la vida en condiciones extremas (Rajagopal y col., 1998). Este dominio se
divide en dos reinos: Crenarchaeota y FEuryarchaeota. Ambos comprenden
microorganismos extremofilos: los Euryarchaeota incluyen a las arqueas haldfilas,
capaces de tolerar altas concentraciones de sal y a los metanogenos, que generan metano
bajo condiciones anaerébicas, mientras que los Cremarchaeota incluyen a los
termoacidéfilos extremos, que crecen a pH entre 1 y 3, v a temperaturas de 80°C a

102°C (Brown y Doolittle, 1997).

3.4.2. El genero Sulfolobus.

El género Sulfolobus, perteneciente al reino Crenarchaeota, comprende especies
termoacidofilas aisladas de hdbitats geotermales como las fuentes solfatiricas
(Ciaramella y col., 2002). Estos sitios se caracterizan por las altas temperaturas de sus
aguas circulantes, la presencia de minerales como hierro y azufre, y una gran acidez

(Stetter, 1995) (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de tres especies del género Sulfolobus.

Caracteristicas S. acidocaldarius 8. solfataricus S. metallicus
Temperatura 6ptima de
crecimiento 75°C 75°C 65°C
pH o6ptimo de crecimiento 3-3.5 2-4 2-3
Oxidacion de azufre -+ - +
Oxidacion de hierro - - +
Crecimiento heterotréfico + + 3

Debido a su caracter aerobio, Sulfolobus vive en las capas superiores de las
fuentes solfataricas. Se ha avanzado en el estudio de las especies de S. acidocaldarius y
S. solfataricus. El genoma de este ultimo se secuencié y anot6 recientemente (She y col.,
2001); contiene alrededor de 3 x 10° pares de bases, codificando sobre 2900 proteinas,
33% de las cuales sélo se encuentran en S. solfataricus, mientras que el 40% tiene
homoélogos en Archaea, 12% tiene homologos en Bacteria pero no en Eucaria y 2.3% en
Eucaria pero no en Bacteria. Ademas el 25% de las proteinas se encuentra en ambos
dominios (She y col., 2001; Ciaramella y col, 2002). Menos estudiado es
S. metallicus, aunque mas interesante desde el punto de vista biotecnoldgico ya que su
capacidad de oxidar hierro lo hace candidato para su utilizacion en biolixiviacion de

metales a altas temperaturas (Lindstrdm y col., 1992; Aguilar, 1996).
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3.5. PoliP en el género Sulfolobus.

En nuestro laboratorio se ha estudiado la respuesta global de S. acidocaldarius,
ante condiciones de estrés tales como el aumento de temperatura y la carencia de fosfato
(Osorio y Jerez, 1996). Durante estos experimentos, mediante microscopia electrénica
de transmisién, se pudieron detectar granulos densos a los electrones, probablemente
compuestos por poliP (Osorio, 1998). Ademas, hemos determinado los niveles de poliP
en S. acidocaldarius y S. solfataricus, y sus variaciones frente a distintos cambios
ambientales (Cardona, 2001). Con respecto a la enzimologia del metabolismo de los
poliP en el dominio Archaea, no se tenia conocimiento hasta que en nuestro laboratorio
se encontrd un gen ppx funcional en S. solfataricus, con similitud al gen ppx de E. coli

{Cardona y col., 2002).
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3.6. Hipétesis de trabajo
Se plantea como hipétesis que en S. solfataricus los niveles de poliP varian en
condiciones limttantes de crecimiento y estos polimeros tendrian un rol en la tolerancia a

metales pesados.

Objetivos
Los objetivos de este trabajo de investigacion son:
1. Determinar los niveles de poliP de S. solfataricus crecido en condiciones
suficientes y limitantes de nutrientes.
2. determinar los niveles de poliP frente al ion cobre y el efecto que tiene este metal
en la actividad PPX.
3. Identificar posibles transporiadores de fosfato en el dominio Archaea mediante

analisis bioinformatico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo.

Se utilizd la cepa DSM nro 1617 de S. solfataricus.

S. solfataricus se crecié a 75°C y 160 rpm en medio 182 (3,1 g/LL KH,PO;,, 2,5
g/L. (NH,4),S04, 0,2 g/L. MgSO, x 7 H;0, 0,25 g/l CaCl, x 2 H,0, 1,8 mg/L. MnCl, x 4
H,0, 4,5 mg/l. Na;B407 x 10 H>0, 0,22 mg/l. ZnSO4 x 7 H,0, 0,05 mg/L CuCl; x 2
H;0, 0,03 mg/L. Na,MoOj4 x 2 H,0, 0,03 mg/L. VOSO4 x 2 H,0 y 0.01 mg/L CoSO, x 7
H,0) suplementado con 0,1 % de extracto de levadura y 0,1 % de casaminodcidos. Esta
condicion de crecimiento se denomind condicién suficiente en nutrientes (CSN). El
inéeculo se realizo al 5%.

Cuando el medio se suplementé con 0,02 % de extracto de levadura y no se
adiciond casaminodcidos, se denominé condicion limitante de nutrientes (CLN). EIL
in6culo se realizd al 10%.

El crecimiento en presencia de sulfato de cobre se realizé tanto en medio CSN
como CLN, con la 1inica diferencia que se agregé 5 6 10 mM CuSO; al medio suficiente
y 10, 20, 50 6 100 mM CuSO; al medio limitante.

El traspaso de cultivos a medio con Cu*? se realizd de la siguiente manera:
cultivos de S. solfataricus (800 ml) se crecieron en CLN hasta Ia fase estacionaria
temprana, que corresponde a 10® células/ml. A la mitad de los microorganismos se les
agregd CuSQ; 50 mM o 100 mM, y la otra mitad del cultivo se utilizé como control

manteniéndose en las condiciones iniciales. Los cultivos se dejaron crecer, y se tomaron
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alicuotas de 50 ml en tiempos 0, 1, 3, 6 y 9 h después del traspaso para la extraccién de

poliP.

4.2. Métodos de anilisis de poliP.
4.2.1. Extraccion de poliP enddgeno de S. solfataricus.

A los tiempos correspondientes, alicuotas de 10 ml de cultivos crecidos en medio
completo y 100 ml de cultivos crecidos en condiciones limitantes se centrifugaron
durante 10 min a 9.800 g. Los sedimentos se resuspendiecron en 0,3 ml de 4 M
isotiocianato de guanidina, 50 mM Tris-HCI pH 7,0 calentado previamente a 95°C. La
suspension se mezclé por vortex, se incubd a 95°C por 3 min. Se reservd una alicuota de
15 1l de esta fraccién para Ia determinacion de proteinas. A cada tubo se agregd 30 pt de
10 % SDS y luego de incubacion a 95°C durante 2 min, se agregé 300 pl de 96 % etanol
y 5 pl de una suspension de microperlas de vidrio Glassmilk® (Bio 101). Luego de
agitacién por vortex y de incubar 30 s a 95°C, los tubos se centrifugaron a 13.000 g
durante 1 min y el sedimento de Glassmilk se resuspendié por vortex en 0,5 ml de
“buffer New Wash” (5 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 % etanol)
frio en hielo y se centrifugo a 13.000 g durante 30 s. El sedimento que contenia el poliP,
DNA y RNA unido a Glassmilk, se resuspendié en 100 ul de una solucion que contenia
50 mM Tris-HCI pH 7,0, 5 mM MgCl,, 5 pg/ml de DNasa y 5 pug/ml de RNasa y se
incub6 a 37°C por 30 min, Luego el sedimento se lavé dos veces con 200 pl de “buffer

New Wash” frio para eliminar los productos de la degradacion de los acidos nucleicos.
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El poliP unido a Glassmilk se eluyé en dos pasos resuspendiendo el sedimento por
vortex en 50 pl de agua cada vez, incubando 2 min a 95°C y centrifugando a 13.000 rpm
para tomar el sobrenadante. El poliP soluble recuperado en esta fraccién (100 pl) se

congel6 a -20°C hasta su cuantificacion.

4.2.2. Purificacion de la PPK recombinante de E. coli.

La PPKr de E. coli se purificé desde la cepa NR100 por afinidad a Ni*%, de
acuerdo a lo descrito por Tzeng y Konberg (2000). La cepa se cultivo en 1 L de medio
LB suplementado con 100 pg/ml de Amp. El indculo se incubd a 37°C y 200 rpm y
cuando alcanz6 una Agy de 0,6 se agregé IPTG a una concentracion I mM final. Luego
de 2 h de la induccidn, las células se colectaron por centrifugacion durante 20 min a
4500 g y el sedimento se resuspendié en 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 % (v/v) glicerol,
5 mM MgCl, a una proporcion de 3 ml/g de células (peso hitmedo). Se realizé una
ruptura celular mediante tratamiento con lisozima (250 pg/mli), segnido de 3 ciclos (fe
congelamiento y descongelamiento en hielo seco, mis I min de sonicacién (Ultrasonic
Liquid Processor, SONICATOR®). Se agregd secuencialmente y en concentraciones
finales los siguientes compuestos: 1 M KCl, 100 mM Na;CO; y 0,05 % Triton X-100,
Luego se incubd durante 2 h a 4°C, para asi liberar a la PPK de las membranas. Se
centrifugd 20 min a 40.000 g y el sobrenadante se aplicé a His Bind Resin (Novagen)
cargada con NiSQy, equilibrada con 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 % (v/v) glicerol, 5 mM

MgCl,, 0,05 % Triton X-100 y 100 mM imidazol. La elusién se realizo en Ia misma
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solucién con 1 M EDTA. La muestra se dializo contra 50 mM Tris pH 7,4, I mM DTT,

10 % glicerol y se almacen6 a -80°C.

4.2.3. Cuantificacion de poliP.

La reaccion se realizo segiin Ault-Riché y col. (1998) utilizando la actividad
reversa de Ia PPKr de E. coli en exceso de ADP (Kumbe y col., 1996). El ensayo se
realizé en un volumen final de 50 pl en amortiguador 50 mM Hepes-KOH pH 7,2, 40
mM (NH{),S04, 4 mM MgCh, 0,1 mM ADP, 2.500 unidades de PPKr y 5 pl de
solucion conteniendo €l poliP. La incubacion se realizd por 45 min a 37°C. La reaccion
se interrumpié por calentamiento (2 min a 95°C) y luego la mezcla se diluyé 1:20, 1:50,
1:200 y 1:500. Alicuofas de 50 ul de estas diluciones se emsayaron con 50 pl de
luciferasa (Roche®). El ATP generado por la PPK se cuantificé midiendo la luz emitida

en un laminémetro Lumi/96 de Bioscan®.

4.2.4. Andlisis de los poliP por electroforesis en geles de poliacrilamida.

A las muestras de poliP obtenidas en la extraccién se les agregd amortignador
Tris-borato pH 8,3 y amortiguador de carga (0,25 % azul de bromofenol, 40 % sacarosa)
antes de la corrida. La electroforesis se realizd segin lo descrito por Kumble y Kornberg
(1995). Se utilizaron geles de poliacrilamida (20%)-urea 7 M en amortignador TBE a
PH 83 (90 mM Tris-borato y 2 mM EDTA). Los geles se corrieron en el sistema

Protean® I (Bio-Rad) a 400 V hasta que el frente de corrida se desplazd 10 cm desde el
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punto de carga. Los geles se tifieron con 0,05% azul de toluidina en 25 % metanol y 5 %
glicerol durante 30 min. Se destifieron en }a misma solucién sin azul de toluidina durante
1 b. El rango de tamafio estimado para los poliP se determiné por la comparacién con
estandares de poliP (cadenas de largo P5, P15, P75; Sigma) y poliPzs, (cadena de largo
aproximade de 750), sintetizados in vifro en nuestro laboratorio segin Ault-Riché y col.

(1998).

4.3, Sintesis y purificacién de polil in vifro.
4.3.1. Sintesis in vitro de [+-P” JpoliP;sy catalizada por PPK recombinante de E. coli.
Se realizd segin Ault-Riché y col. (1998) en un volumen de 10 ml de una
solucidon que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 40 mM (NH,),S04, 4 mM MgCl,, 40
mM creatina-fosfato, 20 pg/ml creatina fosfokinasa (CPK), 1 mM [y-PP)ATP (14
uCifamol) y 90.000 unidades de PPKr de E. coli (Kumble y col., 1996). La reaccion se
incubé 3 h a 37°C y se detuvo agregando 1 ml de EDTA 0,5 M. La cinética de reaccién
se siguid mediante TLC ascendente en placas de polietilenimidacelulosa (SIGMA-

ALDRICH®) utilizando como solvente una solucion de KH,PO4 0,75 M, pH 3,5.

4.3.2. Parificacion de [" JpoliPys, sintetizado in vitro.
La reaccion de sintesis de 10 ml se cargé en un colchon de 55 mi de CsC1 2,5 M
en 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM EDTA. La centrifiigacion se realizé6 durante 16 h a

100.000 g (rotor Sorval® 647.5). El gradiente se dividié en alicuotas de 5 ml, se agregé
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3,5 ml de isopropanol a cada una y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min,
seguido de centrifugacion por 30 min a 16.000 g (rotor Beckman® AJ-20). El pellet se
lavd con 3,5 ml de etanol al 70 %, se secO durante la noche al vacio a temperatura
ambiente y se resuspendié en 600 p! de agua bidestilada estéril. La concentracion de

poliP se determiné en alicuotas de 1 pl en un contador de centelleo liguido.

4.4 Actividad PPX
4.4.1. Preparacion de extractos crudps de S. solfataricus

Para determinar la actividad PPX en extractos crudos, las células se obfuvieron
de igual forma a lo descrito en el traspaso de cultivos a medio con cobre, excepto que las
células se colectaron 30 min después del traspaso. Las células se colectaron por
centrifugacién durante 15 min a 9.800 g. Luego se resuspendieron en amortiguador
50 mM Tris-acetato pH 7,0, 10 % sacarosa (razén 20 pl de tampdon por 1 mg de peso
hiamedo de células), se congelaron y se sonicaron (Ultrasonic Liquid Processor,
SONICATOR®) durante 4 min en hielo, en intervalos de 30 s cada vez. Las
suspensiones finales se cenfrifugaron a 9.800 g durante 5 min para eliminar las células

enteras y el sobrenadante se utilizd para determinar la actividad PPX.
4.4.2. Determinacion de la actividad PPX

La actividad PPX se determind midiendo el fosfato que se obiiene debido a la

hidrolisis del [y-P**]poliPsso. La mezcla de reaccion (50 pl) contenia 50 mM Tris-acetato
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pH 7,0, 100 mM KCl, 10 mM MnCl, y 250 uM [y-P**IpoliP. El MnCl, se agrego al final
para evitar la precipitacion dei poliP. Luego de incubar 30 o 60 min a 70°C, se tomaron
4 i de cada reaccién, los que se aplicaron en una TLC en placas de
polietilenimidacelulosa (SIGMA-ALDRICH®) utilizando como solvente una solucién de
KH,PO; 0,75 M, pH 3,5. El fosfato producido se cuantificé en el Phosphorimager
Molecular Imagen FX™ (Bio-Rad). Una unidad se definié como Ia cantidad de enzima

capaz de hidrolizar 1 pmol de Pi por min a 70°C.

4.5. Microscopia electrénica.

Alicuotas de 10 pl de las suspensiones celulares se montaron sobre grillas
cubiertas con Formvar durante 2 min, dos veces. El exceso de ligmdo se absorvié con
papel de filtro y las grillas se secaron al vacio a temperatura ambiente. Las células se

observaron con un microscopio electronico de transmision Philips Tecnai 12 a 80 kV.

4.6. Andlisis in silico de secuencias y comparacién con bases de datos.

Las secuencias aminoacidicas de PitA de E. coli, Pho89 y Pho84 de S. cerevisiae
se obtuvieron de Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
La comparacion con Ia base de datos de las secuencias proteicas obtenidas en Genbank
se realiz6 mediante BLAST utilizando el programa BLASTp con todos los genomas del

dominio Archaea disponibles (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi).
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El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las posibles Pho84 se realizo
mediante el programa CLUSTALW

(htip://www.ch embnet org/software/ClustalW.html) y posteriormente se identificaron

cajas de acuerdo a su identidad y similitud mediante el uso del programa BOXSHADE
(htip://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

Algunas de las propiedades fisicoguimicas de las posibles proteinas obtenidas se
analizaron mediante el programa ProtParam en EXPASY Proteomics tools

(http://us.expasy.org/tools/protparam hitml). Las posibles regiones de transmembrana se

determinaron mediante el programa Tmpred en EXPASY
(http://www.ch.embnet.org/sofiware/TMPRED form.html).
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5. RESULTADOS

5.1. Presencia de grinules densos a los electrones en S. solfataricus.

El primer indicio sobre la presencia de poliP en S. solfataricus se obtuvo
mediante la observacion de granulos densos a los electrones por microscopia electronica.
Se observo que los granulos de S. solfataricus crecido en CLN tienen mayor tamaifio que

los granulos que presenta este microorganismo cuando se crecié en CSN (Fig. 4).

Figura 4. Granulos densos a los electrones en S. solfataricus. a) crecimiento del
microorganismo en condiciones suficientes de nufrientes. b) crecimiento del
microorganismo en condiciones limitantes de nutrientes.
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5.2. PoliP en §. solfataricus

Para determinar los niveles de poliP se utilizé el método cuantitativo desarrollado
por Ault-Riché y col. (1998), que se basa en una extraccion de los poliP por union a
microperlas de vidrio (Glassmilk) y analisis mediante ¢l tratamiento con PPKr de E. coli
en exceso de ADP. El fosfato liberado se cuantificé por la reaccion de la luciferasa.

Se determinaron los niveles de poliP en distintas etapas del crecimiento de
S. solfataricus en CSN y en CLN. El crecimiento del microorganismo en ambas
condiciones se obtuvo por conteo de células en una camara Petroff-Hausser. El
crecimiento de S. solfataricus en CSN alcanzé un niimero de 10° células/ml con respecto
al crecimiento en CLN que alcanzé un ntimero de 10° células/ml (Fig. 5). Sin embargo
los niveles de poliP alcanzados en esta ultima condicién son 10 veces mayores que los

niveles alcanzados en CSN (Fig. 6).

5.3. Tolerancia de 8. selfataricus a CuSOy.

Para determinar la respuesta de S. solfataricus frente a distintas concentraciones
de CuSOy4 en CSN y CLN, se crecio el microorganismo de acuerdo a lo descrito en
materiales v métodos. Se observd que en CSN el crecimiento se inhibio con
concentraciones de 5 y 10 mM de CuSOs, con respecto al crecimiento del cultivo control
sin cobre (Fig. 7). En cambio el crecimiento del microorganismo en CLN no fue
afectado por la presencia del i0r metalico, incluso cuando la concentracion de este fue

100 mM (Fig. 8).
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Figura 5. Crecimiento de S. solfataricus en condiciones suficientes o limitantes de
nutrientes (CSN y CLN respectivamente).
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Figura 6. Niveles de poliP de S. solfataricus crecido en CSN y CLN. Las muestras para
la extraccion de poliP se tomaron de los cultivos de la Figura 5 a los tiempos que se
indican. Las concentraciones de proteinas obtenidas en todos los puntos vario entre 0,4 y

0,5 pg/pl.
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Figura 7. Efecto de Cu en el crecimiento de S. solfataricus en CSN. El
microorganismo se crecié en condiciones suficientes de nutrientes (control) o en el
mismo medio pero en presencia de las concentraciones de CuSQ;, indicadas.
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Figura 8. Efecto de Cu” en el crecimiento de S. solfataricus en CLN. El
microorganismo se crecié en condiciones limitantes de nutrientes (control) o en el
mismo medio pero en presencia de las concentraciones de CuSQj, indicadas.
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5.4. Niveles y tamaiios de los poliP sintetizados por S. solfataricus adaptado a crecer

en presencia de CuSOy.

Para determinar los niveles y tamafios del poliP de S. solfataricus, se creci6 el

microorganismo en CLN y en presencia de cuatro concentraciones de sulfato de cobre

(10, 20, 50 o 100 mM) hasta una densidad de 10® células/ml y se extrajo los poliP. Los

niveles de poliP disminuyeron al aumentar las concentraciones de Cu'? comparados con

el cultivo control que no contiene el i6n metilico en el medio (Fig. 9). Esta disminucion

alcanzo casi un 40 % a niveles de CuSOy4 mayores a 50 mM. También se observé que el

tamafio de los poliP disminuyé debido a la presencia de Cu™?, y el efecto mds notorio fue

a la concentracién de 100 mM de CuSOjy (Fig. 10).
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Figura 9. Niveles de poliP en S. solfataricus crecido en CLN y adaptado a diferentes
concentraciones de CuSOy. En el grifico se indican las concentraciones de. CuSOy
utilizadas para adaptar al microorganismo.
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Figura 10. Electroforesis de muestras de poliP de S. solfataricus en un gel
urea-poliacrilamida. El microorganismo se creci6 en condiciones limitantes sin CuSO4
(carril 5) y con 10 mM (carril 6), 20 mM (carril 7), 50 mM (carril 8) o 100 mM (carril 9)
de CuSO4. Los carriles 1, 2, 3 y 4 muestran los estandares PS5, P15, P75 y P750
respectivamente. El gel se tifi6 en presencia de azul de toluidina.

5.5. Efecto de Cu*? en los niveles de poliP en S. solfataricus no adaptado a crecer en
presencia del metal.

Para determinar el efecto que tiene el i6n metalico en los niveles de poliP de
S. solfataricus crecido en CLN y no adaptado a la presencia de Cu'?, se creci6 el
microorganismo hasta alcanzar una densidad de 10® células/ml. A esta densidad se
traspasaron a medio fresco suplementado con 50 o 100 mM de CuSOy. Posteriormente

se continuo la incubacién y a distintos tiempos se extrajeron y cuantificaron los poliP.
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Claramente se observo que en los dos cultivos traspasados a sulfato de cobre, los niveles
de poliP disminuyeron bruscamente después de 1 h de incubacién. Aunque la
disminucién de los niveles de poliP fue rapida en presencia de Cu'?, el traspaso a
100 mM CuSO;, provocé la mayor disminucién de los niveles de poliP (Fig. 11). Luego
de esta rapida disminucién, los niveles de poliP se mantuvieron constantes en el tiempo.

El control, en cambio, no mostr6 variaciones durante el experimento (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto del Cu'? en los niveles de poliP de S. solfataricus no adaptado a
sulfato de cobre. El microorganismo se crecié hasta la fase exponencial en CLN en
ausencia de Cu'?. A tiempo cero las células se traspasaron al medio suplementado con
50 0 100 mM de CuSO,.
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5.6. Efecto de Cu'*? en la actividad PPX de S. solfataricus.

Para determinar el efecto que tiene el i6n metalico en la actividad PPX de
S. solfataricus crecido en CLN, se cultivo el microorganismo hasta una densidad de 10®
células/ml, y luego se traspasaron a medios frescos suplementados con 50 6 100 mM
CuSOy. Después de 30 min de incubacion en estas condiciones, se colectaron las células
y se prepararon extractos que se utilizaron para medir la actividad PPX. Mediante TLC
(Fig. 12) se observo que la hidrélisis de poliP medida por la generacion de Pi en los
cultivos tratados con 50 6 100 mM CuSO, fue mayor que en el cultivo sin traspasar a
Cu'?. Al cuantificar esta hidrélisis, en un Phosphorimager, obtuvimos que la actividad
PPX del cultivo que se traspasé a 50 mM CuSOj; es 10 veces mayor que la obtenida en
el cultivo sin Cu™ y la actividad PPX a 100 mM CuSOy es aproximadamente 20 veces
mayor (Tabla 2). Esto sugiere que el aumento de la actividad PPX tiene una relacion
directa con la disminucion de los niveles de PoliP y posiblemente con la tolerancia al

cobre.

Tabla 2. Cuantificacion de la actividad PPX en extractos crudos de S. solfataricus

Condicion Unidades Unidades/mg proteina
(pmoles de Pi totales/min)
Control 9 170
50 mM CuSOy4 77 1.544
100 mM CuSOy4 169 3.378
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Figura 12. Anilisis de la actividad PPX en extractos crudos de S. solfataricus por TLC.
La actividad PPX se midi6 a 70°C en cultivos control (sin Cu'?), y en cultivos en
presencia de 50 mM 6 100 mM CuSOj. El blanco representa la hidrélisis de poliP en
ausencia del extracto enzimatico durante los mismos tiempos de incubacion. Se
muestran como marcadores Pi (extremo izquierdo superior) y poliP (extremo derecho

inferior).
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5.7. Biisqueda de genes homélogos al transpertader de fosfato PitA de E. coli y
Pho84 de S. cerevisiae en el dominio Archaea.

El modelo planteado por Keasling (1997) en donde las células usan los poliP para
destoxificarse de los metales pesados, es apoyado por evidencias experimentales en que
el sistema transportador de fosfato inorganico (Pit) en E. coliy A. johnsonii puede
transportar reversiblemente metal-fosfatos. Basado en esto, se realizo una bisqueda de
transportadores de fosfato en el dominio Archaca tanto de tipo bacteriano como
eucarionte. Para esto se utilizaron Ias secuencias completas de las proteinas PitA de
E. coli, Pho89 y Pho84 de S. cerevisiae. En la tabla 3 se muestra que S. soffataricus,
S. tokoduaii, Thermoplasma acidophifum, T. volcanium y Ferroplasma acidarmanus,
siendo todos elios los tinicos acidofilos cuyos genomas estin secuenciados, presentaron
proteinas ortdlogas a Pho84 de S. cerevisiae. Ademas se observo que el resto de las
arqueas presenté oridlogos a PitA de E. coli a excepcion de Aeropyrum pernix,
Pyrobaculum aerophilum y Methanosarcina barkeri, los cuales no presentaron ortélogos

de los transportadores de fosfato, ya sea bacterianos o de levadura.
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Tabla 3. Posibles transportadores de fosfato de tipo bacteriano y de levaduras presentes
en los genomas secuenciados del dominio Archaea. +, presencia; -, ausencia.

Archaea PitA/B Pho89 Pho84

Aeropyrum pernix - - -
Methanosarcina barkeri = = =

Pyrobaculum aerophilum - - -

Halobacterium sp. NRC-1 - + -
Methanopyrus kandleri AVI19 - + -
Archaeoglobus fulgidus + + i
Methanococcus jannaschii + + =
Methanosarcina acetivorans str. CA2 + + -
Methanosarcina mazei Goel + + -
Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H + + -
Pyrococcus abyssi + + :
Pyrococcus furiosus DSM 3638 + + -
Pyrococcus horikoshii + + 5
Ferroplasma acidarmanus - - +
Sulfolobus solfataricus = = +
Sulfolobus tokodaii = = +
Thermoplasma acidophilum & = +
Thermoplasma volcanium - - +
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Las teéricas proteinas transportadoras de fosfato de las arqueas acidéfilas se

alinearon con Pho84 de S. cerevisiae, la cual presenta 12 dominios de transmembrana

(Persson y col., 1999). En la Figura 13 se muestra que las posibles proteinas de arqueas

tienen un tamafio similar entre ellas, presentan entre 11 y 12 dominios de

transmembrana identificados por el programa TMpred, y ademas estos dominios se

' localizaron en posiciones similares a los que presenta Pho84. Para cada una de las

posibles proteinas se calculd su peso molecular, su punto isoeléctrico y su nivel de

identidad con su ortélogo de S. cerevisiae (Tabla 4). En esta tabla también se indica el

nimero de posibles dominios de transmembrana, como la funcién anotada para cada uno

de las proteinas homoélogas.

Tabla 4. Comparacién de la proteina Pho84 de S. cerevisiae con sus posibles ortologos

en el dominio Archaea.

Microorganismo PM P, Identidad DTM Posible funciéon
(kDa) (%)

‘ Saccharomyces cerevisiae 64.4 5.98 100 12 Transportador de fosfato
Sulfolobus solfataricus 50.7  9.11 33 11  Transportador de fosfato
Sulfolobus tokodaii 534  8.66 29 11 Transportador hipotético
Thermoplasma acidophilum 1~ 50.9  9.22 31 11 Transportador de fosfato
Thermoplasma acidophilum 2 51,7 9.5 33 11 Fosfato permeasa
Thermoplasma volcanium 1 50.9 9.17 32 11 Fosfato permeasa

| Thermoplasma volcanium 2 52.2 9.39 34 11 Fosfato permeasa

| Ferroplasma acidarmanus 1 51.1 9.47 33 11 Proteina hipotética

! Ferroplasma acidarmanus 2 512 939 31 12 Proteina hipotética

PM, peso molecular; Py, punto isoeléctrico; DTM, dominio transmembrana.
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Figura 13. Alineamiento de secuencias aminoacidicas ortologas a Pho84. Las secuencias de
Saccharomyces cerevisiae (Pho84), Sulfolobus solfataricus (NP_344489), Sulfolobus
tokodaii (NP_378364), Thermoplasma acidophilum 1 (NP_394834) y 2 (NP_393527),
Thermoplasma volcanium 1 (NP_110642) y 2 (NP_110524), y Ferroplasma adidarmanus 1
(ZP_00001253) y 2 (ZP_00001268) se alinearon con el programa CLUSTAL W y se
pintaron en cajas de acuerdo a su conservacién mediante el programa BOXSHADE. En
negro se muestran los residuos idénticos, mientras que en gris se muestran los residuos
similares. Las cajas azules representan los dominios de transmembrana de Pho84
enumerados de I hasta XII, y las cajas rojas los posibles dominios de transmembrana de las
proteinas del dominio Archaea.
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6. DISCUSION

Aungue los poliP estin considerados como componentes ubicuos en los seres
vivos (Komberg, 1995; Kornberg, 1999) sélo se han estudiado en forma cuantitativa en
pocos organismos. Los trabajos en relacién a los poliP en el dominio Archaea, eran
escasos antes de que en nuestro laboratorio se comenzara con esta linea de investigacion.
(Scherer y Bochem, 1983; Rudnick y col., 1990).

En nuestro laboratorio detectamos granulos densos a los electrones muy
pequefios en S. solfataricus crecido en CSN, lo cual se confirmo6 en esta tesis. Sin
embargo, cuando S. solfataricus se crecié en CLN, los granulos densos a los electrones
aumentaron de tamafio (Fig. 4). Este es el primer indicio que una condicion estresante
como 1o es la falta de nutrientes, induce la sintesis de poliP. Este fenémeno ha sido
observado en otros microorganismos como E. coli, en respuesta a la carencia de
aminodacidos (Rao y col., 1998).

La presencia de poliP en estas condiciones se confirmé mediante la exiraccion de
este polimero y su cuantificacién. De esta forma se determinaron los niveles de poliP
durante el crecimiento en ambos medios. En las dos condiciones, los niveles de poliP
fueron mas altos en la fase estacionaria de crecimiento (Fig. 5 y 6). Esto podria
significar una adaptacién a la supervivencia en esta fase del crecimiento, en donde se
deberian acumular reservas, por una posterior falia de nutrientes o una acumulacién de

metabolitos toxicos para la célula.
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Como una de las funciones atribuidas a los poliP es la de acomplejar iones
metalicos (Kornberg, 1999), se determind la tolerancia de S. solfataricus al meial pesado
cobre. Se observo que S, solfataricus crecido en CSN no es tolerante a CuSO;4 (Fig. 7),
To cual esta descrito para esta condicién (Dopson y col., 2003); en cambio al crecerlo en
CLN, el microorganismo tolerd hasta 100 mM de CuSO, (Fig. 8). Esto sugiere que
podria existir una relacién entre los miveles de poliP y la tolerancia a los metales
pesados.

El paso siguiente fue determinar los niveles de poliP cuando S. solfataricus se
adapta a crecer en presencia de CuSO,. Los resultados mostraron que los niveles de
poliP y su tamafio disminuyeron al aumentar la concentracion del metal, siendo mas
notorios estos efectos a 100 mM de CuSQy (Fig. 9 y 10). Esto concuerda con el modelo
planteado para bacterias por Keasling (1997) en las que se degradan los poliP en
presencia de metales pesados. Sin embargo, estos resultados pueden ser efecto de la
adaptacion del microorganismo a estas concentraciones del metal, ya que la extraccion
de los poliP se realizo en la fase exponencial tardia (10® células/ml). Por lo tanto, para
observar el efecto inmediato que tiene Cu'? sobre el nivel de los poliP, se traspasé un
cultivo de S. solfataricus crecido hasta una densidad de 108 células/ml en CLN a medios
con 50 6 100 mM de CuSOs. Se observd una disminucién muy pronunciada de los
niveles de poliP en la primera hora después del traspaso al medio que contenia el ion
metilico, tanto para 50 mM como para 100 mM de CuSO;. (Fig. 11). De esta manera,
podemos sugerir que los niveles de poliP disminuyeron debido al efecto del metal

pesado.
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La disminucién de los niveles de poliP tendrian una relacién directa con la
actividad degradadora (PPX) de estos polimeros, lo que se planted en el modelo de
Keasling (1997). Por lo tanto, se midi6 la actividad PPX en extractos crudos de
S. solfataricus crecido en CLN después de traspasarlo a un medio con 50 6 100 mM
CuSO,. Los resultados mostraron que Ia actividad PPX anmento en los culfivos que se
traspasaron a los medios con Cu'. Esto indica que la disminucién de los niveles de
poliP en las células tratadas se relaciona directamente con un aumento de la actividad
PPX, lo que concuerda con el modelo planteado por Keasling (1997). Una segunda
posibilidad que explicaria la caida en los niveles de poliP, es una disminucion de la
actividad PPK en vez de un aumento de Ia actividad PPX, ya que los niveles de poliP
son el resultado neto entre su sintesis y su degradacion.

Aungue no se han encontrado genes ppk en S. solfataricus y otros miembros del
dominio Archaea, debe existir una enzima capaz de sintetizar poliP en ellos. Es posible
que ¢l gen responsable de 1a sintesis de los poliP en S. solfataricus tenga vna similitud
muy baja con sus homoélogos y que mo sea posible identificarlo con métodos
bioinformaticos (BLASTP y PSI-BLAST). Una posibilidad seria identificar dominios
funcionales o estructurales en las PPKs conocidas. Otra posibilidad es que la sintesis de
los poliP se deba a otra actividad enzimatica como por ejemplo una PPK2 descrita en
Pseudomonas aeruginosa (Ishige y col., 2002), la cual convierte el GTP en poliP. Una
estrategia para poder identificar los genes responsables de la sintesis de poliP es la de
microarreglos de DNA. Para esto necesitariamos un microarreglo con todo el genoma de

S. solfataricus, con el que se podrian identificar los genes que se inducen ante
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condiciones que determinan un aumento de los poliP. El andlisis funcional de estos
genes nos llevaria al descubrimiento de las proteinas responsables de la sintesis de los
poliP.

La etapa final del proceso de destoxificacién de metales pesados planteada en el
modelo de Keasling (1997) es que el ion metalico se transporta fuera de la célula,
acomplejado con el fosfato degradado a partir del poliP a través de un transportador de
tipo Pit. Por lo tanto, fue de nuestro interés identificar posibles transportadores
pertenecicntes a esta familia en el dominio Archaea. Se ha descrito solo un transportador
de este tipo, en la arquea Methanococcus jannaschii (Saier Jr. y col., 1999). Como
muestran nuestros resultados, por medio del analisis bioinformatico detectamos los
microorganismos pertenecientes al dominio Archaea, cuyos genomas estan
completamente secuenciados, que presentaron transportadores de fosfato del tipo Pit A
de E. coli y Pho84 de S. cerevisiae. Lo interesante es que las arqueas acidéfilas, S.
solfataricus, S. tokodaii, T. acidophilum, T. volcanium y F. acidarmanus, no presentan
un transportador de fosfato del tipo Pit, pero en cambio presentan ortologos al
transportador Pho84 de S. cerevisiae con valores de identidad sobre el 30% (Tabla 3). Se
describié que el transportador de fosfato Pho84 tiene una actividad méxima a pH 4.5, lo
cual podria tener una relacién con que las arqueas acidéfilas presenten este tipo de
transportador. En cambio el transportador de fosfato Pho89 tiene su méxima actividad a
pH 9.5 (Persson y col., 1999). Por otro Iado, los posibles transportadores de estos
acidofilos presentaron un punto isoeléctrico cercano a 9, en cambio Pho84 tiene un

punto isoeléctrico de 6, lo que se puede deber a la mayor cantidad de residuos basicos
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que presentan los posibles transportadores del dominio Archaea en sus extremos amino
y carboxilo terminal, y en el lazo hifrofilico que sc encuentra enire las regiones VIy VII
de transmembrana, todos ellos expuestos hacia el exterior de Ia célula que tendrian
contacto con ¢l medio ambientc 4cido en donde crecen. Con los datos anteriores
nosotros especulamos Ia posibilidad de que este tipo de transportadores sean ancestrales
de tipo eucarionte, los cuales se han mantenido en arqueas acidofilas pero se perdieron
en otras arqueas y bacterias.

Por tltimo, serd de gran interés biotecnologico estudiar los mecanismos de
adaptacion en otros arqueones como S. metallicus, el cual esti involucrado en procesos
de biolixiviacion de minerales a altas femperaturas y en presencia de altas

concentraciones de metales pesados.
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7. CONCLUSIONES

Los niveles de poliP fieron mayores cuando S. solfataricus se crecid en

condiciones limitantes de nutrientes que en condiciones optimas de nutricntes.

S. solfataricus tolerd altas concentraciones de Cu*? cuando el microorganismo se
g

crecié en condiciones limitantes de nutrientes.

Los niveles y tamafios de poliP disminuyeron, en S. solfataricus, debido a la

presencia de Cu*, en cambio la actividad PPX aumento.

El transporte de fosfato en arqueas acidofilas podria deberse a transportadores

homologos a Pho84 de S. cerevisiae.
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Anexo 1
Busqueda de ortologos a PitA de E. coli en los
genomas del dominio Archaea mediante BLASTD




Ll

BLASTP 2.2.6 [Apr—-09-2003]

RID: 10621CZE72-:323i-%9

|9}

3024.BLRSTQR

Query= pitxz
(499 letzers
Scere E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
ref |[NP 070%Z<.%: phosphats permease, putative [Archaeoglcbu... 76  3e-14
ref NP 63522-.7, Phosphate permease [Methanosarcina mazei G... 67 2e-11
ref NP 142552, ., phosphate permease [Pyrococcus horikoshiil 66 S5e-11
ref[NP 61722%2..: phosphate permease [Methanosarcina acetivo... _65  Ge-li
refINP 12767{.0, phosphate permease [Pyrococcus abyssi] _65 Be-1l1
ref[NP 578" <8..}! putative vhosphate transport protein pitb ... 65 8e-11
refINP 27655:.."' sodium~dependent phosphate transporter [Me... 64 2e-10
ref|NP 126%¢3. 0 scdium-dependent phosphate transporter [Py... _59  Te-09
refINP 143CZ:.2' sodium dependent phosphate transporter [Py... 57 Z2e-08
ref|NP 57864~ ..! putative na-dependant transporter [Pyrococ... 48  le-05
ref |[NP 0684°Z.1! vhosphate permease, putative [Archaeoglobu... 41 0.002
refINP 6136-c..1 Phosphate permease {Methanopyrus kandleri ... _3% 0.008
refiNP 395745.21 sodium-dependent phosphate transporter; Ph... 37 0.023
refINP 2476.<.., putative phosphate permease [Methanococcus... 37 0.030
refINP 280¢33..1 Vng2307c [Halobacterium sp. NRC-1] 34 0.15

Alignments

>ref NP 070z2-..1 phosphate permease, putative [Archaeoglcobus fulgidus DSM 4304]

Lengthr = 333
Score = 76.2 bits (186), IZIxpect = 3e-14
Identities = 41/118 (34%), Positives = 65/118 (55%), Gaps = 3/118 (2%)

Query: 383 FVAIIMRAVALALGIGTMIGWRRVATTIGEKIGKKGMTYZQGMSAQMTAAVSIGLASYTGM 442

B L + =G RV T+G++I + +TY +G SA+ A ++ LAS GM
Sbjct: 218 FrUVLEIGGLGIAVGIATWGYRVIETVGKQITE--LTYTRGFSAEFATATTVLLASNEGM 275
Query: 443 FVETTHVLSESVAGTMYVDG-GGLORKTIVTSIIMAWVETLPAAVLLSGGLYWLSLOFL 499

B = SV4G + G + KV I+ +W+ T+P A ++ LY + + F+
Sbict: 276 ST TETLVESVIGVELAGGLASVNLY IVOKTI IFSWIVTVPVARAMTISLYTMMVVEV 333




52.4 bits (i24), Exzpect = 5e-07

= 58/251 {23%), Positives = 105/251 (413), Gaps = 45/251 (17%}
Query: 31 GFADTANAVATVIYTREMRSQLAVVMAAVENFLXXXNXXXSVAYAIVH-MLPTDLLLNMG 889
G =D AN++AT +RES 2BV OF vV + I ++P +LL

Sbict: 20 GANDAANSMATSYGSRALTLKQIIIIASVLEFTGAVFFGKKVIHTIAKGIVPIELL---- 75
Quexy: 90 SSHGLAM--VFEMILARI IWNLGTWYFGLPRASSSHTLXKXXXXXXLTNALMTGTSVVDAL 147

LPAS
H L+ + LL+R W + ¥+ LP S++HT+ L A +D +
Shict: 76 -DENLVVYGALAALLSLGFWITISTYYELPISPTHSIVGAMVGEGLA-AVSONHLTLDQI 133

Query: 148 NIPKVLSIFGSLIVEETIVG-———n LVFAGGLIFLLRRYWSGTKKRARIELTPAEREKKDG 202
+ I S ++8P+ G +VF+ + LL R+ S + + +L
Sbjct: 134 KWDVLARIALSWVISPLFGAALARFVVFSLIRVLLLDRFASESIEHVFRYLQ-w=====m= 184
Query: 203 KKKPPEWTRIALILSAIGVAFSHGANDGQKGIGLVMLVL-~IGVAP-———=w== AGFVVN 252
+L+RA  +AF+HG+ND G+ ++ G P G V
Sbjct: 183 —=---—-—- ~——VLTACYMAFRHGSNDVANATGPIAATIMGYSGGVPFWVLFFGGLGIAVG 232

Query: 253 MNATGYEITRT 263
+ GY + T
Sbjct: 233 IATWGYRVIET 243

>refiNP 635254.11 Phosphate permease [Methanosarcina mazei Goel]
Length = 341

Score = 67.0 bits {162}, Expect = 2e-11
Identities = 38/1i2 (33%), Positives = 60/112 (53%), Gaps = 3/112 (2%)

Query: 382 APVWIIMAVALALGIGTMIGWRRVATTIGEKIGKKGEMTYAQGMSAQMTAAVSIGLASYTG 441
AP+W+++ L + 1IG +V TIG KI + +T +G SAQ A + L 8Y+
Sbijct: 225 APIWVLVMGGLGMVIGMATWGYKVVETIGSKITE--LTPTRGFSAQFATASVVLLHSYSS 282

Query: 442 MPVSTTHVLSSSVAGTMVVDG-GGLQRKTVTSILMAWVFTLPAAVLLSGGLY 492
TP+STTH L SV G + G + + I+ +W+ T+P A L S 4+
Sbjct: 283 LPISTTHTLVGSVIGVGLAGGLAAVDLGVIWRIISSWIATVPIARLTSAIIF 334

Score = 63.2 bits (152), Expect = 3e-1i0
Identities = 59/249 (23%), Dositives = 104/249 (41%), Gaps = 33/249 (13%)

Query: 31 GFHDTANAVATVIYTRAMRSQLAVVMAAVFNFXXXXXXXXSVAYAIVH-MLPTDLLLNMG 89
G +D ANA+ T + T A+ + +++AAVF F v I ++P D++ ++
Shjct: 20 GANDLANAMGTSVGTGALTIKOVIIIAAVFEFLGAVVFGNRVTSTIAKGIVPIDMISSIH 79

Query: 90 SSHGLAMVFSMLLABIIPNLGTHYFGLPASSSHTLXXXXXXXXLTNALMTGTSVVDALNI 149
+ o+ + +LRAR W ++ LP S+S5H++ L A G ++
Sbjct: 80 PDIVVLGMLASILAASFWVTLATIYNLPVSTSHSIVGSVLGFGLI-AAYNGIISFSDIHW 138

Query: 150 PKVLSIFGSLIVSPIVGLVFAGGLIFLLRRYWSGTKKRARIHLTPAEREKKDGKKKPPFW 209

*L I 3 +8SP #G + A 4+ +4R + R PA +K
Sbict: 139 TVLLKIIASWFISPRLGAILAFLIFSIIRSLY~———— LHRASDMPAVEKK-————————— 183
Query: 210 TRIALILSAIGVAFSHGAND-————mm—maee e GOKGIGLVMLVLIGVAPAGEVVNMN 254
I#+  +AFLHGHND G GG +VL+ + GV+M
Skict: 184 FLILQIITGCYIAFAEGSNDVANAVGPLSARLNVLGVTGTGAPIWVLV-MGGLGMVIGMA 242




T

25

tn

Query:

Sbijct: 243

Score = 30.J3 bits {86}, =Zxpect = 2.3
Identities = 24/79 {30 ), Positives = 40/79 (503}, Gaps = 8/79 (10%)
Query: 386 JIMAVALALGIGTMIGWRRVAYTIGEXIGKKGMTYA--—---- QGMSAQMTARVS—~IGLA 437
+I+ A+ TG +4 RV +TI + I M o+ GM A + AR + LA
Sbjct: 42 VIIIARVFETLGRAVVEGNRVTSTIRKGIVEIDMISSIHPDIVVLGMLASILAASFWVTLA 101
Query: 433 SYTGMPVSTPHVLSSSVRG 456
+-  TPVET+H = S8V G
Sbijct: 102 TrYNLPVSTSHSIVGSVLG 120
>ref[NP 142E593.7 phosphate permease [Pyrococcus horikoshii]
Length = 406
Score = 65.9 hits (159), Expect = Se-11
Identities = 35/111 {31%), Positives = 62/111 (55%), Gaps = 3/111 (2%)
Query: 383 PVWIIMAVALALGIGTMIGWRRVATTIGEKIGKKGMTYRAQGMSAOMTAAVSIGLASYTGM 442
P WI+ L+ IG RV T+GH+KI + +T +G + +BA + +AS+ GM
Sbjct: 251 PRWILALGGLGIAIGVATYGYRVMETVGKKITE--LTNTRGETIDFSAATVVLIASWLGM 3438
Query: 443 PVSTTHVLSSSVAGTMVVDG-GGLORXTVTSILMAWVFTLPRAVLLSGGLY 492
P+STTH + +V G + G + + V I+++W T+P A +++G ++
Shjct: 349 PISTTHTVVGAVIGVGLARGVKAINKSVVKDIIISWFVIVPVAGIIAGIIF 399
Score = 52.3 bits (125), Expect = 4e-07
Identities = 53/19% {26%), Positives = 89/199 (443), Gaps = 32/18%9 (16%)
Query: 31 GFHDTANAVATVIYTRAMRSQLAVVMAAVENFXXXXXXYXXSVAYAIVHML-~PTDL---- 84
G +D AN+++T + A+ + AVH+A V F +V I + P+ +
Sbjct: 23 GANDARANSMSTAVGAGAITPKOAVLIAGVLEFTGAYFFGKTVTIETIRKGIIDESKISDPN 82
Query: 85 LLNMGSSHGLAMVFSMLLAAIIWNLGTWYFGLPASSSHTLXXXXXXXXLTNALMTGTSVV 144
+L  GS + LL A IW + +GLP S+4+H++ + + G +V
Sbijct: 83 VLIYGS-~—~—-—- TAATLGATIWLIIATKYGLPVSTTHSIIGGIVGYGI-—-IYSGIGIV 132
Query: 145 DAINIPKVLSIFGSLIVSPIVGLVFAGGLIFLLRRYWSGTKKRARIHLTPAEREKKDGKK 204
N K++ + 5 +:SPIVG +FA + LRR + +E K K+
Sbjct: 133 ---NWDEMVRVVLSWVLSPIVGAIFAFLVFRALRR-———~m————w=m— TVLQSEDPVKSARKR 178
Query: 205 KPPEWIRIALIZSEIGVAF 223
PEW +A T+ iG E
Sbict: 173 WSEFHIGLAFIV--IGTMF 195




D o R

Score = 32.3 bits (72), Expect = 0.56
Identities = 18/7L (25%), Positives = 38/71 (533}, Gaps = 2/71 (2%)
Query: 412 KIGKKGMTYRQGMSACMTAAVSIGLASYTGMPVSTTHVLSSSVAGTMVVDGG-GLOR-KT 469
KI + ++& » A+ + +A+ GH+PVSTTH <+ + G ++ GG G+t
Shict: 77 XISDPNVLIYGSIARLLGATIWLIIATKYGLPVSTTHSIIGGIVGYGITYGGIGIVNWDK 136
Query: 470 VISILMAWVET 480
F o OFEWY -
Shijct: 137 MVRVVLSWVLS 147
>ref|NP 517529.i[ phosphate permease {[Methanosarcina acetivorans str. C2A]
Length = 342
Score = 65.5 bits (158), Expect = 6e-11l
Identities = 37/111 (33%), Positives = 59/111 (53%), Gaps = 3/111 (2%)
Query: 383 PVWIIMAVALALGIGTMIGWRRVATTIGEKIGKKGMTYAQGMSAQMTARVSIGLASYTGM 442
P+W+++ L + IG +V TIG KI + +T +G SAQ A + L SY+ +
Sbjct: 226 PIWVLVMGGLGMVIGMATWGYKVVETIGSKITE~-~LTPTRGFSAQFATASVVLLHSYSSL 283
Query: 443 PVSTTHVLSSSVAGTMVVDG-GGLORKTVISIIMAWVFTLPAAVLLSGGLY 492
P+STTH L SV G + G + + I+ +W+ T+P A L S ++
Sbjct: 284 PISTTHTLVGSVIGVGLAGGIAAVDLGVIWRIISSWIATVPIAALTSATIIF 334
Score = 63.5 bits (153), Expect = 2e-10

Identities = 63/248 (25%), Positives = 109/248 (43%), Gaps = 31/248 (12%)

Query:
Sbhict:
Query:
Shijct:
Query:
Shict:
Query:
Sbhict:
Query:

Shijct:

31 GFHDTANAVATVIYTRAMRSQLAVVMAAVFNFXXXXXXXXSVAYAIVH-MLPTDLLLNMG 89
G +D ANA+ T + T A+ + +V+AAVF F VI +4P Di+ ++
20 GANDLANAMGTSVGTGALTIKQVIVIAAVFEFLGAVFFGKRVTSTIAKGIVPIDMISSIE 79

90  SSHGLAMVFSMLLAAIIWNLGTWYFGLPASSSHETLXXXXXXXXLTNAIMTGTSVVDALNI 149
+ + + +LAA W ++ LP S+SH++ L A S D+
80 PDIVVLGMLAAILAASFWVTLATFYNLPVSTSHSIVGSVLGFGLVAAYNGSISFSD-IHW 138

150 PKVLSIFGSLIVSPIVGLVFAGGLIFLLRRYWSGTKKRARIHLTPAEREKKDGKKKPPFW 209
++ I S +S5P++G F LIF + R ++L A + +KK F
139 GELTRIIASWFISPVLG-AFLAFLIFTMIR-———————- SLYLHRAS-DLPSVEKKFIF- 186

210 TRIRLILSAIGVAFSHGANDGOKGIGLVMLVI--IGVAPA———————wm——— GEVVNMNA 255
+++A  +AF+HG+ND +G + L +GV G V+ M
187 --~LOLITACYIAFAHGSNDVANAVGPLSAALNVMGVTGTEIPIWVLVMGGLGMVIGMAT 243

256 TGYEITRT 263
GY++ T
244 WGYXVVET 251




Anexo 2
Busqueda de ortélogos a Pho89 de S.cerevisiae en los
genomas del dominio Archaea mediante BLASTp




BLASTP 2.2.6 [Apr-09-2003]

RilZ: 106Z105878-21250-_165524.3LASTD3

wm

Query= pho89
(574 letters)

Score E

Seguences producing significant alignments: {bits) Value
ref!NP 127076.%| ophosphate permease [Pyrococcus abyssil 126  3e-29
rel'NE 142598.i| phosphate permease [Pyrococcus horikoshiil] 125 be-29
relINP 578745.1] putative phosphate transport protein pitb ... 125 8e-29
refiNP 070626.1] phosphate permease, putative [Archaeoglobu... 123 2e-28
reZiNP 617329.1| phosphate permease [Methanosarcina acetivo... 111  9e-25
refJNP 635254.1] Phosphate permease [Methanosarcina mazei G... 108  Te-24
rez|NP 57/8307.11 putative na-dependant transporter [Pyrococ... 74 2e-13
rez [NP 276991.1| sodium-dependent phosphate transporter [Me... 74  2e-13
reZ'NP 613846.1| Phosphate permease [Methanopyrus kandleri ... _72 le-12
re [NP 126763.1| sodium-dependent phosphate transporter [Py... 71 le-12
refiNP 069625.1| phosphate permease, putative [Archaeoglobu... _67 3e-11
refiNP :43035.1| sodium dependent phosphate transporter [Py... _66  4de-11
ref NP 247614.1] putative phosphate permease [Methanococcus... _59  5e-09
ref[NP 395618.11 sodium-dependent phosphate transporter; Ph... 50  3e-06
ref [NP 385765.1i1 sodium-dependent phosphate transporter; Ph... _ 49  5e-06
re[NP Z80938.1] Vng2307c [Halobacterium sp. NRC-1] _47  3e-05
ref|NP 273748.1| anion permease; YInA [Halobacterium sp. NR... _45  le-04
ret|NP 111978.1]| Phosphate permease [Thermoplasma volcanium] 38 0.016
refINP 395726,1| sodium-~dependent phosphate transporter; Ph... _37 0,021
rel{NP 553611.1| phosphate permease, conjectural [Pyrobacul... _37 0.027
ref [NP 376557.1] 478aa long hypothetical multidrug resistan... 31 1.5

>ref|NP 127076.1! phosphate permease [Pyrococcus abyssil
Length = 405

Score = 126 bits (317), Expect = 3e-29
Identities = 62/147 (42%), Positives = 95/147 (64%), Gaps = 1/147 (0%)

Query: 400 EYIYSVLOAITARTMSFAHGANDVANATGPLSAVYVIWKTNTIGAKSEVPVWVLAYGGVA 459
E+I+ +Q IT+ ++ AHGENDVANA GP++AVY I GAK VP W+LA GG+
Sbjct: 241 EFIFRRVQVITSGYVALAHGANDVANAIGPVAAVYTIATMGMAGAKVPVPRWILALGGLG 300

Query: 460 LVIGCHTYGYNITKNLGNKMILQSPSRGFSIELAVAITTVMATQLGIPTSTTQIAVGGIV 519
+ IG TYGY 3++ +G K+ + +RGF+I+ + A ++A+ LG+P STT VG ++
Sbict: 301 IAIGVATYGYRVMETVGXKITELTNTRGFTIDFSAATVVLIASWLGMPISTTHTVVGAVI 360

Query: 520 AVGLCNKDLXSVNWRMVANCYSGH
VGL  + +X+&N 4V W
Sbict: 361 GVGLA-RGVKLINKSIVRDIIISWEVT 386

LT 546




122}, Expect = 8e

Score = 75.8 bhigs {
= 52/%171 ‘30 )}, Positives

Il M

Identities 15/171 (43%), Gaps = 3/171 (1%)
Query: 12 IAMLFAFLIAFNIGANDVANKXXNXNXXYXLKYRQAMVLAGLCEFLGAVIAGARVSGTIK 71
- 4+ IGAND AN + QR+++2G+ EF GR G V+ TI+
Sbijct: ¢ ST LGLAMANATIGENDAANSMS TAVGAGAITPKQAVLIAGILEFTGAYFEGKTVIETIR 68

Query: 72 NNIITESESIFTNDPAVIMLTMTSALIGSSCWLTFATAIGMPVSTTHXXXXXXXXKXXXXXK 131
II0 3 -DP VL+ +AL+G++ WL AT G+PV3STTH
Sbjct: 69 XGIITPSRI-SDPNVLVYGSLAALLGATIWLVIATKXYGLPVSTTH--SIIGGIVGYGVVY 125

Query: 132 XWX AQIIASHEY XKXXX XXX XXX VFSISRFSVLEVKSLERSIK 182
++ SW +F R +VLE + RS K
Sbjct: 126 AGLEIVNWGKMASVVLSWILSPIVGAIFAFFIFKAIRRTVLESEDPIRSAK 176

O)r L Se-09
27%), Positives = 66/152 (43%), Gaps = 23/152 (15%)

[
»
fo]
0]
9]
rt
h

Score = 58.5 it
Identities =

Query: 405 VLGAITRAATMSFAHGANDVANATGPLSAVYVIWKTNTIGAKSEVPVWVLAYGGVALVIGC 464

+L I M++A GAND AN+ + +GA + P + G+ G
Sbict: 8 LTLILGLAMAVAIGANDARANSM == — o m e STAVCGAGAITPKQAVLIAGILEFTGA 56
Query: 465 WTYGYNIIKNLGNEKMILOSPSR-———c——m—— GFSIELAVAITTVMATQLGIPTSTTQIA 514

R COE S S +1 PSR + L I V+AT+ G+P STT
Sbjct: 57 YFrGRIVTETIRKGII--DPSRISDPNVLVYGSLAARLLGATIWLVIATKYGLPVSTTHSI 114

Query: 5i5 VGGIVAVGLCNXKDLKSVNWRMVAWCYSGWFLT 546

+GGIT G L+ VNW +A W L+
Sbjct: 115 IGGIVGYGVVYAGLEIVNWGKMASVVLSWILS 146

Score = 28.2 bifs (63), Expect = 7.4

Identities = 23/104 (263%), Positives = 39/104 (37%), Gaps = 22/104 (21%)
Query: 25 GENDVANXNXXXXNXAXLK Y ———m——m— e WQAMVLAGLCEFLGAVLAGARVSGTIKN 72
GENDVEN + W + L GL 4G G RV T+
Sbjct: 260 GRNDVANAIGPVAAVYTIATMGMAGAKVDPVPRW-ILALGGLGIAIGVATYGYRVMETVGK 318
Query: 73 HIIDSSIFTNDPAVIMLIMTSALIGSSCWLTFATAIGMPVSTTH 116
T o= TN + + ++ + WL GMP+STTH
Sbjct: 318 XITS-—-LTNTRGFTIDFSARTVVLIASHL ——mm—— GMPISTTH 353

>ref|NP 1.."--.. wvhosphais permeass _Pvrococcus horikoshii]




Length = 406

Score = 125 bits {314}, Expect = 6e-29

Identities = 62/147 {42.), Positives = 94/147 (63%), Gaps = 1/147 (0%)

Query: 400 EYIYSVLQRITRATMSFAHGANDVANATGPLSAVYVIWKTNTIGEKSEVPVHVLAYGGVA 459
E I+ +Q IT+ ++ AHGANDVANA GP++AVY I GRK VP W+LA GG+

Sbhjct: 242 EVIFRKVQVITSGYVALAHGANDVANAIGPVAAVYTIATMGLAGAKVPVPRWILALGGLG 301

Cuery: 460 LVIGCHTYGYNIZIXNLGNKMILQSPSRGFSIELAVAITTVMATQLGIPTSTTQIAVGGIV 519
+ IG TYGY +++ =G K+ + FRGF+I+ + A ++A+ LG+P STT VG ++
Sbict: 302 IAIGVATYGYRVMETVGKKITELYNTRGFTIDFSARTVVLIASWLGMPISTTHTVVGAVI 361

Query: 520 AVGLCNXDLKSVNWRMYAWCYSGWELT 546
VGL + +RE#4N +V WE+T
Sbjct: 362 GVGLA-RGVKAINKSVVKDIIISWEVT 387

Score = 78.2 bits (191), Expect = le-14
Identities = 43/105 (40%), Positives = 61/105 (58%), Gaps = 1/105 (0%)

Query: 12 IAMLFAFLDAFNIGANDVANXXXXXXXXXXLKYWQAMVLAGLCEFLGAVLAGARVSGTIK 71
+ ++ F A+ IGAND AN + QA+++AG+ EF GA G V+ TI+
Sbjct: 10 LTLILGFGMAWAIGANDAANSMSTAVGAGAITPKQAVLIAGVLEFTGAYFFGKTVTETIR 69

Query: 72 NNIIDSSIFTNDPAVLMLTMTSALIGSSCWLTFATAIGMPVSTTH 116

1ID S +DP VL+ +AL+G++ WL AT G+PVSTTH
Sbjct: 70 KGIIDPSKI-SDPNVLIYGSIAALLGATIWLIIATKYGLPVSTTH 113

Score = 53.1 bits {126), Expect = 4e-07
Identities = 39/152 (25%), Positives = 64/152 (42%), Gaps = 23/152 {15%)

Query: 4035 VLQAITAATMSFAHGANDVANATGPLSAVYVIWKTNTIGAKSEVPVWVLAYGGVALVIGC 464

+L I M++A GAND AN+ + +GA + P + GV G
Sbijct: 9 ILTLILGIGMAWAIGANDAANSM=~——~—=—-—~STAVGAGAITPKQAVLIAGVLEFTGA 57
Query: 465 WIYGYNIIKNLGNKMILQSPSR——————rm=— GFSIELAVAITTVMATQLGIPTSTTQIA 514
+ +G + + + +TI PS+ + 5L I ++AT+ G+P STT

Sbijct: 58 YFFGKTVTETIRKGII~-DPSKISDPNVLIYGSIAALLGATIWLITIATKYGLPVSTTHSI 115

Query: 515 VGGIVAVGLCNKDLKSVNWRMVAWCYSGWFLT 546
+GGIV G+ + VHNW + W L+
Sbjct: 116 IGGIVGYGIIYGGIGIVNWDKMVRVVLSWVLS 147




Tdentities = 28/104 (261}, Positives 39/104 (37%), Gaps = 22/104 (21%)

Query: 25 GRNDVANKX{XLHXXNKLKY-———————-——- WOAMVLAGLCEFLGAVLAGARVSGTIKN 72
GANDVAN + W + L GL +G G RV T+

Sbjct: 261 GANDVANAIGPVARAVYTIATMGLAGRKVPVPRW-ILALGGLGIAIGVATYGYRVMETVGK 319

Query: 73 NIZZSSIFTNDPAVLMLTMTSALIGSSCHLTFATAIGHMPVSTTE 1l6
Z - TN + + ++ o+ WL GMP+STTH
Sbjct: 320 HITE-—-LTNTRGFTIDFSAARTVVLIASWL-~———=— GMPISTTH 354
>ref[NP 57:7:%. ' putative phosphate transport protein piitb {Pyrococcus furiosus
DsM
Z6Ia)
Lergth = 412
Score = 12% bits (312}, Expect = 8e-29
Identities = 61/147 (41%), Positives = 95/147 (64%), Gaps = 1/147 {0%)
Query: 400 EYITSVLOATITARTMSFAKGANDVANATGPLSAVYVIWKTNTIGAKSEVEVWVLAYGGVA 459
E ++ +Q IT+A ++ AHGANDVANA GP++AVY + GAK VP W+LA GG+
Sbjct: 247 ERVIRRVQVITSAYVALAHGANDVANAIGPVAAVYTVAMFGLAGRKVPVPRWILALGGLG 306

Query: 460 LVIGCWTYGYNIIKNLGNKMILQSPSRGFSIELAVAITTVMATQLGIPTSTTQIAVGGIV 519
+ IG TYGY +++ +G K+ + +RGF+I+ + A ++A+ LG+P STT VG ++
Sbjet: 307 IAIGVATYGYKVMETVGXKITELTNTRGFTIDFSAATVVLIASWLGMPISTTHTVVGAVI 366

Query: 520 AVGLUNKDLKSVNWRMVAWCYSGWFLT 546
VG 4+ +K++N  +V WE+T
Sbjct: 367 GVGLA-RGIKAINKDIVKDIIISWEVT 392

Score = 87.8 bits {216}, Expect = ie-17
Identities = 49/110 (44%), Positives = 64/110 (583}, Gaps = 1/11G (0%)

Query: 7 DYIFAIAMLFAFLDAFNIGANDVANKXXXXXXXXXLKYWOAMVLAGLCEFLGAVLAGARV 66
DI I+L F A+ IGAND AN + QA+++AG+ EF+GA G V
Sbjct: 10 DPILLITILLGFAMAWAIGANDAANSMSTAVGAGRITPRQAVIIAGVLEFMGAYFFGKTV 69

Query: 67 SGTIKNNIIDSSIFTNDPAVLMLTMTSALIGSSCWLTFATAIGMPVSTTH 116
+ TI+ IID S T DP VL+ +ALIG++ WL AT G+PVSTTH
Sbjct: 70 TETIRKGIIDPSKIT-DPNVLIFGSIARLIGATIWLVIATKYGLPVSTTH 118

Score = 52,4 bits (124), Expect = 6e-07
Identities = 37/143 (253%), Positives = 62/143 (£43%), Gaps = 23/143 (16%)

Query: 414 MSTRHGANDVANATGPLSAVYVIWKINTIGAKSEVPVWVLAYGGVALVIGCWTYGYNIIK 473

MiiE GAND AN+ + #GA + P 4+ GV  +G + 4G + +
Sbjct: 23 MEWAIGENDAANSM-——c———ne—a STAVGAGAITPROAVIIAGVLEIMGRYFEFGKTVTE 71
Query: 474 NLGHFYILQSPER-————m——-- GFSIZLAVAITTVMATQLGIPTSTTQIAVGGIVAVGL 523

- -1 P8t - + I V+AT+ G+P STT  +GGIV G+
Sbject: 72 TIEFGII--DPSKITDENVLIFGSILALIGATIHWLVIATKYGLPVSTTHSIIGGIVGYGI 129
Query: 524 TUELIENSNWRMVAWCYSCUELT S4f
-~ VM - H o+

Sbjct: 130 VYGIMEIVNWDRMIXVULIWILS -E:




Anexo 3
Busqueda de ort6logos a Pho84 de S.cerevisiae en los
genomas del dominio Archaea mediante BLASTDp




BLASTP 2.2.6 [Apr-08-2003]
RID: 1062106461-3596-2659980.8LA5T03

Query= Phog4
(5687 lecters)

Score E
Sequences producing significant alignments: {(bits}) Value
ref[NP 394%534.1] phosphate transporter related protein [The... 249 de-66
reZfINP 393527.1| phosphate permease related protein [Thermo... 246  3e-65
ref|zZP 00001253.3] hypothetical protein [Ferroplasma acidar... 244  Te-865
reflNP 130642.1] Phosphate transport permease [Thermoplasma... 241  6e-64
ret INP 110524.1} Phosphate transport permease [Thermoplasma... 238  8e-863
refizP 00001268.1]1 hypothetical protein [Ferroplasma acidar... 234 7e-62
refiNP 3783€64.1| 4%4aa long hypothetical transporter [Sulfo... 234  9e-62
ref|NP 344488.1| Phosphate transporter related protein [Sul... 231 6e-61
ref|ZP 00000341.1] hypothetical protein {Ferroplasma acidar... 149 5e-36
ref|{NP 393813.1] inorganic phosphate transporter related pr... 147 le-35
ref|NP 110955.1] Permease (major facilitator superfamily) {... 138 Te-33
ref|2p 00001175.1] hypothetical protein [Ferroplasma acidar... 137 1le-32
reflZP 00000190.1] hypothetical protein [Ferroplasma acidar... 137  2e-32
refjNP 375938.11 418aa long hypothetical transporter [Sulfo... 134 le-31
ref[NP 11i562.1] Permease (major facilitator superfamily) [... 132 5e-31
ref[NP 3835930.1| sugar transport protein related protein [T... 129  5e-30
ref NP 378430.11 458aa long hypothetical phosphate transpor... 128  9e-30

Alignments

>ref |NP 394334.1| phosphate transporter related protein [Thermoplasma acidophilum]
Length = 478

Score = 249 bits (635), Expect = 4e-66
Identities = 162/507 (31%), Positives = 261/507 (51%), Gaps = 54/507 (10%)

Query: 49 ALESIDDEGFGWQOVKTISIAGVGFLTDSYDIFAINLGITMMSYVYWHGSMPGPSQTLLK 108
A+ + G +KT+ I+G+GF TD+YD+F I + ++++8 W+t + L+
Sbjct: 10 AINEAINTSHGSFELKTVLISGLGFFTDAYDLFIIGVVVSLLSLAGWT-TVDTFYKGLIS 68

Query: 109 VSTSVGIVIGQFGFGTLADIVGRKRIYGMELI IMIVCTI LQTTVAHSPAINFVAVLTFYR 168
+ + VIG FG L D +GRKR+YG+EL I+IV + + +P N +A++ 4R
Sbjct: 69 STALISAVIGAIIFGRLLDYLGRKRVYGLELAILIVGALGSAFL-~TPYNNVIALIA-WR 125

Query: 169 IVMGIGIGGDYPLSSIITSEFATTKWRGAIMGAVEANOAWGQISGGIIALILVAAYKGEL 228
++GIGIGEDY SS I +E++ TK RG ++GiVF+ Q++G ++G ++AL + +
Sbijct: 126 FILGIGIGGDYATSSTIIAEYSNTKSRGKLIGSVFSMOSFGLVAGPLVALAFMLE--~GI 182

Query: 229 ZYANSGRECDARCQKACDOMWRILIGLGTVLGLACLYFRLTIPESPRYQLDVNAKXXXXX 288
| A o+ W+ Lt +G + +YFRL +PE PRY
Shjct: 183 PPATT—=m——— e WKALLAIGRIPAAIVITFRLKMPEPPRY~————-————=— 215
Query: 289 XYXXUXDGEXKI DTSDELMRINGLERASTAVESLDNEPPKASFKDFCREFGQWKYGKILL 348
+ - - G+ VSD+ HKh+ r + L+




Sbjct: 216 ~—~TAARKGDVHKARKDLKEYTGIH-~~VEVSSKDKYVVKAKWTAL---FKDRTFLLTLI 266

Query: 342 GTAGSWFTLDVAFYGLSLNSAVILQTIGYAGSKNVYKKLYDTAVGNLILICAGSLPGYWV 408
GT G+WF +D A YG S+ S+ IL + + K+ + T L+ + PGYW+
Sbjct: 267 GTMGAWIMMDWALYGNSIMSSTILSALVPSTIKGLPALIRSTEY-TLLIFAGAAFPGYWI 325

Query: 409 SVFTVDIIGRKPIQLAGFIILTALICVIGFAYHKL-GDHGL-LALYVICQFFONFGENTT 466
¥ #D IGRK IQL GF ++ + +I YH + G+ + LALY + FF FGEN T
Sbjct: 326 ATSVLDKIGRKTIQLIGFAVMALSYALIAIGYHSIIGNISMFLALYGLSYFFIEFGPNVT 385

Query: 467 TEIVPGECFPTRYRSTAHGISAASGKVGAI IAQTALGTLIDHNCARDGKPTNCWLPHVME 526
TF+ P E FP R G+3RA GK+GA I A ++ G + LP +
Sbjct: 386 TEVYPPEVFPVTTRGLGTGMSARGEKIGAFIGTFADAI I L~ -~ -~~~ GIDASAHLPFLFS 438

Query: 527 IFALFMLLGIFTTL-LIPETKRKTLEE 552
+ A+E +3G TL L+PETK + LE+
Sbjct: 43% LLAVFAVIGFALTLVLLPETKGRNLED 465

>ref (NP 393527.1! phosphate permease related protein [Thermoplasma acidophiium]
Length = 476

Score = 246 bits (627), Expect = 3e-65
Identities = 169/510 {33%), Positives = 261/510 (51%), Gaps = 59/510 (11%)

Query: 50 LESIDDEGFGWQOVKTISIAGVGFLTDSYDIFAINLGITMMSYVYWHGSMPGPSOTLLKY 109
L+ +D+ G 4+  I+GH+GF TD+YD+F I ++++ W+ S+ +L+
Sbict: 6  LQQOLDNAKVGKFHLRAWVISGMGFFTDAYDLFIIGTVVSLLPLAGHN-SLTTADISLISS 64

Query: 110 STSVGTVIGQFGFGTLADIVGRKRIYGMELIIMIVCTILQTTVAHSPAINFVAVLTFYRI 169
+ +VIG F FG L D++GR R+YG EL+++I+ + + +NV L +R
Sbjct: €58 VALLASVIGAFTFGRLLDLLGRSRVYGFELMLLIIGAVGSAFLV““—PVNGVLYLLIWRF 121

Query: 170 VMGIGIGGDYPLSSIITSEFATTKWRGAIMGAVFANQAWGQISGGIIALILVAAYKGELE 229
++GHGIGGDY SS I +EF+ K RG +4+G VF+ Q +G + G +IAL+++

Sbjct: 122 ILGLGIGGDYAGSSTIMAEFSNAKNRGOLIGMVESMOGEGLVFGPVIALVML ————mm e 173

Query: 230 YANSGAECDARCQKACDOMWRILIGLGTVLGLACLYFRLTIPESPRYOLDVNAKXXXXXX 289
R+ D +WR+L+ LG + LY R TI E4PRY ++V+

Sbjct: 174 ~=w-eomen RYIPSIDLVWRELLLILGAIPAAIVLYGRRTIGETPRYSINVS G mmm 216

Query: 2390 XXXXDGEKKIHDTSDEDMAINGLERASTAVESLDN-HPPKASFKDFCREFGOWK?GKILL 348
_ D s AI + ST + D S+tK + F + L+
Sbjct: 217 ——mmemem DISSAKKAIQEISGKSTVQANPDELIGEHI SWK--—KMFTDRYFLMTLI 262

Query: 349 GTAGSWFTLDVAFYGLSLNSAVILQTIGYAGSKNVYKKLYDTAVGNLILICAGSLPGYWV 408
GTAG+WF LD AFYG S+ S +L I A Vv K+ T LI+ +LPGYW+
Sbijct: 263 GTAGAWFALDWAFYGNSIMSHQMLSAIVPASLGGV—AKVKMTTFYALIIFAVSALPGYWI 321

Query: 409 SVETVDIIGRKPIQLAGFIILTALFCVIG-FAYHKLGDH--GLLALYVICQFFONFGENT 465
* FTVD IGRKP+Q+ GF 4+ + +4G F + + + +Y + FF FGPN
Sbjct: 322 ATFTVDRIGRKPLQILGFEMMALSYITLGVFRFISAPSYIIWFMIIYGLSYFFTEFGPNYV 381
Query: 466 TTFIVPGECFPTRYRSTAHGISAASGKVGATIAQTALGTLIDENCARDGKPTNCHLPHVM 525
TTFI  E FPT R G+S+h GK+GA I TAL 4T A Gt +
Sbjct: 382 TTFIYGPEMFPTSLRGMGSGLSSACGKLGAFIG-TALNVVI-~-YATFGESV-~———m LF 431

Query: 526 ELFRALAMLLG-IFTTLLIPETKRKTLEEIN 554
: 3

Sbjct: 432 IILAFISIAGALLTMEFLPETSGRILEDIS 461




>reflZP 00001253,
Length

| hypothetical pProtein [Ferroplasma acidarmanus]
467

Il [

3core = 244 bitg (624), Expect = 7e-g5
Identities = 170/50¢ {33%), Positives = 264/506 (52%), Gaps = 62/506 {12%)

Query: 52 SIDDEGFGWQQVKTISIAGVGFLTDSYDIFAINLGITMMSYVYWHGSMPGPSQTLLKVST 111
S+D+ K + I4+G+GF TD+YD+F I + T 4+ Y WH ++ + L+ 4+
Sbict: 8 SMDEAKTSKFHYKVLFISGLGFFTDAYDLFIIGVVILLLPYAGWH-NISIFYKGLVTSTA 66

Query: 112 SVGTVIGQFGFGTLADIVGRKRIYGMELIIMIVCTILQTTVAHSPAINFVAVLTFYRIVM 171
+ VIG FG L D GRK IYG EL+ +I ++ A +N + +L F+R ++
Sbjct: 67 LLAAVIGSVVFGRLLDYSGRKAIYGFELVALIAGSLGS-—~AFLTPVNNIFMLLFWRFLL 123

Query: 172 GIGIGGDYPLSSIITSEFATTKWRGAIMGAVEANQAWGQISGGIIALILVAAYKGELEYA 231
G*GIGGDY SS I +E++4T RG +G +F+ Qf+G T+G +I++ 4+ Y
Sbict: 124 GVGIGGDYATSSTIMTEYSSTMNRGKFVGMIFSMQSFGLIAGPLISIAFLSNYVSPY——— 180

Query: 232 NSGAECDARCQKACDQMWRILIGLGTVLGLACLYFRLTIPESPRYQLDVNAKXXXXXXXX 291
WR+L+ +G + + +YFR T+PE PRY Dv

Sbjet: 181 ——mme ITWRLLLAIGAIPAIIVIYFRRTMPEPPRYTADVR —————————— 215

Query: 292 XXDGEKKIHDTSDEDMAINGLERASTAVESLDNHPPKASFKDFCRHFGQWKYGKILLGTA 351
G+ K+ + + A GL+ + 44+ N P F+D K+ I4GTA

Shijct: 216 ———GDYKLAAKNLKTEA——GLDSTGSKGKTI~NAPWYVLFRD ——————— RKFLLTLIGTA 262

Query: 352 GSWFTLDVAFYGLSLNSAVILQTIGYAGSKNVYKKLYDTAVGNLILICAGSLPGYWVSVF 411
G+WF +D AFYG S+ § 1L + + ++ + T + I+ + PGYW++ F
Sbjct: 283 GAWFLMDWAFYGNSIMSNSILSFLVPSTVSGIH—SIIMTNEYSAIIFGVAAFPGYWIAAF 321

Query: 412 TVDIIGRKPIQLAGFIILTALFCVI—GFAY———HKLGDHGLLALYVICQFFQNFGPNTTT 167
T+D IGRKP+Q+ GF ++ F +I P+t t+ D+ LL LY I FF FGPN 7T
Sbjct: 322 TIDRIGRKPVQITGFRMMAISFGIISAFSFLTTYRFLDYFLL—LYGISYFFIMFGPNVTT 380

Query: 468 FIVPGECFPTRYRSTAHGISAASGKVGAIIAQTALGTLIDHNCARDGKPTNCWLPHVMEI 527
F+ P E Fp R GISAA GK GA I GTL D + L +M +
Sbjct: 381 FVYPPEVFPISTRGLGTGISAAGGKTGAFI ————— GTLADTIIL-T—~—SITGLHFLMGM 430

Query: 528 FALFMLLG~IFTTLLIPETKRKTLEE 552
A+ G I T +L+PETKR+ L E
Shjct: 431 LAIIAAEGLILTIVLLPETKRRDLGE 456

>ref[NP 110642.1) Phosphate transport permease [Thermoplasma volcanium]
Length = 4731

Score = 241 bits (616), Expect = 6e-64
Identities = 165/50¢ {32%), Positives = 254/506 (50%), Gaps = 56/506 {11%)

Query: 50 LESIDDEGFGWQQVKTISIAGVGFLTDSYDIEAINLGITMMSYVYWHGSMPGPSQTLLKV 109
. +ESI+D KT +4G+GF TD+YD+F I + +4+ W+ +LL
Sbjct: 10 IESINDAKTSGFHYKTWIVSGLGFFTDAYDLFIIGVVTSILVLSGWN—KFTTLQSSLLDS 68

Query: 110 STSVGTVIGQFGFGTLADIVGRKRIYGMELIIMIVCTILQTTVAHSPAINFVAVLTFYRI 169
o+ VIg FG L D +GRK +YG+ELII+IV + A *N V VL +R
Skjct: 69 TALLSAVIGALZFGRLIDKLGRKTVYGLELIELIVGALGS—"-AFLTPLNGV!VLIIWRF 125




