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RESUMEN

La biolixiviacién es un proceso biotecnoldgico que permite la solubilizacién de
minerales por la accién oxidante de consorcios de microorganismos, en los que se
consideran de gran importancia las bacterias acidofilicas quimiolitotroficas Thiobacillus
Jerrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans. Ultimamente, ha aumentado el interés por L.
Jerrooxidans debido a algunas de sus propiedades bioquimicas.

L. ferrooxidans es una bacteria Gram negativa, movil mediante un tnico flagelo
polar, y que es capaz de adherirse al sustrato mineral. Se cree que en el reconocimiento
especifico del mineral por parte de la bacteria, podria estar participando un fenémeno
quimiotactico. Debido a esto, en.nuestro laboratorio surgié gran interés por estudiar la
quimiotaxis de este microorganismo.

Previamente demostramos que L. ferrooxidans presenta un comportamiento
quimiotactico que la acerca a Ni** y Fe?* y la aleja de aspartato. Ademés posee proteinas de
membrana que son metiladas en respuesta al atrayente y desmetiladas en respuesta al
repelente, tal y como ocurre con los receptores quimiotacticos de . coli y de muchas otras
bacterias (también algunos arquea). Estas protefnas se denominan "methyl-accepting

chemotaxis proteins" (MCPs) y tienen una estructura de dos dominios hidrofilicos, uno




extramembranoso y uno citoplasmatico, y dos dominios de transmembrana. Ademas,
poseen una gran conservacion en el dominio citoplasmético principalmente en las regiones
en las que se encuentran los residuos de 4cido glutdmico metilables y en una region
denominada HCD ("high conserved domain"), asociada a interacciones con las proteinas
CheA y CheW, que participan en la transduccion de la sefial intracelular.

En la presente tesis se clon6 y secuencié un fragmento de DNA de L. ferrooxidans
de 2.262 pb que contiene un marco de lectura abierto para una proteina de 577 amino4cidos
que presenta muchas caracteristicas comunes con las MCPs descritas, por lo que este gen se
denomin6 ler! ("Leptospirillum chemotaxis receptor 1"). El gen Jer! posee dos probables
promotores traslapados, uno de tipo sigma 70 y uno de tipo sigma 28. El factor sigma 28 se
ha descrito en varios microorganismos como el factor que dirige la transcripcion de los
genes relacionados con la sintesis del flagelo, con la motilidad y con la quimiotaxis, y las
secuencias promotoras reconocidas por él son bastante conservadas en wma diversidad de
bacterias.

La proteina deducida de la secuencia del gen, Lerl, posee dos regiones hidrofébicas
que podrian corresponder a segmentos de transmembrana que determinen en Ia proteina un
dominio periplasmatico y otro citoplasmatico. Ademés, el dominio de Lcrl que proponemos
como citoplasmatico posee la regién HCD, comim a todas las MCPs, y posee también dos
probables sitios de metilacién.

Al estudiar la expresion in vitro del plasmidio que contiene el fragmento clonado de
2.262 pb, nuestros resultados mostraron la sintesis de una proteina que migr6 en geles de

poliacrilamida-SDS como un polipéptido de 58 kDa y que fue mmunoprecipitada con




anticuerpos contra la MCP Tar de E. coli, lo que evidencia una comunidad antigénica.
Encontramos ademads, que esta proteina de aproximadamente 58 kDa se expreso in vivo en
células de E. coli, y se encontré en la membrana citoplasmatica de ellas, sugiriendo
fuertemente una localizacion del tipo propuesto para Lerl. La expresion in vivo de ésta
proteina no fue dependiente de la presencia de un inductor del promotor /ac del vector, por
lo que se presume una funcionalidad de los promotores propuestos para el gen /cr/ en .
coli. No fue posible demostrar la funcionalidad de la proteina de 58 kDa como un receptor
quimiotactico en E. coli, probablemente debido a que los compuestos ensayados no
corresponden a los efectores reconocidos por ella, y a que el pH periplasmatico de E. coli
difiere en 3-4 unidades del pH 4cido en que el dominio periplasmético de la proteina de .
Jerrooxidans podria ser funcional.

Estos resultados muestran la primera secuencia de un gen codificante para una
proteina que se describe en L. ferrooxidans y corresponde a una proteina tipo MCP. La
existencia de esta proteina, que contiene la regién HCD, sugiere que en esta bacteria
también existen las proteinas CheW y CheA, que interactuarfan con dicha regién.
Permanecen por demostrarse la expresion de Lerl in vivo en L. Jerrooxidans, y su
funcionalidad como receptor quimiotactico metilable. Esto se facilitard cuando se cuente

con una bacteria acidofilica carente de MCPs y transformable por plasmidios.
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ABSTRACT

The bioleaching of ores is a biotechnological process that allows the solubilization
of metals by the oxidative action of microbial communities. Amongst these
microorganisms, the chemolithotrophic and acidophilic bacteria Thiobacillus ferrooxidans
and Leptospirillum ferrooxidans are though to play a major role in the process. A growing
interest in L. ferrooxidans has been recently developed due to some of its biochemical
properties.

L. ferrooxidans is a Gram negative bacterium, motile by means of a simple polar
flagellum. This microorganism is capable of adhering to the ores and it is believed that
chemotaxis plays an essential role in the speciﬁc.recognition of the microorganism to the
minerals.

Our laboratory became interested in the study of chemotaxis in L. Jferrooxidans. We
previously found that Ni** and Fe*" are attractants and aspartate is a repellent for L.
Jerrooxidans. The microorganism also possesses membrane proteins which are methylated
in response to attractants and demethylated in response to repellents, as it occurs in E. coli
and other bacteria and also in some archea. These proteins are known as methyl-accepting

chemotaxis proteins (MCPs). The MCPs possess two hydrophobic domains, one in the
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periplasmatic space and the other in the cytoplasm, and two transmembrane domains. The
cytoplasmatic domain is highly conserved, mainly in the regions where the methylatable
glutamic acids and in the high conserved domain (HCD). The HCD in MCPs interacts with
the CheA and CheY proteins, which participate in the intracellular signal transductions.

In this thesis a 2,262 bp fragment from the L. ferrooxidans chromosomal DNA was
cloned and sequenced. This fragment contained an open reading frame for a 577 amino acid
protein with several MCPs characteristics, and therefore, we named this gene lcr/
(Leptospirillum chemotaxis receptor I). The lcr/ gene showed two putative overlapping
promoters, one sigma 70-like promoter and a sigma 28-like promoter. The sigma 28 factor
has been described in several microorganisms as directing the transcription of the genes
related with the flagellum synthesis, motility and chemotaxis. The promoter sequence
recognized by the sigma 28 factor is highly conserved in different motile bacteria.

The Lerl deduced protein contained two hydrophobic regions which could
correspond to the two transmembrane regions presents in all the MCPs and that make them
to possess a periplasmatic and a cytoplasmatic dor-nains. We have proposed a cytoplasmatic
domain for Lerl, which contains the HCD region, present in all MCPs, and possess two
probable methylation sites.

Our results of in vitro expression of the DNA plasmid containing the 2,262 bp
fragment showed the synthesis of a 58 kDa protein which was immunoprecipitated by
antibodies against the Tar protein from E. coli, confirming some degree of antigenic
conservation. Also, this 58 kDa protein was expressed in E. coli and it was present in the

cytoplasmatic membrane. This strongly suggests that the location of Lerl is in the cell
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membrane. Since the in vivo expression of this protein was not dependent of the lac
promoter present in the plasmid vector, we proposed that the Lerl expression was under its
own promoters. We could not determine a chemotactic receptor function for LerI in E, coli.
This was probably due to the lack of recognition of the common E. coli chemotactic
effectors by Lerl. In addition, it is highly possible that the periplasmic pH of E. coli (which
differs by 3-4 pH units from the L. ferrooxidens one) does not allow the right conformation
for the Lerl periplasmatic domain, which in L. ferrooxidans is in a very * acidic
microenvironment.

Our results show the first sequence for a gene from L. ferrooxidans encoding a
protein. This gene most likely corresponds to an mcp gene according to the Lerl protein
characteristics. The existance in L. ferrooxidans of such a protein containing the HCD
region suggests the presence of CheW and CheA proteins in this chemolithotrophic
microorganism. It will be necessary to demonstrate Lerl expression and function as a
chemotactic receptor in . Jerrooxidans. However, this is not currently possible due to the

lack of MCP mutants and a genetic. system in L. ferrooxidans.




1. INTRODUCCION

1.1. QUIMIOTAXIS

Las bacterias tienen una considerable versatilidad metabolica y fisiolégica que las
capacita para sobrevivir y crecer en un amplio rango de condiciones ambientales. Es asi
como algunas bacterias responden a cambios en las concentraciones de ciertas sustancias
quimicas de su ambiente alterando su patrén de motilidad (Hess y col., 1987), lo que les
permite alejarse de 4reas que son mds estresantes y acercarse a microambientes mas
favorables para el crecimiento y la reproduccion (Amsler y col., 1993). Este fenémeno es
conocido como "quimiotaxis". |

La motilidad y quimiotaxis han sido ampliamente estudiadas en las enterobacterias
Escherichia coli'y Salmonella typhimurium. En ellas 1a motilidad depende de 5-10 flagelos
arbitrariamente localizados en la superficie de la célula, un patrén llamado flagelacion
peritrica (Macnab, 1996). El flagelo es un organelo compuesto de un filamento helicoidal
semirigido de 20 nm de didmetro y 5-10 mm de largo, v es manejado en su base por un

motor rotatorio que se encuentra anclado en la superficie de la célula (Macnab, 1996). Cada




motor rota a unas 15.000 revoluciones por minuto (Eisenbach, 1996) y la energia para la
rotacién proviene directamente de una gradiente de protones de transmembrana que genera
una fuerza protén-motriz (Eisenbach, 1990). Por cada revolucion, se requiere el flujo de
aproximadamente 1.000 protones (Eisenbach, 1996).

En un medio isotrdpico, las bacterias tienen un desplazamiento azaroso en el
espacio, por una alternacion de periodos de "nado suave" (de aproximadamente 1 segundo)
con periodos de "volteretas" (de aproximadamente 0,1 segundo) (Springer y Zanolari, 1984;
Stock y Surette, 1996). El "nado suave" se produce cuando los filamentos flagelares rotan en
sentido anti horario (“counter clock wise”, CCW) formando un manojo propulsor
termodinamicamente estable que empuja a la célula hacia adelante a velocidades de hasta
40 mm/seg (Lowe y col., 1987; Amsler y Matsumura, 1995). Cuando los filamentos rotan en
sentido horario ("clock wise", CW), el manojo no es estable y se separan los filamentos
causando una rapida detencion del nado denominada "voltereta”, luego de la cual se
reselecciona azarosamente la direccion del proximo periodo de "nado suave" generandose
asi el desplazamiento azaroso (Amsler y Matsumura, 1995).

Cuando la bacteria se enfrenta a un aumento en la concentracion de una sustancia
atrayente, disminuye la frecuencia de "volteretas" lo que le permite acercarse al atrayente
con "nado suave". En cambio, al enfrentar un aumento en la concentracion de un repelente,
aumenta la frecuencia de "volteretas" lo que hace que la bacteria se aleje del repelente
(Stock y col., 1992). Estas respuestas son transientes, pudiendo durar desde unos

pocos segundos hasta varios minutos, dependiendo del compuestoy de la magnitud de la




gradiente (Engstrém y Hazelbauer, 1980).

1.2. TRANSDUCCION DE SENALES QUIMIOTACTICAS

Para que una célula responda quimioticticamente a los cambios en su ambiente,
debe detectar compuestos especificos y cambios en su concentracion, y luego debe
transmitir esta informacion al motor flagelar para controlar la direccion de rotacién del
filamento. El sistema de quimiotaxis dependiente de metilacién es el méas conocido, y en €l
participan receptores quimiotacticos metilables que estdn en la membrana citoplasmatica y
seis proteinas solubles: CheA, CheW, CheY, CheZ, CheR y CheB (Amsler y Matsumura,
1995).

La via de transduccion de la sefial quimiotactica en el sistema dependiente de
metilacion se esquematiza en la Fig. 1. El receptor, junto con la proteina auxiliar CheW,
controla la actividad de la quinasa de histidina CheA. Asi, al unirse un repelente al receptor,
el complejo terciario receptor/CheW/CheA se activa y por ello se aumenta la
autofosforilacion de CheA (Gegner y col., 1992). CheA-fosfato transfiere su grupo fosfato a
CheY, y esto induce un cambio conformacional en CheY (Lowry y col, 1994) que le
permite interactuar con el motor flagelar provocando una rotacion CW del filamento
flagelar (Gegner y col., 1992). Cuando se une un atrayente al receptor, se inhibe el complejo

terciario activo y por ello no se produce la cascada de fosforilaciones disminuyendo asi la




L

W A )

Figura 1: Sistema de transduccion de sefiales que media la quimiotaxis en £. coli.

CheA es la quinasa regulada por interaccién con el receptor ("methyl-accepting chemotaxis
protein, MCP) y con CheW, que cede su grupo fosfato a CheY y a CheB. CheY-fosfato se
une a componentes del motor flagelar para causar rotacién del motor en el sentido horario
(CW), lo que produce volteretas. CheZ facilita la desfosforilacién de CheY-fosfato, CheB-
fosfato cataliza la desmetilacion de residuos metil glutdmicos del receptor. CheR cataliza la
metilesterificacion de residuos glutAmicos del receptor. Figura adaptada de Stock y col.
(1992).




rotacion del flagelo en el sentido CW, aumentando (proporcionalmente) la rotacion en el
sentido CCW (Hess y col., 1988; Oosawa y col., 1988; Borkovich y col., 1989; Stock y col,,
1992). El sitio de unién de CheY-fosfato al motor flagelar es la proteina FliM y, aunque se
ha sugerido que la interaccion entre las proteinas flagelares FliG y FliM juega un rol critico
en el cambio de direccion de la rotacién flagelar, atin se desconoce el mecanismo {iltimo por
el cual se genera este cambio (Welch y col., 1993; Marykwas y Berg, 1996).

CheY-fosfato se hidroliza espontineamente, liberando el grupo fosfato (Stock y col.,
1992). Esta reaccion est4 muy acelerada por la proteina CheZ y de este modo se controla
que no existan periodos de ‘"volteretas" demasiado prolongados, que serfan
contraproducentes para la célula (Hess y col., 1988; Eisenbach, 1996).

Ademas existe una regulacion a nivel de receptores, conocida como adaptacion o
desensibilizacion. Esta consiste en una metilaciéon de residuos de 4cido glutdimico del
receptor por accion de la metil transferasa CheR (dependiente de S-adenosilmetionina), que
genera glutamil carboximetil ésteres (Springer y Koshland Jr., 1977), y una desmetilacién de
los mismos por accién de la metil esterasa CheB que permite la liberacién de metanol
(Stock y Koshland Jr., 1978). En ausencia de un estimulo quimiotactico, los receptores son
continuamente metilados y desmetilados manteniendo un nivel basal de metilacién (Amsler
y Matsumura, 1995). La unién de un atrayente aumenta el nivel neto de metilacion,
fenémeno que se explica por induccion de un cambio conformacional en el receptor que
expone mejor los sitios metilables y por una disminucién de la actividad de CheB. Este

aumento de metilacién provoca un cambio en el umbral de respuesta al atrayente haciendo




que la célula vuelva a un comportamiento de preestimulo, requiriéndose una mayor
concentracién del atrayente para generar nuevamente una respuesta de aumento de periodos
de "nado suave" (Stock y col., 1992; Amsler y Matsumura, 1995). En presencia de un
repelente disminuye el nivel neto de metilacién del receptor por un aumento de la actividad
de CheB, lo que reduce la activacién de CheA y hace que se requiera mayor concentracion
del repelente para generar nuevamente una respuesta de aumento de "volteretas" (Stock y
col., 1992; Amsler y Matsumura, 1995). La actividad esterasa de la proteina CheB aumenta
al ser fosforilada por CheA-fosfato, lo que hace que en presencia de un repelente la enzima
sea hasta 30 veces mas activa. Las variaciones en esta actividad de CheB son transientes,
persistiendo s6lo mientras el nivel de metilacidn estd cambiando, pues cuando se logra un
nuevo nivel de metilacion adecuado al estimulo, CheB retoma a su actividad de
preestimulo, manteniendo asi el nuevo nivel de metilacién en los receptores estimulados

(Springer y Zanolari, 1984).

Las proteinas CheA y CheY/CheB son miembros de la familia de transductores de
sefiales llamados "sistemas de dos componentes". Esta familia, que se constituye de unos 50
sistemas homélogos, incluye mecanismos que regulan la respuesta a una amplia variedad de
estimulos ambientales, como captacion de nitrégeno y fosfato, osmorregulacion, regulacion
de oxigeno y esporulacion, entre otros. Como existe una gran similitud en las secuencias y
funciones bioquimicas entre los diferentes sensores de estos sistemas (las quinasas de

histidina, tipo CheA) y también entre los reguladores de respuesta (los fosfoaceptores, tipo




CheY/CheB), puede existir un sefialamiento cruzado de un sistema a otro, fenémeno
denominado "cross-talk", generdndose asi un posible mecanismo de regulacion global de la

motilidad y la quimiotaxis (Amsler y col., 1993).

Los genes involucrados en la quimiotaxis son expresados coordinadamente con los
genes de 1a sintesis flagelar (designados flg, /I y fIi) y de rotacién flagelar (designados mor).
Todos ellos constituyen el regulon flagelar, que posee mas de 40 genes en, a lo menos, 13
operones que se expresan en forma jerarquica. El primero en expresarse es el operon fIhDC,
cuya expresion es dependiente de la presencia de la proteina activadora de genes catabolicos
y AMP (CAP-AMP), y también de la presencia de las proteinas de respuesta al estrés
térmico DnaK, DnaJ y GrpE (Amsler y col., 1993). Se cree ademas, que la acumulacion
intracelular de acetilfosfato a elevadas temperaturas y durante la fase de crecimiento
exponencial temprana, causa una disminucion de la expresién del operén fIADC y por ello
seria parcialmente responsable de la disminucién de la expresion flagelar en dichas
condiciones (Priif y Wolfe, 1994). Los productos génicos del operén fIADC, las proteinas
F1hD y FIhC, son absolutamente necesarios para la expresion de los genes del segundo nivel,
entre los que se encuentran los genes que permiten ensamblar el cuerpo basal y el gancho
del flagelo, y el gen que codifica el factor sigma 28 (sigma F), que es indispensable para la
expresion de los operones del tercer nivel (Amosti y Chamberlin, 1989; Liu y Matsumura,
1995). El tercer nivel de expresion incluye el operén mocha que contiene los genes mor4,

motB, ched 'y cheW, €l operon meche que contiene los genes far, tap, cheR, cheB, cheY'y




cheZ (Mutoh y Simon, 1986); los genmes #sr y #rg, que codifican para receptores
quimiotacticos; y algunos genes flagelares, incluyendo fliC que codifica a la proteina

flagelina que es la que estructura el filamento flagelar (Amsler y col., 1993).

1.3. RECEPTORES QUIMIOTACTICOS

Los receptores quimiotdcticos, también llamados transductores o protefnas de
quimiotaxis aceptoras de grupos metilo ("methyl-accepting chemotaxis proteins, MCPs),
constituyen un grupo de proteinas de transmembrana estructuralmente relacionadas, que
reciben informacion desde el ambiente y la transducen en sefiales que convergen en los
motores flagelares (Krikos y col., 1985) (Fig. 1).

Julius Adler inici6 el trabajo en quimiotaxis bacteriana en la década de los 60,
mostrando que . coli posee quimioreceptores especificos para percibir sustancias quimicas
del ambiente (Adler, 1969). Hasta la fecha, en E. c.oli se han caracterizado cuatro receptores
quimiotacticos: Tar ("taxis to aspartate and repellents") es el receptor para L-aspartato, para
aminoécidos relacionados y para 4cidos dicarboxilicos; también media taxis hacia maltosa.
via interaccién con la proteina periplasmatica que uné maltosa y taxis desde los repelentes
Co* y Ni**. Tsr ("taxis to serine and repellents”) es el receptor para el atrayente L-serina y
aminoacidos relacionados, y es responsable de la quimiotaxis desde un amplio rango de

repelentes, incluyendo leucina, indol, y 4cidos débiles; también estd involucrado en la




termotaxis. Trg ("taxis to ribose and galactose") interactia con las proteinas
periplasmaticas que unen ribosa y galactosa para generar quimiotaxis hacia dichos azficares.
Tap ("taxis-associated protein") media la taxis hacia dipéptidos a través de una interaccién
con la proteina periplasmatica que une dipéptidos (Dahl y col., 1989). Las cantidades
relativas de los receptores Tar:Tsr:Trg:Tap son de 1:1:0,2:0,1 (Yamamoto y col., 1990).

Los cuatro receptores quimiotacticos son proteinas de un tamafio molecular cercano
a los 60 kDa, y se componen de los mismos dominios estructurales (Fig. 2). El extremo
amino terminal se asemeja al péptido sefial de las proteinas exportadas pero no es removido
de la proteina madura sino que corresponde a la primera regién que se inserta en la
membrana citoplasmatica, se denomina transmembrana 1 (TM1) y posee una estructura de
a-hélice (Dahl y col., 1989; Pakula y Simon, 1992a). En el lado citoplasmatico de la célula
quedan los primeros 6 residuos de Tar, Tsr y Tap y los primeros 16 residuos de Trg, entre
los que se encuentran aminoécidos cargados positivamente (Krikos y col., 1983; Bollinger y
col., 1984; Kimbrough y Manoil, 1994). Luego de TM1, se extienden en el periplasma
aproximadamente 160 residuos que forman el d;)minio receptor. A continuacion estd la
segunda regi6n de transmembrana, denominada TM2, que también posee una estructura de
a-hélice (Pakula y Simon, 1992a) y que parece actuar como una sefial de detencién de la
transferencia a través de la membrana. Los tiltimos 300 o m4s aminodcidos se localizan en
el citoplasma, y constituyen el dominio que genera las sefiales intracelulares hacia el flagelo
y ademds contiene los residuos de 4cido glutdmico que son metilados y desmetilados

durante la adaptacién al estimulo quimiotdctico (Dahl y col, 1989). El dominio
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Figura 2: Caracteristicas estructurales de las moléculas MCPs.

Se representa la proteina Tar, pero todas las MCPs de £. coli poseen esencialmente la
misma organizacion. N corresponde al extremo amino terminal de la proteina, TM1 a la
primera region de transmembrana, el dominio receptor al dominio periplasmatico, TM2 a la
segunda region de transmembrana, K1 y R1 a las regiones de metilacién, HCD a la region
altamente conservada y C al extremo carboxilo terminal de la proteina. La figura estd hecha
a escala. Los numeros indican las posiciones de los residuos. Figura adaptada de Ames y
Parkinson (1988).
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citoplasmatico es altamente conservado, particularmente en las regiones de metilacion y en
la region que sefiala (Dahl y col., 1989).

Las regiones llamadas K1 y R1 corresponden a péptidos tripticos del dominio
citoplasmatico en los que se encuentran los sitios de metilacion (Kehry y Dahlquist, 1982;
Terwilliger y col., 1983). En K1 existen 3 6 4 sitios de metilacion y en R1 existen 1 6 2
sitios, dependiendo del receptor (Kehry y Dahlquist, 1982). Algunos de los residuos
glutAmicos que son metilados, son codificados como glutaminas y son desamidados a
glutamato por la proteina CheB, que también posee actividad desamidasa (Sherris y
Parkinson, 1981; Kehry y col., 1983).

Las secuencias de K1 y R1 son similares y en ambas regiones se predice fuertemente
una estructura de a-hélice, que dejaria al menos a 3 de los sitios que se encuentran en K1 en
la misma cara de la hélice (Krikos y col., 1983).

Entre los segmentos K1 y R1, se encuentra una regién que es critica en el proceso de
generar sefiales (Mutoh y col., 1986; Slocum y col,, 1987; Ames y Parkinson, 1988 y 1994).
En el centro de esta region existe una zona de 45 aminodcidos altamente conservada en
todas las MCPs conocidas (Krikos y col., 1985), que posee un 100 % de identidad entre Tar
de S. yphimuriumy Tar y Tsr de E. coli (Krikos y col., 1983; Russo y Koshland Jr., 1983).
Esta regi6n se ha denominado HCD ("high conserved domain") y se estima que es la parte
del receptor que interactiia con CheA, CheW u otro componente del sistema de

sefialamiento flagelar (Liu y Parkinson, 1991).
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Una comparacién de las secuencias aminoacidicas de estos cuatro transductores
determina que ellos estdn poco relacionados en sus dominios periplasmaticos, lo que
concuerda con la funcién de estos dominios de detectar quimioestimulos diferentes (Krikos
y col., 1983; Morgan y col., 1993).

Debido a Ia alta conservacién de regiones en el dominio citoplasmatico, un antisuero
generado contra un transductor de E. coli reconoce a los otros tres receptores, aun si el
inmunégeno es Trg que es el mas distantemente relacionado de los cuatro (Engstrém y col.,
1983; Bollinger y col., 1984; Morgan y col., 1993). Més atn, se ha demostrado que los
dominios citoplasmaticos de Tar y Tsr son intercambiables permitiendo generar quimeras

que son quimicamente estables y quimioticticamente competentes (Krikos y col., 1985).

Las MCPs se encuentran como dimeros estables en la membrana (Milligan y
Koshland Jr., 1988). En base a la estructura tridimensional del dominio periplasmaético del
receptor Tar de S. typhimurium (Milbumn y col.,, 1991) y a la existencia de evidencia
genética y bioquimica que indica que ciertos residﬁos especificos se involucran en la unién
de aspartato (Wolff y Parkinson, 1988; Lee e Imae, 1990; Mowbray y Koshland Jr., 1990),
se determind que en el dominio periplasmatico existe una estructura de 4 o~hélices en cada
mondmero, y que el bolsillo que une aspartato se encuentra en la interfase de los dos
monomeros (ver Fig. 3), a méas de 60 A de la superficie de la membrana, y estd altamente
cargado por la participacion de 3 argininas. Estudios de entrecruzamiento quimico de las

dos subunidades en sus regiones de transmembrana han permitido identificar los residuos
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Ligando unido

Espacio Periplasmatico

Citosol

Sitios de metilacidn

Dominio senalador

Figura 3: Modelo de la estructura de homodimero del receptor Tar.

La estructura tridimensional del dominio extracelular se ha obtenido por difraccion de
rayos-X y la estructura de los dominios intracelulares se predicen de la secuencia
aminoacidica. Un mondmero se representa en blanco y el otro en gris. N representan los
extremos amino-terminal de las proteinas. Los circulos negros en una de las moléculas
representan los sitios de metilacién. Figura adaptada de Alberts y col. (1994).
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que estan en estrecha proximidad en el dimero Tar de E. coli, y en base a ello se ha
propuesto un modelo que extiende las o-hélices periplasmaticas hacia las regiones de
transmembrana y que permite una interaccién muy cercana de las dos TM1 y localiza a las
dos TM2 mas periféricamente (Lynch y Koshland Jr., 1991; Pakula y Simon, 1992a). Es asi
como se ha propuesto el modelo presentado en la Fig. 3 para la estructura del receptor Tar
de E. coli o de S. typhimurium.

Para el mecanismo de transduccion de la sefial se piensa que la unién del ligando
causa un cambio conformacional en los dominios periplasmaticos del receptor y que este
cambio es propagado por los 4 dominios de transmembrana hasta los dominios
citoplasméticos (Pakula y Simon, 1992a). En base a esto han surgido dos modelos: 1) en el
modelo del "piston” ocumriria un movimiento entre las dos hélices del dominio
periplasmdtico en un mondmero, generando una sefial de transmembrana (Milligan y
Koshland Jr., 1991; Pakula y Simon, 1992b); 2) en el modelo de "pivotes”, pequefios
movimientos enire los monémeros en el dominio periplasmatico causarfan desplazamientos
relativos de los dominios citoplasmaticos (Milburn'y col., 1991; Pakula y Simon, 1992b).

El mecanismo molecular por el cual la metilacién controla el estado conformacional
del receptor, se relaciona probablemente con interacciones entre K1 y Rl en el
homodimero. Se propone que una repulsién electrosttica entre las cadenas laterales de los
residuos de glutamato causa una rotacién de las hélices para maximizar la distancia entre
estos grupos negativamente cargados, y que la metilacidn causada por la unién del atrayente

disminuiria la densidad de carga y asi permitiria que las hélices roten para estar méas
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cercanas una de la otra, favoreciendo la conformacion del receptor que genera un aumento
de la autofosforilacion de CheA para lograr un estado de motilidad de preestimulo (Stock y

col., 1992; Stock y Surette, 1996).

Investigaciones de los mecanismos tcticos en algunas otras bacterias han revelado
muchos paralelos con los sistemas bien caracterizados de bacterias entéricas. Esto ha
planteado la posibilidad de que los sistemas quimiotacticos de la mayoria, sino todas, las
bacterias flageladas posean componentes que no s6lo sean analogos en funcidn sino también
homdlogos en estructura (Nowlin y col., 1985).

Las proteinas del tipo MCPs no estdn limitadas a E. coli, sino que estan
ampliamente distribuidas en una gran diversidad de especies microbianas como: Salmonella
typhimurium, Enterobacter aerogene, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Spirochaeta auranti, Caulobacter crescentus, Bacillus subtilis, Rhodospirillum rubrum,
Myxococcus xanthus, Rhizobium meliloti, Desulfovibrio vulgaris Hildenborough; e incluso
en los arquea Halobacterium salinarium, Natronobacterium pharaonis y Haloarcula
vallismortis (Ullah y Ordal, 1981; Craven y Montie, 1983; Kathariou y Greenberg, 1983;
| Russo y Koshland Jr., 1983; Shaw y col., 1983; Lopes y Shapiro, 1984; Sockett y col., 1987;
Alam y col., 1989; Dahl y col., 1989; Harwood, 1989; McBride y col., 1989; Dolla y col.,
1992; McBride y col., 1992; Yao y Spudich, 1992; Yamamoto e Imae, 1993; Deckers y
Voordouw, 1994; Hanlon y Ordal, 1994; Greck y col, 1995; Kuroda y col., 1995; Seidel y

col., 1995; Deckers y Voordouw, 1996; Rudolph y col., 1996). Muchas de estas proteinas se
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localizan en la membrana y son antigénicamente relacionadas a los receptores
quimioticticos descritos (Lopes y Shapiro, 1984: Nowlin y col.,, 1985; McCleary vy col.,
1990; Alam y Hazelbauer, 1991; Greck y col., 1995) y en algunos de estos casos también se
ha demostrado su capacidad de metilarse y su rol en taxis (Morgan y col., 1993). Ademas,
existen otras bacterias que poseen proteinas con reactividad cruzada con anticuerpos contra
Trg de E. coli, lo que hace probable que también sean MCPs atin no descritas (Morgan y

col., 1993).

Los genes secuenciados hasta la fecha, permiten reconocer una familia de proteinas
tipo MCP que incluye: Tar, Tap, Tsry Trg de E. coli (Krikos y col., 1983; Bollinger y col.,
1984); Tary Tcp de S. typhimurium (Russo y Koshland Jr., 1983; Yamamoto e Imae, 1993);
Tasy Tse de E. aerogenes (Dahl y col., 1989); PctA de P. aeruginosa (Kuroda y col., 1995);
McpA y McpB de B. subtilis (Hanlon y Ordal, 1994); FrzCD de M. xanthus (McBride y col.,
1989);, DerA a Derl. de D. vulgaris Hildenborough (Dolla y col, 1992; Deckers y
Voordouw, 1994 y 1996); Hitrl, HitsITI, HtsIV, ﬁtsV y HisVI de H. salinarium (Yao y
Spudich, 1992; Rudolph y col., 1996); pHUII de N. pharaonis y vHtI de H. vallismortis

(Seidel y col., 1995).
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1.4. BIOLIXIVIACION DE MINERALES

Chile es wno de los principales exportadores de cobre del mundo, con una
produccién superior a 1 x 10° toneladas del metal al afio. La reserva se estima en 150 x 10°
toneladas de cobre y el 31 % estd contenido en minerales de baja ley, en los que la
recuperacion por la tecnologia convencional no es rentable. Actualmente se est4 utilizando
un método biotecnolégico que permite el tratamiento de minerales de alta y baja ley, asi
como también permite recuperar metales desde los residuos de otros procesos. Este método
no tradicional se denomina "biolixiviacién" y consiste en la solubilizacién oxidativa de los
minerales por Ia accién de microorganismos (Gentina y Acevedo, 1985).

La biolixiviacién es un proceso biogeoquimico natural que ha ocurrido por siglos en
minas de todo el mundo, pero el rol de los microorganismos sélo se reconocié hace unas
pocas décadas cuando se aisld y estudi6 la bacteria Thiobacillys Jerrooxidans. Este
microorganismo obtiene su energia metabdlica oxidando minerales reducidos, generando
sulfatos solubles u 6xidos, desde los cuales los me@es pueden ser recuperados por procesos
metaltrgicos convencionales (Gentina y Acevedo, 1985).

Actualmente, la mayoria de las operaciones comerciales de biolixiviacién, son
llevadas a cabo en ambientes mesofilicos por un consércio en el que se han identificado las
bacterias acidofilicas quimiolitotréficas Thiobacillus Jerrooxidans, Thiobacillus thiooxidans
Yy Leptospirillum ferrooxidans y bacterias acidofilicas heterotréficas del género Acidiphilium

(Rawlings y Kusano, 1994). En los ambientes de biolixiviacién también existe vida
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eucariéntica, restringida a algunas levaduras, mohos ¥ protozoos, cuyo significado funciona
en las operaciones biolixiviantes 1o esté claro (Johnson y Rang, 1993),

T. ferrooxidans v I. Jerrooxidans son bacterias que oxidan hierro, y aunque sélo Ia
primera es capaz de oxidar ademds compuestos reducidos de azufre, ambas bacterias crecen
en pirita (FeS,) y la degradan eficientemente (Sugio y col., 1994). A pesar de existir muy
pocos estudios dedicados a 7. Jerrooxidans, se ha demostrado que esta bacteria puede ser
tan eficiente como 7. ferrooxidans en las faenas de biolixiviacién, e incluso en algunos
Casos parece preferirse debido a sus propiedades bioquimicas: Ia concentracion inhibitorig
de ion férrico es 10 veces mayor para L. ferrooxidans que para 7. ferrooxidans y ademds, 7.
Jerrooxidans tiene una mayor tolerancia al pH écido (Sand y col., 1992).

L. ferrooxidans tiene 1a misma actividad oxidante de jon ferroso que 7. ferrooxidans
cuando crece en pirita o en un mineral sulftirico complejo, por lo que ambas bacterias
tendrian la misma participacién en el mecanismo mdirecto de biolixiviacién, es decir via
generacién de jon férrico (Sand y col., 1992).

La mayor parte de las bacterias participal.ltes en el proceso de biolixiviacién son
motiles y se adhieren 3] mineral, y aparentemente J, Jerrooxidans se adhiere mas
firmemente que T Jerrooxidans (Sand y col, 1992). En este proceso de acercamiento a un
sustrato lixiviable, podria estar participando un fenémeno quimiotactico que Ie permita a la

bacteria sentirse atraida hacia el sustrato de adherencia. 1os IMICroorganismos serfan
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(generacion de un 4nodo y un catodo debido a un desbalance de cargas, fallas de superficie,
etc) y liberan los metales y tiosulfato, que podrian ser atrayentes quimiotacticos para las
bacterias biolixiviantes. Por ello, el estudio de la quimiotaxis en este tipo de
microorganismos y particularmente en L. ferrooxidans es muy importante, tanto desde el

punto de vista basico como del aplicado.

1.5. QUIMIOTAXIS EN Leptospirillum ferrooxidans

En nuestro laboratorio, hemos estudiado la respuesta quimiotictica de L.
ferrooxidans, determinando que es atraido por los iones Ni** y Fe** y es repelido por
aspartato, respondiendo de manera opuesta a como lo hace E. coli frente a Ni** y a aspartato
(Acufia y col., 1992). Ademas, se han observado bandas de proteinas de L. ferrooxidans que
son metilables y cuya metilacién aumenta en presencia del atrayente Ni** y disminuye en
presencia del repelente aspartato (Acufia y cc;l., 1986 y 1992). In vitro, extractos
citoplasmaticos de E. coli son capaces de metilar estas proteinas de membrana de L.
ferrooxidans aumentando la metilacién en presencia de Ni** y disminuyéndola en presencia
de aspartato, concordante con el comportamiento quirniotactico de L. ferrooxidans frente a
estos quimioefectores. Cuando se utilizan extractos citoplasmaticos de E. coli para
metilar/desmetilar MCPs de B. subtilis, el patrén de metilacion también esta de acuerdo a lo

que sucede en B. subtilis in vivo: ocurriendo un aumento del recambio de grupos metilo en
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presencia de un atrayente y una disminucién del recambio de grupos metilo en presencia de
un repelente (Goldman y Ordal, 1984; Nettleton y Ordal, 1989). Estos dos casos son claros
ejemplos de la conservacién en el receptor de los sitios que interactian con la
metiltransferasa y con la metilesterasa, y que es el quimioefector el que afecta directamente
Ja conformacién de la MCP, haciendo a los sitios especificos més o menos susceptibles de
ser metilados/desmetilados, segiin €l caso.

Esta informaci6n, junto con la conservacion de las MCPs en un amplio rango de
microorganismos, nos sugirié la presencia en L. ferrooxidans de genes para MCPs
homélogos a los de E. coli. Esto se evidenci6 al detectar hibridacién del DNA cromosomal
de L. ferrooxidans. cepa Z2 con el gen tar de E. coli (Acufia y col., 1992; Rojas, 1992).
Utilizando técnicas de Southern blot y de clonamiento, se logrd clonar en el vector pUCI38
un fragmento de aproximadamente 3,5 kb del DNA de L. ferrooxidans que hibrida con la
sonda heterdloga (Acufia y col., 1992; Rojas, 1992; resultados no publicados de nuestro
laboratorio obtenidos por José Rojas Z.).

Para continuar con estos estudios, la presente tesis se plante6 como objetivo general
la identificacion y caracterizacion de algin gen que codifique un receptor quimiotactico de

L. ferrooxidans.




2. MATERIALES

2.1. MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1. Cepas Bacterianas
2.1.1.1. Escherichia coli

Se utilizaron varias cepas de Escherichia coli, cuyas caracteristicas genotipicas son:

D-10 met, rel. Cedida gentilmente por D. Hayes (Institut de Biologie Physico
Chimique, Paris, France).
DH5a F, $80dlacZ AM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (i, mf)

supEA44, relAl, deoR, A(lacZY A-argF)U169 (Titus, 1991).

HCB721 A(cheA-cheY) 1590::Xhol (Tn5), A(tsr) 7021, trg::Tnl0 (Wolfey col., 1988).

Fue cedida gentilmente por el Dr. R. Bourret (California Institute of

Technology, Pasadena, California, USA).
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RP4372 thr(am)1, leuB6, his-4, mefF(am)159, eda-50, rpsL136, thi-1, ara-14, lacY1,
mtl-1, xyl-5; tonA31, tsx78, recA,F, tsrsig, Aftar-tap)5201 (Krikosy col.,

1985; Wolfe y col., 1994).

2.1.1.2. Leptospirillum ferrooxidans
Se utilizé la cepa Z2, que fue cedida gentilmente por el Dr. A. Harrison Jr.

(University of Missouiri, Columbia, USA).

2.1.2. Plasmidios

Se utilizaron los plasmidios que se especifican a continuacion:

pGEM-3Z 2.743 pb (Titus, 1991).
pUC18 2.690 pb (Yanisch-Perron y col., 1985).
pNT201 derivado de BR322, cuya construccion la describen Borkovich et al.

(Borkovich y col., 1989). Posee Amp® y lleva el gen far bajo el
promotor Py.. Fue cedido gentilmente por el Dr. R. Bourret

(California Institute of Technology, Pasadena, California, USA).

pLi3,5 recombinante generado durante el presente trabajo.




pLfl3 recombinante generado durante el presente trabajo.

2.2. MATERIAL NO BIOLOGICO

A continuacion se presentan los compuestos utilizados y sus proveedores.

Ampicilina se obtuvo del Laboratorio Chile S.A.

Alcohol isoamilico, (CH;COO),Mgx4H,0 y FeCl; se obtuvieron de J. T. Baker

Chemical Co., Phillipsburg, N. J.

Aceite mineral (para biologia molecular), 4cido maleico, adjuvante de Freund
completo, adjuvante de Freund incompleto, albimina de bovino, azul brillante de
Coomassie R-250, azul de bromofenol, bromufo de etidio (para biologia molecular),
Ca(NOs),x4H,0, CH;COOK, CH;COONH,, cloramfenicol, CsCl, DEPC, DTT, sal
| disédica de EDTA, fenol, D-(+)-glucosa, glicerol, KH,PO,, L-4cido glutdmico, I-4cido
aspartico, L-alanina, L-arginina, L-asparragina, L-cisteina, L-histidina, L-leucina, L-
metionina, L-prolina, L-serina, I-tirosina, L-treonina, L-triptofano, L-valina, lisozima, 2-
mercaptoetanol, NaH,PO,, Na,HPO,, (NH,),SO,, N-lauroil-sarcosinato de sodio, leupeptin,

NBT, 1,10-fenantrolina, PEG-6.000, pepstatina A, persulfato de amonio, phytagel, sal
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sodica de PHMB, PMSF, proteinasa K, ribonucleasa A, SDS sal sodica, Sigmacote,
tetrationato de potasio, tritén X-100, Tween 20 (polioxietilensorbitan monolaurato), X-

Fosfato y X-Gal se obtuvieron de Sigma Chemicals Company, St. Louis, USA.

CaCLx2H,0, CoCLx6H,0, cloroformo p.a, CH;COONa, citrato de sodio,
CuSOx5H,0, etanol absoluto p.a., FeSOx7H,O, FeClx6H,0, glicina, HiBOs, HCl1
fumante 37 %, H,SO;, H,0,, KCl, KH,PO,x3H,0, L-isoleucina, metanol, MgClx6H,0,
MgSOx7H,0, MnSO,xH,0, MnCl,x4H,0, NaCl, NaHCO;, NaOH, Na,MoO;x2H,0,
NiSO,x7H,0, N,N-dimetilformamida, sacarosa, ZnSO;x7H,O y ZnCl, se obtuvieron de E.

Merck, Darmstadt, Germany.

Bacto triptona, Bacto extracto de levadura y agar BiTek™ se obtuvieron de Difco

Laboratories, Detroit, USA.

Acrilamida (99.9 %), 4-Cloro-1-naftol, N,N-metilen-bis-acrilamida, agarosa grado

DNA (ultra pura), TEMED y urea se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA.

Agarosa NuSieve GTG grado tecnologia genética se obtuvo de FMC BioProducts,

Rockland, USA.
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Bolsas de dialisis de 12.000-14.000 Dalton de corte se obtuvieron de VWR

Scientific Inc., Los Angeles, USA.

CH;COOH glacial se obtuvo de Riedel-de Haén, Seelze.

IPTG, ligasa del DNA de T4 (1U/pl) y tampén de ligasa 10x, kit de purificacion de

DNA "USBioclean MP", X-Gal y kit de secuenciacion de DNA "Sequenase Version 2.0" se

obtuvieron de United States Biochemical Corporation, Cleveland, USA.

Anticuerpos de burro anti IgG de conejo biotinilados, estreptavidina biotinilada

conjugada a peroxidasa, membrana de nylon Hybond-N, solucién Amplify y [0->°S]dATP

(actividad especifica de 1.000 Ci/mmol) se obtuvieron de Amersham Life Science,

Buckinghamshire, England.

Tris ultra puro y membrana, de nitrocelulosa se obtuvieron de Gibco BRL.

Papel 3MM se obtuvo de Whatman.

Peliculas de radiografia RX se obtuvieron de Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan.
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CIAP (1U/ul) y tampén de CIAP 10x, dATP 100 mM, dCTP 100 mM, dGTP 100
mM, DNA del fago lambda (0,55 mg/ml), dTTP 100 mM, DNA polimerasa Taq (5U/ul),
MgCl, (25 mM) y tampén de DNA polimerasa Taq 10x se obtuvieron de Promega,

Madison, USA.

El kit no radiactivo de marcacion y deteccion de DNA "DIG DNA" se obtuvo de

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany.

[PSimetionina 70 %/ [*S]cisteina 25 % (actividad especifica de 1.190 Ci/mmol) se

obtuvo de ARC Inc., St. Louis, USA.




3. METODOS

3.1. MEDIOS DE CULTIVO
3.1.1. Medio LB

Contiene 1 % de Bacto triptona, 0,5 % de Bacto extracto de levadura y 0,5 % de
NaCl. Se ajusta a pH 7,0 con NaOH y se esteriliza en autoclave a 20 libras/pulg’ y a 120°C

por 20 min (Titus, 1991),

3.1.2. Medio Liquido Mackintosh Modificado

Se realizé segin Mackintosh (1978) con modificaciones. El medio contiene por
litro: 132 mg de (NH,),SOq; 27,2 mg de KH;_P@; 45,6 mg de MgCLx6H,0; 147 mg de
CaClL,x2H,0; 0,1 mg de MnClx4H,0; 0,07 mg de ZnCl; 0,12 mg de CoCl,x6H,0; 0,031
| mg de H;BOs; 0,0852 mg de Na,MoO,x2H,0 y 30 g de FeSOx7H,0.

El medio se prepara mezclando 900 ml de solucion Mackintosh con 100 ml se
solucion concentrada de sulfato ferroso. La solucién Mackintosh se prepara diluyendo 20 ml
de soluciéon Mackintosh concentrada con 880 ml de agua bidestilada, y se esteriliza en

autoclave a 20 libras/pulg® y a 120° C por 20 min. La solucién Mackintosh concentrada se
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prepara mezclando 300 m! de solucién D, con 200 ml de solucién E y 500 ml de solucién F,
y se esteriliza de inmediato en autoclave. La solucién D se prepara con 6,61 g de (NH,),SO,
y 26,65 ml de H,SO, en 300 ml de agua bidestilada. La solucion E se prepara con 1,361 g de
KH,PO, en 200 ml de agua bidestilada. La solucion F se prepard con 1,27 g de MgCLxH,0;
735 g de CaCl,x2H,0 y 50 ml de solucién trazas en 500 ml de agua bidestilada. La
solucién trazas se prepar6 disolviendo por litro 100 mg de MnClLx4H,0; 70 mg de ZnCly;
120 mg de CoCLx6H,0; 31 mg de H;BO; y 85,2 mg de Na,MoO,;x2H,0; vy luego se
esteriliza por filtracién. La solucién concentrada de sulfato ferroso se prepar6 disolviendo
30 g de FeSOx7H,O en 1 1 de agua bidestilada, ajustando pH a 1,4 con HySO4 y

esterilizando por filtracion.

3.1.3. Medio S30

Por litro contiene 56 g de KH,POy; 378 g de K,HPO.x3H,0; 10 g de Bacto extracto
de levadura y 15 mg de tiamina. En el momento de usar se agregan 320 ml de solucion
autoclavada de glucosa al 25 % y 40 ml de solucfén autoclavada de (CH;COO),Mg 0,1 M

(Pratt, 1985).

3.1.4. Medio Triptona

Contiene 1 % de Bacto triptona y 0,5 % de NaCl (Tisa y Adler, 1995).
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3.2. SOLUCIONES
3.2.1. Soluciéon TE

Contiene EDTA 1 mM y Tris-HC! 10 mM, pH 8,0.
3.2.2. Solucion 1

Contiene EDTA 10 mM; glucosa 50 mM y Tris-HCl 25 mM, pH 8,0.

3.2.3. Solucion II

Contiene NaOH 0,2 Ny SDS 1 %.

3.2.4. Solucion II
Contiene 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato. Se prepara con

60 ml de CH;COOK 5 M; 11,5 ml de CH;COOH glacial y 28,5 mi de agua bidestilada.

3.2.5. Solucién de Muestra para DNA 6x

Contiene azul de bromofenol 0,25 % y sacarosa 40 %.

3.2.6. Solucion Desnaturalizante

Contiene NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 N.

3.2.7. Solucion Neutralizante

Contiene NaCl 1,5 My Tris-HC1 1 M, pH 7 4.
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3.2.8. Solucion SSC 10x

Contiene NaCl 1,5 M y citrato de sodio 0,15 M, pH 7,0.

3.2.9. Solucién de Muestra para Proteinas 2x

Contiene azul de bromofenol 0,002 %; SDS 4 %; glicerol 20 %; 2-mercaptoetanol

10 % y Tris-HCI 125 mM, pH 6,8.

3.2.10. Solucién de Tincién
Contiene azul brillante de Coomassie R-250 0,2 %; metanol 50 % y 4cido acético

7%.

3.2.11. Solucién de Desteiiido

Contiene metanol 20 % y 4cido acético 10%.

3.2.12. Solucion Reveladora

Contiene H,0, 0,013 %; metanol 28 %; NaCl 107 mM y Tris-HCl 14 mM, pH 7.4.

3.3. TAMPONES
3.3.1. Tampon TBE 0,5x

Contiene EDTA 1 mM y Tris-borato 45 mM, pH 8,0.




3.3.2. Tampon de Hibridacion
Contiene N-lauril-sarcosinato de sodio 0,1 %; SDS 0,02 %, reactivo bloqueador
proveniente del kit no radiactivo de marcacion y deteccion de DNA "DIG DNA" al 1%,

NaCl 0,75 M y citrato de sodio 75 mM, pH 7.0.

3.3.3. Tampoén 1

Contiene NaCl 0,15 M y 4cido maleico 0,1 M, pH 7,5.

3.3.4. Tampoén 2

Contiene NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM y Tris-HCl 100 mM, pH 9,5.

3.3.5. Tampén de Competencia

Contiene CaCl, 100 mM; MgCl, 70 mM y CH;COONa 40 mM, pH.5,5.

3.3.6. Tampon de Electroforesis .

Contiene SDS 0,1 %; glicina 190 mM y Tris 25 mM, pH 8,8.

3.3.7. Tampén de Transferencia

Contiene SDS 0,1 %; glicina 190 mM; metanol 20 % y Tris 25 mM, pH §,8;




3.3.8. Tampén TBS

Contiene NaCl 150 mM y Tris-HCI 20 mM, pH 74

3.3.9. Tampén A
Contiene glicerol 10 %; EDTA 5 mM; 1,10-fenantrolina 5 mM; PMSF 2 mM, sal
sodica de PHMB 300 pM; leupeptin 1 pM; pepstatina A 1 pM y fosfato de sodio 0,1 M, pH

7,.2.

3.3.10. Tampén B
Contiene KCI 2 M; glicerol 10 %; EDTA 5 mM; 1,10-fenantrolina 3 mM; PMSF 1
mM; sal sddica de PHMB 100 1M leupeptin 1 puM; pepstatina A 1 pM y fosfato de sodio

50 mM, pH 7,2.

3.3.11. Tampén C

Contiene leupeptin 1 pM, pepstatina A 1 pM y Tris-HC1 50 mM, pH 7,2.

3.3.12. Tampén S30

Contiene (CH;COO),Mg 14 mM; CH;COOK 60 mM; DTT 1 mM y Tris-acetato 10

mM, pH 8.2.




3.3.13. Tampo6n de Inmunoprecipitacién 4x

Contiene Triton X-100 4 %; NaCl 2 M y Tris-HC1 200 mM, pH 7.4.

3.4. MEZCLAS
3.4.1. Mezcla de Preincubacion

Contiene Piruvato quinasa 6,7 U/ml; (CH;COO)LMg 9,2 mM; ATP 13,2 mM;
fosfoenol piruvato 84 mM; DTT 4,4 mM; mezcla A de aminoacidos 40 M y Tris-acetato

300 mM, pH 8,2.

3.4.2. Mezela A de Amino4cidos

Contiene en mg por ml: 4,4 de alanina; 10,6 de arginina HCI; 6,6 de asparragina; 6,6
de 4cido aspartico; 6 de cisteina; 7,4 de 4cido glutdmico; 7,4 de glutamina; 4,8 de glicina;
9,6 de histidina HCI; 6,6 de isoleucina, 6,6 de leucina; 9,2 de lisina; 7,4 de metionina; 6,2 de
fenilalanina; 5,8 de prolina; 5,2 de serina; 6 de treonina; 10,2 de triptéfano; 9 de tirosina y

5,8 de valina.

3.4.3. Mezcla LM
Contiene DTT 7 mM; ATP 4.9 mM; CTP 34 mM; GTP 3,4 mM; UTP 3,4 mM;
fosfoenol piruvato 89,2 mM; mezcla B de aminoacidos 0,35 mM; PEG-6000 7,7 %; 4cido

folinico 138,5 pg/ml; 3.5-AMP 2,6 mM; tRNA 669,2 pg/ml; CH;COONH, 144 mM;




CH,COOK 288 mM; (CH;CO0),Ca 39 mMy Tris-acetato 226 mM, pH 8.2.

3.4.4. Mezcla B de Aminodcidos

Contiene en mg por ml: 5 de alanina; 11,6 de arginina HCL; 7,2 de asparragina; 7,4
de 4cido aspéartico; 6,6 de cisteina; 8,2 de 4cido glutdmico; 8 de glutamina; 4,2 de glicina;
10,6 de histidina HCI; 7,2 de isoleucina; 7,2 de leucina; 10 de lisina; 6,8 de fenilalanina; 6,4

de prolina; 5,8 de serina; 6,6 de treonina; 11,2 de triptéfano; 10 de tirosina y 6,4 de valina.

3.5. CRECIMIENTO DE BACTERIAS
3.5.1. Escherichia coli

Las cepas de E. coli se crecieron con aproximadamente 180 rpm de agitacion orbital
a 37°C en medio liquido LB, salvo que se indique lo contrario.

El crecimiento en medio sélido se realizé en placas con medio LB adicionado con
agar BiTek™ al 1,5 %.

Cuando se requiri6 seleccionar bacterias resistentes a ampicilina, el antibidtico se
adiciono al medio en una concentracién final de 100 pg/ml.

Las cepas se mantuvieron indefinidamente a -30°C en medio liquido LB con glicerol

al 15%, o por varios meses como colonias aisladas en placas de LB 2 4°C.
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3.5.2. Leptospirillum ferrooxidans

L. ferrooxidans se crecid con aproximadamente 130 rpm de agitacion orbital a 30°C
en medio liquido Mackintosh modificado (Mackintosh, 1978).

Para crecer gran cantidad de células, se inocularon 13 1 del medio Mackintosh y se
incub6 a 30°C con aireacion constante por medio de un burbujeador de aire. Se creci6 en

estas condiciones por 5-6 dfas.

3.6. CUANTIFICACION DE BACTERIAS

Las bacterias se contaron bajo microscopio Optico de contraste de fases en una
camara de Petroff-Hausser. El nimero de bacterias contenidas en un recuadro grande de la
cAmara se multiplicé por un factor de 1,25 x 10(’, determinando el nimero de bacterias por

ml. Cada determinacion se hizo en triplicado para calcular un valor promedio.

3.7. ENSAYO DE QUIMIOTAXIS

La capacidad quimiotactica de las distintas cepas de E. coli, transformadas o no con
plasmidios, se midi6 usando placas de agar blando. En este ensayo, las bacterias migran en

respuesta a un gradiente de aminoacidos creado por el metabolismo, generando halos de
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crecimiento (Tisa y Adler, 1995).

Se utilizaron placas de medio triptona/agar blando que contenian medio triptona

adicionado con 0,3 % de agar BiTek™.

Las células se crecieron en medio triptona liquido (adicionado con ampicilina para
crecer las cepas resistentes al antibiético) hasta la mitad de la fase exponencial del

crecimiento. Alicuotas de este cultivo (2 pl) se inocularon suavemente en la superficie del

agar blando, en el centro de cada placa, como lo describen Wolfe y col. (1994). Luego, las
placas se incubaron a 31°C en ambiente himedo y el halo de crecimiento se midié a las

40 h. Cada ensayo se realizo en duplicado.

3.8. PREPARACION DE DNA CROMOSOMAL

El DNA cromosomal se preparé en base al método descrito por Engstrom y col. ‘
(1983) con algunas modificaciones.

Ias bacterias se crecieron en el medio adecuado (13 1 para L. ferrooxidans y 1,5 1
para E. coli) y luego se colectaron centrifugandolas a 10.000 x g, por 10 min en el caso de £.
coli y por 30 min en el caso de a L. ferrooxidans. La jarosita generada en el cultivo de L.

ferrooxidans se eliminé centrifugando varias veces a 1.000 x g por 1 min y luego se lavaron

las células tres veces con solucion I para alcalinizarlas.
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Las células se resuspendieron en 3 ml de la solucién I, se agreg6 lisozima a una
concentracion final de 2 mg/ml y se incub6 45 min en hielo y luego 10 min a 37°C. Se
agreg6 proteinasa K a una concentracion final de 190 pg/ml y SDS a una concentracion
final de 0,125 %. Luego se incub6 por 10 min a 37°C y la solucién viscosa que se formd se
incub6 30 min en hielo. Se agregaron 4,5 ml de solucién TE y se extrajo el DNA con 1
volumen de mezcla fenol/cloroformo (1:1) para lo que se agitd el tubo por 30 min. Luego se
centrifugd a 12.000 x g por 5 min para separar las dos fases, y se recupero la fase acuosa
(superior) que contiene el DNA. La extraccion se realiz6 dos veces mds, pero agitando sélo
por 15 min antes de centrifugar. La fase acuosa resultante se transfiri6 a un tubo limpio y se
agreg suficiente CH,COOK 5 M para dar una concentracion final de 0,2 M. Se agregaron 2
volumen de etanol frio y se dejé precipitando toda la noche a -20°C. Luego se centrifugé a
19.000 x g por 10 min y el precipitado se resuspendi6 en 10 ml de solucién TE. Se adiciond
ribonucleasa A a una concentracion final de 100 pg/ml y se incubé por 3 h a 37°C. Luego se
realizaroﬁ dos extracciones del DNA con 1 volumen de fenol/cloroformo (1:1), agitando
sélo por 5 min antes de centrifugar: La fase superior que lleva el DNA se transfiri6 a un tubo
. limpio y se agregd suficiente CH;COOK 5 M para dar una concentracion final de 0,2 M. Se
agregaron 2 volimenes de etanol frio y se dejé precipitando toda la noche a -20°C. Luego se
centrifugd a 19.000 x g por 10 min y el DNA gen6mico precipitado se resuspendi6 en 1 ml
de solucién TE. Se determind la concentracion del DNA como se describe més adelante, y

se guard6 a -20°C en alicuotas.
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3.9. ESTIMACION DE LA CANTIDAD DE DNA

Se utilizé un método espectrofotométrico que mide la cantidad de irradiacion
ultravioleta absorbida por las bases (Sambrook y col., 1989). La lectura a 260 nm permite
estimar la concentracién de 4cido nucleico en la muestra, considerando que una absorbancia
de 1 corresponde a aproximadamente 50 pg/ml de DNA de doble hebra. La razon entre las
lecturas a 260 y a 280 nm da una estimacion de la pureza del 4cido nucleico, pues
preparaciones puras de DNA tienen un valor de Axeo/Asgo de 1,8. Si existe contaminacion
con proteinas o fenol, el valor de dicha razén es menor y no es posible hacer una exacta

estimacion de la cantidad del 4cido nucleico.

3.10. PREPARACION DE DNA PLASMIDIAL
3.10.1. Preparacion en Pequeiia Escala

Para preparar rapidamente y en pequeﬁa.escala el DNA plasmidial, se utilizo el
método de lisis alcalina detallado en Sambrook y col. (1989). Se creci6 por toda la noche
una colonia en 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina. Se colectaron las células
centrifugandolas a 12.000 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se removid por aspiracion.
Las bacterias se resuspendieron en 100 pl de solucién I fria adicionada en el momento de
usar con 0,5 mg de lisozima. La mezcla se incub6 a 37°C por 20 min y luego se agregaron

200 pl de solucion II recién preparada. Se mezcl6 invirtiendo el tubo 3-5 veces sin utilizar
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vortex, y se incubd en hielo por 5 min. Después se agregaron 150 pl de solucion I fria, se
mezcl6 suavemente por 10 segundos y se incubd en hielo por 5 min. Luego se centrifugé por
10 min a 17.000 x g a 4°C y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se realiz6 una
extraccion con fenol/cloroformo (1:1) agregando un volumen de dicha mezcla, agitando en
vortex por 30 seg y centrifugando por 2 min a 12.000 x g a temperatura ambiente. A la fase
acuosa (superior) se agregaron 2 voliimenes de etanol frio. Se mezcl6 agitando en vortex, y
se incub en hielo por 15 min. Se centrifugé a 17.000 x g por 10 min a 4°C y se descarto el
sobrenadante. El DNA precipitado se lavé con 1 ml de etanol 70% fiio, se centrifugé a
17.000 x g por 10 min a 4°C y finalmente se resuspendié en 50 pl de solucién TE. Se
adicionaron 2 pl de ribonucleasa A (10 mg/ml) y se incub6 a 37°C por 30 min. E1 DNA

plasmidial asi preparado se mantuvo a 4°C hasta ser utilizado.

3.10.2. Preparacién en Gran Escala

L;l preparacion de DNA plasmidial en gran escala se realizé con modificaciones del
protocolo descrito para la preparacion en pequefia escala detallado en 3.10.1.

Una colonia se inoculd en 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina y se
incubé por toda la noche a 37°C. Luego, con este cultivo se inoculé 1 1 de medio LB
adicionado de ampicilina y se incub6 agitando orbitalmente (aproximadamente a 180 rpm)
por. 5-6 h. En seguida, se agregd cloramfenicol a una concentracion final de 170 pg/ml y se

continué la incubacidn por toda la noche. Luego se colectaron las células centrifugando a

10.000 x g por 10 min, se resuspendieron en 20 ml de solucién I y se agregaron 100 mg de
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lisozima para dar una concentracién final de 5 mg/ml. Se mezcld suavemente y se agregaron
40 ml de solucién IT recién preparada. Se mezcl6 suavemente y se incubo 10 min en hielo.
Se agregaron 15 ml de solucién II fria, se mezcl6 suavemente y luego se centrifugé por 30
min a 18.000 x g a 4°C. Al sobrenadante obtenido se agregaron 2 volumenes de etanol 95%
frio, se mezcl6 y se dejé en hielo por 10 min. Se centrifugd a 10.000 x g por 20 mina 4°C'y
el precipitado se resuspendié en 40 ml de solucién TE. Se agregé suficiente CHz;COONHy
en polvo, para dar una concentracién final de 2,5 M, se mezclo, se incubd en hielo por 10
min y se centrifugd a 10.000 x g por 15 min a 4°C. Luego de medir el volumen del
sobrenadante recuperado que contenfa el DNA, se agregaron 2 volumenes de etanol 95 %
frio, se mezclo y se incubd en hielo por 10 min. Se centrifugd a 10.000 x g por 15 min a 4°C
y el liquido remanente sobre el DNA precipitado se dejo escurrir invirtiendo el tubo sobre
un trozo de papel. Finalmente, el DNA se resuspendi6 en 8 ml de solucion TE adicionada de
0,05 M de NaCl. E1 DNA plasmidial asf preparado se guard6 a 4°C hasta ser purificado por

gradiente de cloruro de Cesio.

3.11. PURIFICACION DE DNA PLASMIDIAL POR GRADIENTE DE CLORURO

DE CESIO

El DNA plasmidial preparado en gran escala fue purificado por gradiente de cloruro

de Cesio, realizando algunas modificaciones al método descrito en Sambrook y col. (1989).
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A 8 ml de DNA plasmidial en solucién TE con NaCl 0,05 M, se agregaron 8gdeCsCly
640 pl de solucién de bromuro de etidio (10 mg/ml). Una vez disuelto el CsCl se someti6 la
mezcla a ultracentrifugacion a 197.000 x g con el rotor T-875 en una ultracentrifuga Sorvall
modelo OTD Combi, por 48 h a 14-17°C. Luego, las bandas de DNA plasmidial se
identificaron iluminando el tubo con luz ultravioleta, y se extrajeron succionandolas con una
pipeta Pasteur. Posteriormente, el bromuro de etidio se eliminé por extraccion con alcohol
isoamilico. Para ello se agregaron 2 volimenes de alcohol isoamilico, se mezclé por
inversion, y se cenirifugé a 1.000 x g por 3 min a temperatura ambiente, descartando la fase
orgénica (superior) que se vuelve rosada al llevar disuelto el bromuro de etidio. Estas
extracciones se repitieron cuantas veces fue necesario para que la solucién de DNA quedara
totalmente incolora, lo que indica que se retir6 totalmente el bromuro de etidio. Para
remover el CsCl de la solucién, ésta se dializé por 24 h en bolsas de dialisis con un tamafio
de corte de 12.000-14.000 Daltons, contra 100 volimmenes de solucién TE a 4°C. Luego, se
precipit(’)' el DNA agregando suficiente cantidad de CH;COONa para alcanzar una
concentracion final de 0,1 M y 2 volimenes de et.anol frfo. Se incub6 a -20°C por 1 h, se

centrifugé a 10.000 x g por 15 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante. EL DNA precipitado
se resuspendié en 2 ml de solucién TE y se repiti6 la precipitacién en presencia de
CH,;COONa 0,1 M. Finalmente, se centrifugd a 10.000 x g por 25 min a 4°C y se descarto el
sobrenadante. El DNA plasmidial precipitado se secé al vacio, se resuspendié en 500 pl de
solucién TE, y se cuantificé midiendo su absorbancia a 260 nm como ya se describi6. Este

DNA plasmidial purificado se mantuvo estable por varios meses a 4°C.
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3.12. DIGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las digestiones de DNA cromosomal o plasmidial se realizaron de acuerdo a lo
indicado por los proveedores de cada enzima. Segin el tipo de experimento a realizar, se
digirieron entre 1 y 15 pg de DNA en un volumen de reaccién de 50 6 100 pl, que llevan
10% del tampon 10x indicado para cada enzima y 3-5 unidades de enzima por pg de DNA.
Luego se incubd a 37°C, por toda la noche para asegurar una digestion completa. Para
visualizar los productos generados por cada digestion enzimatica, se realizé una separacion

electroforética en geles de agarosa.

3.13. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

Para visualizar DNA plasmidial o cromosomal, ya sea integro o digerido con
enzimas de restriccion, asi como productos de amﬁliﬁcacién por PCR, se utilizaron geles de
agarosa. Los geles se prepararon en tampén TBE 0,5x y fueron: al 0,8 % de agarosa ultra
pura para separar moléculas de 0,6 a 9 kpb; y al 2 % de agarosa NuSieve GTG mds 0,5 % de
agarosa ultra pura, para separar fragmentos més pequefios, de 60 a 1.000 pb, como los que
se generaron en reacciones de amplificacién por PCR. El tampon de electroforesis fue TBE
0,5x. La muestra de DNA se mezcl6 con una solucién de muestra para DNA 6x, se coloco

en el bolsillo del gel, y se aplicé una diferencia de potencial de 5 Volt/cm hasta que el
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colorante indicador migré una distancia apropiada. El gel se sumergi6 por 1 h en una
solucién de bromuro de etidio 0,5 pg/ml y las bandas de DNA se visualizaron por la

fluorescencia emitida al irradiar con luz ultravioleta (Sambrook y col., 1989).

3.14. EXTRACCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DESDE

GELES DE AGAROSA

Para purificar fragmentos de DNA, generados ya sea por digestiones con enzimas de
restriccién o por amplificacion por PCR, se emple6 electroforesis en geles de agarosa.
Después de someter los geles a tincién con bromuro de etidio, se identifico la banda o la
region de bandas de interés y con una hoja de bisturi se cort6 el trozo de agarosa que la
contenia. Desde el trozo de agarosa, el DNA se purifico utilizando el kit de purificacion de
DNA "USBioclean MP", que permite recuperar aproximadamente un 80% del material de
partida, Basicamente consiste en disolver la agarosé a 55°C en presencia de Nal 4 M. Luego
se baja la temperatura a 0°C para que las moléculas de DNA se adhieran a una suspension
de bolitas de vidrio. Se lavan las bolitas de vidrio y finalmente se eluye el DNA adherido a
ellas incubando a 55°C en presencia de agua bidestilada estéril. Los fragmentos de DNA asi
purificados se ligaron con un vector para generar plasmidios recombinantes, se utilizaron
como templados en amplificaciones por PCR o se utilizaron como sondas en ensayos de

hibridacion.




3.15. AMPLIFICACION DE DNA POR LA REACCION DE LA POLIMERASA EN

CADENA

Para amplificar un fragmento de DNA, se realiz6 la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR), utilizando oligonucledtidos de 18 meros como partidores de la reaccion.

Cada reaccién de amplificacién contenia en un volumen final de 50 pl, los
siguientes componentes: como templado 2 pg de DNA cromosomal 6 100 pg de DNA
plasmidial o de un fragmento de DNA; 25 pmoles de cada uno de los dos partidores; 100-
UM de cada desoxinucledtido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 2,5 mM de MgCl; 0,25
unidades de DNA polimerasa taq; y 10 % del tampén de DNA polimerasa taq 10x. Sobre la
mezcla de reaccién se agregd una gota de aceite mineral, para evitar evaporacién y se
realizé la reaccion de polimerizacién en un termociclador Perkin Elmer de acuerdo al
siguiente protocolo:

-1 ciclo de 10 min a 95°C para desnaturalizar el DNA.

- 30 ciclos de: 1 min a 94°C para desnaturalizar el DNA, 1 min a la temperatura de
. alineamiento, y 1 min a 72°C para permitir la polimerizacion.

- 1 ciclo de 10 min a 72°C para completar la elongacion de todos los fragmentos.

La temperatura de alineamiento se definié empiricamente en un rango cercano a las

T de los partidores, que se calcularon de la siguiente forma:

To=2(A+T)+4G+C).
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Luego de realizada la reaccion, los tubos se mantuvieron a -20°C por 30 min para
congelar la solucién y asi eliminar el aceite mineral por succién. Para analizar los productos
de la amplificacion, se agreg6 suficiente tampén de muestra, y se realizé una separacion

electroforética en geles de agarosa al 2,5 %, como se describi6 anteriormente.

3.16. MARCACION DE SONDAS CON DIGOXIGENINA UTILIZANDO PCR

Las sondas marcadas con digoxigenina se prepararon amplificando un fragmento de
DNA por PCR. Para ello se utilizaron dos partidores especificos en presencia de los cuatro
desoxinucleétidos y de dUTP-Dig.

Cada reaccién de amplificacion se realiz6 como ya se describi6, solo que se
utilizaron los desoxinucle6tidos en las siguientes concentraciones: dATP 80 pM, dCTP 80
1M, dG'f'P 80 uM, dTTP 52 uM y dUTP-Digoxigenina 28 uM (mezcla proveniente del kit
no radiactivo de marcacién y deteccion de DNA "DIG DNA").

Los fragmentos amplificados se separaron en geles de agarosa al 2,5 % y luego se
purificé la banda de interés por el método ya descrito (utilizando el kit "USBioclean MP").
Se probod la marcacion de la sonda aplicando 1 pl de una serie de diluciones de ella (1/10,
1/100 y 1/1000) sobre un trozo de membrana de nylon. Luego, se fij6 el DNA con luz
ultravioleta y se realizé la deteccion inmunoldgica de los productos que contienen

digoxigenina, del mismo modo como se describe en 3.17.3.
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3.17. HIBRIDACION DEL TIPO "SOUTHERN-BLOT"
3.17.1. Transferencia de DNA desde Geles de Agarosa hacia Membranas de Nylon

Los fragmentos de DNA obtenidos por digestion con enzimas de restriccion y
separados electroforéticamente, se transfirieron a una membrana de nylon utilizando el
método descrito por Southern (1975), y que comtmmente se denomina "Southern-blot". Para
esto, el DNA fue desnaturalizado sumergiendo el gel de agarosa en solucion
desnaturalizante por 45 min con agitacién constante, y luego fue neutralizado sumergiendo
el gel por 45 min en solucién neutralizante con agitacién constante y con un cambio de
solucidn a los 30 min.

Para montar el sistema de transferencia capilar, se colocé una placa Petri invertida
sobre un recipiente que contenia solucién SSC 10x y sobre la placa se ubic6 un trozo de
papel Whatman 3MM del ancho del gel y de un largo mucho mayor de manera que ambos
extremos del papel quedaran sumergidos en la solucién. Cuando este papel estuvo
totalmente htimedo, sobre él se ubicé el gel de manera que la que fue su cara superior
estuviera en directo contacto con el papel. Sobre -el gel se ubico una membrana de nylon
(Hybond-N) del mismo tamafio, se eliminaron las burbujas y sobre la membrana se ubicaron
dos trozos de papel 3MM del mismo tamafio. Se cubrié toda la superficie del recipiente con
un plastico transparente, cortando con bisturi el espacio correspondiente al gel. Asi,
directamente sobre el gel estaba la membrana de nylon, los papeles 3MM y luego se
colocaron servilletas de papel absorbente en cantidad suficiente para dar una altura de 5-8

cm. Sobre ellas se colocd un peso de aproximadamente 500 g. Este sistema permite que el
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liquido del recipiente fluya por capilaridad a través del gel y de la membrana de nylon, y asi
los fragmentos de DNA desnaturalizados sean eluidos del gel y luego depositados en la
membrana. Se mantuvo en estas condiciones por 15-24 h, reemplazando las servilletas
cuando se encontraban humedas. Al finalizar la transferencia, se volted el gel con la
membrana para marcar en esta las posiciones correspondientes a los pocillos del gel. La
membrana se lavé con solucion SSC 6x por 5 min para remover trozos de agarosa y luego se
dej6 secar sobre un trozo de papel 3MM por 30 min a temperatura ambiente.

Una vez seca la membrana, el DNA se fij6 a ella irradiando con lampara de luz
ultravioleta (254 nm de longitud de onda) por 3 min a una distancia aproximada de 10 cm.
La membrana de nylon con el DNA asi fijado se guard6 en una bolsa pléstica a temperatura

ambiente hasta realizar la hibridacion.

3.17.2. Hibridacién de DNA

La hibridacién del DNA fijado a la membrana de nylon se realizé como lo describe
el kit no radiactivo de marcacién y deteccion dé DNA "DIG DNA". La membrana fue
prehibridada por 6-12 h con el tampon de hibridacion a la temperatura elegida para la
hibridacién. Esto se realizo dentro de una bolsa de plastico que se selld y se sumergi6 en un
bafio a temperatura. Luego se elimind la solucion y ‘se agregaron 2-3 ml de solucién de
hibridacion fresca conteniendo la sonda marcada que previamente fue desnaturalizada a

90°C por 10 min y enfriada en hielo por 5 min. Se sell¢ la bolsa y se realizd la hibridicion

incubando por 12-24 h a la temperatura elegida.
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Al finalizar 1a hibridacion, la solucién que contenia la sonda se retir6 y se guard6 a -
20°C pues se puede reutilizar unas 5 veces. La membrana se lav6 2 veces con solucién SSC
2%/SDS 0,1 % por 5 min a temperatura ambiente y luego 2 veces con solucion SSC
0,1x/SDS 0,1 % por 15 min a la temperatura de hibridacion. La membrana se seco y se

guardd a temperatura ambiente o se sometié inmediatamente a la deteccion inmunologica.

3.17.3. Deteccién Inmunolégica de DNA

La deteccién inmunolégica de la sonda marcada con dUTP-Digoxigenina hibridada
a un DNA determinado, se realizé como se describe en el kit no radiactivo de marcacion y
deteccién "DIG DNA". La membrana ya hibridada se bloqued incubando por 30 min con
1 % del reactivo bloqueador (proveniente del kit) en tampén 1, y luego se incubd por 2 h
con el anticuerpo anti digoxigenina conjugado a peroxidasa diluido 1/5.000 en tampén 1
adicionado con 1 % del reactivo bloqueador. La membrana se lavé dos veces con tampdn 1
por 15 min y una vez con tampén 2 por 2 min. Luego se incubé en la oscuridad con los
sustratos de la enzima: NBT 338 pg/ml y X-fosfat;) 175 pg/ml en tampdn 2. La reaccion se
detuvo lavando con solucién TE cuando se observé una coloracién adecuada en las regiones
de hibridacion, y la membrana se dejé secar en la oscuridad.

Para rehibridar una membrana con una sonda diferente o con la misma pero
en distintas condiciones, primero se retird el precipitado de color lavandola con
N, N-dimetilformamida a 60°C hasta que desapareciera el color y luego se lavod

vigorosamente con agua bidestilada estéril. Para eliminar la sonda que hibrido al DNA, se




49

incubd la membrana con una solucién que contenia NaOH 0,2 N'y SDS 0,1 % por 30mina
37°C. Finalmente, la membrana se lavé con una solucién SSC 2x por 5 min y estuvo lista

para volver a ser hibridada.

3.18. CLONAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA
3.18.1. Digestion y Desfosforilacion del Vector

La digestién y desfosforilacién del vector se realizé como describe Titus (1991).
Para generar extremos cohesivos compatibles con los extremos del fragmento de DNA que
se desea clonar, el DNA del vector fue digerido con la misma enzima de restriccion con que
se obtuvo dicho fragmento. Para esto, se digirieron 10 pg del DNA plasmidial en un vol de
100 pl, como se describié anteriormente.

Luego el DNA se traté con la enzima CIAP para remover los grupos 5-fosfato y asi
evitar la recircularizacién del vector durante la ligacién. Para ello, al DNA digerido se
agregaron 0‘,01 unidades de CIAP por pmol de extremo de DNA, 20 ul del tampdn de CIAP

10x, y agua bidestilada hasta completar 200 pl de volumen. Se incub6 a 37°C por 60 min y
se detuvo la reaccion agregando 2 pl de EDTA 0,5 M.

Debido a que la CIAP puede interferir con la eficiencia de ligacién y de
transformacion, se la removi6 agregando 1 volumen de fenol/cloroformo (1:1), agitando en
vortex por 1 min y luego centrifugando a 12.000 x g por 2 min. A la fase acuosa (superior)

se agregd 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se agit6 en vortex por 1 miny
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luego se centrifugd a 12.000 x g por 2 min. A la fase acuosa (superior) se agregaron 0,5
volimenes de CH;COONH, 7,5 M y 2 volimenes de etanol, y se mantuvo a -20°C por 2 h.
Luego se centrifugd a 12.000 x g por 5 min, se descartd el sobrenadante, y el DNA
precipitado se lavo con 1 ml de etanol 70 %, se sec brevemente en un desecador al vacio y
finalmente se resuspendi6 en 45 pl de agua bidestilada. La concentracién del DNA se
estim6 por comparacién de la intensidad de la banda fluorescente de la muestra con aquella
de cantidades conocidas de DNA. Para ello se realiz6 una separacién electroforética en

geles de agarosa y visualizacién de fluorescencia mediante tincién con bromuro de etidio.

3.18.2. Ligacién del Vector con el Fragmento de DNA a Clonar
Las reacciones de ligacién se realizaron segin Titus (1991). En ellas se utilizo el
vector preparado como se describe en 3.18.1. y el inserto como se describe en 3.14. Se
buscé la dptima razén entre vector e inserto, para lo que se realizaron reacciones de ligacion
con distintas razones molares de ellos (1:1, 1:3 y 3:1). Cada reaccién de ligacion contenia
100 ng de DNA del vector, cantidad variable de DNA del inserto (segin la raz6n utilizada),
1 unidad de la enzima ligasa de DNA de T4 y 1 pl del tampdn correspondiente 10x, en un
volumen total de 10 pl que se completd con agua bidestilada. Se incubé a 4°C por toda la

noche y luego se utilizaron estas mezclas de ligacion para realizar la transformacion de

células competentes.
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3.18.3. Preparacion de Células Competentes

La transformacion de células con un plasmidio requiere hacer competentes a las
células, es decir hacerlas aptas para ser transformadas con un DNA foraneo. Para realizar
esto, se modificé un protocolo ya descrito (Titus, 1991) que consistio en cultivar toda la
noche a 37°C las bacterias provenientes de una colonia de E. coli en 5 ml de medio LB.
Luego se inoculd 500 ul de este cultivo sobre 50 ml de medio LB en un matraz que fue
agitado vigorosamente a 37°C. Se control6 el crecimiento leyendo Asgo cada 30 min y
cuando ésta llegd a 0,45-0,55 se retird el matraz del bafio y se mantuvo en hielo por 2 h.
Luego se colectaron las células por centrifugacién a 2.500 x g por 20 min a 4°C, y se
resuspendieron en 3 ml de tamp6n de competencia frio preparado fresco y esterilizado por
filtracion. Luego se diluyeron a 50 ml con el mismo tampén frio y se mantuvieron 45 min en
hielo. Se centrifugaron a 1.800 x g por 10 min a 4°C y se resuspendieron suavemente en 5
ml del mismo tampén frio. Las células competentes asi preparadas se guardaron a 4°C y se

utilizaron 24 h después, pues asi se logra la mayor eficiencia de transformacion.

- 3.184. Transformaciéon de Células Competentes

Las reacciones de transformacion se realizaron de acuerdo a Titus (1991) con
modificaciones menores. Para ello, se incubaron 100 pl de células competentes (preparadas
el dia anterior) en presencia de 50 ng de DNA plasmidial por 30 min en hielo. Se
sometieron a un estrés térmico de 42°C por 1 min para aumentar la eficiencia de

transformacién y luego se enfriaron en hielo por un min. Se agregaron 900 pl de medio LB y
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se incubaron a 37°C por 1 h con agitacién orbital (aproximadamente 180 rpm), para lograr
la recuperaci6n de las células. Luego se procedi6 a inocular 100 y 200 pl de cada mezcla de
transformaci6n, en placas de medio LB adicionado con ampicilina. Cuando se transformo la
cepa DH5a. con DNA proveniente de una reaccion de ligacion, las placas ademas contenian
0,5 mM de IPTG y 40 pg/ml de X-gal, para visualizar colonias blancas o azules segin sea el
plasmidio que Ilevan en su interior (transformacién con un recombinante dard colonias
blancas y transformacién con un vector religado dard colonias azules). Las placas se
incubaron en estufa a 37°C por toda la noche y luego las colonias de interés fueron

repicadas en placas nuevas para mantenerlas aisladas.

3.19. ELECTOFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-

SDS

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se desarrolld segtin lo descrito por
' Laemmli (1970). Se realiz6 el montaje en el sistema "Mini PROTEAN II Cell" (Bio-Rad),
preparando un gel separador de poliacrilamida al 10 % y un gel concentrador de
poliacrilamida al 5 %. Las muestras de proteinas se mezclaron con igual volumen de
tampén de muestra de proteinas 2x y fueron hervidas durante 5 min. Se utiliz6 el tampdn de
electroforesis y se aplicaron 100 Volt hasta que el colorante indicador de la migracion llego6

al borde inferior del gel. Los geles fueron tefiidos y destefiidos con solucidn de tincién y con
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solucién de destefiido, respectivamente, o fueron directamente transferidos a una membrana
de nitrocelulosa, como se describe en 3.21.1.

Para visualizar proteinas radiactivas, lnego de tefiir y destefiir el gel, este se sumergio
por 30 min en solucién Amplify (Amersham), se seco con calor y al vacio, y se expuso a una

pelicula de Rayos X por 2 a 30 dias, dependiendo del tipo de experimento.

3.20. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA Tar

La obtenci6n de anticuerpos policlonales de conejo contra la proteina Tar de E. coli
se realiz de manera semejante a como lo describen Mutoh y col. (1986). Para esto fiie
necesario crecer en 1 1 de medio LB la cepa de E. coli HCB721 transformada con el
plasmidio pNT201 e inducir la expresi6n de la proteina Tar, que esta bajo el control de Py,
agregando IPTG 1 mM en mitad de la fase logaritmica del crecimiento (Sambrook y col,
1989). Luego se prepararon membranas tc;tales y las proteinas se separaron
electroforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS al 10 %. La banda correspondiente a la
proteina Tar sobreexpresada se corté desde varios geles estimando juntar aproximadamente
100 pg de la proteina. Los trozos disgregados de poliacrilamida que contenian la proteina
Tar se mezclaron con 2 ml de adjuvante de Freund completo y se inyectaron via subcutdnea
a un conejo New Zealand hembra. A los 60 dias se mezclaron otros 100 pg de proteina Tar

con 2 ml de adjuvante de Freund incompleto, y se volvié a inyectar el conejo via
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subcutdnea. A los 17 dias de la tltima inyeccién se sangré el conejo por la oreja,
obteniéndose 36 ml de sangre desde la cual se obtuvo el suero inmune que fue mantenido a -
20°C.

Previo a la primera inyeccién con antigeno, se extrajo sangre al conejo para obtener
el suero preinmune.

Tanto el suero inmune como el preinmune fueron preabsorbidos con células de £.
coli cepa HCB721 para eliminar la reaccion cruzada con cualquier otra proteina que-no sea
Tar. La preabsorcion se realizé como lo describieron Devasia y col. (1993), incubando 10°
células de la cepa HCB721 con 500 pl del suero por 3 h a 37°C, y luego removiendo las
células por 20 min de centrifugacién a 10.000 x g. Esto se realiz0 tres veces para asegurar

una completa preabsorcion.

3.21. ANALISIS INMUNOLOGICO DEL TIPO "WESTERN-BLOT"
3.21.1. Transferencia de Proteinas desde .Geles de Poliacrilamida-SDS hacia
Membranas de Nitrocelulosa

La transferencia se realizé como lo describe Towbin y col. (1979). Para ello, las
proteinas fueron separadas electroforéticamente en un gel de poliacrilamida-SDS como ya
se describid, y luego fueron transferidas a una membrana de Nitrocelulosa mediante el
sistema "Trans-Blot Cell" (Bio-Rad) utilizando el tampén de transferencia. Se aplicé una

corriente constante de 600 mA durante 48 min. La eficiencia de la transferencia de proteinas
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fue confirmada utilizando marcadores de peso molecular pretefiidos, y tifiendo el gel

después de la electrotransferencia.

3.21.2. Deteccion Inmunolégica de Proteinas

La membrana de nitrocelulosa conteniendo las proteinas transferidas, se incub6 por
toda la noche a 4°C con 5 % de leche descremada en tampén TBS. Luego se lavé 2 veces
por 15 min cada vez con TBS y se incub6 por 2 h a temperatura ambiente con suero
policlonal de conejo anti Tar (o preinmune) diluido 1/100 en TBS conteniendo 1 % de
albimina de bovino (TBS/BA). Se lavo la membrana 3 veces por 10 min cada vez, con TBS
conteniendo 0,05 % de Tween 20. Se incubd por 1 h a temperatura ambiente con
anticuerpos de burro anti IgG de conejo biotinilados diluidos 1/500 en TBS/BA. Se
repitieron los tres lavados de la membrana y se incubd por 1 h a temperatura ambiente con
estreptavidina biotinilada conjugada a peroxidasa, diluida 1/500 en TBS/BA. Se volvié a
lavar la membrana tres veces como ya se describid, y la presencia del complejo "primer
anticuerpo/segundo anticuerpo/ peroxidasa” se det;ect(’) incubando con 4-Cloro-1-naftol (0,4
mg del colorante por ml en solucién reveladora) en la oscuridad hasta visualizar las bandas

de reaccion.
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3.22. PREPARACION DE MEMBRANAS TOTALES DE E. coli

La preparacion de membranas totales de L. coli se desarrolld realizando
modificaciones menores del protocolo descrito por Foster y col. (1985).

Células de E. coli se crecieron en 1 1 de medio LB durante 8 h, se centrifugaron a
10.000 x g por 15 min, y luego se congelaron en un volumen equivalente de tampén A.
Previo a la ruptura de las células por sonicacion, se agregaron 2 voliimenes de tampon A
frio, y luego se sonicaron durante 6 min, en intervalos de 30 seg, usando un sonicador
Ultrasonic Homogenizer Cole-Parmer Instrument Co. a una potencia del 50 %. Las células
no rotas se separaron por dos centrifugaciones secuenciales a una velocidad baja de 10.000
x g por 15 min. Luego, el sobrenadante se centrifugé a 50.000 x g por 1 h a 4°C usando ¢l
rotor T-875 en una ultracentrifuga Sorvall modelo OTD Combi. Las membranas
sedimentadas se lavaron dos veces con tampdn B y una vez con tampén C. Finalmente, el
sedimento de membranas se resuspendié en 1 ml de tampon C, y se guardé congelado a
-20°C. |

Todas las etapas se realizaron entre 0-4°C.
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3.23. PREPARACION DE MEMBRANA CITOPLASMATICA DE E. coli

La preparacién de membrana citoplasmatica de E. coli se realizd por una
modificaciéon del método descrito por Booth y Curtiss (1977).

Se crecieron las células de E. coli en 1 1 de medio LB durante 8 h, se centrifugaron a
10.000 x g por 15 min, y se resuspendieron 100 mg de células en 800 ml de sacarosa 250
mM/Tris-HCI 33 mM, pH 8,0. Se agregaron 50 pg de lisozima en 200 ul de EDTA 10
mM/Tris-HCl 33 mM, pH 8,4 y se incub6 a temperatura ambiente por 10 min. Se agregaron
4 volimenes de agua fifa (a 4°C), se agit6 hasta mezclar bien y se sonicé 6 veces por 30 seg
cada vez con un sonicador Ultrasonic Homogenizer Cole-Parmer Instrument Co. a una
potencia del 50 %. Las células no rotas se separaron con una centrifugacién a 10.000 x g por
5 min. El lisado claro se ultracentrifugd a 100.000 x g por 2 h a 4°C usando el rotor T-875
en una ultracentrifuga Sorvall modelo OTD Combi. El sedimento, correspondiente a
membranas totales, fue lavado resuspendiéndolo en 500 il de agua fria (a 4°C) y volviendo
a centrifugar a 100.000 x g por 2 h a 4°C. Para solubilizar la membrana citoplasmatica
. (Osorio y col., 1993), el sedimento se incubd por 1 h a 37°C con N-lauroil-sarcosinato de
sodio al 2 % (600 pl por cada 100 mg de células originales). Se repiti6 1a ultracentrifugacion
a 100.000 x g por 2 h a 4°C y el sobrenadante, correspondiente a la membrana intemna, se

guard¢ en alicuotas a -20°C hasta ser utilizado.
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3.24. EXPRESION in vitro DE UN DNA Y SINTESIS DE LAS PROTEINAS

CODIFICADAS

En el estudio de la expresion in vitro, se utilizd un sistema libre de células que
permite la transcripcién y traduccién acopladas, realizando modificaciones menores del
método desarrollado por Zubay (1973). Para ello se preparé un extracto crudo de E. coli,
denominado extracto S30, que contiene las enzimas y factores necesarios para la
transcripeion y la traduccion, pero que debe ser suplementado con aminoécidos, sistemas

regeneradores de energia y ciertos cofactores.

3.24.1. Preparacién de un Extracto S30

Con un cultivo de E. coli cepa D-10 de toda la noche, se inocularon 4 1 de medio
S30 de manera de iniciar el cultivo con una A,s, de 0,07. Se incubé a 37°C con agitacion
vigorosa' y cuando el cultivo alcanzé6 wna Ay de 12 se colectaron las células
centrifugandolas a 10.000 x g por 15 min a 4°C. Se lavaron 3 veces con 500 ml de tampon
S30 adicionado con 2-mercaptoetanol a una concentracién final de 0,05 %. Se estimé el
peso himedo de células y se guardaron a -20°C.

El dia de la preparacién del extracto S30, se descongelaron las células durante 1 h a
4°C'y se resuspendieron lentamente en tamp6n S30 adicionado con 2-mercaptoetanol a una
concentracion final de 0,005 % (usando 100 ml de tampén por cada 10 g de células). Se

centrifugé a 16.000 x g por 30 min a 4°C, se pesaron las células y se resuspendieron
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cuidadosamente en tampon S30 (63,5 ml de tampdn por cada 50 g de células). Estas células
resuspendidas se introdujeron en la celda de French, previamente enfriada a 4°C, y se
sometieron a una presion de 8.400 p.s.i. El lisado se recibié a 0°C y por cada ml de éste se
agregaron 10 pl de DTT 0,1 M. Se centrifugd inmediatamente a 30.000 x g por 30 min a
4°C. Se transfirieron las 45 partes superiores del sobrenadante a un tubo fresco y se volvié a
centrifugar a 30.000 x g por 30 min a 4°C. Se tomaron nuevamente las «s partes superiores
del sobrenadante y por cada 25 ml de éste se agregaron 7,5 ml de mezcla de preincubacion.
Se cubri6 el tubo con papel de aluminio, se incub6 con agitacién suave en un bafio a 37°C
por 80 min y luego el contenido del tubo se colocd en bolsas de dialisis tratadas y se dializo
contra 50 volimenes de tampdn S30 a 4°C, cambiando el tampén tres veces cada 45 min.
Finalmente, se centrifugé el extracto a 4.000 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante, qué
corresponde al "extracto S30", se alicuot6 y se mantuvo a -20°C.

Para inactivar toda actividad ribonucleasa, se utiliz6 agua tratada con DEPC en la
preparacion de todas las soluciones, y para enjuagar todo el material de vidrio, tubos de
plastico y celda de French utilizados. El tratamiento del agua se realizd agregando
- lentamente 1 ml de DEPC a 11 de agua bidestilada, agitando por 1 h (en campana de
extraccion) y luego autoclavando a 20 libras/pulg? y a 120°C por 20 min.

Las bolsas de didlisis se hirvieron por 20 min en una solucién de NaHCO, 0,1 M/
EDTA 10 mM, se descart6 la solucién y se repitié el procedimiento cuantas veces fuera
necesario para que la solucién no se volviera de color café. Luego se lavaron

{

exhaustivamente en agua tratada con DEPC.
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3.24.2. Ensayo in vitro de Transeripcién y Traduccion Acopladas

Para realizar el ensayo se utilizo6 DNA plasmidial purificado por gradiente de CsCl,
y una mezcla de [*’S]metionina/[>S]cisteina para obtener productos polipeptidicos
radiactivos.

El ensayo se realiz6 de acuerdo a un protocolo bésico descrito por Pratt (1985), que
consiste en mezclar DNA plasmidial, 2 pl de [35 S]metionina 70%/[3SS]cisteina 25 %
(actividad especifica de 1.190 Ci/mmol, 10 mCi/ml), 10 a 15 mM de (CH;COO),Mg y 7.5
ul de mezcla LM, completando 25 ul de volumen final con Tris-acetato 2,2 M pH 82. A
esta mezcla se le di6 un pulso de centrifugacion de 15 seg para asegurar que todos los
componentes se encontraran en el fondo del tubo, se preincubé por 5 min a 37°C y se
agregaron 5 ul de extracto S30 (28 mg de proteinas/ml) mezclando suavemente con la punfa
de la micropipeta. Se continug la incubacién a 37°C por 1 hy a cada tubo se le agregaron 10
ul de L-metionina (8 mg/ml) no radiactiva precalentada a 37°C, se mezclé bien y se
continuéhla incubacién a 37°C por 5 min para completar la sintesis de los polipéptidos

marcados. Las mezclas de reaccion se congelaron a -20°C hasta ser sometidas a una

. separacion electroforética en geles de poliacrilamida-SDS y autorradiografia, o a una

reaccién de inmunoprecipitacidn con un suero adecuado seguida de separacion
electroforética y autorradiografia.

En cada ensayo se incluy6 un control sin DNA.
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3.25. INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS SINTETIZADAS in vitro

La inmunoprecipitacién se realizd basicamente como lo describen Jerez y
Weissbach (1980). Para ello se mezclaron 50 pl de mezcla de reaccion de un ensayo de
sintesis in vitro (descrita en 3.24.2.) con 100 pl de suero policlonal de conejo anti Tar (o
preinmune) en tampdén de inmunoprecipitacion 1x, en un volumen final de 300 pl. Esta
mezcla se incubd a 37°C por 4 h y luego a 4°C durante toda la noche. Se centrifugd a 17.300
X g por 10 min a 4°C y los inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con 200 pl de tampén de
inmunoprecipitacién 1x. Finalmente, el inmunoprecipitado se solubiliz6 en 8 ul de tampén
de muestra de protefnas 1x, se hirvi6 por 5 min y se someti6 a una electroforesis en geles de

poliacrilamida-SDS como ya se describio.

3.26. SECUENCIACION DE DNA

La secuenciacion del DNA se realizé mediante el método de terminacién de cadenas
descrito por Sanger y col. (1977), utilizando el kit de secuenciacién "Sequenasa Version

2.0".
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3.26.1. Desnaturalizacion del DNA

Debido a que se utilizd un DNA plasmidial de doble hebra como templado, fue
necesario realizar una etapa de desnaturalizacion previa al alineamiento con el partidor.

Aproximadamente 2 pg de DNA purificado por gradiente de CsCl fueron
desnaturalizados con NaOH 0,18 M, en 44 pl de volumen total, durante 5 min a temperatura
ambiente. Luego el DNA se neutralizd agregando 4 pl de CHzfCOONH; 2 MapH 45y
mezclando bien. El DNA se precipit6 con 97 pl de etanol frio, manteniendo a -20°C por 30
min. Se centrifugd a 17.000 x g por 15 min a 4°C, y el DNA precipitado se lavd con 1 ml de
etanol 80 % frio. Se volvid a centrifugar, y finalmente el DNA se secé al vacio durante 20
min. Este DNA asi preparado se utilizé de inmediato en el alineamiento con el partidor o se

congel6 a -20°C por un periodo no mayor a 15 dias.

3.26.2. Reaccion de Secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se realizé basicamente como se describe en el kit
"Sequenase Version 2.0".

Para el alineamiento con €l partidor, se resuspendié el DNA desnaturalizado en 3 pl
de agua, y se agregaron 2 pl del tampén de sequenasa 5x y 5 pl del partidor (10 ng/ul). Se
calent6 en bafio a 70-75°C por 2 min, y se dej6 enfiiar lentamente hasta que la temperatura
llegara a 37°C (aproximadamente 30 min). Los tubos se centrifugaron brevemente y se

mantuvieron en hielo hasta ser utilizados en la marcacién.
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Para la reaccién de marcacion, al DNA alineado con el partidor se agregé 1 pl de
DTT 0,1 M, 2 ul de mezcla de marcacién diluida 1/5, 1 pl de [o-"S]dATP (actividad
especifica de 1.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) y 1 pl de agua tridestilada estéril. Cuando se quiso
identificar una secuencia cercana al partidor, se reemplazé el agua por tampén Mn
proveneinte del kit. Luego se agregaron 2 pl de "Sequenase Version 2.0" diluida (5
Unidades), se mezcld bien y se incubd a temperatura ambiente por 10 min.

Durante la marcacion se prepararon los 4 tubos en los que luego se realizo la
reaccion de terminacion de cadenas. Para ello, se colocaron 2,5 ul de mezcla de terminacion
ddA en el tubo marcado con A. Se repiti6 lo mismo en los otros tres tubos marcados con C,
G y T, con las mezclas de terminacién ddC, ddG y ddT, respectivamente. Estos tubos se

incubaron a 37°C y, una vez terminada la reaccién de marcacidn, se agregaron 3,5 pl de la

mezcla de marcacion a cada uno de los 4 tubos de terminacién y se incub6 a 37°C por otros
10 min. La reaccion se detuvo agregando 4 pul de la solucion STOP a cada tubo.

Los tubos se guardaron a -20°C hasta ser aplicados en el gel de secuenciacion.

. 3.26.3. Electroforesis en Geles de Secuenciacion
Se prepararon geles de poliacrilamida al 5,7 %, bisacrilamida al 0,3 % y urea 7 M,
en el sistema "Sequi-Gen Sequencing Cell" (BioRad). El gel se precorrié a 1700 Volt por 30
min utilizando TBE 1x como tampén de la electroforesis, y Inego se aplicaron 3,5 pl de

cada una de las cuatro reacciones de terminacion previamente calentadas a 85°C por 5 min

y enfriadas en hielo. La electroforesis se corrid por tiempos variables desde 1,5 hasta 6 h
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dependiendo de si la region de la secuencia que se desea reconocer esta cercana o lejana del
partidor utilizado. Posteriormente el gel se secod con calor y al vacio y se expuso a una

pelicula de Rayos X durante 2-5 dias.

3.27. ANALISIS COMPUTACIONAL

La secuencias nucleotidica y proteica fueron analizadas por el programa PC-GENE,
utilizando los programas COD_PROK (Kolaskar y Reddy, 1985), TRANSL, SIGNAL
(Staden, 1984), QSEARCH, HAIRPIN (Tinoco Jr. y col, 1973), ANTIGEN (Hopp ¥
Woods, 1981), CHARGPRO, CLUSTAL (Higgins y Sharp, 1989) y GARNIER (Gamier y
col., 1978). Las comparaciones con bases de datos se realizaron utilizando el programa
BLAST via Internet en la direccién <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/ BLAST/nph-
blast?Jform=0> (Altschul y col., 1990), el programa FASTA via correo electronico en la
direccion <FASTAeebi.ac.uk> (Pearson y Lipman, 1988) y el programa BEAUTY via
Internet en la direccion <http:/dot.imgen bem.tme.edu:9331/seg-search/protein-search.
htmb> (Worley y col., 1995). Las predicciones de regiones de transmembrana se realizaron
via Internet utilizando el programa TMPRED en la direccion <http://ulrec3.unil.ch/software/
TMPRED_form.html> (Hofmann y Stoffel, 1993). Las frecuencias de uso de codones y los
porcentajes de G -+ C se obtuvieron via Intemnet en la direccion <http://www.dna.affrc.go.jp/

~nakamura/codon.html> (Nakamura y col., 1997). Las secuencias de rRNA de 165 de L.
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ferrooxidans se obtuvieron via Internet en la direccién <http://www.ncbinlm.nih.gov/htbin-

post/Entrez/query?db=n>.




4. RESULTADOS

4.1. SUBCLONAMIENTO DE UN FRAGMENTO DE DNA DE L. ferrooxidans QUE

ES HOMOLOGO AL GEN far DE E. coli

Con el proposito de identificar en el DNA de L. ferrooxidans algin gen que sea
homoélogo a los genes de receptores quimioticticos descritos, se realizo un subclonamiento
después de digerir el DNA del plasmidio recombinante pLf3,5 con la enzima de restriccion
EcoR1I. Esto nos permitiria trabajar con un fragmento de DNA de menor tamafio y al mismo
tiempo su clonamiento en las dos orientaciones posibles. Los productos de esta digestion
fueron de aproximadamente 3,9 y.2,3 kb (resulta.dos no mostrados), siendo el fragmento
pequetio el que conservo la hibridacién con 1a sonda de 719 pb y que también hibridé con
una sonda de menor tamafio mas especifica, correspondiente a 87 pb del gen tar de E. coli
que codifican 27 aminoacidos de la regién HCD que son idénticos en las proteinas Tap, Tar
y Tsr de L. coli 'y Tar de S. typhimurium (Krikos y col., 1983; Russo y Koshland Jr., 1983).
Los fragmentos obtenidos en esta digestion con EcoRl, determinan que aparentemente

ocurri6 digestién en el sitio £coRI de la regién de policlonamiento del vector y en un sitio

66




67

EcoRI interno del DNA de L. ferrooxidans, por lo que el fragmento de 2,3 kb debe contener
la region de policlonamiento del vector pUC18 desde el sitio HindlIl hasta el sitio EcoRI
(Fig. 4).

El fragmento EcoRI/EcoRI de 2,3 kb fue subclonado en el vector pGEM-3Z,
obteniéndose un recombinante que denominamos pLfl3. La orientacién del inserto en este
nuevo recombinante es la que se muestra en la Fig. 4, ya que al digenr el plasmidio con la
enzima Hindlll se generaron un fragmento de 2,3 kb y otro de 2,7 kb (resultados no
mostrados), lo que indica que en pLfl3 existe un sitio de restriccion Hindll en cada
extremo del fragmento de DNA de L. ferrooxidans.

Asi, los vectores pLf3,5 y pLfl3 poseen el inserto de DNA de L. ferrooxidans en
orientaciones opuestas. Esto permitird expresar bajo el promotor /ac las dos hebras del DNA

de L. ferrooxidans clonado.

4.2. ENSAYO DE EXPRESION in vitro DESDE. UN DNA PLASMIDIAL
4.2.1. Expresion in vitro de pNT201

Una manera de observar las proteinas sintetizadas a partir de un determinado DNA,
es utilizar dicho DNA como templado en un ensayo in vitro de transcripcién/traduccion
acopladas (Pratt, 1985). Si se utiliza [>>SJmetionina se obtienen productos radiactivos que
pueden reconocerse por su migracion electroforética en geles de poliacrilamida-SDS y

posterior autorradiografia.
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Figura 4: Construccion del plasmidio recombinante pLf13.

Los detalles de la construccion se comentan en el texto. La flecha gruesa achurada
representa el origen de replicacion plasmidial. Las flechas gruesas (blanca y negra)
representan el gen lacZ (se utilizan blanco y negro para diferenciar los sitios de
policlonamiento provenientes de pUCI8 y de pGEM-3Z). La flecha delgada negra
corresponde al gen de resistencia a ampicilina. La barra achurada corresponde al fragmento
de DNA de L. ferrooxidans. E y H representan sitios de corte para las enzimas EcoRI e
Hindlll, respectivamente. La pequefia region que existe entre un sitio £coRI y un sitio
Hindlll corresponde a la region de policlonamiento.
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Segim nuestro conocimiento, hasta la fecha no se habia expresado ningdn receptor
quimiotactico in vitro con este sistema. Por ello se procedié a realizar la expresion in vitro
del plasmidio pNT201, que lleva el gen tar bajo el control del promotor Py, (Delgado ycol,,
1995). En la Fig. 5 se observa que desde este plasmidio se expres6 i vitro una proteina de
aproximadamente 60 kDa que corresponde a Tar de E. coli (carril C, flecha). También se
expreso una protefna de aproximadamente 30 kDa correspondiente a B-lactamasa. Todas las
otras bandas de pesos moleculares menores que 60 kDa pueden corresponder a productos de
sintesis incompleta de Tar o a productos de degradacién de ella. Fsta tltima alternativa se
ve apoyada por el hecho que membranas de células de E. coli que llevan sobreexpresada la
proteina Tar, presentan las mismas bandas de tamafios moleculares menores de 60 kDa que
reaccionan con anticuerpos anti Tar en ensayos de "Western-blot" (no se muestra).

El ensayo realizado en ausencia de DNA no mostrd sintesis de polipéptidos
radiactivos, asegurando que el sistema responde exclusivamente al DNA agregado (carril

A).

4.2.2. Optimizacién del Ensayo de Expresion in vitro

El ensayo de sintesis in vitro debe ser optimizado de acuerdo al extracto S30 que se
obtiene, pues no todas las preparaciones generan las mismas condiciones Optimas para
realizar la reaccién (Pratt, 1985). Como ya se demostrd que ocurre expresion desde el DNA

del plasmidio pNT201, éste se utilizé como templado yel nivel de sintesis de la proteina
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Figura 5: Expresion del plasmidio pNT201 en un sistema in viro de transcripcion/

traduccion acopladas.

Las proteinas se sintetizaron y marcaron con [3SS]metiom'na in vitro, como se describe en
Materiales y Métodos. El ensayo se realizé en (A) ausencia de DNA o en presencia de 3 ug
de DNA de (B) pGEM-3Z o de (C) pNT201. Los productos sintetizados se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y luego se realizé una autorradiografia. A Ia
izquierda se muestran los marcadores de peso molecular en kilodaltons. La flecha indica la

proteina Tar.
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Tar fue el indicador del rendimiento del sistema.

En la Fig. 6 se muestra cémo aumenta la sintesis de Tar en fincién de cantidades
crecientes de extracto S30 en el ensayo, hasta lograr un maximo que no varia al aumentar la
cantidad de extracto. Este maximo se logrd con 7 pl de extracto S30 (200 pg de proteinas de
extracto) en 30 ul de mezcla de reaccién (carril E). Todos los ensayos posteriores se

realizaron con esta cantidad para asegurar la mayor sintesis de proteina.

La concentracién 6ptima de (CH;COO),Mg en la mezcla de reacccion, también se
determiné observando el nivel de sintesis de Tar. Pratt describe que el 6ptimo se encuentra
en el rango-de 10 a 15 mM (Pratt, 1985), y en nuestro ensayo resulté ser 13 mM (no se
muestra). Mayores y menores concentraciones de acetato de magnesio generaron una menor
sintesis de Tar, por lo que 13 mM fue la concentracién optima utilizada para la realizacién

de los siguientes ensayos.

Ya que este sistema determina la sintesis in vitro de polipéptidos en forma
' estrictamente dependiente del DNA, se estudié la influencia de la concentracion del DNA
templado en la cantidad de proteina sintetizada. La Fig. 7 muestra que con 3 pug de DNA
templado (pNT201) en los 30 pl de mezcla de reaccidn se logra la méxima sintesis de la
proteina Tar con este sistema. Asi, aunque el maximo logrado con pNT201 puede no
corresponder exactamente a lo que se logre con otros plasmidios, como un primer

acercamiento se utilizaron 3 ug de DNA templado en los siguientes ensayos.
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Figura 6: Sintesis de Tar en funcién de cantidades crecientes de extracto $30 en el ensayo
in vitro de transcripcién/traduccion acopladas.

Las proteinas se sintetizaron y marcaron con [35 Slmetionina i vitro, como se describe en
Materiales y Métodos, utilizando volimenes crecientes de extracto S30 (28 ng de
proteina/pl): (B) 4 pl; (C) 5 ul; (D) 6 ul; (B) 7pulo (Ay F) 8 pl. La reaccion se realizé en
(A) ausencia de DNA y en (B a F) presencia de 3 ug de DNA de pNT201. Los productos
sintetizados se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y luego se
realiz6 una autorradiografia. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular
en kilodaltons. La flecha indica la proteina Tar,
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Figura 7: Sintesis de Tar en funcién de cantidades crecientes de DNA templado en el
ensayo in vitro de transcripcion/traduccién acopladas.

I) Las proteinas se sintetizaron y marcaron con P 5S]metionina in vitro, como se describe en
Materiales y Métodos, en (A) ausencia de DNA o en presencia de cantidades crecientes de
DNA de pNT201: (B) 0,4 pg; (C) 0,8 ug; (D) 1,6 pg; (E) 2,4 pg; (F) 3.2 ug; (G) 4.0 ug; (H)
4,8 ug 6 (I) 5,6 ug. Los productos sintetizados se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS seguido de autorradiografia. A la izquierda se muestran los marcadores
de peso molecular en kilodaltons. La flecha indica la proteina Tar.

II) Cuantificacion de la proteina Tar sintetizada en funcién de la cantidad de DNA de
PNT201 en el ensayo. Se determing la cantidad de proteina Tar sintetizada en la Fig. 71, en
unidades arbitrarias, empleando un programa computacional de procesamiento de imagenes
que midio la intensidad de las bandas correspondientes a Tar.
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Se estudio el tiempo de reaccion, desde 5 hasta 70 min, lograndose la mayor sintesis
de Tar con 50 min de incubacién. Mayores tiempos de reaccién mantienen constante el
nivel de Tar sintetizado, lo que demuestra que el sistema en 50 min responde al maximo de
sintesis posible en las condiciones utilizadas. Todos los ensayos posteriores se realizaron
con este tiempo de reaccién, luego se adicioné metionina no radiactiva y se incubd por 5

min para concluir la sintesis de polipéptidos radiactivos.

Estos estudios preliminares de expresion in vitro de un DNA permitieron enfrentar
los siguientes experimentos en las condiciones determinadas como Optimas para lograr la

méxima sintesis de proteinas.

4.3. EXPRESION in vitro DE pLf13

Para determinar si los fragmentos de DNA de L. ferrooxidans contenidos en los
recombinantes pLf3,5 y pLfl3 poseen algin gen y por ello codifican alguna proteina, se
utilizaron dichos plasmidios recombinantes como DNA templados en el sistema de
expresion in vitro (Delgado y col., 1995).

Como se observa en la Fig. 8 (carril C), pLf13 expreso al menos cuatro polipéptidos
cuyas migraciones en el gel corresponden a productos de 5 8,51, 39 y 30 kDa. La sintesis de

los tres polipéptidos de mayor peso molecular se debié exclusivamente a la presencia del
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Figura 8: Expresion in vitro de plasmidios recombinantes que contienen DNA de 1.

Jerrooxidans.

Las proteinas se sintetizaron y marcaron con * S]metionina in vitro, como se describe en
Materiales y Métodos, en (A) ausencia de DNA o en presencia de 3 pg de cada uno de los
siguientes DNAs: (B) pGEM-3Z; (C) pLf13; (D) pLf3,5; (E) pUC1S8 o (F) pNT201. Los
productos  sintetizados se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
seguido de autorradiografia. A la izquierda ‘se muestran los marcadores de peso molecular
en kilodaltons. La flecha indica la proteina Tar.
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DNA de L. ferrooxidans, pues el vector pGEM-3Z s6lo expreso el polipéptido de 30 kDa
que corresponde la proteina -lactamasa (carril B). El polipéptido de 58 kDa podria ser el
producto final de un gen de L. ferrooxidans contenido en el fragmento clonado y, por estar
en el rango de peso molecular descrito para las proteinas MCPs, podria corresponder a una
proteina de este tipo. De ser asi, los productos de mayor migracion en el gel podrian ser
generados por sintesis incompleta del polipéptido de 58 kDa o por degradacion de éste,
como se mencion6 que podria ocurrir al expresar una proteina en este sisterna.

Al utilizar el recombinante pLf3,5 como DNA templado en el ensayo de expresién
In vitro, se sintetizaron productos que coincidieron en migracion con los polipéptidos
generados desde pLfl3 y, ademds, se sintetizé una proteina de aproximadamente 62 kDa
(Fig. 8, carril D). Esta proteina de 62 kDa podria generar al polipéptido de 58 kDa o ser un
producto codificado por otro marco de lectura contenido en el fragmento de 3,5 kb. Mas
adelante (Fig. 12), al conocerse la secuencia del fragmento de DNA de 2,3 kb contenido en
el recombinante PL£13 se determind que en este plasmidio existe la porcién final de un ORF
de L. ferrooxidans (ORF1) que podria estar completo en el recombinante pLf3,5 y asi
generaria un polipéptido que migra en geles de poliacrilamida-SDS como una proteina de
62 kDa,

La sintesis de los mismos polipéptidos de 58, 51y 39 kDa, desde pLf3,5 y desde
pLf13, hace pensar que su expresién no est4 gobernada por el promotor /ac del vector sino
que probablemente responde a un promotor interno del DNA de L. ferrooxidans que

funciona con igual eficiencia en ambas orientaciones-con respecto al Piec-
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Tanto para pLf3,5 como para pLfl3, resulté ser optimo utilizar 3 pg de DNA

templado en el ensayo de sintesis in vifro.

4.4. REACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS DE L. ferrooxidans SINTETIZADAS in

vitro CON ANTICUERPOS ANTI Tar DE E. coli

Como se ha demostrado que las MCPs se relacionan antigénicamente entre sf y que
por ello poseen reactividad cruzada con anticuerpos especificos generados contra una de
ellas (Nowlin y col., 1985; Alam y Hazelbauer, 1991; Morgan y col., 1993), se investigd si
las proteinas de L. ferrooxidans sintetizadas in vitro tienen la capacidad de reaccionar con
anticuerpos contra Tar de E. coli. Para ello, se procedié primeramente a preparar dichos

anticuerpos como se describe en Materiales y Métodos. Los anticuerpos anti Tar presentaron

una peqﬁeﬁa reaccion cruzada con proteinas de células de E. coli cepa HCB721 (que

carecen de receptores quimiotacticos), por lo que'se realiz6 la preabsorcién del suero con
dichas células. Con esto se logré un suero policlonal anti Tar muy especifico, que en
ensayos de “Western-blot” reacciona con la cepa HCB721 sélo cuando ella estd
transformada con el plasmidio pNT201 (que expresa l4 proteina Tar de E. coli).

Se utilizaron estos anticuerpos anti Tar para inmunoprecipitar los polipéptidos
radiactivos sintetizados in vitro desde los distintos plasmidios estudiados. Como se muestra

enla Fig 9, los productos inmunoprecipitados corresponden a la proteina Tar de E. coli
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Figura 9: Inmunoprecipitacién de las proteinas de L. ferrooxidans sintetizadas in vitro con
anticuerpos contra Tar de E. coli.

Las proteinas se sintetizaron y marcaron con [*’SImetionina in vitro como en la Figura 8
pero en presencia de 3 pg de DNA de (A y B) pNT201 ode (C,D y E). Los productos
sintetizados se inmunoprecipitaron con (B y D) suero anti Tar de E. coli o con (E) suero
preinmune, como se describe en Materiales y Métodos. Los productos inmunoprecipitados
se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS seguido de autorradiografia.
A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular en kilodaltons. La punta de
flecha indica la proteina Tar inmunoprecipitada y el asterisco indica la proteina de 58 kDa
de L. ferrooxidans inmunoprecipitada.
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(carril B, punta de flecha) y al polipéptido de 58 kDa expresado por el plasmidio
recombinante pLf13 (carril D, asterisco). Esto demuestra que la proteina de 58 kDa presenta
comunidad antigénica con Tar y por ello sugiere fuertemente que corresponde a un receptor
quimiotictico de L. ferrooxidams. El polipéptido de 58 kDa sintetizado desde el
recombinante pLf3,5 también fue inmunoprecepitado con el suero anti Tar, pero no se
inmunoprecipito la proteina de 62 kDa (no se muestra). Esto demuestra que la proteina de
58 kDa no deriva de la de 62 kDa y que, por lo tanto, ambos son productos oﬁginados
independientemente desde distintos marcos de lectura. |

La casi imperceptible ininunoprecipitaci()n de los polipéptidos menores de 60 kDa
sintetizados in vitro desde el plasmidio PNT201 (Fig. 9, carril B), puede signiﬁcar que estos
polipéptidos no retienen los principales determinantes antigénicos de la molécula Tar o que
los ellos estan menos expuestos y por ello generan menos interaccion con los anticuerpos.

Se destaca que el polipéptido de 51 kDa sintetizado in vitro desde el plasmidio
pLfl3 se inmunoprecipitd tanto o mas que el polipéptido de 58 kDa (Fig. 9, carril D), atin -
siendo una banda que aparece menos intensa entre los productos de sintesis (carril C). Puede
. ocurrir que durante el ensayo de inmunoprecipitacién exista una mayor degradacion del
polipéptido de 58 kDa y asi se aumenta Ia cantidad relativa del polipéptido de 51 kDa.
Alternativamente, el polipéptido de 51 kDa puede estar exponiendo un mayor numero de

determinantes antigénicos y por ello generar una mayor reaccion con los anticuerpos.
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También, se observa inmunoprecipitacion de la proteina B-lactamasa, pero no es una
reactividad especifica del suero inmune ya que el suero preinmune también la posee. Esto
podria deberse a que el conejo utilizado para obtener los anticuerpos hubiera tenido algiin
contacto previo con microorganismos que secretan B-lactamasa y que por ello el suero
preinmune presenta anticuerpos contra esta proteina (Fig. 9, carril E). Esta posibilidad se
minimiz6 al realizar un ensayo de "Western-blot" revelado con el mismo suero preinmune,
que mostr6 que las cepas de E. coli que Ilevan plasmidios que expresan f8-lactamasa no
presentan una banda cercana a 30 kDa que reaccione con el suero (no se muestra).
Entonces, alternativamente, puede que la proteina B-lactamasa coprecipite solo porque las
condiciones del ensayo de inmunoprecipitacién asi lo favorecen siﬁ que medie su

reconocimiento por anticuerpos especificos.

4.5. EXPRESION in vivo DE pL£13

Como ya se demostr6 que los plasmidios pLfl13 y pLf3,5 expresan in vitro una
proteina de 58 kDa que presenta reaccién cruzada con los anticuerpos anti Tar, se analizé la
capacidad de estos plasmidios para expresar el polipéptido iz vivo en una cepa de E. coli
que carece de receptores quimioticticos (cepa RP4372). Para ello, se analizaron las
proteinas totales de la cepa RP4372 y de la misma cepa transformada con los plasmidios

recombinantes pLf13 (Fig. 10, carriles E y F) y pLi3,5 (no se muestra). Ya que in vitro la
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Figura 10: Expresion in vivo de plasmidios recombinantes en Z. coli.

Células de . coli se crecieron por 4 h en (D, Fy H) presencia y en (A, B, C, E, G) ausencia
de 1 mM IPTG agregado a partir de la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (indicado
por +y -). Se cosecharon las células y luego de disolver sus componentes, se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Cada carril contiene 25 g de células (peso
himedo) de cada una de las siguientes cepas: (A) DH5a; (B) RP4372; (C y D) RP4372
transformada con pNT201; (E y F) RP4372 transformada con pLf13 y (G y H) RP4372
transformada con pGEM-3Z.

I) Tincién con azul de Coomassie.

II) "Western-blot" de un gel equivalente al que se muestra en I, revelado con suero
policlonal anti Tar de £. coli (dilucién 1/ 100) segin se describe en Materiales y Métodos.
Las puntas de flecha indican la proteina Tar.
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expresion fue independiente del promotor /ac del vector (Fig. 8, carriles C y D), para probar
si in vivo se conserva esta independencia se estudiaron células crecidas en condiciones de
induccion y de no induccién con IPTG.

En la Fig. 10,I se observa que todas las transformantes presentaron basicamente el
mismo patron de protefnas totales tefiidas con azul de Coomassie, excepto la que lleva el
plasmidio pNT201 que presenta una banda extra de 60 kDa correspondiente a la proteina
Tar. Esta banda se observa muy inducida en presencia de IPTG (carril D, punta de ﬂécha) y
es imperceptible sin induccién (carril C).

La cepa transformada con pLf13 no evidencié la aparicién de una nueva banda de
proteina, ya sea con o sin induccién con IPTG (carriles E y F, respecti;famente). Celulas
transformadas con el recombinante que lleva el inserto en la orientacion inversa (pLf3,5)
presentaron el mismo patrén de proteinas totales, independiente de Ia induccién con IPTG
(no se muestra). Esto nos hizo pensar que la expresién in vivo de polipéptidos de L.
Jferrooxidans en E. coli es inexistente o que es muy baja e independiente del promotor /ac,

Como in vitro existe expresién desde los plasmidios pLf13 y pLf3,5 utilizando toda
la maquinaria transcripcional y traduccional de E. coli, nos parecio6 valido suponer que en E,
coli podria existir expresion iz vivo pero a un nivel tan bajo que no sea detectada en las
condiciones utilizadas. Por ello, para aumentar la sensibilidad de Ia deteccién, las mismas
muestras se sometieron a un ensayo de "Western-blot" revelado con anticuerpos contra Tar.
En la Fig. 10, se observa que no fue posible detectar una banda de reaccién con los

anticuerpos en las protefnas de la cepa transformada con el plasmidio pLf13 (carriles E y F),
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tampoco en las transformantes con pLf3,5 (no se muestra) ni en la cepa DHS« de E. coli
que presenta niveles normales de receptores quimioticticos (carril A). Sé6lo se pudo detectar
una banda de reaccién en las células que llevan el plasmidio multicopia pNT201 (carril C,
punta de flecha), que se hace muy intensa en condiciones de induccién del Py, con IPTG
(carril D, punta de flecha). La no deteccién de una banda de reaccion entre las proteinas de
la cepa de E. coli que lleva niveles normales de MCPs (carril A), demuestra que la
sensibilidad de este ensayo es atn muy baja, probablemente debido al bajo titulo del suero,
Y por tanto no se descarta que exista expresién de la proteina de L. Jerrooxidans en E. coli,
sobre todo considerando que se desea observar una reaccion entre una proteina de .
Jerrooxidans y un anticuerpo heterdlogo. |

Si la proteina de 58 kDa de L. ferrooxidans corresponde a un receptor quimiotactico,
debe insertarse en la membrana citoplasmatica, y aunque se exprese en bajos niveles en .
coli probablemente también pueda insertarse en la membrana citoplasmatica de esta
bacteria. Para comprobar esta posibilidad, se prepararon membranas citoplasmaticas de la -
cepa RP4372 de E. coli y de la misma cepa transformada con los distintos plasmidios.
Nuevamente las células fueron crecidas en condiciones de induccién y de no induccién con
IPTG. La Fig. 11 muestra como control la presencia de la proteina Tar en preparaciones de
membrana citoplasmatica de células de E, coli que llevan el plasmidio pN'T201 (carril D,
punta de flecha).

También se observa la aparicién de una banda de 58 kDa en las membranas

citoplasmaticas de las células transformadas con el recombinante pLfl3 (carriles EyF,
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Figura 11: Presencia de proteinas codificadas por pLf13 en membrana citoplasmatica de E.
coli.

" E. coli se crecié por 4 hen (D, F y H) presencia o en (A, B, C, E, G) ausencia de 1 mM
IPTG agregado a partir de la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (indicado por+y -).
Se prepararon membranas citoplasmaticas de estas células, de acuerdo a lo descrito en
Materiales y Métodos. Las proteinas de membrana se separaron realizando electroforesis en.
geles de poliacrilamida-SDS y posterior tincién con azul de Coomassie. Cada carril contiene
membranas provenientes de 165 pg (peso hiimedo) de cada una de las siguientes cepas: (A)
DH5a; (B) RP4372; (C y D) RP4372 transformada con pNT201; (E y F) RP4372
transformada con pLf13 y (G y H) RP4372 transformada con pGEM-3Z. La punta de flecha
indica la proteina Tar de E. coli y los asteriscos indican la proteina de 58 kDa presente en
membrana citoplasmaética cuando E. coli se transforma con pLf13.
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asteriscos). Esta banda también esti presente en las membranas de transformantes con
PL13,5 (no se muestra) y esta ausente en los controles de células transformadas sélo con el
vector pGEM-3Z (carriles G y H) 6 pUC18 (no se muestra), lo que concuerda con la sintesis
proteica realizada in vitro (Fig. 8). Es importante destacar que el nivel de expresion de esta
proteina de 58 kDa fue el mismo en presencia o en ausencia de IPTG, y en ambas
orientaciones del inserto con respecto al promotor Jac, por lo que la tanscripcion del gen de
L. ferrooxidans en células de E. coli no est3 siendo gobernada por el Py, del vector sino que
probablemente esta bajo el control de algin promotor de L. ferrooxidans contenido en el
inserto de DNA de 2,3 kb,

Con estas muestras de membranas citoplasmaticas también se rea.lizé un ensayo de
"Western-blot" revelado con el suero policlonal anti Tar (no se muestra), y nuevamente no
se observd reaccion con las MCPs de la cepa DH5a. ni con la proteina de 58 kDa de 7.

Jerrooxidans, probablemente debido también al bajo titulo del suero.

4.6. SECUENCIACION DEL FRAGMENTO DE DNA DE L. ferrooxidans

CONTENIDO EN pLf13

Considerando que el plasmidio pLf13 contiene el fragmento de DNA de I
Jerrooxidans necesario para expresar la proteina de 58 kDa, se quiso determinar la

informacion contenida en dicho fragmento de 2,3 kb. Para ello, fue secuenciado como se
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describe en Materiales y Métodos, comenzando con los partidores T7 y SP6 que permitieron
secuenciar desde ambos extremos del inserto en direcciones convergentes, y se continud
avanzando en cada hebra con oligonucledtidos sintéticos de 18-20 meros construidos cada
vez en base a la-ltima porcién de la secuencia leida. De esta manera, cada partidor permitié
avanzar entre 300 y 350 bases, pero el siguiente partidor se disefié de manera tal de cubrir
las ultimas 60 bases, por lo que se utilizaron aproximadamente 9 partidores para cada hebra.
Este procedimiento permitié secuenciar ambas hebras para asi lograr una mayor certeza que
la secuencia obtenida es la correcta.

La secuenciacién confirmé que existe una region de policlonamiento en cada
extremo del inserto, como ya se comentd y se mostré en la Fig. 4.

La secuencia completa del fragmento de DNA de L. Jerrooxidans clonado en pLfl3,
desde el sitio de restriccién EcoRI hasta el sitio Hindlll, sin considerar las regiones de
policlonamiento, se muestra en la Fig, 12. Esta secuencia de 2.262 pb se analiz6 con los
programas TRANSL y COD_PROK de PC-GENE y se logré identificar tres marcos de
lectura abiertos leidos en direccion 5'—3'.

El primer marco de lectura (ORF1) se encuentra incompleto en su extremo 5' porque
esta interrumpido por el sitio de restriccion EcoRl, codifica para los 108 tltimos
aminodcidos de una proteina y termina con el codén de término TAG en los nucleétidos-
327-329 (Fig. 12). Este gen tendria un posible terminador de la transcripcién independiente
de Rho, cuyas secuencias invertidas repetidas estan en los nucle6tidos 364 a 368 y 381 a 385

y se continian por una cola de poli-U (Fig. 12, subrayado en negro). La estructura
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. Figura 12: Secuencia nucleotidica del inserto de 2.262 pb contenido en pLf13.

La secuencia nucleotidica comienza con el sitio ZcoRI y termina con el sitio HindIll (ver
Fig. 4). En color azul y subrayada se indica una posible regién promotora para sigma 70 (-35
desde el nucledtido 196 al 201 y -10 desde el nucledtido 218 al 223) y en color rojo y
subrayada se indica una posible Tegion promotora para sigma 28 (-35 desde el nucledtido
206 al 209 y -10 desde el nucleétido 231 a 238). En color verde y subrayadas se muestran
posibles sitios de unién al ribosoma (nucledtidos 397 a 404 para ORF2 o Lerl y nucleétidos
2.156 a 2.163 para ORF3). Debajo de la secuencia nucleotidica se muestra la secuencia de
aminoacidos predicha para el ORF1 (desde el nucledtido 3 hasta el 326), para el ORF2 o
Ler (desde el nucleétido 412 hasta el 2.142) y para el ORF3 (desde el nucledtido 2.169
hasta €] 2.261). En negro se subrayan las secuencias invertidas repetidas (CGGAC/GTCCG)
de un posible terminador de transcripeion (nucledtidos 364 a 368 y 381 a 385).
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secundaria formada por esta propuesta secuencia terminadora, segiin el programa HAIRPIN
de PC-GENE, tendria un AG® de -6,6 kcal/mol, lo que indica que su formacién esti

energéticamente favorecida.

El segundo marco de lectura (ORF2) est4 completo, se inicia con el codén ATG en
los nucledtidos 412-414 y se termina con el codén de término TGA ubicado en los
nuclestidos 2.143 - 2.145 (Fig. 12). El codén de inicio de traduccion esta precedido por una
secuencia AAAGAAAG (posiciones -15 a -8.con respecto al primer ATG) que podria
corresponder a un sitio de unién al ribosoma, pues presenta cierta similitud con el consenso
para la secuencia de Shine-Dalgamo de E. coli TAAGGAGG (Shine y Dal.gamo, 1974).

El programa QSEARCH de PC-GENE ayudé a identificar rio arriba del ORF2 un
posible promotor tipo sigma 70, que tendria una region -35 en los nucledtidos 196 a 201
(TTGATC) separada por 16 nucleétidos de su region -10, que ocuparia los nucle6tidos 218
a 223 (ATCAAT). Debido a que en E. coli existe un factor sigma especifico para los genes
de motilidad y quimiotaxis, denominado sigma 28 (Amosti y Chamberlin, 1989; Liu y
Matsumura, 1995), y que los promotores regulados por €l poseen secuencias de consenso
particulares (Kutsukake y col., 1990), con el programa QSEARCH de PC-GENE se buscé
un sitio promotor para este factor sigma determingndose un posible promotor de este tipo
cuya region -35 estaria en los nucledtidos 206 a 209 (TAAA) y su region -10 estaria un poco
mas distante de lo esperado, en los nucleétidos 231 a 238 (TCCGGCAA). Esto estaria

involucrando al producto del ORF2 en sintesis de flagelo, en motilidad o en quimiotaxis.
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No se localizé un sitio de término de la transcripcion en los 117 nucleétidos
secuenciados rio abajo del ORF2. Mas aun, separado por 23 nucledtidos se encuentra e
tercer marco de lectura abierto (ORF3) que comienza con el codén GTG en los nucledtidos
2.169-2.171 y que est4 interrumpido en su extremo 3' por el sitio de restriccion Hindlll en el
cual termina el inserto (Fig. 12). Este ORF3 codifica para 31 residuos aminoacidicos y esta
precedido por la secuencia TTGAGCGG (posiciones -13 a -6 con respecto al primer GTG)
que podria actuar como sitio de unién al ribosoma porque presenta cierta similitud con la

secuencia de consenso para la regién de Shine-Dalgamo de E. coli (Shine y Dalgamo,

1974). ' g

La secuencia nucleotidica de 2.262 pb, fue ademas comparada con bases de datos
utilizando los programas BLAST y FASTA (Anexos Iy II). Los resultados de estos analisis

determinaron que en la secuencia estudiada existe un segmento, comprendido entre los

nucledtidos 1.700 y 1.880 (correspondiente al ORF2), que tiene alta similitud con la regién -

codificante para HCD de genes mcp de distintos microorganismos. Esta zona de similitud,
_ Incluye la regién de hibridacién con la sonda de 87 pb utilizada, que comprenderia de los
nucledtidos 1.759 al 1.844 (regién subrayada en los Anexos I y II). Debido a estas
similitudes, se postulé que el ORF2 corresponderia a un gen del tipo mcp y por ello se lo
denomin6 ler! (“Leptospirillum chemotaxis receptor I”) y la proteina deducida se denominé

Lerl
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Ademés, la secuencia aminoacidica de cada uno de los tres ORFs fue analizada con
el programa BEAUTY, que es un post procesador del BLAST que permite reconocer
similitud de regiones con dominios o sitios de proteinas ya conocidas. Los ORFs 1 y 3 no
revelaron muy buena similitud con alguna proteina conocida, siendo los mejores
alineamientos con regiones muy pequefias de proteinas muy diversas. El ORF2 presento la
mas alta similitud con una proteina MCP (Htrl de Halobacterium salinarium),
reconociéndose regiones similares a los dominios TM? y HCD descritos para dicha MCP,

con 56 y 50 % de identidad, respectivamente (Anexo III).

4.7. ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA PROTEINA Lerl

La protefna Lerl, deducida de la secuencia nucleotidica del gen lerl, tiene 577
aminoécidos y un peso molecular de 63.957 Da. Las MCPs poseen entre 512 y 668 residuos, -
con algunas excepciones como la protefna DerH de D. vulgaris Hildenborough que posee
. 959 aminodcidos (Deckers y Voordouw, 1996), por lo que el tamafio molecular de Lerl
estaria dentro del rango del de las MCPs descritas.

Utilizando el programa ANTIGEN de PC-GENE, se determind que la secuencia
aminoacidica de LerI presenta un perfil de hidrofilicidad que indica dos regiones altamente
hidrofébicas (Fig. 13), que coinciden con las regiones que el programa TMPred predice

como estructuras o-hélice de transmembrana. Estas corresponderian a una primera regién
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Figura 13: Perfil de hidrofilicidad de la proteina Lex.

El perfil de hidrofilicidad se obtuvo con el programa ANTIGEN de PC-GENE. El gje
vertical mide las unidades de hidrofilicidad (-3 a +3) segin Hopp y Woods (1981), siendo
hidrofdbicas las regiones bajo cero. La escala horizontal representa el niimero de residuos
aminoacidicos de la protefna. Las regiones en negro corresponden a las zonas hidrofébicas,
posiblemente asociadas a membrana.
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de transmembrana (TM1) desde el residuo 8 al 26 ¥y a una segunda regién de transmembrana
(TM2) desde el residuo 164 al 180. Segun esta prediccion, los residuos 1 al 7 y 181 a 577
estarian en el lado interno de la membrana citoplasmatica (en el citoplasma) y los residuos
27 a 163 estarfan en el lado externo de ella (periplasma). Esto determinaria para Lerl un
dominio periplasmético muy bésico, con un punto isoeléctrico (pl) calculado por el

programa CHARGPRO de PC-GENE de 10,43.

Con el programa CLUSTAL incluido en PC-GENE, se realizé un alineamiento de la
secuencia de Lerl con las secuencias de varias MCPs, resultando porcentajes de identidades
y similitudes que se muestran en la Tabla 1. Las proteinas Tcp de S. typh.imurium y Tar de
E. coli presentan las mayores identidades de aminoécidos con Letl, pero como la proteina
Tar ha sido la més estudiada y se tienen bien identificados sus sitios de metilacion, se la
eligi6 para comparar la distribucién de sus dominios con los posibles dominios de Lerl. El
alineamiento de estas dos secuencias proteicas se muestra en la Fig. 14. El probable dominio
periplasmético de Lerl (residuo 27 al 163) es 14 residuos més pequefio que el
. correspondiente dominio de Tar (residuo 38 al 188) y ellos poseen un 12 % de identidad y
un 55,4 % de similitud. El probable dominio citoplasmatico de Lerl (residuo 181 al 577) es
56 aminodcidos mas largo que el correspondiente de Tar (residuo 213 al 553), y ellos
presentan un 13,3 % de identidad y un 62 % de similitud. En este posible dominio
citoplasmatico de Lerl se encuentra una region de 45 aminoacidos (residuo 444 al 488) que

presenta un 66,7 % de identidad y un 96,5 % de similitud con la region HCD de Tar
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Tabla 1: Porcentajes de identidades y similitudes entre Lerl y otras MCPs.

Bacteria MCP %Identidad % Similitud
L. ferrooxidans Lerd ] 100 100
E. coli ‘ Tar 18,5 56,4
E. coli Tap 17.9 56,7
E. coli Tsr 18,1 55,6
E. coli Trg : 17,9 59,8
S. typhimurium Tep 19,3 57,6
E. aerogenes Tas 17,5 59.3
E. aerogenes Tse 174 56,7
P. aeruginosa PctA 170 63,0
D. vulgaris DcrA 184 61,3
D. vulgaris DerH 15,4 449
B. subtilis McpA 16,4 61,4
B. subtilis McpB 18,2 62,5

Los porcentajes de identidad y similitud (calculado en base a substituciones conservativas)
se obtuvieron con el programa CLUSTAL de PC-GENE.
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Figura 14: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas Lerl y Tar.
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El alineamiento se realizé con el programa CLUSTAL de PC-GENE. La secuencia de la
proteina Tar proviene de Krikos y col. (1983). En 1ojo se indican las regiones de
transmembrana y en celeste la region HCD de las dos proteinas. En azul se indican las
posibles regiones de metilacién de Lerl, en las que los residuos E-217 y Q-556 serfan
metilados. En fucsia se destacan los residuos metilables de Tar. Las estrellas (+) indican los
aminoécidos idénticos en ambas proteinas.
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(residuo 361 al 405). Los distintos dominios de Tar y posibles dominios de Lerl, con sus
porcentajes de identidad y similitud, se muestran en la Tabla 2.

En el dominio citoplasmatico propuesto para Lcrl no se detectaron regiones
similares a K1 ni a R1 de las MCPs de enterobacterias. Sin embargo, en base a una pequefia
secuencia consenso de 9 residuos, descrita para los sitios de metilacién en MCPs de E.‘ coli,
B. subtilis y propuesta para DerH de D. vulgaris Hildenborough (Deckers y Voordouw,
1996), se determinaron posibles sitios de metilacion de Lerl en los residuos Glu217 y

GIn556 (Fig. 14).

4.8. COMPARACION DE REGIONES HCD DE Lerl Y DE OTRAS MCPs

La region HCD corresponde a la region més conservada de las MCPs, cuyo rol
propuesto seria interactuar con CheA y con CheW. La regién HCD de Lerl, ademas de
poseer la mayor identidad con la misma regién de Tar, posee también alto grado de
~ identidad y similitud con la regién HCD de todas las proteinas pertenecientes a la familia de
MCPs. En la Fig. 15 se muestra el alineamiento de dicha region de Lerl con la
correspondiente region de otras 20 MCPs pertenecientes a microorganismos tan diversos
como las bacterias E. coli, S. typhimurium, E. aerogenes, P. aeruginosa, B. subtilis, D.
vulgaris Hildenborough y M. xanthus, y como los archea H. salinarium, H. vallismortis yN.

Pharaonis. Los porcentajes de identidad y de similitud entre Lerl y cada una de las otras
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Tabla 2: Posibles dominios de Lerl y su comparacién con los dominios de Tar,

Region * Tar (residuos) | Ler] (residuos) | %Identidad | % Similitud
Transmembrana 1 7-37 8-26 16,1 41,9
Transmembrana 2 189-212 164-180 37,5 50,0
Periplasmatica 38188 27-163 12,0 55,4
Citoplasmaética 213-553 181-577 13,3 62,0
HCD 361-405 4444388 66,7 95,6

Los porcentajes de identidad y similitud se obtuvieron con el programa CLUSTAL de PC-
GENE.

* Region de la proteina correspondiente.
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Lerl TVVSKVGDVAAQTNLLALNAATEAARAGE - ~~-HGRGFAVVGDEVRNLS 100 100

Tar DIISVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGE---~-QGRGFAVVAGEVRNLA 66.7 95.6
Tap DIISVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGE----QGRGFAVVAGEVRNLA 66.7 95.6
Tsr DIISVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGE--~-QGRGFAVVAGEVRNLA 66.7 95.6
Tcp DITSVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGE-~--QGRGFAVVAGEVRTLA 64.4 95.5
Tas AITSVIDGIAFQTNILALNAAVEAARAGE----QGRGFAVVAGEVANLA 64.4 85.3
Tse DITGVIDVIAFQTNILALNAAVEAARAGE-~--QGRAFAVVAGEVRNLA 62.2 93.3
PctA QILEVIKGISEQTNLLALNAATEAARAGE-~--AGRGFAVVADEVRNLA 68.9 91.1
MCPA NILRVINGIADQTNLLALNAATEAARAGE----AGRGFSVVAEEVRKLA 64.4 95.5
Dcra RVIEVINEIADQTNLLALNAATEAARAGD~-~-AGRGFALVADEVRKLA 66.7 93.4
DerH KVMSVISDIADQTNLLALNAATEAARAGD-~~~AGRGFAVVADEVRKLA 73.3 95.5
Derl AIMGVIGDIADQTNLLALNAATEAARAGD-~-~AGRGFAVVADEVRKLA 71.1 95.5
Trg EITAVINSIAFQTNILALNAAVEAAR-GE----QGRGFAVVASEVRTLA 60.0 93.3
Htrl DIVDVITDIGEQTNMLALNASIEAARAGGN~-ADGDGFSVVADEVKDLA 55.3 91.5
Htp5 DIAELISDIAEQTNMLALNANIEAARAGSGDGSNGDGFAVVADEVKELA 55.1 87.8
Htp3 EVVDVITGIAEQTNMLGLNASIEAARAGE--~~EGEGFAVVAEEVKALY 60.0 93.3
Htpd EIVDLISDIAEQTNMLALNANIEAARADK~-~~SGDGFAVVADEVKDLA 60.0 93.3
Htpé TIVAAITDIAEQTNMLALNANIEAARADQ~~~~DGDGFAVVADEVKDLA 62.2 95.5
VHtrII EIVGVITSIVEQTNMLALNASIEAAHADG--~~DGEGFAVVADETKGLA 51.1 95.5
PHtrII EVSEMIADIAEQTNILALNASIEAARADG-~~~NSEGFAVVADEVKALA 57.8 95.6
FrzCD TVVEVIDEIADRSDLLALNAATLEAGSAGEA-~--GKGFSIVAAEMRRLA 51.1 95.5

® 000 *Okk+k * %000 ® X000k 0 *

Figura 15: Alineamiento de la regién HCD de varias MCPs con la region homologa de
Lerl.

El alineamiento se realiz6 con el programa CLUSTAL de PC-GENE. Las secuencias de 45
aminoécidos de la region HCD de las MCPs corresponden a: Tar, Tap, Tsry Trg de E. coli
(Krikos y col., 1983; Bollinger y col., 1984); Tas y Tse de E. aerogenes (Dahl y col., 1989);
Tep de S. typhimurium (Yamamoto e Imae, 1993) PctA de P. aeruginosa (Kuroda y col.,
1995); DerA, DerH y Derl de D. vulgaris Hildenborough (Dolla y col., 1992; Deckers y
Voordouw, 1994); McpA de B. subtilis (Hanlon y Ordal, 1994); FrzCD de M. xanthus
(McBride y col., 1989); Htrl, Htp3, Htp4, HtpS y Htp6 de H. salinarium (Yao y Spudich,
1992; Rudolph y col., 1996); vHtrII de H. vallismortis y pHtIl de N. pharaonis (Seidel y
col., 1995). En rojo se muestran los aminoacidos idénticos a Lerl. Las estrellas (*) indican
los residuos conservados en todas las MCPs analizadas y los puntos () indican los residuos
conservados en mas de 17 de las 21 MCPs, incluyendo Lerl. A la derecha se muestran los
porcentajes de identidad (% I) y de similitud (% S) con la regién de Lecrl..
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MCPs, en la regién mencionada, fueron superiores al 51 % y al 85 %, respectivamente,
llegando en los mejores casos a un 73,3 % de identidad (con DciH de D. vulgaris
Hildenborough) y a un 95,6 % de similitud (con Tap, Tary Tsr de E. coli y con pHtrII del
arqueodn N. pharaonis).

Se realizé una prediccién de estructura secundaria de Ia region HCD de Lerl, con el
programa GARNIER utilizado por PC-GENE, resultando 3 posibles estructuras de a-hélice
en la regién: una del residuo 453 al 473, y las otras dos son mas pequefias y se ubican del

residuo 482 al 490 y del 494 al 502.

4.9. FRECUENCIA DE USO DE CODONES Y CONTENIDO G + C DEL DNA DE

L. ferrooxidans

Se puede obtener informacién adicional a partir de la primera secuencia descrita de -
un gen de L. ferrooxidans que codifica para una proteina, y ésta es la frecuencia de uso de
. codones del microorganismo. Si bien un solo gen no es suficiente para obtener una media
estadistica, es un primer acercamiento y puede indicar ciertas tendencias ttiles para trabajos
posteriores con oligonucledtidos degenerados. La Tabla 3 muestra la frecuencia de uso de
codones de Thiobacillus ferrooxidans y de E. coli, comparada con la frecuencia que se
deduce para L. ferrooxidans desde el gen lcrl. Para 10 aminoacidos el codén mas usado es

el mismo en L. ferrooxidans que en T Jerrooxidans, en cambio para 7 aminoéacidos el codén




Tabla 3: Frecuencia de uso de codones de lerl.

Aminoicido Codén L. ferrooxidans T. ferroaxidans E. coli
Alanina GCA 2 12 2
Gee 48 44 26
GCG 25 33 33
GCU 25 11 19
Asginina AGA 6 3 6
AGG 6 5 3
CGA 10 6 6
CGC 25 39 37
CGG 31 25 10
CGU 2 22 38
Asparragina AAC 87 58 54
AAU 13 42 46
Acido aspértico GAC 67 51 39
GAU 33 49 61
Cistefna UGC 0 64 55
UGU 0 36 45
Glutamina CAA 12 26 32
CAG 88 74 68
Acido glutémico GAA 64 49 68
. GAG 36 51 32
Glicina GGA 41 11 12
GGC 29 46 39
GGG 18 16 14
GGU 12 27 35
Histidina CAC 78 55 45
CAU 2 45 55
Isoleucina AUA 8 8 10
AUC 80 63 2
AUU 12 29 48
Leucina CUA 0 3 4
cuc 39 20 10
CUG 30 49 50
cuu 20 8 11
UUA 4 3 13
UuG 7 17 12
Lisina AAA 50 35 74
AAG 50 65 26
Metionina AUG 100 100 100
Fenilalanina uuc 72 63 45
610)8) 28 37 55
Prolina CCA 12 13 20
cce 12 68 11
CCG 38 36 52
CCcu 38 13 17
Serina AGC 0 25 25
AGU 0 14 15
UCA 7 6 13
uce 60 28 16
ucG 31 18 14
ucu 2 9 17
Treonina ACA 11 7 15
ACC 60 54 2
ACG 27 29 24
ACU 2 10 19
Triptofano UGG 100 100 100
Tirosina UAC 44 50 44
UAU 56 50 56
Valina GUA 6 12 17
GUC 63 30 20
GUG 17 46 35
GUU 15 12 28
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mas usado en L. ferrooxidans coincide con el mas usado en E. coli. Asi, en general la
frecuencia de uso de codones de lcr] es més parecida a la de T. ferrooxidans que alade E.
coli.

Ademas, en Jcr] la tercera posicién de los codones present6 una mayor utilizacién de
las bases G (42,2 %) y C (30,1 %), la segunda posicién de las bases T (332%) yA
(29,4 %), y la primera posicion de las bases G (33,2 %)y A (31 %), lo que revela un alto uso
de G + Cen la tercera posicién.

El fragmento de 2.262 pb de DNA de L. Jerrooxidans secuenciado tiene un

contenido de G + C del 52,7 %.

4.10. ENSAYO DE COMPLEMENTACION DE QUIMIOTAXIS CON Lerl DE UNA

CEPA DE E. coli QUE CARECE DE RECEPTORES QUIMIOTACTICOS

La cepa RP4372 de E. coli, posee alteracioﬁes de su genoma que la hacen carecer de
receptores quimiotécticos, pero posee todas las proteinas Che que le permitirian recuperar
sus funciones quimiotécticas si presentara MCPs funcionales, Considerando esto, se utilizé
esta cepa para estudiar la recuperacién de quimiotaxis al expresar la proteina de 58 kDa de
L. ferrooxidans desde el plasmidio recombinante pLfl3.

Se realizo el ensayo de quimiotaxis en placas con medio triptona en agar blando, en

las que las bacterias se inoculan sobre el agar en un punto central de la placa y se incuban a
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30°C para luego medir el didmetro del halo de crecimiento, pues al consumirse las
sustancias nutritivas se van generando radialmente gradientes de concentracién que podrian
ser sefiales atrayentes. La Fig. 16 muestra como la cepa de L. coli que carece de receptores
quimiotacticos muestra un didmetro de halo muy pequefio, de 8 mm (A), demostrando su
ineficiencia para migrar en un gradiente de nutrientes. La cepa DH50a., que posee niveles
normales de MCPs, presentd un didmetro de halo de 15 mm B), lo que revela su
comportamiento quimiotactico eficiente. La cepa RP4372, transformada con el plasmidio
multicopia pNT201 que expresa altos niveles de Ia proteina Tar, present6 el mayor halo de
crecimiento (C), evidenciando que la sobreexpresion de un receptor quimiotactico funcional
hace mas eficiente a la bacteria en la migracién hacia una mayor concentracion radial de la
sustancia atrayente, que en el caso del receptor Tar es aspartato.

La cepa RP4372 de E. coli, tansformada con el plasmidio que expresa la proteina
tipo MCP de L. ferrooxidans, presenté igual comportamiento que la cepa no transformada
Dy A). 'Obviamente el control de la cepa RP4372 transformada con el vector pGEM-37
presentd igualmente un comportamiento no quimiotictico hacia las sustancias del medio

triptona para las cuales E. coli genera gradientes de concentracién (E).
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Figura 16: Quimiotaxis en placas de agar blando.

Se realizé el ensayo como se describe en Materiales y Métodos, en placas de agar blando
con medio triptona, incubando por 40 h a 30°C. Las cepas de L. coli inoculadas en el centro

de las placas fueron: (A) RP4372; (B) DH50; (C) RP4372/pNT201; (D) RP4372/pLf13 y
(E) RP4372/pGEM-3Z.




Los resultados obtenidos en el presente trabajo revelan que la bacteria acidofilica
quimiolitotrofica L. ferrooxidans posee un gen que codifica para una protefna perteneciente
a la familia de las MCPs, proteina que denominamos Lerl (Leptospirillum chemotaxis

receptor I). El gen Jcr/ es el primer gen codificante para una proteina que se describe para

este microorganismo.

En base al analisis de similitud con secuencias promotoras de E. coli, se determiné
que el gen lcr] posee dos posibles promotores: uno tipo sigma 70 y otro tipo sigma 28 (Fig.
12). La regién -35 del posible promotor tipo siéma 70 (TTGATC) posee 4 nucledtidos

idénticos al consenso de E. coli (TTGACA) y la regi6n -10 (ATCAA) posee 2 nucledtidos
| idénticos al consenso de E. coli (TATAA). En la Tabla 4 se muestra la secuencia consenso

para el promotor tipo sigma 70 de E. coli comparada con el posible promotor tipo sigma 70

del gen lcrl de L. ferrooxidans.

5. DISCUSION

106




107

Tabla 4: Promotores tipo sigma 70.

Tipo de promotor * Regién -35 | Separacion #+ | Regién -10
Consenso tipo sigma 70 de E. coli | TTGACA 17 TATAA
Posible tipo sigma 70 de Jcr! TTGATC 16 ATCAA

* La secuencia consenso de E. coli proviene de Kutsukake y col. (1990) y el posible
promotor de lcrl de L. ferrooxidans proviene de este estudio. Con color se destacan los
nucleétidos que difieren del consenso.

** Se refiere a la cantidad de nucleétidos que separan Ia region -10 de la region -35.
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El factor sigma 28 de E. coli reconoce genes involucrados en Ia sintesis del flagelo,
en motilidad y en quimiotaxis (Amosti y Chamberlin, 1989; Liu y Matsumura, i995), por lo
que la presencia de promotores del tipo sigma 28 plantea de antemano la posibilidad que el
gen correspondiente esté participando en alguno de los procesos mencionados. Debido a
esto, el hallazgo de un promotor tipo sigma 28 en el gen Jcrl apoya fuertemente la
participacion de la proteina Lerl en quimiotaxis. L. Jerrooxidans podria contar con un factor
tipo sigma 28, pues se han descrito factores de este tipo con alto grado de conservacion de
secuencia aminoacidica en otras bacterias Gram negativas y en B. subtilis. Ademas, las
secuencias promotoras que estos factores reconocen son muy similares al concenso de £,
coli, principalmente en la regién -35. De hecho, factores sigma 28 de un microorganismo
son funcionales en promotores tipo sigma 28 de otro microorganismo (Arnosti ‘y
Chamberlin, 1989; Helmann, 1991; Chen y Helmann, 1992; Starnbach y Lory, 1992).
Ademds, en otras bacterias e incluso en un arqueon, se describen genes codificantes de
flagelina que poseen un elemento tipo promotor sigma 28 muy similar al descrito en . coli,
lo que revela la gran conservacién del sistem.a regulador de la expresién de genes
involucrados en motilidad y quimiotaxis (Helmann, 1991).

El posible promotor tipo sigma 28 de lcr7 posee una region -35 (TAAA) idéntica al
consenso de promotores de este tipo en diversas ‘bacterias (Kutsukake y col., 1990;
Helmann, 1991), y una regién -10 (TCCGGCAA) con 5 nucledtidos idénticos al consenso.
La separacion entre estas dos regiones resulté ser de 21 nucledtidos (ver Fig. 12), difiriendo

de la separacion de 15 nucleétidos que existe entre -35 y -10 de los promotores tipo sigma
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28 descritos (Tabla 5). Esto podria dar cuenta de Ia probable existencia en L. ferrooxidans
de un factor sigma tipo sigma 28 que reconoce secuencias similares a las descritas en otras
bacterias pero separadas por un mayor nimero de nucledtidos. Alternativamente, la
secuencia CTCGAATC (nucledtidos 225 a 232), por estar a 15 nucle6tidos de la propuesta
region -35, podria actuar como regién -10 aunque sea un poco menos similar al consenso.
En Rhizobium meliloti se describen promotores tipo sigma 28 en genes relacionados con
sintesis del flagelo, cuyas regiones -10 poseen igualmente poca identidad al consenso
descrito y ain asi son activos en transcripcion (ver Tabla 5) (Helmann,1991).

En E. coli los genes de MCPs y de proteinas Che poseen promotores tipo sigma 28 y
1o poseen promotores tipo sigma 70 (Helmann y Chamberlin, 1987; Amosti y Chamberlin,
1989; Liu y Matsumura, 1995), de manera que estos genes solo son expresados cuando la
célula ha activado la sintesis del factor sigma 28, que ocurre en la fase exponencial tardia
del crecimiento de un cultivo de laboratorio, es decir, cuando las condiciones nutricionales y
de toxicidad se vuelven adversas para la bacteria y por ello se hacen necesarios sistemas de
quimiotaxis y motilidad. Particularmente interesante es que lcrl presente traslapados dos
posibles promotores, uno para sigma 70 y otro para sigma 28. Del mismo modo, los genes
derd 'y derH que codifican para MCPs de la bacteria quimiolitotréfica anaerobia
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough, poseen rio drriba de su primer codén ATG un
posible promotor sigma 70 que ests traslapado con un posible promotor sigma 28 (Dolla y
col, 1992; Deckers y Voordouw, 1996). Podemos especular que estas bacterias

quimiolitotréficas, que viven en ambientes muy particulares, requieren los dos tipos de




Tabla 5: Promotores tipo sigma 28.
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Bacteria Gen * Regi6n -35 Separacién ** Region -10
L. ferrooxidans lerl TAAA 21 TCCGGCAA
Consenso TAAA 15 GCCGATAA
E. coli fiC TAAA 15 GACGATAA
E. coli SiD TAAA 15 ACCGATAA
E. coli motA TAAA 15 GCCGATAT
E. coli tar TAAA 15 GCCGATAA
E. coli tsr TAAA 15 GCCGAAAA
E. coli trg TAAG 15 GCCGATGA
E. coli hag TAAA 15 GACGATAA
S. typhimurium fi4 TGTA 15 GCCGATAA
S. typhimurium tar TAAA 15 GCCGATAA
E. aerogenes Ise TAAA 15 GCCGATAA
R. meliloti flaB TAAC 18 GCCCATCG

* La secuencia consenso, los promotores de los genes fliC, fliD, motA, tar, tsr y trg de E.
coli, y de los genes flid y tar de S. typhimurium provienen de Kutsukake y col. (1990); el
promotor del gen 4ag (codifica la flagelina) proviene de Helmann y Chamberlin (1987); el
promotor de fse de E. aerogenes y el de flaB de R. meliloti provienen de Helmann (1991) y
el posible promotor de lcrl de L. ferrooxidans proviene de este estudio. Con color se
destacan los nucleétidos que difieren del consenso.
** Se refiere a la cantidad de nuclectidos que separan la regién -10 de la region -35.
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promotores para expresar las proteinas involucradas en quimiotaxis. Esto les permitiria
mantener un nivel basal de expresion de genes de quimiotaxis durante todo su ciclo de vida,
utilizando promotores reconocibles por el factor sigma 70, y les permitiria aumentar la
expresion utilizando promotores reconocibles por factor sigma 28 cuando se encuentren en

situaciones mas desfavorables nutricionalmente.

La funcionalidad en £. coli de uno o los dos promotores propuestos para lcrl quedd
manifiesta cuando, al utilizar toda la maquinaria transcripcional y traduccional de E, coli, se
€Xpreso in vitro una proteina de 58 kDa, tanto desde el recombinante pLf13 como desde el
recombinante pL{3,5 (Fig. 8). Ambos plasmidios recombinantes llevan el inserto de DNA de
L. ferrooxidans en orientaciones opuestas con respecto al promotor lac del vector, y como el
nivel de expresion es pricticamente el mismo, se deduce que dicha expresion es
independiente del promotor Jac del vector y que, por lo tanto, es gobernada por su o sus
propios promotores.

Aunque la proteina Lerl tiene un peso molecular calculado de 64 kDa, por poseer
regiones muy basicas, podria migrar en geles de poliacrilamida-SDS como una proteina de
menor tamafio. Se ha descrito una migracién anormal para las protefnas acidicas del
arqueon H. salinarium, incluyendo la MCP denominada Hirl, que poseen una migracién
electroforética menor a la esperada por su tamafio molecular (Yao y Spudich, 1992). Asi, se
podria explicar que la protefna Lerl migra un poco més de Io esperado por la basicidad de su

dominio periplasmatico, sin descartar la posibilidad que exista algtim tipo de procesamiento
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que disminuya el tamafio molecular de la proteina.

La idea que el polipéptido de 58 kDa sintetizado iz vitro corresponde al producto del
gen er! se ve fuertemente apoyada ya que no ocurre su sintesis al utilizar el DNA del vector
PGEM-3Z (que no posee el inserto) como templado en el ensayo de expresién in vitro (Fig.
8, carril B). Ademas, la proteina de 58 kDa es inmunoprecipitada con anticuerpos contra la
proteina Tar de E. coli (Fig. 9), lo que revela la existencia de comunidad antigénica entre
ella y el receptor Tar. Este fenémeno de reactividad inmunolégica cruzada es comiin en las
MCPs de muy diversos microorganismos y revela la conservacién de regiones
determinantes en su funcionalidad como receptor y/o transductor (Nowlin y col., 1985;
Alam y Hazelbauer, 1991; Morgan y col., 1993).

Celulas de E. coli transformadas con el recombinante pLf13 también expresaron un
polipéptido de 58 kDa (Fig. 11). Esta expresion fue independiente de la induccion con
IPTG, por lo que in vivo en E. coli tampoco estaria bajo el control del P, del vector sino
que estaria bajo el control de alguno de los promotores propuestos para lcrl.

La sintesis de este polipéptido, tanto in vitro como in vivo, sugiere ademéas que el
propuesto sitio de unién al ribosoma del gen ler/ (AAAGAAAG) podria estar funcionando
en E. coli.

El bajo nivel de expresion in vivo en E coli de esta proteina de 58 kDa podria
deberse a que ocurre algim fenémeno que no ocurre in vitro, como seria una disminuida

traducci6n porque el sitio de unién al ribosoma no sea tan eficiente, lo que in vitro puede ser
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superado por una Gptima concentracién de Magnesio (Pratt, 1985). También puede estar
ocurriendo iz vivo una terminacién de la transcripcién aumentada en el propuesto
terminador (ubicado rio abajo de los posibles promotores tipo sigma 70 y tipo sigma 28), lo
que ademas explicaria que a pesar de tener un promotor Juc rio arriba del primer ATG, no se
produzca una mayor sintesis de la proteina. In vivo en L. Jerrooxidans, podria existir un
mecanismo de regulacion de la expresién  del gen lcrl similar al de
terminacién/antiterminaciéon de los genes de aminoacil t-RNA sintetasas de algunas
bacterias (Grundy y Henkin, 1994), de modo que cuando se requiera sintetizar la MCP se
forme alguna estructura antiterminadora en el mensajero que permita continuar la

transcripcion rio abajo del terminador.

Rio abajo de la regién codificante del gen lerl no se encontrd una secuencia
invertida repetida que podria representar un terminador de Ia transcripcion independiente
del factor Rho, indicando que podria existir terminacién dependiente de Rho o que las
secuencias invertidas repetidas podrian estar rio aﬁajo del sitio de clonamiento HindlIl (Fig.
12). Otra alternativa es que no exista término de la transcripeidn inmediatamente después
del gen ler! y que exista un mensajero policistronico que incuya al gen lcrl y al potencial
ORF3. Este ORF3 se encuentra incompleto en el fragmento clonado, por lo que el
polipéptido que se codifica es de un tamafio indeterminado cuyos primeros 30 aminoacidos
son insuficientes para reconocer si existe identidad con las MCPs, pues la conservacion de

las MCPs se encuentra en el extremo carboxilo terminal. Ain asi, no se descarta que esta
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proteina pueda corresponder a otro receptor quimiotactico de 7. Jerrooxidans, ya que en E.
coliy en E. aerogenes se describen mensajeros policistrénicos que codifican para dos MCPs

(Krikos y col., 1983; Dahl y col., 1989).

El ORF1 que se encuentra incompleto en pLfl13 podria estar completo en el
recombinante pL{3,5. Si fuera asi, podria corresponder a la proteina que se expresa in vitro
desde pLf3,5 y que migra en geles de poliacrilamida-SDS como una banda de 62 kDa (Fig.

8, carril D).

La proteina deducida Lerl posee dos regiones hidrofdbicas (Fig. 13) que se
encuentran en posiciones comparables a las regiones hidrofébicas de transmembrana de la
mayoria de las MCPs conocidas (Fig. 17). La primera region hidrofébica podria ser parte de
una secuencia sefial, pues la regién N terminal esta positivamente cargada por un residuo
basico y luego le sigue un segmento de residuos no cargados y principalmente hidrofébicos,
lo que es caracteristico de las secuencias sefial desc':ritaS en bacterias (Michaelis y Beckwith,
1982). Esto permite especular que la proteina Lerl podria insertarse en la membrana
citoplasmética a través de sus dos regiones hidrofébicas y hace suponer que ella funcionaria
de manera similar a las MCPs de E. coli, con un dominio periplasmético que le permitirfa
actuar como receptor y uno citoplasmdtico que actuaria como transductor. Se han descrito
muy pocas MCPs que se escapan de este patrén general, difiriendo de las MCPs clésicas por

carecer de un dominio periplasmatico y por recibir el estimulo de una forma distinta. Una de
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Figura 17: Perfiles de hidrofilicidad de varias MCPs y Lerl

El eje vertical mide las unidades de hidrofilicidad (-3 a +3) segin Hopp y Woods (1981),
siendo hidrofébicas las regiones bajo cero. Las regiones en negro corresponden a las zonas
hidrofébicas de: (A) Lerl, (B) Tar de E. coli), (C) Tas de E. aerogenes, (D) DcrA de D.
vulgaris Hildenborough, (E) PctA de P. aeruginosa’y (F) McpB de B. subtilis.
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ellas es HtrI del arquedn A. salinarium, que participa sélo como transductor de una sefial
fototactica. Htrl carece de un dominio extramembranoso que una ligando y sélo posee dos
regiones hidrofébicas muy cercanas entre si, mediante las que se inserta en la membrana
dejando un dominio citoplasmatico mas extendido que las MCPs conocidas (Spudich,
1993), a través del cual interactiia con el receptor de membrana SRI que percibe una sefial
luminosa (Yao y Spudich, 1992). Otro caso se refiere a la proteina FrzCD de M. xanthus,
que participa en una via de transduccién de sefial andloga a la quimiotictica de
enterobacterias, pero lo hace como proteina soluble en el citoplasma pues carece de
regiones hidrofébicas (McBride y col., 1989; Zusman y McBride, 1991). M. xanthus no

posee motilidad flagelar sino motilidad por "gliding".

La proteina de 58 kDa de L. ferrooxidans expresada in vivo en E. coli desde el
plasmidio pLf13, se observé en fracciones de membranas citoplasmaticas (Fig. 11), lo que
indica que esta proteina posee al menos una regién de transmembrana que le permitiria
dicha insercién. Esto aporta otra evidencia respect.o a la identidad de este polipéptido de 58
kDa con la proteina MCP denominada Lerl, El hecho que la protefna expresada desde pLf13
invitro y la expresada desde el mismo plasmidio in vivo en E. coli e insertada en membrana
aparezcan migrando como polipéptidos de aparentemente el mismo tamafio molecular,
puede estar reflejando que la secuencia sefial de Lerl no se corta de la proteina luego de su
insercién en membrana, al igual que ocurre con las MCPs de E. coli (Dahl y col, 1989) y

con Hil de H. salinarium (Yao y Spudich, 1992). Sin embargo, esto requiere un mayor
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andlisis porque puede existir una pequefia diferencia en la migracién que no sea facilmente

detectable.

Suponiendo que las regiones de transmembrana de Lcil corresponden a las
propuestas (TM1 del residuo 8 al 26 y TM2 del residuo 164 al 180) y que estas regiones se
insertan en membrana del mismo modo que las MCPs de enterobacterias, existiria entonces
en Lerl un extremo amino terminal citoplasmético de 7 aminoacidos con un residuo
positivamente cargado, comparable a los 6 a 16 residuos del extremo amino terminal
citoplasmatico de las MCPs de E. coli entre los que se encuentran 2 2 4 tesiduos cargados
que actuarian como una sefial de detencién de la transferencia a través de la membrana
(Dahl y col., 1989). El dominio periplasmatico de Lerl tendria 14 residuos menos que ¢él
mismo de Tar y estarfa expuesto al pH 4cido del periplasma de L. ferrooxidans. Este posible
dominio periplasmatico de Lerl, posee un punto isoeléctrico de 10,43 que es bastante
elevado con respecto al del correspondiente dominio de Tar o de las otras MCPs, salvo el
del mismo dominio de la proteina Tas que posee un pl excepcionalmente alto (Tabla 6). El
alto punto isoeléctrico de esta porcién de Lerl podria permitirle adquirir su estructura
funcional en un medio tan 4cido como el medio en que vive la bacteria acidofilica L.
Jerrooxidans. El dominio de Ler! postulado como citoplasmatico posee un pl similar al del
dominio correspondiente de otras MCPs (Tabla 6), concordante con el similar pH que

existiria intracelularmente en L. ferrooxidans y en las otras bacterias.
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Tabla 6: Punto isoeléctrico de varias MCPs y de sus dominios periplasméticos y

citoplasmaticos.

MCP pldela MCP pI del dominio pI del dominio

- periplasmatico citoplasmatico
Lerl 7,86 10,43 5,54
Tar 5,29 7,65 4,75
Tap 5,47 5,71 5,06
Tsr 4,94 7,49 4,44
Trg 6,09 9,49 5,10
Tep 4,57 435 4,54
Tas 5,72 10,51 4,49
Tse 496 6,78 457
PctA 4,99 5,21 4,66
DcrA 470 5,36 450
DcrH 5,55 8,92 5,10
McpA 495 7,66 434
McpB 5,04 8,70 4,46

Los pl se obtuvieron con el programa CHARGPRO de PC-GENE.
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En general, los dominios periplasméticos de las MCPs presentan poca identidad
entre ellos, debido a su funcién de interactuar especificamente con distintos ligandos. El
propuesto dominio periplasmatico de Lerl posee también poca identidad con los descritos
(Tabla 7), siendo un poco mayores las similitudes con el receptor para serina de E.
aerogenes, Tse (17,4 % de identidad), y con el receptor para citrato de S, typhimurium, Tcp
(16,1 % de identidad). Se postula que Tse y Tep interactiian con el grupo a-carboxilo de su
ligahdo del mismo modo como Tar interactia con el grupo a-carboxilo de aspartato
(Milburn y col,, 1991; Stock y col., 1992), es decir a través de un bolsillo cargado
positivamente, formado por Arg®, Arg® y Arg” en Tse y por Arg®, o8 y Arg? en Tep
(Dahl y col., 1989; Yamamoto e Imae, 1993). En Lerl no se encuentran residuos arginina en
estas posiciones, pero existen Arg” y Arg® que de algim modo podrian formar parte del
propuesto bolsillo. Por otro lado, debido al medio acido en que se encontraria la porcién
periplasmatica de Ler], puede que la unién del grupo a-carboxilo del ligando sea muy
distinta a Ia que ocurre en las MCPs que son funcionales a pHs cercanos a la neutralidad,
Incluso, una MCP de P. aeruginosa, PctA, a pesar de ser un receptor quimiotéctico para
varios aminodcidos y de ser funcional a un pH neutro, no posee los residuos arginina
mencionados y por ello debe reconocer aminoécidos de un modo diferente a como lo hacen
las MCPs de enterobacterias (Kuroda y col,, 1995). No se descarta que Lerl pueda ser un
Teceptor que no reconoce aspartato ni otros aminoécidos, por lo que no requiera unir el

grupo o-carboxilo de ellos.
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Tabla 7: Porcentajes de identidades y similitudes entre el propuesto dominio periplasmatico

de Lerl y el dominio periplasmatico de otras MCPs.

Bacteria MCP % Identidad % Similitud
L. ferrooxidans Letd 100 100
E. coli Tar 12,0 554
E. coli Tap 12,5 56,3
E. coli Tsr 13,1 543
E. coli Trg 12,3 58,8
S. typhimurium Tcp 16,1 55,6
L. aerogenes Tas 13,0 52,8
E. aerogenes Tse 174 51,7
P aeruginosa PctA 12,2 42,0
D. ;ulgaris DcrA 13,8 56,9
D. vulgaris DecrH 87 26,3
B. subtilis McpA 11,9 43,2
B. subtilis McpB 12,6 40,1

Los porcentajes de identidad y similitud se obtuvieron con el programa CLUSTAL de PC-

GENE.
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Curiosamente, Tcp ademas de ser receptor para citrato, también responde
positivamente a complejos formados por citrato y metales como Mg**, Ca?*, Ni** y Zn**
(Yamamoto e Imae, 1993). No se sabe de qué manera interactiian estos tipos de ligandos
con Tep, pero si Lerl responde a Ni** podria interactuar con el catién de un modo similar a
como lo hace Tcp.

No se sabe si Lerl es un receptor que reconoce Ni*t o Fe®”, pero sin conocer las
estructuras secundaria y terciaria del dominio periplasmético de Lerl es muy dificil proponer
sitios para unién de estos metales. En general, los sitios de unién a metales se componen por
varios residuos de la proteina dispersos a lo largo de la estructura primaria, que producen un
efecto cooperativo porque las afinidades de cada grupo individualmente son demasiado
bajas. Consecuentemente, el sitio de unién a un metal no puede ser identificado como una
unidad discreta (Regan, 1993). Existe una MCP que posee una secuencia consenso para
union del grupo hemo, en la que participan cisteinas e histidinas (Fu y col., 1994), pero

union de este tipo se descarta en Ler] por la ausencia de residuos cisteina.

La falta de complementacién de quimiotaxis de una cepa de E. coli que carece de
MCPs, por el gen lcrl tiene diversas posibles explicaciones. Siendo el pH del espacio
periplasmatico de E. coli muy distinto al pH 4cido que posee el periplasma de L.
Jerrooxidans, Letl en la membrana de E. coli podria adoptar una conformacién muy distinta
de su conformacién nativa y por ello no ser fincional. Ademés, el ensayo de quimiotaxis

utilizado permite detectar solamente respuestas quimiotacticas positivas y, como aspartato
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no ¢s un atrayente sino un repelente para L. ferrooxidans, probablemente las otras sustancias
contenidas en el medio triptona (y para las cuales E. coli establece gradientes de
concentracion) tampoco son sustancias atrayentes para L. ferrooxidans. Adn, si hubiera alli
alguna sustancia atrayente para L. ferrooxidans puede que no sea reconocida
especificamente por LexI sino por alguna otra MCP de la bacteria que atn no esté descrita.
De este modo, puede que el ligando para Lerl no se encuentre en el medio triptona y que por
ello no se observe complementacién de quimiotaxis con esta proteina de L. ferrooxidans.
Finalmente, puede que el bajo nivel de expresién de Lerl en E coli no sea suficiente para
complementar la funcién de receptor y transductor de una sefial quimiotéctica. De este
modo, se podria intentar expresar un mayor nivel de Lerl en E. coli y posteriormente realizar

ensayos de complementacion funcional.

Aunque no se detectan regiones similares a K1 y R1 en el propuesto dominio
citoplasmatico de Lerl, en él se reconocen dos probables sitios de metilacién segun la
secuencia consenso de 9 residuos. Estos sitios estéh ubicados en las posiciones relativas en
que se encuentran K1 y R1 en las MCPs, es decir uno antes y otro después de la region HCD
| (residuos Glu-217 y GIn-556) (Fig. 12). En la Fig. 18 se comparan los propuestos sitios de
metilacion para Lerl de L. ferrooxidans con las secuencias consensos de metilacién de las
MCPs de E. coli'y B. subtilis y con los propuestos sitios de metilacién para DcrA y DerH de
D. vulgaris (Krikos y col., 1983; Hanlon y Ordal, 1994; Deckers y Voordouw, 1996).

Debido a que el probable residuo metilable de Lerl de la posicion 556 es glutamina, se
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Figura 18: Comparacion de las secuencias consensos de metilacién con los probables sitios

de metilacion de Lerl.

Los probables sitios de metilacién de LerI en un contexto de 9 aminoécidos (residuos 213 a
221y 552 a 560), se comparan con las secuencias consenso de metilacién de MCPs de L.
coli (Krikos y col., 1983) y de B. subtilis (Hanlon y Ordal, 1994) y con los probables sitios
de metilacién de DerA y DerH de D. vudgaris Hildenborough (Deckers y Voordouw, 1996).
En negritas se indican los residuos metilables y los que se proponen como tales, que en Lerl
corresponden a los residuos 217 y 556.
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propone que también en L. ferrooxidans podria existir una actividad desamidasa que
transforme esta glutamina en 4cido glutAmico. En nuestro laboratorio, previamente se
demostré que las actividades metiltransferasa y metilesterasa de E. coli actlian sobre
proteinas de membrana de L. ferrooxidans del mismo modo como lo hace un extracto
citoplasmatico de L. ferrooxidans, anmentando su metilacién en presencia de atrayente y
disminuyéndola en presencia de repelente (Acufia y col., 1992), por lo que es probable que
en L. ferrooxidans existan enzimas analogas a CheR y CheB. De ser asi, Ia proteina de L.
Jerrooxidans andloga a CheB podria tener las actividades de metil esterasa y de desamidasa,
del mismo modo que la proteina CheB de E. coli posee ambas actividades (Sherris y
Parkinson, 1981; Kehry y col., 1983).

También ocurre in vivo e in vitro una funcionalidad heterdloga de las
metiltransferasa y metilesterasa de B. subrilis y E. coli, sobre las MCPs. Sin embargo, las
proteinas McpA y McpB, receptores quimiotacticos de B, subtilis, tampoco poseen regiones
similares a K1 y a R1 de las MCPs entéricas, y en ellas se predijeron sitios de metilacién
s6lo en base a la secuencia consenso de 9 residués, como ocurre con Lerl (Fig. 18). Esto
hace especular que las estructuras secundaria y terciaria globales de la regién son
suficientemente similares entre las MCPs de E. coli y de B. subtilis para hacer que los sitios
de metilacion predichos se encuentren en posiciones adecuadas para que las enzimas
mencionadas actien (Hanlon y Ordal, 1994). Esto avala que los propuestos sitios de
metilacién del dominio citoplasmatico de Lerl, puedan corresponder a los sitios

eficientemente metilados por las enzimas de E. coli.
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Otros probables sitios de metilacion en Lerl, que no responden al consenso de 9
residuos, podrian ser los residuos Glu-279, Glu-364, Gln-490, Glu-500, Glu-536 y GIn-567
(Fig. 12), por encontrarse en la segunda posicién de los pares Glu-Glu, Glu-Gln, GIn-Glu o
Gin-Gln que es una caracteristica de la metilacién en MCPs.

En estudios previos, se determinaron proteinas metilables en la membrana de I,
Jerrooxidans en un rango de tamafio molecular de 55 a 80 kDa (seglin migracion en geles de
poliacrilamida-SDS) (Acufia y col., 1986 y 1992). Entre estas bandas, las de 80 kDa
aumentaron su metilacion en presencia de; Ni** o Fe** y la disminuyeron en presencia de
aspartato. Debido a que Letl tiene una migracién en geles de poliacrilamida-SDS como una
proteina de 58 kDa, puede no ser la MCP que responde a aspartato, Ni** y/o Fe?*, sino que
responda a algiin otro quimioefector aiin no identificado. Atn asi, la proteina Lerl podria
actuar como el receptor quimiotdctico de L. ferrooxidans que responde a Ni**, Fe?* y/o
aspartato, si al ser expresada en L. ferrooxidans migrara como una banda de 80 kDa debido
a modificaciones postraduccionales, dimerizacién o unién de un componente adicional

resistente al SDS y a los agentes reductores de la electroforesis.

Se postula que la region HCD de las MCPs interactiia con CheA y CheW,
determinando la formacién de un complejo activo 0 de uno inactivo que transdnce al
interior de la célula una sefial repelente o atrayente, respectivamente. La importancia de este
dominio es sustentada por su alta conservacién en transductores de MICroOTZANismos muy

diversos (Fig. 15). La presencia de este dominio. conservado en Let], indirectamente
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determina la actividad transductora de la proteina y hace sospechar la existencia en L.
Jerrooxidans de proteinas con funciones an4logas a CheA y a CheW que interactuarian con

HCD.

Un anélisis de la secuencia aminoacidica de Lerl con el programa GARNIER que
predice estructura secundaria, arrojé una prediccién de tres estructuras de o-hélices en la
regién HCD. La primera hélice tiene una extensién de 21 residuos (residuos 453 a 473) y se
corresponde con una hélice que en la mayoria de las MCPs comienza 6 residuos después y
termina en el mismo punto. Separada por 8 amino4cidos estin la segunda y la tercera a-
hélices, separadas entre si por 3 aminoacidos. En la mayoria de las MCPs, en lugar de estas
dos hélices se encuentra una sola de 19 residuos. Esto indica que tanto la conservacion de
estructuras de o-hélices como la conservacién de aminoacidos en la region HCD,
permitirian conformar el sitio que hace funcionales a las MCPs en la transduccién de
sefiales al interior de la célula,

El contenido G + C de un 52,7 % del fragmento de 2.262 pb del DNA de L.
Jerrooxidans, se corresponde muy bien con el 47,2 a 58,8 % de G + C deducido en base a
los IRNA 168 de L. ferrooxidans que se han secuenciado. Por esto, Ilama la atencién el alto
contenido de G + C de un 72,3 % que existe en la tercera base de los codones del gen lcrf
aqui descrito.

T. ferrooxidans presenta un 69,4 % de probabilidad de encontrar una base G 6 C en

la tercera posicién de sus codones, lo que es concordante con su alto contenido G + C, que
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varia entre un 55 y un 65 % en el DNA de la mayoria de las cepas de 7. ferrooxidans (Holty
col,, 1994). E. coli también posee concordancia entre un 51,22 % de G + C en su DNA y un

54,51 % de G o C en la tercera posicion de los codones.

No es sorprendente sospechar que en la bacteria quimiolitotréfica L. Jerrooxidans
existan mas de una proteina tipo MCP, pues comtinmente ocurre que un microorganismo
poseee mas de una. Ademas, considerando las condiciones de vida de este MICTO0rganismo,
en medio 4cido con requerimiento de i6n ferroso y en presencia de otros metales, el poseer
un grupo de MCPs para percibir distintas sustancias de su entorno puede ser una ventaja
adaptativa muy importante para él. Esto es avalado por el hecho que ademés de la banda
clonada de 3,5 kb del DNA de L. ferrooxidans, una banda de mayor tamafio molecular
tambicn hibrid6 con la sonda correspondiente a una porcién del gen far de E. coli (Rojas,
1992). Digestiones del DNA cromosomal de L. ferrooxidans con otras enzimas de
restriccion (Rojas, 1992), también generaron més de una banda de hibridizacién indicando
la posibilidad de que exista més de un gen de MCP.en el cromosoma de esta bacteria.

Otra bacteria quimiolitotrofica, D. vulgaris, posee aproximadamente 16 genes que
codifican proteinas del tipo MCP. Esto puede haber surgido como un sistema de
quimiotaxis alerta para compensar las limitaciones desde el punto de vista metabélico que

posee esta bacteria al compararla con E. coli (Deckers y Voordouw, 1996).
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La gran familia de proteinas tipo MCPs se compone de mas de 40 miembros,
considerando a Lerl que aqui describimos.

Esta familia, incluye otras protefnas cuya funcién aiin es desconocida, como TIpA y
TIpB de B. subtilis (Hanlon y Ordal, 1994). No se ha detectado 1a participacién de estas dos
proteinas en quimiotaxis hacia algunas sustancias estudiadas, ni se ha detectado un efecto en
el patron de proteinas metilables i vivo cuando se han mutado los genes tlpA v 1pB. Sin
embargo, esto puede deberse a que TIpA y TIpB no son metiladas, a que son metiladas a
muy bajo nivel, a que son pobremente expresadas (como Trg de L. coli), 0 a que existe sélo
una ausencia de metilacion aparente por la presencia de otras bandas metiladas en la misma
posicion en el gel (Hanlon y Ordal, 1994). Por esto, a pesar de no demostrarlo, no se puede
descartar que TIpA y TIpB funcionen como receptores quimioticticos o como transductores
de algiin otro proceso.

Tepl es una proteina tipo MCP de Vibrio cholerae que participa en regulacién de
sintesis de pili y en regulacion de la respuesta quimiotactica (Harkey y col., 1994). AcfB de
la misma bacteria también es del tipo MCP y de élgﬁn modo participa en regulacién de la
motilidad (Everiss y col., 1994). Ellas actuarian como transductores respondiendo a alguna
sefial ambiental para aumentar o disminuir la motilidad, facilitandole asi a la bacteria Ia
buasqueda de otro nicho o la colonizaci6n, respectivamente.

PilJ de P. aeruginosa es una proteina tipo MCP pero carece de probables sitios de
metilacién. PilJ participa de alguna manera en la motilidad del tipo "twitching", que es un

modo de translocacién superficial independiente de flagelo (Darzins, 1994).
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Esto significa que proteinas tipo MCP estdin ampliamente distribuidas en
procariontes de muy diversos origenes ﬁlogenétiRS, y cumplen funciones principalmente
asociadas a recepcion y transduccion de una sefial quimiotéctica. También participan como
receptores y trasductores de potencial redox (Fu y col., 1994) y como transductores de
sefiales fototacticas (Spudich, 1993). Participan de algin modo en tipos de motilidad en las
que no participa el flagelo, como es el "gliding" en M. xanthus (McBride y col., 1989;
Zusman y McBride, 1991) y el "twitching" en P. aeruginosa (Darzins, 1994), y participan de
un modo desconocido regulando la quimiotaxis en respuesta a sefiales ambientales (Everiss

y col., 1994; Harkey y col., 1994).

Se espera que los estudios realizados en esta tesis contribuyan en un futuro a
comprender mejor los mecanismos de adaptacién y adherencia de los IMICro0rganismos

métiles que participan en la biolixiviacién de minerales.




6. CONCLUSIONES

L. ferrooxidans posee un gen denominado lcrl, que codifica para un probable
receptor de quimiotaxis. Este esel primer gen codificante parauna proteina que

se describe en esta bacteria.

El gen Jcr] posee dos posibles promotores: uno para sigma 70 y otro para sigma
28. Ya que se obtuvo expresin en Z. coli, probablemente uno o ambos son

funcionales en ella.

La proteina Lerl, pertenece a la familia de Iés MCPs debido a que:
- posee un tamafio molecular apropiado
- tiene dos regiones hidrofobicas en posiciones equivalentes a las de MCPs.
- posee una region HCD en el propuesto dominio citoplasmatico
- presenta, al menos, dos probables sitios de metilacion
- presenta comunidad antigénica con la MCP Tar de E. coli

- al expresarse en E. coli se localiza en la membrana citoplasmatica.

130




7. BIBLIOGRAFIA

Acufia, J., 1. Peirano y C. Jerez. 1986. In vivo and in vitro methylation of proteins
from chemolithotrophic microorganisms: a possible role in chemotaxis. Biotechnol.
Appl. Biochem. 8: 309-317.

Acufia, J., J.Rojas, A. Amaro, H. Toledo y C. Jerez. 1992. Chemotaxis of
Leptospirillum ferrooxidans and other acidophilic chemolithotrophs: comparison
with the Escherichia coli chemosensory system. FEMS Microbiol. Lett. 96: 37-42.
Adler, J. 1969. Chemoreceptors in bacteria. Science 166: 1588-1597.

Alam, M., M. Lebert, D. Oesterhelt y G. Hazelbauer. 1989. Methyl-accepting taxis
proteins in Halobacterium halobium. EMBO J. 8: 631-639.

Alam, M y G. Hazelbauer. 1991. Structural feature of methyl-accepting taxis
proteins conserved between archaebacteria and eubacteria revealed by antigenic
cross-reaction. J. Bacteriol. 173: 5837-5842.

Alberts, B, D.Bray, J.Lewis, M.Raff, K. Roberts y J. Watson (eds.), 1994,
Molecular Biology of the Cell. pp 775. Garlan Publishing, Inc., New York, USA.

Altschul, S., W. Gish, W. Miller, E. Myer y D. Lipman. 1990. Basic local alignment
search tool: J. Mol. Biol. 215: 403-410.

Ames, P. 'y J. Parkinson. 1988. Transmembrane signaling by bacterial
chemoreceptors: E. coli transducers with locked signal output. Cell 55: 817-826.

Ames, P. y J. Parkinson. 1994. Constitutively signaling fragments of Tsr, the
Escherichia coli serine chemoreceptor. J. Bacteriol. 176: 6340-6348.

131




Amsler, Ch.,, M. Cho y P.Matsumura. 1993. Multiple factors underlying the
maximum motility of Escherichia coli as cultures enter post-exponential growth. J.
Bacteriol. 175: 6238-6244.

Amsler, Ch. y P. Matsumura. 1995. Chemotactic signal in Escherichia coli and
Salmonella typhimurium. EnJ. Hoch y T. Sithavy (eds.), Two-component signal
transduction. pp 89-103. American Society for Microbiology, Washington, D. C.

Arnosti, D. y M. Chamberlin. 1989. Secondary & factor controls transcription of
flagellar and chemotaxis genes in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
830-834.

Bollinger, J., Ch. Park, S. Harayama y G. Hazelbauer. 1984. Structure of the Trg
protein: homologies with and differences from other sensory transducers of
Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3287-3291.

Booth, B. y N. Curtiss. 1977. Separation of the cytoplasmic and outer membrane of
Pseudomonas aeruginosa PAO.1. Biochim. Biophys. Res. Commun. 74: 1168-1176.

Borkovich, K., N. Kaplan, J. Hess y M. Simon. 1989. Transmembrane signal
transduction in bacterial chemotaxis involves ligand-dependent of phosphate group
transfer. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1208-1212.

Chen, Y. y J. Helmann. 1992. Restoration of motility to an Escherichia coli AliA
flagellar mutant by a Bacillus subtilis o factor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5123-
5127.

Craven, R., y T. Montie. 1983. Chemotaxis of Pseudomonas aeruginosa.
involvement of methylation, J. Bacteriol. 154: 780-~786.

Dahl, M., W. Boos y M. Manson. 1989. Evolution of chemotactic-signal transducers
in enteric bacteria. J. Bacteriol. 171: 2361-2371.

Darzins, A. 1994. Characterization of a Pseudomonas aeruginosa gene cluster
involved in pilus biosynthesis and twitching motility: sequence similarity to the
chemotaxis proteins of enterics and the gliding bacterium Myxococcus xanthus. Mol.
Microbiol. 11: 137-153.

Deckers, H. y G. Voordouw. 1994. Identification of a large family of genes for

putative chemoreceptor proteins in an ordered library of the Desulfovibrio vulgaris
Hildenborough genome. J. Bacteriol. 176: 351-358.

132




Deckers, H y G. Voordouw. 1996. The dcr gene family of Desulfovibrio:
implications from the sequence of dcrH y phylogenetic comparison with other
mcp genes. Antonie van Leeuwenhoek 70: 21-29.

Delgado, M., C. A. Jerez y H. Toledo. 1995. Invitro expression of a Leptospirillum
ferrooxidans gene homologous to the tar chemotactic receptor gene from
Escherichia coli. En C.A. Jerez, T. Vargas, H. Toledo y J. Wiertz (eds.),
Biohydrometallurgical Processing, Volume II. pp 119-128. Chile.

Devasia, P, K. Natarajan, D. Sathyanarayana y G. Ramanya Rao. 1993. Surface
chemistry of Thiobacillus ferrooxidans relevantto adhesion on mineral surfaces.
Appl. Env. Microbiol. 59: 4051-4055.

Dolla, A., R. Fu, M. Brumlik y G. Voordouw. 1992. Nucleotide sequence of dcrd, a
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough chemoreceptor gene, and its expression in
Escherichia coli. J. Bacteriol. 174: 1726-1733.

Eisenbach, M. 1990. Functions of the flagellar modes of rotation in bacterial motility
and chemotaxis. Mol. Microbiol. 4: 161-167.

Eisenbach, M. 1996. Control of bacterial chemotaxis. Mol. Microbiol. 20: 903-910.

Engstrom, P y G. Hazelbauer. 1980. Multiple methylation of methyl-accepting
chemotaxis proteins during adaptation of E. coli to chemical stimuli. Cell 20: 165-
171.

Engstrom, P., D. Nowlin, J. Bollinger, N. Magnuson y G. Hazelbauer. 1983. Limited
homology between Trg and the other transducer proteins of Escherichia coli. J.
Bacteriol. 156: 1268-1274.

Everiss, K., K. Hughes, M. Kovach y K. Peterson. 1994. The Vibrio cholerae acfB
colonization determinant encodes an inner membrane protein that is related to
a family of signal-transducing proteins. Infect. Immun. 62: 3289-3298.

Foster, D., S. Mowbray, B. Jap y D. Koshly Jr. 1985. Purification and
characterization of the aspartate chemoreceptor. J. Biol. Chem. 260: 11706-11710.

Fu,R, J Wall y G. Voordouw. 1994. DcrA, a c-type heme-containing methyl-

accepting protein from Desulfovibrio vulgaris Hildenborough, senses the oxygen
concentration or redox potential of the environment. J. Bacteriol. 176: 344-350.

133




Garnier, J., D. Osguthorpe y B. Robson. 1978. Analysis of the accuracy and
implications of simple methods for predicting the secondary structure of globular
proteins. J. Mol. Biol. 120: 97-120.

Gegner, J., D. Graham, A. Roth y F. Dahlquist. 1992. Assembly of an MCP receptor,
CheW, and kinase CheA complex in the bacterial chemotaxis signal transduction
pathway. Cell 70: 975-982.

Gentina, J. y F. Acevedo. 1985. Microbial ore leaching in developing countries.
Trends in Biotechnol. 3: 86-89.

Goldman, D. y G. Ordal. 1984. In vitro methylation and demethylation of methyl-
accepting chemotaxis proteins in Bacillus subtilis. Biochemistry 23: 2600-26086.

Greck, M., J. Platzer, V. Sourjik y R. Schmitt. 1995. Analysis of a chemotaxis
operon in Rhizobium meliloti. Mol. Microbiol. 15: 989-1000.

Grundy, F. y T. Henkin. 1994. Conservation of a transcription antitermination
mechanism in aminoacyl-RNA synthetase and amino acid biosynthesis genes in
Gram-positive bacteria. J. Mol. Biol. 235: 798-804.

Hanlon, D. y G. Ordal. 1994. Cloning and characterization of genes encoding
methyl-accepting chemotaxis proteins of Bacillus subtilis. J. Biol. Chem. 269:
14038-14046.

Harkey, C., K. Everiss y K. Peterson. 1994. The Vibrio cholerae toxin-coregulated-

pilus gene fep! encodes a homolog of methyl-accepting chemotaxis proteins. Infect.
Immun. 62: 2669-2678. -

Harwood, C. 1989. Ameﬂlyl-accepﬁng protein is involved in benzoate taxis in
Pseudomonas putida. J. Bacteriol. 171: 4603-4608.

Helmann, J. y M. Chamberlin. 1987. DNA sequence analysis suggests that
expression of flagellar and chemotaxis genesin Escherichia coli and Salmonella
typhimurium is controlled by an alternative & factor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:
6422-6424.

Helmann, J. 1991. Alternative sigma factors and the regulation of flagellar gene
expression. Mol. Microbiol. 5: 2875-2882.

Hess, J., K. Oosawa, P. Matsumuray M. Simon. 1987. Protein phosphorylation is
mvolved in bacterial chemotaxis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7609-7613.

134




Hess, F., K. Oosawa, N. Kaplan y M. Simon. 1988. Phosphorylation of three proteins
in the signaling pathway of bacterial chemotaxis. Cell 53: 79-87.

Higgins, D.y P. Sharp. 1989. Fast and sensitive multiple sequence alignments on a
microcomputer. Comput. Appl. Biosci. 5: 151-153.

Hofmann, K. y W. Stoffel. 1993. TMBASE-A database of membrane Spanning
protein segments. Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374: 166-

Holt, J., N. Krieg, P. Sneath, J. Staley y S. J.Williams (eds.). 1994. Bergey's manual
of determinative bacteriology. Williams & Wilkins, Maryly, USA.

Hopp, T. y K. Woods. 1981. Prediction of protein antigenic determinants from
amino acid sequences. Proc. Natl. Acad. Sci USA. 78: 3824-3828.

Jerez, C. y H. Weissbach. 1980. Methylation of newly synthesized ribosomal protein
L11 in a DNA-directed in vitro system. J. Biol. Chem. 255: 8706-8710.

Johnson, B. y L.Rang. 1993. Effects of acidophilic protozoa on populations of
metal-mobilizing bacteria during the leaching of pyritic coal. J. Gen. Microbiol. 139:
1417-1423. "

Katharioy, S. y E. Greenberg. 1983. Chemoattractants elicit methylation of specific
polypeptides in Spirochaeta aurantia. J. Bacteriol. 156: 95-100.

Kehry, M. y F. Dahlquist. 1982. The methyl-accepting chemotaxis proteins of
Escherichia coli. J. Biol. Chem. 257: 10378-10386.

Kehry, M., M. Bond, M. Hurkapiller y F. Dahlquist. 1983. Enzymatic deamidation
of methyl-accepting chemotaxis proteins in Escherichia coli catalyzed by the cheB
gene product. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 3599-3603.

Kimbrough, T. y C. Manoil. 1994. Role of small cytoplasmic domain in the
establishment of serine chemoreceptor membrane topology. J. Bacteriol. 176: 7118-
7120.

Kolaskar, A. y B. Reddy. 1985. A method to locate protein coding sequences in
DNA of prokaryotic system. Nucl. Acids Res. 13: 185-194.

Krikos, A., N. Mutoh, A. Boyd y M. Simon. 1983. Sensory transducers of E. coli are
composed of discrete structural and functional domains. Cell 33: 615-622.

135




Krikos, A., M. Conley, A. Boyd, H. Berg y M. Simon. 1985. Chimeric chemosensory
transducers of Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 1326-1330.

Kuroda, A., T. Kumano K. Taguchi, T. Nikata, J. Kato y H. Ohtake. 1995.
Molecular cloning and characterization of a chemotactic transducer gene in
Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol. 177: 7019-7025.

Kutsukake, K., Y. Ohya y T.Ilno. 1990. Transcriptional analysis of the flagellar
regulon of Salmonella typhimurium. J. Bacteriol. 172: 741-747.

Laemmli, U. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4. Nature 227: 680-685.

Lee,L. e Y. Imae. 1990. Role of threonine residue 154 in ligand recognition of the
Tar chemoreceptor in Escherichia coli. J. Bacteriol. 172: 377-382.

Liu, J. y J. Parkinson. 1991. Genetic evidence for interaction between the CheW and
Tsr proteins during chemoreceptor signaling by Escherichia coli. J. Bacteriol. 173:
4941-4951.

Liu, X. y P. Matsumura. 1995. An alternative sigma factor controls transcription of
flagellar class-III operons in Escherichia coli: gene sequence, overproduction,
purification and characterization. Gene 164: 81-84.

Lopes, S. y L. Shapiro. 1984. Differential expression and positioning of chemotaxis
methylation proteins in Caulobacter. J. Mol. Biol. 178: 551-568.

Lowe, G., M. Meister y H.Berg. 1987.- Rapid rotation of flagellar bundles in
swimming bacteria. Nature 325: 637-640.

Lowry, D., ARoth, P. Rupert, F. Dahlquist, F. Moy, P. Domaille y P. Matsumura.
1994. Signal transduction in chemotaxis. J. Biol. Chem. 269: 26358-26362.

Lynch, B. y D. Koshland Jr. 1991. Disulfide cross-linking studies of the
transmembrane regions of the aspartate sensory receptor of Escherichia coli. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88: 10402-10406.

Mackintosh, M. 1978. Nitrogen fixation by Thiobacillus Jerrooxidans. J. Gen.
Microbiol. 105: 215-218.

136




Macnab, R. 1996. Flagella y motility. Er F.Neidhardt, R. Curtiss 111, J.

Ingraham, E. Lin, K. Low, B. Magasanik, W. Reznikoff, M. Riley, M. Schaechter
y H. Umbarger (eds.), Escherichia coli y Salmonella: cellular y molecular biology.
pp 123-145. American Society for Microbiology, Washington, D. C.

Marykwas, D. y H. Berg. 1996. A mutational analysis of the interaction between
FIiG and FliM, two components of the flagellar motor of Escherichia coli. J.
Bacteriol. 178: 1289-1294.

McBride, M., R. Weinberg y D. Zusman. 1989. "Frizzy" aggregation genes of the
gliding bacterium Mjxococcus xanthus show sequence similarities to the chemotaxis
genes of enteric bacteria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 424-428.

McBride, M., T.Kéhler y D. Zusman. 1992. Methylation of FrzCD, a methyl-
accepting taxis protein of Adyxococcus xanthus, is correlated with factors affecting
cell behavior. J. Bacteriol. 174: 4246-4257.

Michaelis, S. y J. Beckwith. 1982. Mechanism of incorporation of cell envelope
proteins in Escherichia coli. Ann. Rev. Microbiol. 36: 435-465.

Milburn, M., G. Privé, D. Milligan, W. Scott, J. Yeh, J. Jancarik, D. Koshland Jr:
y S-H. Kim. 1991. Three-dimensional structures of the ligand-binding domain of the
bacterial aspartate receptor with and without a ligand. Science 254: 1342-1347.

Milligan, D. y D. Koshland Jr. 1988. Site-directed cross-linking. Establishing the
dimeric structure of the aspartate receptor of bacterial chemotaxis. J. Biol. Chem.
263: 6268-6275.

Milligan, D. y D. Koshland Jr. 1991. Intrasubunit signal transduction by the aspartate
chemoreceptor. Science 254: 1651-1654.

Morgan, D., J. Baumgartner y G. Hazelbauer. 1993. Proteins antigenically related to
methyl-accepting chemotaxis proteins of Escherichia coli detectedin a wide range
of bacterial species. J. Bacteriol. 175: 133-140.

Mowbray, S. y D.Koshland Jr. 1990. Mutations in the aspartate receptor of
Escherichia coli which affect aspartate binding. J. Biol. Chem. 265: 15638-15643.

Mutoh, N. y M. Simon. 1986. Nucleotide sequence corresponding to five
chemotaxis genes in Escherichia coli. I. Bacteriol. 165: 161-166.

137




Mutoh, N., K. Oosawa y M. Simon. 1986. Characterization of Escherichia coli
chemotaxis receptor mutants with null phenotypes. J. Bacteriol. 167: 992-998.
Nakamura, Y., T. Gojobori y T.Ikemura. 1997. Codon usage tabulated from the
international DNA sequence databases. Nucl. Acids Res. 25: 244-245.

Nettleton, D. y G. Ordal. 1989. Functional homology of chemotactic methylesterases
from Bacillus subtilis y Escherichia coli. J. Bacteriol. 171z 120-123.

Nowlin, D., D. Nettleton, G. Ordal y G. Hazelbauer. 1985. Chemotactic transducer
proteins of Escherichia coli exhibit homology with methyl-accepting proteins from
distantly related bacteria. J. Bacteriol. 163: 262-266.

Oosawa, K., J. Hess y M. Simon. 1988. Mutants defective in bacterial chemotaxis
show modified protein phosphorylation. Cell 53: 89-96.

Osorio, G., P. Varela, R. Arredondo, M. Seeger, A. Amaro y C. A. Jerez. 1993,
Changes 1in global gene expression of Thiobacillus ferrooxidans when grown on
elementary sulphur. En A. Torma, M. Apel y C. Brierley (eds.), Proceedings of an
International Biohydrometallurgy Symposium, Volume II. pp 565-575. Wyoming,
USA.

Pakula, A. y M. Simon. 1992a. Determination of transmembrane protein structure by
disulfide cross-linking: the Escherichia coli Tar receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 4144-4148.

Pakula, A. y M. Simon. 1992b. Pivots or pistons?. Nature 355; 496-497.

Pearson, W. y D. Lipman. 1988. Improved tools for biological sequence analysis.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448,

Pratt,J. 1985. Coupled transcription-translation in prokaryotic cell-free system. En
Transcription y translation. A practical approach. pp 179-209. B. Hames y S.
Higgins (eds.), IRL Press Limited, Oxford, England.

Pri}, B. y A. Wolfe. 1994. Regulation of acetyl phosphate synthesis and
degradation, and the control of flagellar expression in Escherichia coli. Mol.
Microbiol. 12: 973-984.

Rawlings, D. y T. Kusano. 1994. Molecular genetics of Thiobacillus Jerrooxidans.
Microbiol. Rev. 58: 39-55.

Regan, L. 1993. The design of metal-binding sites in proteins. Annu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct. 22: 257-281.

138




Rojas, J. 1992 Identificacion de genes quimioticticos en bacterias
quimiolitotréficas. Tesis para optar al titulo de Bioquimico, Universidad de Chile.

Rudolph, J., B. Nordmann, K. Storch, H. Gruenberg, K. Rodewald y D. Oesterhelt.
1996. A family of halobacterial transducer proteins. FEMS Microbiol Lett 139:
161-168.

Russo, A. y D. Koshland Jr. 1983. Separation of signal transduction and adaptation
functions of the aspartate receptor in bacterial sensing. Science 220: 1016-1020.

Sambrook, J., E. Fritsch y T. Maniatis. 1989. Molecular Cloning. A Laboratory
Manual. Second edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York, USA. :

Sand, W., K. Rohde, B. Sobotke y C. Zenneck. 1992. Evaluation of Leptospirillum
Jerrooxidans for leaching. Appl. Env. Microbiol. 58: 85-92.

Sanger, F., S. Nicklen y A. Coulson. 1977. DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467.

Seidel, R., B. Scharf, M. Gautel, K. Kleine, D. Qesterhelt y M. Engelhard. 1995. The
primary structure of sensory rhodopsin II: a member of an additional retinal protein
subgroup is coexpressed with its transducer, the halobacterial transducer of
rhodopsin II. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 3036-3040.

Shaw, P., S. Lopes, K. Sweeney, B. Ely y L. Shapiro. 1983. Methylation involved in
chemotaxis is regulated during Caulobacter differentiation. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80: 5261-5265.

Sherris, D. y J. Parkinson. . 1981. Posttranslational processing of methyl-accepting
chemotaxis proteins in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 6051-6055.

Shine, J. y L. Dalgamo. 1974. The 3-terminal sequence of Escherichia coli 168
ribosomal RNA: complementarity to nonsense triplets y ribosoma binding sites.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71: 1342-1346.

Slocum, M., N. Halden y J. Parkinson. 1987. Hybrid Escherichia coli sensory
transducers with altered stimulus detection and signaling properties. J. Bacteriol.
169: 2938-2944.

Sockett, R., J. Armitage y M. Evans. 1987. Methylation-independent and

methylation-dependent chemotaxis in Rhodobacter sphaeroides y Rhodospirillum
rubrum. J. Bacteriol. 169: 5808-5814.

139




Southern, E. 1975. Detection of specific sequences among DNA fragments
separated by gel electrophoresis. J. Mol. Biol. 98: 503-517.

Springer, W. y D. Koshland Jr. 1977. Identification of a protein methyltransferase as
the cheR gene product in the bacterial sensing system. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
74: 533-537.

Springer, M. y B. Zanolari. 1984. Sensory transduction in Escherichia coli:
regulation of the demethylation rate by the CheA protein. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81: 5061-5065.

Spudich, J. 1993. Color sensing in the Archaea: a eukaryotic-like receptor coupled
to a prokaryotic transducer. J. Bacteriol. 175: 7755-7761. :

Staden, R. 1984. Computer methods to locate signals in nucleic acid sequences.
Nucl. Acids Res. 12: 505-519.

Starnbach, M. y S.Lory. 1992. Thefli4 (rpoF) gene of Pseudomonas aeruginosa
encodes an alternative sigma factor required for flagellin synthesis. Mol. Microbiol.
6: 459-469.

Stock, J. y D. Koshland Jr. 1978. A protein involved in bacterial sensing. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75: 3659-3663.

Stock, J., M. Surette, W. McCleary y A. Stock. 1992. Signal transduction in bacterial
chemotaxis. J. Biol. Chem. 267: 19753-19756.

Stock, J. y M. Surette. 1996. Chemotaxis. En F. Neidhardt, R. Curtiss III, J.
Ingraham, E. Lin, K. Low,. B. Magasanik, W. Reznikoff, M. Riley, M. Schaechter y
H. Umbarger (eds.), Escherichia coliy Salmonella: cellular and biology. pp 1103-
1129. American Society for Microbiology, Washington, D. C.

Sugio, T., S. Uemura, 1. Makino, K. Iwahori, T. Tano y R. Blake IL. 1994. Sensitivity
of Iron-oxidizing bacteria, Thiobacillus ferrooxidans and Leptospirillum
Jerrooxidans, to bisulfite ion. Appl. Env. Microbiol. 60: 722-725.

Terwilliger, T., E. Bogonez, E. Wang y D. Koshland Jr. 1983. Sites of methyl
esterification on the aspartate receptor involved in bacterial chemotaxis, J. Biol.
Chem. 258: 9608-9611.

Tinoco, I Jr., P Borer, B. Dengler, M. Levine, O. Uhlenbeck, D. Crothers y J.
Bralla. 1973. Improved estimation of secondary structure in ribonucleic acids.
Nat. New Biol. 264: 40-41.

140




Tisa, L. y J. Adler. 1995. Chemotactic properties of Escherichia coli mutants having
abnormal Ca”* content. I. Bacteriol. 177: 7112-7118,

Titus, D. 1991. Promega protocols and applications guide. Second Edition. Promega
Corporation, USA.

Towbin, H., T. Stachelin y J. Gordon. 1979. Electrophoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350-4354.

Ullah, A. y G. Ordal. 1981. Ir vivo and ir vitro chemotactic methylation in Bacillus
subtilis. J. Bacteriol. 145: 958-965.

Welch, M., K. Oosawa, S. Aizawa y M. Eisenbach. 1993, Phosphorylation-
dependent binding of a signal molecule to the flagellar switch of bacteria, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 8787-8791.

Wolfe, A, P. Conley y H. Berg. 1988. Acetyladenylate plays a role in controlling the
direction of flagellar rotation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6711-6715.

Wolfe, A., B. McNamara y R. Stewart. 1994. The short form of CheA couples
chemoreception to CheA phosphorylation. J. Bacteriol. 176: 4483-4491.

Wolff, C. y J. Parkinson. 1988. Aspartate taxis mutants of the Escherichia coli Tar
chemoreceptor. J. Bacteriol. 170: 4509-4515.

Worley, K., B. Wiese y R. Smith. 1995. BEAUTY: An enhanced BLAST-based
search tool that integrates multiple biological information resources into sequence
similarity search results. Genome Research 5: 173-184.

Yamamoto, K., R. Macnab e Y. Imae. 1990. Repellent response functions of the Trg
and Tap chemoreceptors of Escherichia coli. J. Bacteriol, 172: 383-388.

Yamamoto, K. ¢ Y. Imae. 1993. Cloning and characterization of the Salmonella
typhimurium-specific chemoreceptor Tcp for taxis to citrate and from phenol. Proc.
Natl. Acad. Sci USA 90: 217-221.

Yanisch-Perron, C., J. Vieira y J. Messing. 1985. Improved M13 phage cloning

vectors and host strains: nucleotide sequences of the MI13mp18 and pUCI9 vectors.
Gene 33: 103-119.

141




Yao, V. y J. Spudich. 1992. Primary structure of an archaebacterial transducer, a
methyl-accepting protein associated with sensory rhodopsin I. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 11915-11919.

Zubay, G. 1973. Invitro synthesis of protein in microbial systems. Annu. Rev.
Genet. 7: 267-287.

Zusman, D. y M. McBride. 1991. Sensory transduction in the gliding bacterium
Myxococcus xanthus. Mol. Microbiol. 5: 2323-2329.

142




Anexo I:

Andlisis de la secuencia de un fragmento de 2.262 pb de DNA de

L. ferrooxidans mediante el programa BLAST.
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SI'BLANST ScarchResuits

BLAST Search Results

BLASTN 1.4.9MP [26-March-1996] [Build 14:27:07 Apr 1 1996]

Reference: Altschul, Stephen F., Warren Gish, Webb Miller, Eugene W.

Myers, and David J. Lipman (1990). Basic local alignment search tool. J. Mol.

Biol. 215:403-10.

Notice: this program and its default parameter settings are optimized
to find nearly identical sequences rapidly. To identify weak similarities
encoded in nucleic acid, use BLASTX, TBLASTN or TBLASTX.

Query= 2.262 pb
(2262 letters)

Database: Non-redundant GenBank+EMBI.+DDBJ+PDB sequences
331,983 sequences; 504,522,517 total letters.

Smallest
Sum
High Probability
Sequences producing High~scoring Segment Pairs: Score P(N) N
gb|L26016| DVUDCRG Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 375 1.3e-20
gb|L26014 | DVUDCRE Desulfovibrio vulgaris chemorecept. .. 362 9.4e-20
gb|L26012 | DVUDCRC Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 363 1.3e-19
dbj [D50642 | PSEPCTA Pseudomonas aeruginosa pctA gene f... 361 6.le-19
gb[M81168 | DVURBORUB Desulfovibrio vulgaris chemorecept. .. 358 9.3e-19
gb[L26015]|DVUDCRF Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 348 1.4e-18
gb|U30319|DVU30319 Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 335 9.3e-17
gb|L26013|DVUDCRD Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 325 1.4e-16
gb|1.48927 | RCAMCPAR Rhodobacter capsulatus methyl-acce... 316 3.6e-15
gb|U75436|HSU75436 Halobacterium salinarium transduce... 314 5.0e-15
gb|U71215|DVU71215 Desulfovibrio vulgaris nigerythrin... 312 7.6e-15
emb [X66502 | CCMCPA C. crescentus mcpA gene 302 1.4e-14
gb[U13166|RMU13166 Rhizobium meliloti RU11001 a chemo... 296 1.7e-13
gb|U74668|HSU74668 Halobacterium salinarium soluble t... 294 2.3e-13
gb|U60011}|ATU60011 Agrobacterium tumefaciens plasmid ... ZEE 3.0e-13
gb [AE000072]RZAE000072 Rhizobium sp. NGR234 plasmid pNGR2... 293 3.le-13
'emb | Y14084[BSY14084 B.subtilis chromosomal DNA, region... 293 3.le-13
gb|J01809]STYTAR s.typhimurium aspartate receptor (... 290 5.1e-13
emb [X16945 [ VCHLYB Vibrio cholerae hlyB gene for haem... 283 2.0e-12
emb | Y00557 | VCHLYA Vibrio cholerae DNA for hlyA, hlyB... 283 2.le-12
emb | V00373 |ECTSRX E. coli gene tsr coding for the se... 276 T7.4e-12
gb|J01718|ECOTSR E.coli tsr gene coding for methyl-... 276 7.4e-12
gb|AE000506 |ECAE000506 Escherichia coli from bases 458405... 276 8.0e-12
emb [X86707 | RSMCPAGE R.sphaeroides mcpA gene 271 2.0e-11
gb|UB1828 |RLUBIB28 Rhizobium leguminosarum methylatio... 269 2.9%e-11
emb | Y13711 | HEPMACPHOM Helicobacter pylori methyl-accepti... 258 2.3e-10
gb|J01705|ECOCHE2 E.coli tar and tap genes coding fo... 255 4.3e-10
gb|AE000282 |ECAE000282 Escherichia coli from bases 196428... 255 4.5e-10
dbj |D90830[D90830 E.coli genomic DNA, Kohara clone #... 255 4.5e-10
dbi |D90831[D90831 E.coli genomic DNA, Kohara clone #... 255 4.5e-10
dbj | D64006 | SYCSLLLE Synechocystis sp. PCC6803 complete... 254 5.5e-10
gb|U14003|ECOUWI3 Escherichia coli K-12 chromosomal ... 276 1.9e-09
gb|[U32375|AVU32375 Agrobacterium vitis plasmid pTrAB3... 255 3.4e-09
gb|U96487|DSU96487 Desulfurococcus sp. SY V-ATPase pr... 243 4.5e-09
emb|X95589 |[HSHTPIVAV ~ H.salinarium htpIV and htpV gene 231 4.4e-08
emb | Y09534 [RLSPRLVCP ~ R.leguminosarum Symbiosis Plasmid ... 230 5.3e-08
ah ITT23040 I RTITZ2R040 Rhiznahitim lemminnsarim hy. wiciae. . 230 H.3a-0NR
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gb1U53365|HSUS3365 Halobacterium salinarium transduce... 228
gb|L26021 | DVUDCRL Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 218 2.0e-07
gb |1L26020 | DVUDCRK Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 213 5.2e-07
gb [U56999 | TPU56999 Treponema pallidum methyl-acceptin... 209 3.0e-06
gb|L26019 [ DVUDCRJ Desulfovibrio vulgaris chemorecept... 162 0.012
emb | Z27239 | HPHAPG H.pylori HAP gene for haemagglutin... 136 0.97
emb | Z77165|MTCY78 Mycobacterium tuberculosis cosmid ... 134 0.996
dbij |D86984 [ D86984 Human mRNA for KIAARO0231 gene, part... 133 0.998

gb[L26016 [DVUDCRG Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrG) gene,
partial cds.
Length = 282

Plus Strand HSPs:

Score = 375 (103.6 bits), Expect = 1.3e-20, P = 1.3e-20
Identities = 95/120 (79%), Positives = 95/120 {(79%), Strand = Plus / Plus

Query: 1762 GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG 1821

COE T L CEH P e L P VR R 1 1
Sbjct: 55 GACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCGGCGCGGGCG 114

Query: 1822 GGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG 1881

R N R R R RN R RN R R N e RO e I N RN
Sbjct: 115 GGTGARGCCGGAAGGGGATTCGCCGTCGTCGCGGACGAGGTTCGCAAGCTTGCCGAGAAG 174

gb|L26014 |DVUDCRE Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrEk) gene,
partial cds.
Length = 234

Plus Strand HSPs:
rd
Score = 362 (100.0 bits), Expect = 9.4e-20, P = 9.4e-20
Identities = 112/163 (68%), Positives = 112/163 (68%), Strand = Plus / Plus

Query: 1719 AGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGARAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGAC 1778

BRI R T T
Sbjct: 12 AGACGCCATCGGTCAGATCATGTCTGTCATCTCGGACATCGCCGACANCGCCGACCAGAC 71

Query: 1779 CAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGE 1838

S NN N T, Ll
Sbjct: 72 CAACCTGCTGGCGCTCAACGCCGCCATCGAGGCTGCACGGGCCGGAGAGGCTGGCCGCGG 131

Query: 1839 TTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG 1881

L1oL R N R A e e A A T B
Sbjct: 132 CTTCGCNNCTGTCGCCGACGAGGTGCGCAAGCTCGCCGAARAG 174

gb|L26012 |DVUDCRC Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrC) gene,
partial cds.
Length = 270

Plus Strand HSPs:

Score = 363 (100.3 bits), Expect = 1.3e-19, P = 1.3e-19
Identities = 93/120 (77%), Positives = 93/120 (77%), Strand = Plus / Plus
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Query: 1762 GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG 1821

N N N N R N RN RN A R RN AR R RN RN
Sbjct: 55 GACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCCCTCAACGCCGCCATCGAAGCGGCCCGTGCG 114

Query: 1822 GGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGARCTTGTCCGARCAG 1881

L1l N N N L N R R N e R R e
Sbjct: 115 GGTGANGCGGGACGGGGCTTCGCNNTCGTGGCCGATGAAGTCCGCAAGCTTGCCGARAAG 174

dbjID50642 | PSEPCTA Pseudomonas aeruginosa pctA gene for transducer,
complete cds
Length = 2157

Plus Strand HSPs:

Score = 361 (99.8 bits), Expect = 6.1e-19, P = 6.1le-19
Identities = 113/164 (68%), Positives = 113/164 (68%), Strand = Plus / Plus

Query: 1762 GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGARGCCGCTCGTGCG 1821

Err o T Peerr P e L e e o
Sbjct: 1530 GGCATCTCCGAGCAGACCAACCTGCTCGCCCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCGCGCGCC 1589

Query: 1822 GGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG 1881

Ry R N N R R A A A A O R A A
Sbjct: 1590 GGCGAGGCCGGACGCGGCTTCGCAGTGGTCGCCGACGAGGTGCGCAACCTGGCCCATCGC 1649

Query: 1882 GTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGT 1925

Pl IR N N N R A
Sbjct: 1650 GCCCAGGAGTCGGCCCAGCAGATCCAGAAGATGATCGAAGAGCT 1693

gb|MB1168 | DVURBORUB Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor protein A
(dcrA), rubredoxin oxidoreductase (rbo), and rubredoxin {rub)
genes, complete cds.

Length = 3264

Plus Strand HSPs:

Score = 359 (99.2 bits), Expect = 9.3e-19, P = 9.3e-19
Identities = 107/151 (70%), Positives = 107/151 (70%), Strand = Plus / Plus

Query: 1731 CGARATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGC 1790

R LITE |l N N RN R AR RN NI
Sbjct: 1669 CAACATCGGGCGCGTCATCGAGGTCATCAACGAAATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGC 1728

Query: 1791 GCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGT 1850

PEEETEECEEr e vrrel treel 1l FELEVE e e e bt
Sbjct: 1729 ACTCAACGCCGCCATCGAGGCCGCCCGTGCAGGAGATGCCGGACGCGGCTTCGCGCTGGT 1788

Query: 1851 CGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG 1881

R A R A A
Sbjct: 1789 GGCCGACGAGGTCCGCAAACTGGCCGAGAAG 1819

gb|L26015|DVUDCRF Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrF) gene,
partial cds.
Length = 225

Plus Strand HSPs:
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Score = 348 (96.2 bits), Expect = 1.4e-18, P = 1.4e-18
Identities = 92/120 (76%), Positives = 92/120 (76%), Strand = Plus / Plus

Query: 1762 GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG 1821

PEL LT L tr v AL e b 1y
Sbjct: 37 GACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTTGCCCTCAACGCCGCCATCGAGGCCGCCCGTGCG 96

Query: 1822 GGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGRACAG 1881

P R N N N N N A e O R R N A
Sbjct: 97 GGTGAGGCGGGGCGCGGCTTTGCGCTCGTAGCCGACGAAGTGCGCARACTCGCCGAGAAG 156

gblU30319|DVU30318 Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor DcrH (dcrH)
gene, complete cds
Length = 3663

Plus Strand HSPs:

Score = 335 (92.6 bits), Expect = 9.3e-17, P = 9.3e~-17
Identities = 117/183 (63%), Positives = 117/183 (63%), Strand = Plus / Plus

Query: 1699 ACGGTCATGGNNNNNNNCAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGARAGTC 1758

AN I hrr e b PEET 110 1 [
Sbjct: 2190 ACCGCCATGGCCCGCCTCGGTGAAGAGGCCGACAGCATCGGCAAGGTCATGTCCGTCATC 2249

Query: 1759 GGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGT 1818

CEE e L P e 1t e Pl Teerirer 1 rr 1
Sbjct: 2250 TCCGACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCCCTCAACGCAGCCATCGAGGCGGCAAGG 2309

Query: 1819 GCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAA 1878

IR N O T N NN O S e e A
Sbjct: 2310 GCGGGGGACGCCGGGCGCGGGTTCGCCGTGGTGGCCGACGAAGTGCGCAAACTCGCAGAG 2369

Query: 1879 CAG 1881

I
Sbjct: 2370 RAG 2372

gb|L26013|DVUDCRD Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrD) gene,

partial cds.
Length = 219

Plus Strand HSPs:

Score = 325 (89.8 bits), Expect = 1.4e-16, P = 1.4e-16
Identities = 97/138 (70%), Positives = 97/138 (70%), Strand = Plus / Plus

Query: 1744 GTCGTCTCGRARAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCARCCTTCTCGCGCTCAACGCCGCC 1803

LT Eoottre e tel T T 1 e 1 Trrirerad
Sbjct: 1 GTCATCGGCGACATCGGCGACATCGGCGACCAGACCAACCTGCTGGCACNCAACGCCGCC 60

Query: 1804 ATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGETTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTC 1863

PETERL B bE b 1r bl N N R
Sbjct: 61 ATCGAANCGGCACGGGCTGGCGACGCGGGGCGAGGCTTCGCGTTGGTGGCCGACGAAGTG 120

Query: 1864 CGGAACTTGTCCGAACAG 1881

oot b et 1
Sbjct: 121 CGCAAACTGGCCGAAAAG 138
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gb|L48927 |RCAMCPAB Rhodobacter capsulatus methyl-accepting
chemoreceptors (mcpA and mcpB) genes, complete cds.
Length = 5186

Plus Strand HSPs:

Score = 316 (87.3 bits), Expect = 3.6e-15, P = 3.6e-15
Identities = 84/110 (76%), Positives = 84/110 (76%), Strand = Plus / Plus

Query: 1757 TCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTC 1816

NI LErreeirerir el vevee i i bt rrrrrrerrn |
Sbjct: 2032 TCGACGACATCGCCTTCCAGACCAACCTTCTGGCGCTGAATGCGGGCGTCGAAGCCGCCC 2091

Query: 1817 GTGCGGGAGARCACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGG 1866

IR LTI EIErrerr tirinnd SRR
Sbjct: 2092 GGGCGGGCGAGACCGGACGCGGTTTTGCCGTCGTCGCCTCCGAGGTGCGG 2141

Score = 246 (68.0 bits), Expect = 2.5e-09, P = 2.5e-09
Identities = 100/167 (59%), Positives = 100/167 (59%), Strand = Plus / Plus

Query: 1700 CGGTCATGGNNNNNNNCAAAGAAGCGGTCATCGARAATCGTCACCGTCGTCTCGAARGTCG 1759

AR L1 te R L1 ! 11
Sbjct: 4458 CGGCGATGGACGAGATCAAGGCCTCGTCCGAGGCGATCGGGCGCATCCTGCAGGTGATCG 4517

Query: 1760 GAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTG 1819

SRR FEETTEITER L e veene b e eI
Sbjct: 4518 ACGACATCGCCTTCCAGACCAACCTTCTGGCGCTGAATGCGGGGGTGGAAGCGGCGCGGE 4577

Query: 1820 CGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGABGTCCGG 1866

It Il Lo e preel tirein Ir e b
Sbjct: 4578 CGGGCGATGCGGTGCGCGGCTTTGCCGTCGTCGCCTCGGAGGTGCGE 4624

gb|U75436|HSU75436 Halobacterium salinarium transducer HtB protein
(HtB) gene, complete cds
Length = 1700

Plus Strand HSPs:

Score = 314 (86.8 bits), Expect = 5.0e-15, P = 5.0e-15
Identities = 110/169 (65%), Positives = 110/169 (65%), Strand = Plus / Plus

Query: 1757 TCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGARGCCGCTC 1816

LD L0 L b T T TR T b e trrey
Sbjct: 1059 TCGACGACATCGCCGAGCAGACGAACATGCTGGCGCTGAACGCGTCCATCGAGGCCGCCC 1118

Query: 1817 GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCCGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCE 1876

I [l R R N N I R R A N
Sbjct: 1119 GCGCCGGGGAGGCGGGCGAGGGGTTTGCGGTCGTCGCCGACGAGGTCARGGCCCTCGCCG 1178

Query: 1877 AACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAARATGGATCAGGT 1925

SRR bl RIS I
Sbjct: 1179 AGGAGTCCCGCGAGCAGTCCACGCGCGTCGAGGAGCTCGTCGAGCAGAT 1227

gb|U71215]DVU71215 Desulfovibrio vulgaris nigerythrin gene, complete cds
Length = 2823

Minus Strand HSPs:

Score = 312 (86.2 bits), Expect = 7.6e-15, P = 7.6e-15
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Identities = 88/120 (73%), Positives = 88/120 (73%), Strand = Minus / Plus

Query: 1881 CTGTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCARAACCCCGTCCGTGTTCTCC 1822

N N N N N N T R RN N O AR AN L1l
Sbjct: 2339 CTTTTCAGCGAGCTTCCGCACTTCGTCTGCCACCACCGCAAACCCCCGGCCAGCATCACC 2398

Query: 1821 CGCACGAGCGGCTITCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTC 1762

RN R R R RN N N e A e e AR N N |
Sbjct: 2399 GGCACGGGCAGCCTCGATGGCCGCGTTGAGCGCCAGCAGATTCGTCTGGTCAGCTATATC 2458

emb [X66502 |CCMCPA C. crescentus mcpA gene

Length = 3169
Plus Strand HSPs:

Score = 308 (85.4 bits), Expect = 1.4e-14, P = 1.4e-14
Identities = 89/123 (72%), Positives = 89/123 (72%), Strand = Plus / Plus

Query: 1757 TCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCARCGCCGCCATCGARGCCGCTC 1816

LU FEVTECVT R e e v oty
Sbjct: 2272 TCGACGAAATCGCCTTCCAGACCAACCTTCTGGCCCTGAACGCAGGCGTCGAAGCCGCCC 2331

Query: 1817 GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCG 1876

SRIRREIRE PEoLh i b b pnnnd SRR A
Sbjct: 2332 GGGCGGGCGAGGCGGGCCGCGGCTTCGCGETCGTCGCTCAGGAAGTCCGGGCCCTGGCCC 2391

Query: 1877 BAC 1879

P
Sbijct: 2392 AGC 2394

gb|U13166|RMU13166 Rhizobium meliloti RU11001 a chemotaxis operon ORF1,

ORF2, (CheYl), (CheA), (CheW), (CheR), (CheB), (CheY2) and ORF9,
complete cds.
Length = 9857

Plus Strand HSPs:

Score = 296 (81.8 bits), Expect = 1.7e-13, P = 1.7e-13
Identities = 118/195 (60%), Positives = 118/195 (60%), Strand = Plus / Plus

Query: 1671 CATGGACAAGACCGCTTCACAGATGCGTACGGTCATGGNNNNNNNCAAAGAAGCGGTCAT 1730

IR BN AEERAREN L1 Pl
Sbjct: 2746 CAGCGGCGAGATCGCCGGGCAGGCGATCTCGGCCATGGCGGACATCGAGGCTTCTGCCGA 2805

Query: 1731 CGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCARCCTTCTCGC 1790

FITET LI IR PIVLEILED 1 1l
Sbjct: 2806 GARAAATCGGTCAGATCATCGGCGTGATCGACGAGATCGCCTTCCAGACCAATCTCCTGGC 2865

Query: 1791 GCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGT 1850

FVLEE TE DTy e v b vl 1t I Trerl et
Sbjct: 2866 CCTCAATGCGGGCATCGAAGCCGCACGGGCCGGCGARAGCGGCCGCGGTTTCGCGGTCGT 2925

Query: 1851 CGGGGACGAAGTCCG 1865

AR
Sbjct: 2926 CGCACAGGAGGTGCG 2940

gb{U74668|HSU74668 Halobacterium salinarium soluble transducer protein
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HtH gene, complete cds
Length = 14890

Plus Strand HSPs:

Score = 294 (81.2 bits), Expect = 2.3e-13, P = 2.3e-13
Identities = 78/102 (76%), Positives = 78/102 (76%), Strand = Plus / Plus

Query: 1762 GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG 1821

L I N N N R R N RN NN R R RN RN
Sbjct: 944 GACATCGCCGATCAGACGAACATGCTCGCGCTGAACGCGTCCATCGAAGCCGCTCGCGCC 1003

Query: 1822 GGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTC 1863

RIS O T TR L TErerrtd
Sbjct: 1004 GGCGAGAAGGGGGAGGGGTTCGCGGTGGTCGCTGACGAAGTC 1045

gb|U60011 |ATU60011 Agrobacterium tumefaciens plasmid pTil5955, OccR
(occR) gene, partial cds, Orf3 and Trl (trl) pseudogenes, mannopine
transport region, inner membrane protein (motD), inner membrane
protein (motC), ATP-binding protein (motB...
Length = 8494

Minus Strand HSPs:

Score = 293 (81.0 bits), Expect = 3.0e-13, P = 3,0e-13
Identities = 85/118 (72%), Positives = 85/118 (72%), Strand = Minus / Plus

Query: 1874 GACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCARAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGA 1815

Pt el i L THELrer I I LI I
Sbjct: 6117 GCCAACTCGCGGACCTCCATGGCTACAACCGCAAATCCCTTGCCTGACTCACCCGCCCGA 6176

Query: 1814 GCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTCCGA 1757

PEVULLETI T L e bt e b i LIEEE 1 T
Sbjct: 6177 GCGGCTTCGATACCGGCGTTGAGCGCGAGCAAGTTGGTCTGARACGCGATTTCGTCGA 6234

Score = 228 (63.0 bits), Expect = 7.9e-08, P = 7.9e-08
Identities = 80/123 (65%), Positives = 80/123 (65%), Strand = Minus / Plus

Query: 1879 GTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAARACCCCGTCCGTGTTCTCCCG 1820

1 R FEEL TE e it (11 bEobl
Sbjct: 541 GTTGAGCAAGCTCCCGCACCTCCCGGGCGACAACTGCGAAACCCTTCCCGGCGTCGCCGE 600

Query: 1819 CACGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGRAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTC 1760

N T N N R RN A R R R R RN RN A R A
Sbjct: 601 CTCGGGCGGCCTCAACGCCAGCGTTGAGCGCCAAGAGGTTCGTCTGGAACGCAATCTCAT 660

Query: 1759 CGA 1757

I
Sbjct: 661 CGA 663

gb[AE000072 |RZAEOQ0072 Rhizobium sp. NGR234 plasmid pPNGR234a from bases
100202 to 111773 (section 9 of 46) of the complete plasmid sequence
Length = 11,572

Minus Strand HSPs:

Score = 283 (81.0 bits), Expect = 3.1e-13, P = 3.1le-13
Identities = 107/171 (62%), Positives = 107/171 (62%), Strand = Minus / Plus
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Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:
Sbjct:

emb|¥140
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1868 TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCARAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT 1809

et ettt N AR AR
3986 TCCCGCACCTCCTGCGCGACCACGGCARRACCTTTGCCGGCCTCGCCGGCGCGCGCCGCT 4045

1808 TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGRAGGTTGGTCTGGGCCGCGACCTCTCCGACTTTCGAG 1749

CELETE L Py e b el it LEEE Ly 1 bl
4046 TCGATGCCCGCGTTGAGCGCCAGCAGATTGATCTGGAATGCGATGTCGTCGATGACCTCG 4105

1748 ACGACGGTGACGATTTCGATGACCGCTTCTTTGNNNNNNNCCATGACCGTA 1698

Eorr bt b rn R LETEE et o
4106 ATGATGTGGCCGATATGGCTGGAGGCGGCCTCAATCCGCCCCATGGCCGCA 4156

84|BSY14084 B.subtilis chromosomal DNA, region 78-80 degrees:

Minus

Score =
Identit

Query:
Sbjct:
Query:
Sbict:
Query:

Sbjct:

gb|J0180

aprkE to comK
Length = 12,556

Strand HSPs:

293 (81.0 bits), Expect = 3.le-13, P = 3.le-13
ies = 97/145 (66%), Positives = 97/145 (66%), Strand = Minus / Plus

1877 TCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCA 1818

LU Ty et | e el PELLTTELLEL 11
7321 TCAGARAGCTTCCGCACTTCATTTGCCACGACAGCAAAGCCTTTGCCGTGTTCTCCGGCG 7380

1817 CGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTCCG 1758

N N N N N N N e o 0 O O B
7381 CGGGCGGATTCAATAGATGCATTGAGCGAGAGAAGGTTTGTTTGTTCAGCTATGCCTGTG 7440

1757 ACTTTCGAGACGACGGTGACGATTT 1733

SR R
7441 ACGATGCCGAAGATTTTTTCAATTT 7465

9ISTYTAR s.typhimurium aspartate receptor (tar) gene.

Plus S

Score =
Identit

Query:
Sbijct:
Query:

Sbjct:

emb | X169

Length = 1922
trand HSPs:

290 (80.1 bits), Expect = 5.1le-13, P = 5.1e-13
ies = 78/103 (75%), Positives = 78/103 (75%), Strand = Plus / Plus

1773 CCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGE 1832

PEOEEL B0 1 TREEE P o 0 eee 10 0 Feeerens 10 1
1351 CCAGACTAACATTCTGGCGCTGAACGCGGCGGTAGAAGCGGCGCGCGCGGGAGAGCAGGG 1410

1833 ACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCC 1875

NN N A U N O N
1411 GCGCGGTTTTGCGGTCGTGGCAGGCGAGGTGCGTAATCTGGCC 1453

45|VCHLYB Vibrio cholerae hlyB gene for haemolysin releasing protein

Plus S

Score =
Identit

18

Length = 2915
trand HSPs:

283 (78.2 bits), Expect = 2.0e-12, P = 2.0e-12
ies = 75/98 (76%), Positives = 75/98 (76%), Strand = Plus / Plus
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Query: 1774 CAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGA 1833

LE 0 PR L TR ey e v rerer e b e beinr
Sbjct: 1305 CAAACGAACCTATTGGCGCTCAACGCTGCGATTGBAGCTGCGCGAGCGGGTGAACAAGGT 1364

Query: 1834 CGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTT 1871

R N N A e
Sbjct: 1365 CGTGGTTTTGCGGTGGTGGCGGATGAAGTTCGCACATT 1402

emb |Y00557 |[VCHLYA Vibrio cholerae DNA for hlyA, hlyB, lipA, 1lipB and
prtV genes
Length = 11,162

Plus Strand HSPs:

Score = 283 (78.2 bits), Expect = 2.le-12, P = 2.le-12
Identities = 75/98 (76%), Positives = 75/98 (76%), Strand = Plus / Plus

Query: 1774 CAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGA 1833

CE v rreee T VT o o bEErr o 1 by 1T 11
Sbjct: 4836 CAAACGAACCTATTGGCGCTCAACGCTGCGATTGAAGCTGCGCGAGCGGGTGAACAAGGT 4895

Query: 1834 CGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTT 1871

N N N NN R A
Sbjct: 4896 CGTGGTTTTGCGGTGGTGGCGGATGAAGTTCGCACATT 4933

emb|VO0373|ECTSRX E. coli gene tsr coding for the serine chemoreceptor
protein.
Length = 1788

Plus Strand HSPs:

Score = 276 (76.3 bits), Expect = 7.4e-12, P = 7.4e-12
Identities = 96/147 (65%), Positives = 96/147 (65%), Strand = Plus / Plus

Query: 1733 AAATCGTCACCGTCGICTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCARCCTTCTCGCGC 1792

LI R Porr 1 LIEETEEe it
Sbjct: 1139 RAATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT 1198

Query: 1793 TCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCG 1852

it i L e TE e TEEEEEEr T b b b FEELrr i) 1ot
Sbjct: 1199 TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGETCG 1258

Query: 1853 GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC 1879

Pt e e e e
Sbjct: 1259 CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC 1285

gb|JO01718|ECOTSR E.coli tsr gene coding for methyl-accepting chemotaxis

protein I, sensory transducer protein.
Length = 1789

Plus Strand HSPs:

Score = 276 (76.3 bits), Expect = 7.4e~12, P = 7.4e-12
Identities = 96/147 (65%), Positives = 96/147 (65%), Strand = Plus / Plus

Query: 1733 AAARTCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGC 1792
PLEELT bl Ottt T rernr i
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Sbjct: 1139 AAATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT 1198

Query: 1793 TCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCG 1852

e e b re rE re e re et ot PEEEr e
Sbjct: 1199 TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGGTCG 1258

Query: 1853 GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC 1879

IR I I R A
Sbjct: 1259 CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC 1285

gb|AEQOQ0506 |ECAE000506 Escherichia coli from bases 4584059 to 4594314
(section 396 of 400) of the complete genome
Length = 10,256

Plus Strand HSPs:

Score = 276 (76.3 bits), Expect = 8.0e-12, P = 8.0e-12
Identities = 96/147 (65%), Positives = 96/147 (65%), Strand = Plus / Plus

Query: 1733 ARATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCARCCTTCTCGCGC 1792

PLEEET L1 I CITEreeer et 1l
Sbjct: 5884 ARATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT 5943

Query: 1793 ICAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCG 1852

S N N R N T R
Sbjct: 5944 TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGETTTTGCGGTGGTCG 6003

Query: 1853 GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC 1879

b et et 11
Sbjct: 6004 CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC 6030

emb [X86707 | RSMCPAGE R.sphaeroides mcpA gene
Length = 3069

Plus Strand HSPs:

Score = 271 (74.9 bits), Expect = 2.0e-11, P = 2.0e-11
Identities = 79/110 (71%), Positives = 79/110 (71%), Strand = Plus / Plus

Query: 1757 TCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGARGCCGCTC 1816

LI T NI
Sbject: 2071 TCGACGACATCGCGTTTCAAACARATCTGTTGGCGCTCAATGCCGGCGTAGAAGCCGCCA 2130

Query: 1817 GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGCACGAAGTCCGG 1866

I LD D e FLTETE DT
Sbjct: 2131 GGGCAGGAGACGCCGGCCGCGGATTTGCGGTCGTCGCCTCCGAAGTGCGG 2180

gb|U81828 |RLUS1828 Rhizobium leguminosarum methylation accepting
chemotaxis protein (MCP3) gene, complete cds
Length = 2362

Plus Strand HSPs:

Score = 269 (74.3 bits), Expect = 2.9e-11, P = 2.9e-11
Identities = 89/133 (66%), Positives = 89/133 (66%), Strand = Plus / Plus

Query: 1733 AAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGC 1792
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N R N R IR PLEELE TELEE el
Sbjct: 1593 AGATCGGCCGCATCATCGGCGTCATCGACGARATCGCCTTCCAGACGAACCTGCTGGCGC 1652

Query: 1793 TCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGARACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCG 1852

I CHEE T ol e e ol 1] FETLTEreee i
Sbjct: 1653 TGAATGCCGGCGTCGAGGCGGCGCGCGCCGGTGAGGCCGGCARGGGTTTTGCGGTTGTCG 1712

Query: 1853 GGGACGAAGTCCG 1865

AR
Sbjct: 1713 CGCAGGRAGTGCG 1725

emb [Y13711 |HPMACPHOM Helicobacter pylori methyl-accepting chemotaxis
protein (MCP) homologue
Length = 1302

Minus Strand HSPs:

Score = 258 (71.3 bits), Expect = 2.3e-10, P = 2.3e-10
Identities = 102/165 (61%), Positives = 102/165 (61%), Strand = Minus / Plus

Query: 1880 TGTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAARACCCCGTCCGTGTTCTCCC 1821

R N N N N N R R A A O e R R R NI N
Sbjct: = 590 TTTTCAGCGAGCTTTCTCACCTCATCAGCCACCACCGCAAAACCTCTCCCATGCTCGCCC 649

Query: 1820 GCACGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCT 1761

N I N N N e A R R E B R RN B
Sbjct: 650 GCTCGTGCGGCCTCAATAGCGGCGTTTAGGGCTAAGAGATTGGTTTGTTCTGCAATATCA 709

Query: 1760 CCGACTTTCGAGACGACGGTGACGATTTCGATGACCGCTTCTTTG 1716

[ L1 N A
Sbjct: 710 TCAATCARAGAAATGACTTGAGTGATTTCATTGCTCCGTTGGTTG 754

gb[JO01705]|ECOCHE2 E.coli tar and tap genes coding for sensory
transducer proteins.
Length = 3465

Plus Strand HSPs:

Score = 255 (70.5 bits), Expect = 4.3e-10, P = 4.3e-10
Identities = 71/96 (73%), Positives = 71/96 (73%), Strand = Plus / Plus

Query: 1773 CCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGG 1832

LLELEECEr e T e e e bt b L TErrr (r T0rir 11 1
Sbjct: 2964 CCAGACCAATATTCTGGCCCTGAATGCGGCAGTGGAAGCGGCTCGCGCCGGAGAGCAGGS 3023

Query: 1833 ACGGGGTITTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAA 1868

N N
Sbjct: 3024 GCGTGGTTTTGCGGTAGTGGCAGGTGAAGTGCGCAA 3059

gb[AEO00282 |[ECAE000282 Escherichia coli from bases 1964286 to 1975253
(section 172 of 400) of the complete genome
Length = 10,968

Minus Strand HSPs:

Score = 255 (70.5 bits) ‘Expect = 4.,5e-10, P = 4.5e-10

4
Identities = 71/96 (73%), Positives = 71/96 (73%), Strand = Minus / Plus
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Query: 1868 TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCARARACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT 1809

N N R NN e N RN R R R A R R R R R AR
Sbject: 3521 TTGCGCACTTCACCTGCCACTACCGCAARACCACGCCCCTGCTCTCCGGCGCGAGCCGCT 3580

Query: 1808 TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGG 1773

et et et T
Sbjct: 3581 TCCACTGCCGCATTCAGGGCCAGAATATTGGTCTGG 3616

dbj{D90830|DS0830 E.coli genomlic DNA, Kohara clone #338(42.1-42.5 min.)
Length = 18,071

Minus Strand HSPs:

Score = 255 (70.5 bits), Expect = 4.5e-10, P

= 4.5e-10
Identities = 71/96 (73%), Positives = 71/96 (73%

), Strand = Minus / Plus

Query: 1868 TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAARACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT 1809

N N RN N S R R R R R O AR AN IR
Sbjct: 14150 TTGCGCACTTCACCTGCCACTACCGCAARACCACGCCCCTGCTCTCCGGCGCGAGCCGCT 14209

Query: 1808 TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGG 1773

L e e i b bttt
Sbjct: 14210 TCCACTGCCGCATTCAGGGCCAGAATATTGGTCTGG 14245

db]j |PS0831|D90831 E.coli genomic DNA, Kohara clone #339(42.4-42.8 min.)
Length = 19,031

Minus Strand HSPs:

Score = 255 (70.5 bits), Expect = 4.5e-10, P = 4.5e-10
Identities = 71/96 (73%), Positives = 71/96 (73%), Strand = Minus / Plus

Query: 1868 TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT 1809

R S R N N N R A R AR R A RN R IR RN NN AN
Sbjct: 1100 TTGCGCACTTCACCTGCCACTACCGCAAAACCACGCCCCTGCTCTCCGGCGCGAGCCGCT 1159

Query: 1808 TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGG 1773

N A Ry
Sbjct: 1160 TCCACTGCCGCATTCAGGGCCAGAATATTGGTCTGG 1195

db] ID64006 | SYCSLLLH Synechocystis sp. PCC6803 complete genome, 25/27

7

3138604~-3270709
Length = 132,106

Minus Strand HSPs:

Score = 254.(70.2 bits), Expect = 5.5e-10, P = 5.5e-10
Identities = 78/112 (69%), Positives = 78/112 (69%), Strand = Minus / Plus

Query: 1871 AAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCARAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCG 1812

N N N N N O R R T R O I N O F NN
Sbjct: 10021 AAACTCCGCACTTCGTCTGCAATTACCGARARGCCCCGGCCCTCCTCCCCAGCCCGGGCC 10080

Query: 1811 GCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTC 1760

N N N N N N AR R R RN R R R R R R A
Sbjct: 10081 GCTTCRATGGACGCCTTCAGGGCCAACAGATGGGTCTGGGCCGCAAATTGTC 10132
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gb|U14003 |ECOUW93 Escherichia coli K-12 chromosomal region from 92.8 to
00.1 minutes.
Length = 338,534

Plus Strand HSPs:

Score = 276 (76.3 bits), Expect = 1.9e-09, Sum P(2) = 1.9e-09
Identities = 96/147 (65%), Positives = 96/147 (65%), Strand = Plus / Plus

Query: 1733 ARATCGTCACCGTCGTCTCGARAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGE 1792

BRI R S FEVEEELe it i
Sbjct: 283569 AAATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT 283628

Query: 1793 TCARCGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGETTTTGCEGTCETCG 1852

e tr b it TR 0 oe o 0 CeE i 1
Sbjct: 283629 TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGGTCG 283688

Query: 1853 GGGACGRAGTCCGGAACTTGTCCGRAC 1879

R R
Sbjct: 283689 CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC 283715

Score = 85 (23.5 bits), Expect = 6.4e-08, Sum P(3) = 6.4e-08
Identities = 29/44 (65%), Positives = 29/44 (65%), Strand = Plus / Plus

Query: 788 ACCAGGCCACGCTGATCCGCAAGGAATGGGCTGGCGCCCGGTTC 831

IR bl T e 1ot
Sbjct: 80224 ACCTGGTCTTTTTTGTCGTCAACCAATGGGCTGGCGTCGTGTTC 80267

Score = 83 (22.9 bits), Expect = 1.9e-09, Sum P(2) = 1.9e-09
Identities = 19/22 (86%), Positives = 19/22 (86%), Strand = Plus / Plus

Query: 720 GATGCTGAAGTTCATCAAGATC 741

LETE LTErrer e prnd
Sbjct: 66392 GACGCAGAAGTTCATCAGGATC 66413

Score = 83 (22.9 bits), Expect = 9.2e-08, Sum P(3) = 9.2e-08
Identities = 19/22 (86%), Positives = 19/22 (86%), Strand = Plus / Plus

Query: 1482 TCTCCAGAAAGTGGCGGAAGAG 1503

LT et |
Sbjct: 135485 TCTGCCGARAGTGGCGGAAGTG 135506

gb!U32375 |AVU32375 Agrobacterium vitis plasmid pTrAB3 tartrate
utilization gene region, including LysR-like regulator (ttud),
membrane protein (ttuB), tartrate dehydrogenase (ttuC and ttuc'),
enzyme degrading primary tartrate degradation pro...
Length = 11,928

Plus Strand HSPs:

Score = 255 (70.5 bits), Expect = 3.4e-09, Sum P(2) = 3.4e-09
Identities = 83/123 (67%), Positives = 83/123 (67%), Strand = Plus / Plus

Query: 1757 TCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTC 1816

L0 T FOLVL TR 0 P01 o e 11
Sbjct: 130 TCGAGGRAATCGCGTTTCAGACGARCCTCCTGGCGCTGAACGCGGGCGTCGAGGTGGCAC 249

Query: 1817 GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCG 1876
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SAREE |l NN O R AN N R N B
Sbjct: 250 GGGCGGGCGAGGCTGGGARAGGGTTTGCGGTCGTCGCGCAGGAAGTCAGGGARCTAGCCC 309

Query: 1877 AAC 1879

I
Sbjct: 310 AGC 312

Score = 84 (23.2 bits), Expect = 3.4e~-09, Sum P(2) = 3.4e-09
Identities = 32/51 (62%), Positives = 32/51 (62%), Strand = Plus / Plus

Query: 1903 ATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCGACCGTCACGACAAACGCCACGAAC 1953

LLE T T e LELVTRETrenie e 11
Sbjct: 8316 ATCAAGGCCAACGAAGTGCACGCCTACGCCGTCACGACAARAGCCCGGATC 8366

gb|U96487|DSUYS6487 Desulfurococcus Sp. SY V-ATPase proteolipid gene,

Length = 8391
Plus Strand HSPs:

Score = 243 (67.1 bits), Expect = 4.5e-09, P = 4.5e-09
Identities = 79/117 (67%), Positives = 79/117 (67%), Strand = Plus / Plus

Query: 1764 CGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGG 1823

FET 1T PELVLTLRLL b D T P o b e Lt 1 1 11
Sbjct: 7457 CGTGGCGAAGCAGACCAACCTCGTTGCCCTGAACGCCTCGATAGAGGCCGCGAGAGCCEE 7516

Query: 1824 AGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACA 1880

[ L N A I AR
Sbjct: 7517 GGAAGCGGGAAGGGGCTTCGCGGTTGTTGCCGATGAGATTCGAAAGATGGCCGTTCA 7573

emb | X955898 |HSHTPIVAV H.salinarium htpIV and htpV gene
Length = 4287

Minus Strand HSPs:

Score = 231 (63.8 bits), Expect = 4.4e-08, P = 4.4e-08
Identities = 103/174 (59%), Positives = 103/174 (59%), Strand = Minus / Plus

Query: 1902 GCTCTGAACCAGGATGCGGACCTGTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGC 1843

[l R S S Prron |
Sbjct: 3008 GCGCTGGCTCTCGGTGGCCAGCTCTTTGACCTCGTCGGCGACCACGGCGAAGCCGTCCCE 3067

Query: 1842 AAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAG 1783

[T 1t EDELTVIVTRRCE b el 0 ey 1)y
Sbjct: 3068 GTTGCTACCGCCGCCCGATCCCGCACGAGCGGCTTCGATGTTGGCGTTCAACGCCAGCAT 3127

Query: 1782 GTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTCCGACTTTCGAGACGACGGTGACGATTTCGAT 1729

PELLTEEE o prrlh ner o | CEE L e 1
Sbjct: 3128 GTTCGTCTGCTCGGCGATGTCGCTGATGAGCTCCGCGATGTCGTCGATCTCGGT 3181

emb | Y09534 | RLSPRLVCP R.leguminosarum Symbiosis Plasmid DNA, rlvCP gene
Length = 3696

Plus Strand HSPs:

Score = 230 (63.6 bits), Expect = 5.3e~-08, P = 5.3e-08
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Identities = 90/145 (62%), Positives = 90/145 (62%), Strand = Plus / Plus

Query: 1735 ATCGTCACCGTCGTCTCGARAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTC 1794

L1 A LI Frd FECEEELD teere et
Sbjct: 1796 ATCICCAGTATTGTCGGGGTCATCGACGAAATCGCGTTTCAGACCAATCTTCTGGCGCTC 1855

Query: 1795 AACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGG 1854

PEVTE LD e b e 1 [ BRI
Sbjct: 1856 AACGCAGGCGTCGAGGCGGCACGATCCGGCGAGGCAGGAAAAGGTTTCGCAGTGGTTGCC 1915

Query: 1855 GACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC 1879

FAb et 100 Il
Sbjct: 1916 CAGGAGGTGCGGGAGCTTGCTCAAC 1940

gb|U23040|RLU23040 Rhizobium leguminosarum bv. viciae putative
glycerol-3-phosphate transport protein (ugpC) gene, partial cds,
and chemoreceptor protein (mcpA), putative
2-hydroxychromene~2-carboxylate isomerase, and putative alcohol
dehydro...
Length = 3931

Plus Strand HSPs:

Score = 230 (63.6 bits), Expect = 5.3e-08, P = 5.3e-08
Identities = 90/145 (62%), Positives = 90/145 (62%), Strand = Plus / Plus

Query: 1735 ATCGTCACCGTCGTCTCGARAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCARCCTTCTCGCGCTC 1794

i1l R LI I T FELEELTE Tertr b
Sbjct: 1797 ATCTCCAGTATTGTCGGGGTCATCGACGAAATCGCGTTTCAGACCAATCTTCTGGCGCTC 1856

Query: 1795 AACGCCGCCATCGARGCCGCTCGTGCGGGAGARCACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGE 1854

PELTE Lt el i 11 R i1l
Sbjct: 1857 AACGCAGGCGTCGAGGCGGCACGATCCGGCGAGGCAGGAAAAGGTTTCGCAGTGGTTGCC 1916

Query: 1855 GACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC 1879

I
Sbjct: 1917 CAGGAGGTGCGGGAGCTTGCTCAAC 1941

gb[U53365 |HSU53365 Halobacterium salinarium transducer HtI protein
(HtI) gene, complete cds
Length = 2317

Plus Strand HSPs:

Score = 228 (63.0 bits), Expect = 7.6e-08, P = 7.6e-08
Identities = 68/96 (70%), Positives = 68/96 (70%), Strand = Plus / Plus

Query: 1729 ATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGARAGTCGGAGACGTCGCGECCCAGACCARCCTTCTC 1788

e e oot ! CED VDT b b ter 1ot
Sbjct: 1665 ACCGAGATCGACGACATCGCGGAGCTCATCAGCGACATCGCCGAGCAGACGAACATGCTG 1724

Query: 1789 GCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGA 1824

EEE T L L ey -
Sbjct: 1725 GCGTTGAACGCCAACATCGAAGCCGCTCGTGCGGGA 1760

gb|L26021 | DVUDCRL Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrl) gene,
partial cds.
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Length = 186
Plus Strand HSPs:

Score = 218 (60.2 bits), Expect = 2.0e-07, P

= 2.0e-07
Identities = 58/76 (76%), Positives = 58/76 (76%

), Strand = Plus / Plus

Query: 1804 ATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTC 1863

FULEEPeebr o el 1l LEVTE UEELL e e teeert i
Sbjct: 1 ATTGAAGCCGCACGCGCGGGCGAGAGTGGACGAGGTTTTGCGGTGGTCGCGGACGAGGTG 60

Query: 1864 CGGAACTTGTCCGARAC 1879

o b b
Sbjct: 61 CGCAAGCTTGCCGARAC 76

gblL26020 |DVUDCRK Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrK) gene,
partial cds.
Length = 180

Plus Strand HSPs:

Score = 213 (58.9 bits), Expect = 5.2e-07, P = 5.2e-07
Identities = 61/84 (72%), Positives = 61/84 (72%), Strand = Plus / Plus

Query: 1798 GCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGARCACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGAC 1857

ITERTLErrieer i pverrtnr il LITre et e et 1l
Sbjct: 1 GCCGCCATCGAAGCGGCCCGTGCGGGCGAGGCGGGACGAGGGTTCGCCGTTGTCGCAGAG 60

Query: 1858 GAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG 1881

AR R R R R R A
Sbijct: 61 GAGGTGCGCAAGCTTGCCGAAAAG 84

gb|U56999 | TPU56993 Treponema pallidum methyl-accepting chemotaxis
protein (mcp-1) gene, complete cds, and potential regulatory
molecule (pfoS/R) gene, partial cds.
Length = 4320

Plus Strand HSPs:

Score = 209 (57.8 bits), Expect = 3.0e-06, P = 3.0e-06
Identities = 77/121 (63%), Positives = 77/121 (63%), Strand = Plus / Plus

Query: 1756 GTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCT 1815

R NI
Sbjct: 2801 GTGGTAGATATTTCAGGACGGACGAATTTACTTGCAATGAACGCAGCGATTGAGGCTGCA 2860

Query: 1816 CGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCC 1875

IR AR R e e R N A R P
Sbjct: 2861 CATGCAGGTGACGCAGGACGCGGTTTTGCGGTGGTAGCGGGGGAAATCCGCTCCCTGGCA 2920

Query: 1876 G 1876

I
Sbjct: 2921 G 2921

gb|L26018 |DVUDCRJ Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (dcrd) gene,
partial cds.
Length = 162
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Plus Strand HSPs:

Score = 162 (44.8 bits), Expect = 0.012, P = 0.012
Identities = 46/66 (69%), Positives = 46/66 (69%), Strand = Plus / Plus

Query: 1816 CGIGCGGGAGARCACGGACGGGGITTTGCGGTCGTCGGGGACGRAGTCCGGAACTTGTCC 1875

AR A N N N R A e e A R A RO N
Sbict: 1 CGTGCNGGNGANGCCGGACGNGGCTTCGCNNTCGTCGCCGACCAGGTGCGCARACTGGCC 60

Query: 1876 GAACAG 1881

I 1l
Sbict: 61 GAARAG 66

emb |Z27239 |HPHAPG H.pylori HAP gene for haemagglutinin/protease

Length = 1459
Minus Strand HSPs:

Score = 136 (37.6 bits), Expect = 3.5, P = 0.97
Identities = 36/47 (76%), Positives = 36/47 (76%), Strand = Minus / Plus

Query: 1865 CGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGC 1819

AR R N R A N A
Sbjct: 1067 CCGACTTCATCGGCAACCACCGCARAACCGCGTCCTTGATCAACCGC 1113

emb |Z77165[MTCY78 Mycobacterium tuberculosis cosmid Y78.
Length = 35,112

Plus Strand HSPs:

Score = 134 (37.0 bits)

; Expect = 5.4, P = 1.0
Identities = 42/61 (68%), Positives =

42/61 (68%), Strand = Plus / Plus

GATCCGAAGTCCATGATTGTCARAAGCGGTGTTCTTCAGTC 713

CGGTC
N N N O N N A FITLL
CGGTCGATCTGCAGGCCAGGCATGGCGATATGGACGTCTATCAGTC 21680

Query: 654 CGACCGTGTTCTG
[t Tt
Sbjct: 21621 CGCCCATGCTCTG

G
!
G
Query: 714 C 714

I
Sbjct: 21681 C 21681

dbj|D86984 |D86984 Human mRNA for KIAAO0231 gene, partial cds
Length = 6248

Plus Strand HSPs:

Score = 133 (36.8 bits), Expect = 6.5, P =1.0
Identities = 49/77 (63%), Positives = 49/77 (63%), Strand = Plus / Plus

Query: 1037 AATATGCCCCGGAAACGATAGAAGAAAAAAGCATCTACAACGCCACCAAGGCCCTTGAGA 1096

BIRRERR NN O A A A B I ol
Sbjct: 50 AATATTCCTTTGAGGCGTTAAGAGAARAAAGCAACTACAGTGACATCCCTGATGTCAAGA 109

Query: 1097 ATCTTTTTACCACCATC 1113

I L
Sbjct: 110 ATGACTTTGCCTTCATC 126
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CBIBLAST Search Kesults

# of database sequences satisfying E: 45
No. of states in DFA: 254 (254 KB)

Total size of DFA: 305 KB (320 KR)

Time to generate neighborhood:
No. of processors used: 4
Time to search database: 15.47u 0.72s 16.19t Real:

Total cpu time: 15.53u 0.74s 16.27t Real: 00:00:05

161
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Parameters:

V=100

‘B=50

H=0

P=4

-ctxfactor=2.00

E=10

Query e As Used ———-—-

Strand MatID Matrix name Lambda K H
+1 0 +5,-4 0.192 0.173 0.357
-1 0 +5,-4 0.192 0.173 0.357

Query

Strand MatID Length Eff.Length E S W T X
+1 0 2262 2241 10. 128 11 0 73
-1 6] 2262 2241 10. 128 11 0 73

Statistics:

Query Expected Observed

Strand MatID High Score High Score Rep
+1 0 135 (37.3 bits) 375 (103.6 bits)

-1 0 135 (37.3 bits) 312 (86.2 bits)

Query Neighborhd Word Excluded Fail

Strand MatID Words Hits Hits Extens
+1 0 2213 282337 22514 25
-1 0 2213 270081 21721 24

Database: Non-redundant GenBank+EMBI-+DDBJ+PDR Sequences
Release date: July 6, 1997
Posted date: 4:41 AM EDT Jul 6, 1997

# of letters in database: 504,522,517

# of sequences in database: 331,983

0.01u 0.00s 0.01t Real: 00:00:00

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAS T/nph-blast

————— Computed -~—-
Lambda K H
same same same
same same same
E2 82
0.024 82
0.024 82
HSPs HSPs
ortable Reported
39 39
12 12
ed Successful Overlaps
ions Extensions Excluded
5145 4678 2
4228 4132 0

00:00:05

7/6/97 8:15 PM




Anexo II: Andlisis de la secuencia de un fragmento de 2.262 pb de DNA de

L. ferrooxidans mediante el programa FASTA.
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>Return-Path: FASTARebi.ac.uk
Date: Sat, 05 Jul 1997 00:42:55 +0000
From: FastAGebi.ac.uk
Subject: L.f
Sender: EMBL FASTA Server <FASTAQebi.ac.uk>
To: mdelgado@canela.med.uchile.cl
FASTA searches a protein or DNA sequence data bank
version 3.0t76 March 25, 1997
Please cite:
W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2443

21009880.seq: 2262 nt
>LLE.
vs EMBL All library

995665321 residues in 1472371 sequences
statistics extrapolated from 50000 to 1473129 sequences

Expectation fit: rho(ln(x))= 7.3034+/~0.000434; mu= 9.7589+/~ 0.030;

mean var=128.0813+/-22.721

FASTA (3.06 Sept, 1996) function (optimized, DNA matrix) ktup
join: 73, opt: 58, gap-pen: -16/ -4, width: 16 reg.-scaled
Scan time: 79.730

The best scores are:

DVDCRG 7795126016 Desulfovibrio vulgaris
DVDCRC 7/95L26012 Desulfovibrio vulgaris
DVDCRE 7/95L26014 Desulfovibrio vulgaris ( 234) 162 162
PAPCTA 4/96D50642 Pseudomonas aeruginosa (2157) 333 333
DVRBORUB 3/92M81168 Desulfovibrio vulgaris (3264) 329 329
_ DVDCRF 7/95L.26015 Desulfovibrio vulgaris ¢ ( 225) 297 297
DVDCRI 7/95L26018 Desulfovibrio vulgaris ¢ { 270) 291 291
HSU75436 11/96U75436 Halobacterium salinar (1700) 138 138
DV30319 3/97U30319 Desulfovibrio vulgaris (3663) 252 252
CCMCPA crescentus mcpA gene. 7/92X66502 C. (3169) 292 292
DVDCRD 7/951.26013 Desulfovibrio vulgaris ¢ ( 219) 249 249
EACHEW 3/92M26411 Enterobacter aerogenes, (5015) 294 294
RCMCPAB 8/96L48927 Rhodobacter capsulatus (5186) 274 274
NPSOHTITI 235086 N.pharaonis sopIT and htrI (3058) 290 290
NPSOHTII Z35086 N.pharaonis sopII and htrI (3058) 290 290
CTSNTRND 04736 Clostridium thermocellum ( (1960) 195 195
RM13166 2/96U13166 Rhizobium meliloti RU11 (9857) 273 273

( 282) 318 318
( 270) 312 312

o a a a

163

HI )

375
366
366
361
360
360
351
334
324
324
327
320
319
318
318
316
306

336.3
328.6
329.6
310.8
307.3
324.5
315.4
288.5
274.7
275.6
295.5
269.1
268.0
270.6
270.6
271.7
252.4

initn initl opt z-sc E(1473129)

2e-11
5.5e-11
5.6e~-11
6.7e~11

Te-11
1l.1le-10

3e~10
1.5e-09
4.1e-09
4.2e-09
4.7e-09
6.1e-09
6.7e~-09
8.3e-09
8.3e-09
1.1le~08
2.6e-08




HSU74668 5/97U74668 Halobacterium salinari (1480) 237 237 294 254.0
PAPILHIJ 7/95122036 Pseudomonas aeruginosa (3224) 192 192 292 247.3
RSMCPAGE X86707 R.sphaeroides mcpA gene. 5 (3069) 208 208 291 246.7
STTAR J01809 s.typhimurium aspartate recep (1922) 124 124 290 248.8
ECCHE2 J01705 E.coli tar and tap genes cod (3465) 234 234 288 243.3
VCHLYA 6/97Y00557 Vibrio cholerae DNA for (11162) 253 253 283 231.3
VCHLYB 9/93X16945 Vibrio cholerae hlyB gen (2915) 253 253 283 240.0
ECUW93 U14003 Escherichia coli K-12 chromo (72727) 268 215 276 213.0
ECUWI3 U14003 Escherichia coli K-12 chromo (56674) 215 215 276 214.6
ECAE506 1/97Re000506 Escherichia coli from (10256) 268 215 276 225.7
ECTSR J01718 E.coli tsr gene coding for me (1789) 215 215 276 236.9
ECISRX coli gene tsr coding for the serine (1788) 215 215 276 236.9
HSU62676 9/96U62676 Halobacterium salinari (3100) 126 126 269 227.2
AV32375 . . 7/97U32375 Agrobacterium vitis (11928) 93 93 264 214.1
AV32375 . . 9/96U32375 Agrobacterium vitis (11327) 93 93 264 214.4
R1,23040 viclae putative glycerol-3-phospha (3931) 112 112 261 218.6
RLSPRLVCP Y09534 R.leguminosarum Symbiosis (3696) 112 112 261 219.0
STTCPCHEM 3/93L06029 Salmonella typhimuriu (1840) 228 228 262 224.4
D5U96487 SY V-ATPase proteolipid gene, par (8391) 90 90 255 208.4
ECG K02073 E.coli Trg sensory transducer p  (1729) 234 234 257 220.4
HSU75439 11/96U75439 Halobacterium salinar (2498) 118 118 256 217.1
HSHTPIVAV X95589 H.salinarium htpIVv and ht (4287) 118 118 247 205.7
RSAES6 NGR234 plasmid pNGR234a from bases (11237) 214 214 234 188.0
BSMCPCGEN X97385 B.subtilis mcpC gene. 4/9 (3135) 79 79 233 195.3
HSU53365 10/96U53365 Halobacterium salinar . (2317) 132 132 228 192.8
DVDCRL 3/94L26021 Desulfovibrio vulgaris ¢ ( 186) 212 212 218 200.3
DVDCRK 7/95L26020 Desulfovibrio vulgaris c { 180) 112 112 213 196.1
TMPMRFDNA X85171 T.maritima por, mcpll, rf (5728) 138 138 185 149.0
CEUC50F2 1/97U80445 Caenorhabditis elegans (29214) 78 78 169 124.4
HSAB2390 7/97Ab002390 Human mRNA for KIAAQ (5435) 105 105 164 130.8
DVDCRJ 7/95L26019 Desulfovibrio vulgaris ¢ ( 162) 89 89 168 157.0
ATU43652 12/96U43652 Arabidopsis thaliana (4868) 141 81 160 128.0
CET12C9 10/96U41104 Caenorhabditis elegans (28436) 90 90 157 113.9
>>DVDCRG 7/95L26016 Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (282 nt)
initn: 318 initl: 318 opt: 375 Z-score: 336.3 expect() 2e-11
79.167% identity in 120 nt overlap

1740 1750 1760 1770 1780 1790
L.£. GAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCG
DVDCRG TCCATCGGGCAGATCATGAACGTCATCTCCGACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCG

30 40 50 60 70

164

80

1.4e-07
1.6e~07
1.8e-07
2.1e-07
2.4e-07
3.5e~07
4.4e-07
5.6e-07
5.8e-07
7.8e~07
1l.1le~-06
1.1le-06
2.1le-06
3e-06
3e~06
5.1e~06
5.1e-06
5.1e-06
8.8e-06
9.2e-06
9.6e-06
2.4e-05
9e-05
0.00013
0.00023
0.0011
0.002
0.026
0.12
0.28
0.33
0.46
0.47




1800

1810 1820 1830 1840 1850
L.E. CTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTC
DVDCRG CTCAACGCCGCCATCGAAGCGGCGCGGGCGGGTGAAGCCGGAAGGGGATTCGCCGTCGTC
90 100 110 120 130 140
1860 1870 1880 1890 1900 1910
L.f. GGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAG
DVDCRG

GCGGACGAGGTTCGCAAGCTTGCCGAGAAGACCATGAATGCCACGCAAGAGGTGCGCCGT
150 160 170 180 190 200

>>DVDCRC 7/95126012 Desulfovibrio wvulgaris chemoreceptor

(270 nt)
initn: 312 initl: 312 opt: 366 Z-score: 328.6 expect () 5.5e-11
77.500% identity in 120 nt overlap

1740 1750 1760 1770 1780 1790
L.E. GAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCG
DVDCRC GCCATCGGGCATGTCATGAACGTCATCAACGACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCC
30 40 50 60 70 80
1800 1810 1820 1830 1840 1850
L.f. CTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTC
DVDCRC CTCAACGCCGCCATCGAAGCGGCCCGTGCGGGTGANGCGGGACGGGGCTTCGCNNTCGTG
20 100 110 120 130 140
1860 1870 1880 1890 1900 1910
L.f. GGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAG
DVDCRC

GCCGATGAAGTCCGCAAGCTTGCCGAAAAGACCATGGGTGCGACCAAGGAGGTGGGCGAC
150

160 170 180 180 200

>>DVDCRE 7/95L.26014 Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor

(234 nt)
initn: 162 initl: 162 opt: 366 Z-score: 329.6 expect() 5.6e-11
68.421% identity in 171 nt overlap

1690 1700 1710 1720 1730
L.f.

1740
GCTTCACAGATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCG———AAATCGTC
DVDCRE

TCCAAGAGGGCAGACGCCATCGGTCAGATCATG

10 20 30
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1750 1760 1770 1780 1790 1800

L.E. ACCGTCGTCTCGARAGTCGGAGACGTCGCGEECCCAGACCARCCTTCTCGCGCTCAACGCE

DVDCRE TCTGTCATCTCGGACATCGCCGACANCGCCGACCAGACCARCCTGCTGGCGCTCARCECT
40 50 60 70 80 90

1810 1820 1830 1840 1850 1860

L.E. GCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGEGET T T TGCGETCGTCGCGGACGAR

DVDCRE GCCATCGAGGCTGCACGGGCCEGAGAGGCTGGCCGCGGC T TCGCNNCTGTCGCCCACGAG
100 110 120 130 140 150

1870 1880 1890 1900 1910 1820

L.f. GTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGAT

DVDCRE GTGCGCAAGCTCGCCGAAAAGACCATGAACGCCACCAAGGAAGTGGATTCCGCCATACGG
160 170 180 190 200 210

>>PAPCTA 4/96D50642 Pseudomonas aeruginosa DNA for transd (2157 nt)
initn: 333 initl: 333 opt: 361 Z-score: 310.8 expect () 6.7e-11
68.902% identity in 164 nt overlap

1740 1750 1760 1770 1780 1790
L.E. GAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCG
PAPCTA AACATCGGCCAGATCCTCGAAGTGATCAAGGGCATCTCCGAGCAGACCAACCTGCTCGCC
1500 1510 1520 1530 1540 1550
1800 1810 1820 1830 1840 1850
L.E. CTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTC
PAPCTA CTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCGCGCGCCGGCGAGGCCGGACGCGGCTTCGCAGTGGTC
1560 1570 1580 1590 1600 1610
‘1860 1870 1880 1890 1900 1910
L.E. GGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAG
PAPCTA GCCGACGAGGTGCGCAACCTGGCCCATCGCGCCCAGGAGTCGGCCCAGCAGATCCAGAAG
1620 1630 1640 1650 1660 1670
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19820 1930 1340 1850 1960 1970

L.E. AAAATGGATCAGGTTTCGACCGTCACGACAAACGCCACGAACACATTCGACTCGTTCGCT
PAPCTA ATGATCGAAGAGCTGCAAGTCGGCGCCCGCGAGGCGGTGGCCACCATGACCGAGAGCCAG
1680 1690 1700 1710 1720 1730

>>DVRBORUB 3/92M81168 Desulfovibrio vulgaris chemorecepto (3264 nt)
initn: 329 initl: 329 opt: 360 Z-score: 307.3 expect () 7e-11
70.440% identity in 159 nt overlap

1700 1710 1720 1730 1740 1750
L.f. ATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCG
DVRBOR GCCGAATCGCTGCATGAACTGGCACGCAGGGCGGACA———ACATCGGGCGCGTCATCGAG
1640 1650 1660 1670 1680 1690

1760 1770 1780 1790 1800 1810
L.f. AAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCC
DVRBOR GTCATCAACGAAATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCACTCAACGCCGCCATCGAGGCC
1700 1710 1720 1730 1740 1750

1820 1830 1840 1850 1860 1870
L.f. GCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTG
DVRBOR GCCCGTGCAGGAGATGCCGGACGCGGCTTCGCGCTGGTGGCCGACGAGGTCCGCAAACTG
1760 1770 1780 1790 1800 1810

1880 1890 1900 1910 1920 1930
L.E. TCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCGACC
DVRBOR GCCGAGAAGACCATGGTGGCCACACGCGAAGTGGAACAGGCCATCGCGGCCATCCAGCAG
1820 1830 1840 1850 1860 1870

>>DVDCRE 7/95L26015 Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (225 nt)
initn: 297 initl: 297 opt: 360 Z-score: 324.5 expect() 1l.le-10
70.440% identity in 159 nt overlap

1700 1710 1720 1730 1740 1750
L.E. ATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCG
DVDCRF GCCGAGGCCATCGGACGCATCATGGACGTC———
i0 20 30
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L.f.

DVDCRF

L.f.

DVDCRFE

L.E.

DVDCRI

L.E.

DVDCRI

1760 1770 1780 1790 1800 1810
AAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCC

———ATCAACGACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTTGCCCTCAACGCCGCCATCGAGGCC
40 50 60 70 80

1820 1830 1840 1850 1860 1870
GCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTG

GCCCGTGCGGGTGAGGCGGGGCGCGGCTTTGCGCTCGTAGCCGACGAAGTGCGCAAACTC
90 100 110 120 130 140

1880 1830 1900 1910 1920 1930
TCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCGACC

GCCGAGAAGACCATGGGTGCCACCAAGGAGGTGGGCGACGCGGTGCAGGCCATGCAGAGT
150 160 170 180 is0 200

>>DVDCRI 7/95L26018 Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (270 nt)
initn: 291 initl: 291 opt: 351 Z-score: 315.4 expect() 3e-10
70.748% identity in 147 nt overlap

1710 1720 1730 1740 1750 1760
ATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGAC

GGACGAACTCGGACNCGTGCCGGGGGTATCGGGGCCATCATGGGGGTCATCGGTGAC
10 20 30 40 50

1770 1780 1790 1800 1810 1820
GTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGA

220 s e essce ssomsaade 2% s e e amass s mesvece ® s ee esesma - .
“e*ed ¢ euessas esammesacs % eereseeas asacaoeoean 2 eae saasea ..

ATCGCCGACCAGACGAACCTTCTGGCACTCAACGCGGCCATCGAGGCGGCCCGTGCAGGC
60 70 80 20 100 110

1830 1840 1850 1860 1870 1880
GAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTC

GATGCCGGACGGGGCTTCGCCGTNGTCGCCGACGAAGTGCGCAAACTCGCAGAGAAGACC
120 130 140 150 160 170
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L.E.

DVDCRI

L.E.

HSU754

L.E.

HSU754

L.f.

HSU754

L.f.

HSU754

L.E.

HSU754

1880 1300 1910 1920 1930 1840
CGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCGACCGTCACGACAAAC

ATGAACGCCACGCGCGAGGTCGGCGACGTGCGTGCCATACAGGACGGCACCCGCGCCAGT

180 180 200 210 220 230

>>HSU75436 11/96U75436 Halobacterium salinarium transduce (1700 nt)
initn: 138 initl: 138 opt: 334 Z-score: 288.5 expect() 1.5e-~-09
64.03%% identity in 203 nt overlap

1700 1710 1720 1730 1740 1750
ATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCG

GCGGGCGTCGAACAGCTCGGCGAGCGCGCCGCCGACGTCGAATCAGTGACCGGCGT—-—G
1010 1020 1030 1040 1050

1760 1770 1780 1750 1800 1810
AAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCC

. - -

.. es e ewmw
.. es s oceee a  azaes .o

A———TCGACGACATCGCCGAGCAGACGAACATGCTGGCGCTGAACGCGTCCATCGAGGCC
1060 1070 1080 1090 1100 1110

1820 1830 1840 1850 1860 1870
GCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTG

GCCCGCGCCGGGGAGGCGGGCGAGGGGTTTGCGGTCGTCGCCGACGAGGTCAAGGCCCTC
1120 1130 1140 1150 1160 1170

1880 1890 1900 1910 1920 1930
TCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCGACC

. . . .

.
.« as

GCCGAGGAGTCCCGCGAGCAGTCCACGCGCGTCGAGGAGCTCGTCGAGCAGATGCAGGCG
1180 1190 1200 1210 1220 1230

1940 1950 1860 1970 1980 1990
GTCACGACAAACGCCACGAACACATTCGACTCGTTCGCTTCCGTCGTCGAAGACGTCACG

GAGACCGAGGAGACGGTCGACCAGTTGGACGAGGTCAACCAGCGCATCGGCGAGGGCGTC
1240 1250 1260 1270 1280 1290
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>>DV30318 3/97U30319 Desulfovibrio vulgaris chemoreceptor (3663 nt)
initn: 252 initl: 252 opt: 324 Z-score: 274.7 expect() 4.1e-09
66.667% identity in 162 nt overlap

1690 1700 1710 1720 1730 1740
L.£. CAGATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTC
Dv3031 CGCCTCAACACCGCCATGGCCCGCCTCGGTGAAGAGGCCGACAGCATCGGCAAGGTCATG
2190 2200 2210 2220 2230 2240
1750 1760 1770 1780 1730 1800
L.E. TCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAA
DvV3031 TCCGTCATCTCCGACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCCCTCAACGCAGCCATCGAG
2250 2260 2270 2280 2290 2300
1810 1820 1830 1840 1850 1860
L.E. GCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAAC
Dv3031 GCGGCAAGGGCGGGGGACGCCGGGCGCGGGTTCGCCGTGGTGGCCGACGAAGTGCGCAAA
2310 2320 2330 2340 2350 2360
1870 1880 1890 1900 1310 1920
L.E. TTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCG
DV3031 CTCGCAGAGAAGACCATGCAGGCGACAGGCGAGGTCGGCAGTGCCGTCACGCGCATACAG
2370 2380 2390 2400 24190 2420
>>CCMCPA crescentus mcpA gene. 7/92X66502 C. (3169 nt)

initn: 292 initl: 292 opt: 324 Z-score: 275.6 expect () 4.2e-09
65.608% identity in 189 nt overlap

1670 1680 1690 1700 1710 1720
L.E. CCATGGACAAGACCGCTTCACAGATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTC—
CCMCPA ATAGCGGTCAGGTCGTGCACCAGGCAGTCTCGGCCATGGGCGAGATC—GAGAAGAGCTCG
2190 2200 2210 2220 2230 2240
1730 1740 1750 1760 1770 1780
L.E. ATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTC
ccMCrA GGCCAGATCAGCCAGATCATCGGGGTCATCGACGAAATCGCCTTCCAGACCAACCTTCTG
2250 2260 2270 2280 2290 2300
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1790 1800 1810 1820 1830 1840
L.E. GCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTC
CCMCPA GCCCTGAACGCAGGCGTCGAAGCCGCCCGGGCGGGCGAGGCGGGCCGCGGCTTCGCGGTC
2310 2320 2330 2340 2350 2360
1850 1860 1870 1880 1890 1900
L.f. GTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAG
CCMCPA GTCGCTCAGGAAGTCCGGGCCCTGGCCCAGC—GCTCGGCCGAGGCCGCCAAGGAGATCAA
2370 2380 2390 2400 2410 2420
1910 1920 1830 1940 1950 1960
L.E. GAGAAAATGGATCAGGTTTCGACCGTCACGACAAACGCCACGAACACATTCGACTCGTTC
CCMCPA

GGCTCTGATCTCCAGCTCGACCCAGCAGGTCAGCCAAGGCGTGAGCCTGGTGGGTCAAAC
2430 2440 2450 2460 2470 2480

2262 residues in 1 query sequences

995665321 residues in 1472371 library sequences
Tcomplib (4 proc) [version 3.0t76 March 25, 1997]
start: Sat Jul 5 00:37:18 1997 done: Sat Jul 5 00:41:27 1997

Scan time: 79.730 Display time: 0.090

Function used was FASTA
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Anexo III:  Anélisis de la secuencia de 577 aminodcidos de la proteina Lerl

de L. ferrooxidans mediante el programa BEAUTY.
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AT +DEAUT Y Searcn Kesuns ~httpT7dot imgen. bem. (e, e 933 Lcgi-bi...ela.med - ichile.cl&pro gram_name=beauty_nr

BLASTP+BEAUTY Search Results

BLAST search performed using the National Center for Biotechnology Information's BLAST WWW
Server.

BEAUTY post-processing provided by the Human Genome Center, Baylor College of Medicine.

BEAUTY Reference: Kim C. Worley, Brent A. Wiese, and Randall F. Smith (1995). BEAUTY: an
enhanced BLAST-based search tool that integrates multiple biological information resources into
sequence similarity search results. Genome Research 5- 173-184.

BLASTP 1.4.9MP [26-March-1996] [Build 14:27:01 Apr 1 1996]

Reference: Altschul, Stephen F., Warren Gish, Webb Miller, Eugene W. Myers, and David J. Lipman
(1990). Basic local alignment search tool. J . Mol. Biol. 215:403-10.

Query= Letl (577 letters)

EchoFilter:

>lcl|LcrI

MTSLRSIILRNVYMVGSVIVLTTFMSLWTAHRVSVQSVEVQKTMQLLASLQSVEXXXXXX
XXXXXXXEVNGGSGDEIlREFDRVLAVDPKSMIVKSGVLQSKGMLKFIKIMKDRHARSQM
IASVRNQATLIRKEWAGARFNEIEQKQALSLKNLQYLVFESRIMAGIAGILAVGMLILLY
FRMDRLSDHLRQLADNIQAVATFQSRGLEYAPETIEEKSIYNATKALENLFTTITTSMTH

GDEVRNLSEQVRIXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXEDVTTHIREIGQEMNQL
LDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQALIS

Database: Non-reduﬁdant GenBank CDS translations+PDB+Sw1'ssProt+SPupdate+PIR 265,580
sequences; 75,207,389 total letters, '

Smallest
Sum

High Probability
Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Score P(N) N
gil462366lsplP SENSORY RHODOPSIN T TRANSDUCER (HTR-TI) 60 0.013 4
gil462365|splP SENSORY RHODOPSIN I TRANSDUCER (HTR-1I) 49 0.094 4
gi|555515 (M58577) calpactin I (annexin II) heavy ch... 78 0.13 1
gi|479430|pir| hypothetical protein - Wolinella succinoge... 47 0.43 2
gi 113953|sp|P ANNEXIN II TYPE IT (LIPOCORTIN I1) (caLPAC... 73 0.52 1
gil1527137 (U62676) phototaxis transducer IT [Halobac. .. 52 0.73 4
gil2213624 (AC000103) F21J9.16 [Arabidopsis thaliana] 52 0.91 3
gi|806524[gnl| (D32137) oviduct-specific glycoprotein (MO. .. 60 0.95 2
gil1100874 (U39068) AcfB [Vibrio cholerae] 58 0.97 4
gilll704lGlspl SENSORY RHODOPSIN IT TRANSDUCER (HTR-II) 48 0.99 3
gil729201lsplQ PUTATIVE SENSORY TRANSDUCER PROTEIN 55 0.997 3
gil1352653|sp] P115 PROTEIN >gi|150165 (M34956) 115 kDa 57 0.9994 2
gi|99066|pir|}] P115 protein - Mycoplasma hyorhinis (SGC3) 57 0.9994 2
gil431739 (1.25660) accessory colonization factor [vi... 58 0.9997 4
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BLASTPFBEAUTY Scarch Resulfs http://dot.imgen. bem. tmc.edu:933 I/cgi-bi...e]a.med.uchile.cl&program_namc=beauly_nr

Locally-aligned regions (HSPs) with respect to dquery sequence:

Locus_ID
gi|462366|sp|P33955|H
gil462365[sp|P33741|H
gi|555515
9gi]479430|pir]|S33854
gi|113953|sp[P24801]A
gi|1527137

gi|2213624
gil806524|gnl|PID|d10
gi[1100874
gi|1170416/sp|P42258]
gi]729201]sp[Q02929]|C
gi|1352653(sp|P41508]
gi|99066|pir||J00894
gil431739

|
|

|
T

Query sequence: | | | | 577

0 150 300 450

Note:In the alignments click on E3 to return to the respective one line description, or (if available) on
to extract the entry from the database.

Use the E and R icons to retrieve links to Entrez:

E = Retrieve Entrez links (e.g., Medline abstracts, FASTA-formatted sequence reports).
R = Retrieve links to Related sequences (neighbors).
Use the Q icon (if present) to retrieve links to the Sequence Retrieval System (SRS).

E R||S| 9i14623661sp1P33955|5TR1_HALSA SENSORY RHODOPSIXN I TRANSDUCER (HTR-T

(METHYL-ACCEPTING PHOTOTAXIS PROTEIN I) (MPP-I)
>gi]280349|pir| |S28466 transducer rhodopsin - Halobacterium
salinarium )

Length = 536

Local hits (HSPs) :

Annotated Domains: - _
Database sequence: I | ] | | 536
0 150 300 450

Annotated Domains:
Entrez Domain: CYTOPLASMIC. 2..14
Entrez Transmembrane region 15..29
Entrez Domain: EXTRACELLULAR. 30..39
Entrez Transmembrane region 40..55
Entrez Domain: CYTOPLASMIC. 56..536
Entrez methylation site 266
Entrez methylation site 273
Entrez methylation site 280
Entrez methylation site 464
Entrez methylation site 473
PROSITE AA__TRNA_LIGASE__II_Z: Aminoacyl-transfer 452..4¢41
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SLAS TPFBEAUTY Searcir Kestils BEp.s so.sngen. bem tme edu:93317cgi-bi, ..ela.med.uclu]e.cl&program_name=beauty_nr

Score = 60 (27.2 bits), Expect = 0.013, Sum P(4) = 0.013
Identities = 11/45 (24%), Positives = 24/45 (53%)

Query: 524 EDVTTHIRE IGQEMNQLLDGVKKMGSTVSS TEQTASRTGTALQOQV 568
E HIR I 4444 4 4 4+ T S +T T Thiisy
Sbjct: 414 ESTLLHIRTIADSISEVSNSIDEIQRTTSEQAETVQSTATSVERV 458

Score = 46 (20.8 bits), Expect = 0.013, Sum P(4) = 0.013
Identities = 9/16 (56%), Positives = 13/16 (81%)
Query: 161 SRIMAGIAGILAVGMI 176
S I+AGIAG+HL +G +
Sbjct: 37 STIVAGIAGLLTLGSI 52
Score = 44 (19.9 bits) Expect = 0.013, Sum P(4) = 0.013

’
Identities = 8/58 (13%), Positives = 26/58 (44%)

Query: 376 LDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVME 433
+D t+ + 4+ 4+ MSH+T 4+ o+ +E V+ ++  + RT 4+ .
Sbjct: 194 MDDLQATVRTVTTVADE IEAKTERMSETSADIEASAGDTVEAVSKIESQPNDQRTELD 251

Score = 41 (18.6 bits), Expect = 0.031, Sum P(4) = 0.031
Identities = 9/69 (13%), Positives = 33/69 (47%)

Query: 354 SMKNLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSS 413
++ o+t +++T 8 + 4+ + E+ 4T+ + S +++ ++ S
Sbjct: 235 AVSKIESQPNDQRTELDSAADDVQQVSASAEEIAATIDDLASRSEDVATASDAARDSSKS 294

Query: 414 ALETVTSMD 422
AL+ ++S++
Sbijct: 295 ALDEMSSIE 303

Score = 39 (17.7 bits), Expect = 0.013, Sum P(4) = 0.013
Identities = 7/14 (50%), Positives = 12/14 (85%)

Query: 479 VVGDEVRNLSEQVR 492
VV DEV+H+L+E+ +
Sbijct: 362 VVADEVKDLAEETQ 375

=f ?g IE I{ ﬁ; gi|462365[splP33741lHTRI_HALHA SENSORY RHODOPSIN T TRANSDUCER (HTR-I

(METHYL—ACCEPTING PHOTOTAXIS PROTEIN I) (MPP-I)
>gi]421715|pir||A47190 methyl-accepting transducer HtrI -
Halobacterium halobium >gi| 305352 (1.05603) sensory rhodopsin I
transducer [Halobacterium halobium]

Length = 536

Local hits (HSPs):

Annotated Domains:
Database sequence: ] | ] | | 536
0 150 300 450

Annotated Domains:
Entrez Domain: CYTOPLASMIC. 2..14
Entrez Transmembrane region 15..29
Entrez Domain: EXTRACELLULAR. 30..39
Entrez Transmembrane region 40..55
Entrez Domain: CYTOPLASMIC. 56..536
Entrez methylation site 266
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Entrez
Entrez
Entrez
Entrez

PROSITE

BLASTPFBEAUTY Search Kesults hitp://dot.amgen. bem. tinc.edu:933 1/cgi-bi.-ela. med uchile. cl&program_nam?beauty_nr

methylation site 273
methylation site 280
methylation site 464
methylation site 473

AR _TRNA LIGASE IT 2: Aminoacyl-transfer 452..461

Score = 49 (22.2 bits)
Identities

Query: 376 LDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVME 433
Sbhijct: 194 MDDLQATVRTVTTVADEIEAKTERMSETSADIEASAGDTVEAVSKIESQANDQRTELD 251

Score = 48 (21.7 bits), Expect = 0.098, sum P(4) = 0.094
Identities = 10/45 (22%), Positives = 22/45 (48%)

Query: 524 EDVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQV 568
Sbjct: 414 ESTLRDIRTIADSIAEVSNSIDEIQRTTSEQAETVQSTATSVERV 458

Score = 46 (20.8 bits),
Identities = 9/1¢ (56%), Positives = 13/16 (81%)

Query: 161 SRIMAGIAGILAVGMI, 176

Sbjct:

Score = 46 (20.8 bits), Expect = 0.23, sum P(4) = 0.21
Identities = 10/69 (14%), Positives = 34/69 (49%)

Query: 354 SMKNLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSS 413
Sbjct: 235 AVSKIESQANDQRTELDSAADDVQQVSASAEEIAATIDDLASRSEDVATASDAARDSSKS 294
Query: 414 ALETVTSMD 422
Sbjct: 295 ALDEMSSIE 303

Score = 41 (18.6 bits), Expect = 0.71, Sum P(4) = 0.51
Identities = 11/52 (21%), Positives = 20/52 (38%)

Query: 524 EDVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQAL 575
Sbjct: 386 EKVTAQTEDVTASIQQTRTRVESGSETVESTLRDIRTIADSIAEVSNSIDEI 437

Score = 39 (17.7 bits), Expect = 0.098, Sum P(4) = 0.094
Identities = 7/14 (50%), Positives = 12/14 (85%)

Query: - 479 VVGDEVRNLSEQVR 492
Sbijct: 362 VVADEVKDLAEETQ 375

Score = 37
Identities

Query: 413 SALETVTSMDKTASQMRTVMEKN 435

Sbjct:

37 STIVAGIAGLLTLGSI 52

(16.8 bits), Expect = 2.9, Sum P(4) = 0.94
= 9/23 (39%), Positives = 13/23 (569)

53 NAAETVASIKEIAAQTERVANGN 75

r Expect = 0.098, sum P(4) = 0.094
9/58 (15%), Positives = 27/58 (46%)

+D ++ o+ 4 MSH+T 44 o+ +E V+ 4+ A+ RT ++

E IRI 4+ 44+ + 4+ TS 47 7 T++++V

Expect = 0.098, Sum P(4) = 0.094

S I+AGIAGH+L +G +

++ ++ A +++T g *o+ + E 4+ 4T+ o+ 5 4aq + + S

AL+ ++S++

E VT ++ + Q V+ TV ST + ++ +V N +

VV DEV++L+E+ +

+A ETV S+ + A+Q v N
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LASTP¥BEAUTY Search Restlis htip://dot.imgen.bem. tme.edn:933 1/cgi-bi...ela.med.uchile.cl&program_name=beauty_nr

-

-

E R S gi[555515 (M58577) calpactin I (annexin II) heavy chain [Xenopus lae
Length = 290

Local hits (HSPs) :
Annotated Domains:

Database sequence: ] ] | ] | | ] 290
0 50 100 150 200 250
Annotated Domains:
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat 25,.77
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat 97..149
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat 182..234

Score = 78 (35.3 bits), Expect = 0.14, P = 0.13
Identities = 15/78 (19%), Positives = 36/78 (46%)

Query: 279 ERFGVDINRLVGTSIHRFHEHPDRIREILRRIKPLEVRQNMETQIGNYFLGSTSSMIPDS 338
+R G D+ + + RHH ++ E + P 4+ + 4+ 44 + S+t
Sbjct: 179 KRKGTDVTKWITIMTERSHPHLQKVFERYKSYSPYDIEERIKKEVKGDLENAFSNLVQCI 238

Query: 339 EGKPLLYMATFYETTSMK 356
+ KPL + YE+ K
Sbjct: 239 ONKPLYFADRLYESMKGK 256

,E R S gil479430|pir||S33854 hypothetical protein - Wolinella succinogenes
Length = 67

Local hits (HSPs)

Database sequence: | | ] | | 67
0 20 40 60

Score = 47 (21.3 bits), Expect = 0.55, Sum P(2) = 0.43
Identities = 8/2¢0 (40%), Positives = 14/20 (70%)"

Query: 298 EHPDRIREILRRIKPLEVRQ 317
* PDR++ I R +K LE ++
Sbjct: 9 KEPDRVQAIRRAVKELEAQE 28

Score = 34 (15.4 bits), Expect = 0.55, sum P(2) = 0.43
Identities = 9/36 (25%), Positives = 17/36 (47%)

Query: . 343 LLYMATFYETTSMKNLQKVAEERKTRALSTVGQLDG 378
LL + E + QK+ + + LS +G++ G
Sbjct: 30 LLILGKGDEAEQIIGSQKIRMKDRETVLSALGEIRG 65

IE RIS gi1113953lsplP248011ANX2__XENLA ANNEXIN II TYPE II (LIPOCORTIN II) (C

HEAVY CHAIN) (CHROMOBINDIN 8) (P3s6) (PROTEIN I) (PLACENTATL
ANTICOAGULANT PROTEIN IV) {PAP-1IV) >gi|214008 (M58575) calpactin I
(annexin II) heavy chain [Xenopus laevis] >gi|214010 (M58576)
calpactin I (annexin II) heavy chain [Xenopus laevis]

Length = 340

Local hits (HSPs) :
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BLASTP+BEAUTY Search Resulfs

Annotated Domains:

Database sequence:

Annotated Domains:

hitp

150

Entrez Domain: P10 BINDING SITE.
Entrez Repetitive region: ANNEXIN.
Entrez Repetitive region: ANNEXIN.
Entrez Repetitive region: ANNEXIN.
Entrez Repetitive region: ANNEXIN.
Entrez phosphorylation site: (BY PKC).
PRINTS ANNEXINII1: Annexin type II motif I - 2
PRINTS ANNEXIN1: Annexins motif I -~ 8
PRINTS ANNEXINII2: Annexin type II motif IT - 2
PRINTS ANNEXIN2: Annexins motif II - g
PRINTS ANNEXINII3: Annexin type II motif 11T -
PRINTS ANNEXIN3: Annexins motif III - g
PRINTS ANNEXINII4: Annexin type II motif TV - 2
PRINTS ANNEXIN4: Annexins motif IV - g
PRINTS ANNEXINIIS: Annexin type V - 2
PRINTS ANNEXINIIG6: Annexin type II motif Vi - 2
PRINTS ANNEXIN5: Annexins motif v -~ g
PRINTS ANNEXINII7: Annexin type II motif VIii -
PRINTS ANNEXIN6: Annexins motif VI - g
. PRINTS ANNEXIN7: Annexins motif VII - 8

PRINTS ANNEXINIIS: Annexin type II motif VIII -
BLOCKS ANNEXIN: Annexins repeat proteins domain
BLOCKS ANNEXIN: Annexins repeat proteins domain
BLOCKS ANNEXIN: Annexins repeat proteins domain
BLOCKS ANNEXIN: Annexinsg repeat proteins domain
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat
PROSITE ANNEXIN: Annexins repeated domain signat

Score = 73 (33.1 bits), Expect = 0.73, P = 0.52

Identities = 14/78 (17%), Positives = 36/78 (46%)
Query: 279 ERFGVDINRLVGTSIHRFHEHPDRIREILRRIKPLEVRQNMETQIGNYFL
+R G D+ + + RHEH ++E + e I o
Sbijct: 205 KRKGTDVTKWITIMTERSHPHLQKVFERYKSYS
Query: "339 EGKPLLYMATFYETTSMK 356
+ KPL + YE+ K
Sbjct: 265 QNKPLYEADRLYESMKGK 282

EdEE

RiS

300
2..25
43..103
115..175
200..260
275..335
27

2..14
47..69
47..69
87..103
87..103
114..135
114..135
198..224
198..224
254, .261
278..298
278..298
306..321
322..335
322..335
42..94
99..153
186..230
256..309
51..103
123..175
208..260
283..335

e

Length = 765

Local hits (HSPs) :
Database sequence: |
0

Score
Identities = 14/82 (17%

52 (23.6 bits), Expect =

150 3

00

450

1.3, sum P(4) = 0.73

), Positives = 35/82 (42%)

178

600

I
750

I

I

340

GSTSSMIPDS 338

PYDIEESIKKEVKGDLENAFLNLVQCI 264

765
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-

Query:
Sbijct:
Query:
Shbjct:

Score =
Identiti

Query:
Sbijct:

Score =

Query:
Sbijct:

Score =
Identiti

Query:

Sbhjct:

3LASTP+BEAUTY Search Resulis

hitp://do

352 TTSMKNLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTV 411
+T++ + A E+ R GH+D + + E + T+ + T+ + + + 1
482 STAVDEISDGATEQTDRLHEVAGEVDDLSASAEEVAETVASLADTAGQAASAVDDGRQAT 541

412 SSALETVTSMDKTASQMRTVME 433

BA+ET+ + A M+

542 EDAVETMDDVADDAEAAADAMD 563

50 (22.7 bits), Expect = 1.3, Sum P(4) = (.73

es =

11/45 (24%), Positives = 21/45 (46%)

524 EDVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQV 568
ED+ + + + 444+ + D ++ TVS T TAL VvV
626 EDIESRLLALQGQVSDVADEMRATSDTVSDGRATVGDAATALDDV 670

40 (18.1 bits), Expect = 1.3, Sum P(4) = 0.73
Identities = 8/14 (57%), Positives = 11/14 (78%)

479 VVGDEVRNLSEQVR 492
VV DEV+ I+E+ R
609 VVADEVKTLAEESR 622

35 (15.9 bits), Expect = 1.3, Sum P(4) = 0.73

es =

8/17 (47%), Positives = 10/17 (58%)

330 STSSMIPDSEGKPLILYM 346

S

S IP + K L+¥M

171 SVLSPIPGTTDKALIYM 187

EIZIE

R

S

gi|2213624 (AC000103) F21J9.16 [Arabidopsisg thaliana]

Length = 1730

Local hits (HSPs) :

Database sequence: ] | ] ] | 1730

Score =
Identiti

Querys:

0 500 1000 1500

52 (23.6 bits), Expect = 2.4, sum P(3) = Q.91

es =

10/42 (23%), Positives = 21/42 (509%)

529 HIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKN 570
Ht E Q + +L tK 4T+ E T + T 44 44N
Sbjct: 1326 HVSECAQRIKELSSAAEKACATLKLFETTNNAAATVIRDMEN 1367

Score =51 (23.1 bits), Expect = 2.4, Sum P(3) = 0.91
Identities = 11/36 (30%), Positives = 23/36 (63%)

Query:
Sbjct: 1

Score =

Query:

357 NLOKVAEERKTRALS TVGQOLDGFTQAWESLLSTLKQ 392
+L+K+AE + R+ +GF+ + ++L++TL Q
SLRKMAEGVRLRNKTLENNFEGFSTSIDTLIATIMG 1235

200

46 (20.8 bits), Expect = 2.4, sum P(3) = 0.91
Identities = 11/35 (31%8), Positives = 19/35 (54%)

68 EVNGGSGDEIIREFDRVLAVDPKSMIVKSGVLQSK 102
E+ G SG+ t ++ 4D M++K G L SK
Sbjct: 1089 ELAGSSGNSQSKSLEIITHLDNLQMLLKDGGLISK 1123

Edd E

R

S

gi1806524lgnllPID|d1007438 (D32137) oviduct-specific glycoprotein (M

179

t.imgen.bein.tme.edn:933 llcgi-bi...ela.med.uchile.cl&progxam_name=beauty_nr

6/30/97 10:58 AM




of 12

BLASTP+BEAUTY Search Results

precursor [Mus musculus]

Length = 721
Local hits ({HSPs) :
Database sequence: ] ] | | | | 721
0 150 300 450 600
Score = 60 (27.2 bits), Expect = 2.9, Sum P(2) = 0.95
Identities = 12/49 (24%), Positives = 26/49 (53%)
Query: 378 GFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETVTSMDKTAS 426
G ++A + T+ ++ + +8KT G+ T + +T+T + KT +
Sbijct: 512 GVSKATAGISKTIPEISKATAGVSKTTTGVSKTTTGISKTITGVSKTTT 560
Score = 48 (21.7 bits), Expect = 2.9, Sum P(2) = 0.95
Identities = 13/41 (31%), Positives = 21/41 (51%)
Query: 527 TTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQ 567
TT I + +++ GV K+ + Vs T S+T T + Q
Sbjct: 559 TTGISKTTTGISKTTTGVSKITTGVSKTTTGISKTTTGISQ 599
Score = 44 (19.9 bits), Expect = 9.6, Sum P(2) = 1.0
Identities = 11/45 (24%), Positives = 22/45 (48%)
Query: 527 TTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNE 571
C TT I + t+++ GV K + 4§ T S+T T + + +
Sbjct: 566 TTGISKTTTGVSKITTGVSKTTTGISKTTTGISQTTTGISKTTTD 610
E R 51 9111100874 (U39068) Actp [Vibrio cholerae]
Length = 480
Local hits (HSPs) : _
Database sequence: | | | ] | 480
0 150 300 450

Score = 58
Identities

(26.3 bits), Expect = 3.3, Sum P(4) = 0.9¢
= 14/78 (17%), Positives = 35/78 (44%)

Query: 359 QKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETV 418

Q++ E + +LD +  +4T QO+ + E 94 + G V+

Sbijct: 220 QELVEVCNNSVMDQYRELDMLASSMNEMVATSNQIAQITSEASEITSKINGQVNEG

Query: 419 TSMDKTASQMRTVMEKNK 436

+S+ ++ + ++K K

Sbjct: 280 SSVTESVGNLVEKLDKTK 297

Score = 42
Identities

(19.0 bits), Expect = 3.3, sum P(4) = 0.96
= 10/52 (19%), Positives = 20/52 (383)

Query: 525 DVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQALI 576

D+T + E+ + + + ++ TS G + 0 +ALT

Sbjct: 417 DITNQVATAAYEQSHVSEEINSNSISIKDKADTLSSLGNKISQQAYSQKALI 468

Score = 34
Identities

(15.4 bits), Expect = 3.3, Sum P(4) = 0.9¢
= 7/10 (70%), Positives = 9/10 (90%)

Query: 479 VVGDEVRNLS 488

VV DEVR+L+

Sbjct: 347 VVADEVRSLA 356
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BLASTP¥BEAUTY Search Resulis

12

Score 34 (15.4 bits),
Identities = 11/28 {39%

Query:
A ILA +

Sbjct: 133 AVILASVFFAI

Eflzy

S| gilii7o4

(METHYL-ACCE
>gi]1364151 |

E{R

Haloarcula vallismortis
of sensory rhodopsin II

Length = 433

Local hits (HSPs) :

http://dot.imgen.bem. tme.cdu:933 llcgi-bi...ela.med.uchile.cl&program_name=beau1y_nr

Expect = 3.3, Sum P(4) 0.96

})r Positives = 13/28 (46%)

168 AGILAVGMLILLYFRMDRLSDHLRQLAD 185

LFM + L oL D
LLFTMRIMLKPLHQLTD 160

16lsplP42258lHTR2;HALVA SENSORY RHODOPSIN IT TRANSDUCER (HTR

PTING PHOTOTAXIS PROTEIN II) (MPP-II)

pir| 855296 sensory rhodopsin II transducer protein -
(fragment) >gi| 516322 (235308) transducer
[Haloarcula vallismortis]

Database sequence: | } l | 433
0 150 300 .
Score = 48 (21.7 bits), Expect = 4.2, Sum P(3) = 0.98
Identities = 13/39 (33%), Positives = 19/39 (48%)
Query: 185 RLSDHLRQLADNIQAVATFQSRGLEYAPETIEEKSIYNA 223
+++ +Q+AD Q+ A GEAETIES A
Sbijct: 175 QVASSAQQVADTSQSAAKVGEDGREAAQEAIAEMSAIEA 213
Score = 45 (20.4 bits), Expect = 4.2, sum P(3) = 0.98
Identities = 10/52 (19%), Positives = 23/52 (44%)
Query: 353 TSMKNLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTM 404
T ++ + + ERE+ A +G +D T + + VG+ + 8 ++
Sbjct: 339 TGIQEIDRATEEQARTAQDVMGTIDDLTTISQQTATEADTVAGAAQDQSASI 390
Score = 44 (19.9 bits), Expect = 4.2, Sum P(3) = 0.98
Identities = 10/35 (28%), Positives = 17/35 (48%)
Query: 525 DVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTAS 559
D T +R+ ++  LLD S + T+ Ta+ .
Sbjct: 395 DSATELRQRADDLESLLDRFTVENSAGTGTDSTAA 429

R

ElEHE

>gil477735|pirllB47704 probable sensory transducer protein -

thermocellum >g1]1144913 (L04736) sensory transducer

pbrotein [Clostridium thermocellum]

Length = 557

Local hits (HSPs) :
Annotated Domains:

Database sequence: |

Annotated Domains:
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez

| | | | 557
150 300 450
methylation site 274
modified site: DEAMIDATION AND METHYLATI 281
methylation site 463
methylation site 472

181
6/30/97 10:58 AM
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.

. PROSITE HTH_LYSR FAMILY: Bacterial requlatory pr 261..286

Score = 55 (24.9 bits), Expect = 5.7, Sum P(3) = 1.¢0
P Identities = 10/45 (22%), Positives = 24/45 (53%)

Query: 524 EDVTTHIREIGQEMNQLLDGVKIQ’IGSTVSSTEQTASRTGTALQQV 568
E+ T RE + +N+++4G+ K + Vi ++ A+ O+
Sbjct: 399 ENGTKIARETAEALNKIVEGISKAATLVNDIAVASNEQAAAITQI 443

Score = 45 (20.4 bits), Expect = 5.7, Sum P(3) = 1.0
Identities = 20/105 (19%), Positives = 31/105 (29%)

Query: 384 ESLLS TLKQVFGTSVEMSKMGGMQGTVS SALETVTSMDKTAS QMRTVMEKNKXXXXXXX 443
EL ++1+Qv + +K A +K  ++M  ME+
Sbjct: 273 EELTAS LEQVANQTQLSAKNANQANELAEVAKNNAEQGNKQMAEMLNAMEE INNSSSNIS 332

Query: 444 XXXXXXXXXXAQTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXVVGDEVRNLS 488
oT VV +EVRNL+
Sbjct: 333 RIIKVIDEIAFQTNILALNAAVEAARAGQHGKGFAVVAEEVRNLA 377

Score = 38 (17.2 bits), Expect = 5.7, Sum P(3) = 1.0
Identities = 10/49 (20%), Positives = 25/49 (51%)

Query: 255 EGNEILYVSPSILIE ILLPVKKEVQERFGVDINRLVGTS THRFHEHPDRI 303
E 4+ 4+ 444 34+ V4 GV I+R++ I + E DR+
Sbict: 115 ENKQVASTASTVMIVVIFVGILIAIALGVFISRIISKPIGQMVEAADRL 163

?gE R S gil1352653lsplP41508lP115_MYCHR P115 PROTEIN >gil150165 (M34956) . 115

protein [Mycoplasma hyorhinis]
Length = 979

Local hits (HSPs) :

———

Database Sequence: | ] ] | | ] | | 879
0 150 300 450 600 750 900

Score = 57 (25.8 bits), Expect = 7.3, Sum P(2) =1.0
Identities = 11/30 (36%), Positives = 18/30 (60%)

Query: 407 MQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVMEKNK 436
+QG + V S+DK AS+ + +EK+K
Sbict: 192 LQGAIKELERQVNSLDKQASKAKIYLEKSK 221

Score = 49 (22.2 bits), Expect = 7.3, Sum P(2) =1.0
Identities = 10/5] (19%), Positives = 27/51 (52%)

Query: - 525 DVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQAL 575
¥+ T+ E+ O+ NL  ++  S¢45 T o FHRQRE 4+ T,
Sbjct: 244 NLNTSLLEVEQQRNDLELNIQTYESS ISQTVHFKTEVESS IQEITSKLDNL 294

,E R S gi|99066|pir| 1JQ0894 P115 protein - Mycoplasma hyorhinis {SGC3)
Length = 979

Local hits (HSPs) :
Annotated Domains:

Database sSequence: ] | | ] | ] ] | 979

182
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| DL TOLRMUT T DCUr CIrIXeS ULy

-

*—“\xmp*:/rdﬁt.nngen. ch.tmc.&lu“:93'3'17<ii351...ela.medEHﬂEE]&progmm_name%eauty_m

0 150 300 450 600 750 900

Annotated Domains:
Entrez region: nucleotide—binding motif 32..39
PROSITE ATB_GTE;A: ATP/GTP—binding site motif A 32..39

Score = 57 (25.8 bits), Expect = 7.3, Sum P(2) = 1.0
Identities = 11/30 (36%), Positives = 18/30 (60%)

Query: 407 MQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVMEKNK 436
+QG + V S+DK AS+ + +EK+K
Sbjct: 192 LQGAIKELERQVNSLDKQASKAKIYLEKSK 221

Score = 49 (22.2 bits), Expect = 7.3, Sum P(2) = 1.0
Identities = 10/51 (19%), Positives = 27/51 (52%)

Query: 525 DVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQAL 575
P+ T+ E+ QO+ NL 44  S443 T o QR 4+ T
Sbjct: 244 NLNTSLLEVEQQRNDLELNIQTYESSISQTVHFKTEVESSIQEITSKLDNL 294

?!B]E R S gil431739 (L25660) accessory colonization factor [Vibrio cholerae]

Local hits (HSPs) :

Database sequence: ] | | ] I | 626
0 150 300 450 600

Score = 58 (26.3 bits), Expect = 8.2, Sum P(4) = 1.0
Identities = 14/78 (17%), Positives = 35/78 (44%)

Query: 359 QKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETV 418
D
Sbjct: 366 QELVEVCNNSVMDQYRELDMLASSMNEMVATSNQIAQITSEASEITSKINGQVNEGVGAV 425
Query: 419 TSMDKTASQMRTVMEKNK 436
+S+ ++ + ++K K
Sbjct: 426 SSVTESVGNLVEKLDKTK 443

Score = 42 (19.0 bits), Expect = 8.2, Sum P(4) = 1.0
Identities = 10/52 (19%), Positives = 20/52 (38%)

Query: 525 DVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQALI 576
S Q
Sbjct: 563 DITNQVATAAYEQSHVSEEINSNSISIKDKADTLSSLGNKISQQAYSQKALI 614

Score = 34 (15.4 bits), Expect = 8.2, Sum P(4) = 1.0
Identities = 7/10 (70%), Positives = g9/10 (90%)

Query: 479 VVGDEVRNLS 488
VV DEVR+I+
Sbijct: 493 VVADEVRSIA 502

Score = 34 (15.4 bits), Expect = 8.2, Sum P(4) = 1.0
Identities = 11/28 (39%), Positives = 13/28 (46%)

Query: le8 AGILAVGMLILLYFRMDRLSDHLRQLAD 195
A ILA +L FM + L QLD
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hllp://dot.imgen.bcm.tmc.edu:933 1/cgi

-bi...ela.med.uchile.cl&progmm_name=bcauty_n

Sbjct: 279 AVILASVFEAILLFTMRLMLKPLHQLTD 306
Score = 34 (15.4 bits), Expect = 8.2, Sum P(4) = 1.0
Identities = g/32 (25%), Positives = 16/32 (50%)
Query: 159 FESRIMAGIAGILAVGMLILLYFRMDRLSDHL 190
P+t I+ IL YF+M +++1,
Sbjct: 3 FSIKLLMIFTSIIITISSILTYFQMHGTNEYL 34
Parameters:
_gi
—filter=xnu+seg
-echofilter
V=50
B=50
~sort_by pvalue
P=4
-ctxfactor=1.00
E=10
Query As Used -——---  _____ Computed -—--—
Frame MatiID Matrix name Lambda K H Lambda K H
+0 0 BLOSUM62 0.314 0.129 0.337 same Same Same
Query
Frame MatiDp Length Eff.Length E S W T X E2 32
+0 0 577 495 10. 66 3 10 23 0.21 34
Statistics:
Query Expected Observed HSPs HSPs
Frame MatID High Score High Score Reportable Reported
+0 0 70 (31.7 bits) 78 (35.3 bits) 45 45
Query Neighborhd Word Excluded Failed Successful Overlaps
Frame MatIDp Words Hits Hits Extensions Extensions Excluded
+0 0 14417 110822856 25531324 85194360 97172 217
Database: Non-redundant GenBank CDS translations+PDB+Sw1ssProt+SPupdate+PIR
Release date: June 29, 1997
Posted date: 4:50 AM EDT Jun 29, 1997
# of letters in database: 74,905, 049
# of sequences in database: 264,160
# of database Sequences satisfying E: 14
No. of states in DFA: 568 (56 KB)
Total size of DFA: 199 kB (256 KB)
Time to generate neighborhood: 0.02u 0.01s 0.03t Real: 00:00:00
No. of brocessors used: 4
Time to search database: 188.71u 0.64s 189.35t Real: 00:00:48
Annotated Domains Databasge: June 13, 1997
Release Date: June 23, 1997
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