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RESUMEN

La hio]].xiviacj6n  es  un  proceso  biotecno]6gico  que  permite  la  solub.ilizaci6n  de

minerales  por  la  acci6n  oxidante  de  consorcios  de  microorganismos,   en  los  que  se

consideran  de  gran  importancia  ]as  bacterias  acjdofilicas  quimiolitofroficas  7%obclcz.//z£+`'

/er.rotj.rj.dc};7L`' y /,ep/aspj.rf.//zfm /emoou.jdcr#Ls. Ultinamente, ha aunentado  el inter6s por I.

./L>„.tjtt,\-7.c./c!;2,`' debido a algunas de sus propiedades bioqLil'mjcas.

J,. /er;.ocj,t7.c7cr#^g  es  una bacteria  Gram  negativa,  movil  medicante  un  tinico  flagelo

polar, y que es capaz de adherirse al silsl-rato  mineral.  Se  cree  clue  en  el  reconocimiento

especifico  del  mineral  por parte  de  la bacteria,  podia  estar  particjpando  un  fen6meno

quimiotactico.  Debido  a  esto,  en. nuestro  laboratorio  surgi6  gran  iuter6s  por  estudiar  ]a

quimiotaxis de este microorganismo.

Previamente   demostramos   que   J,.  /c>"`tjorj.dr77,s'   presenta   un   comportam].ento

quimiofacticoquelaa'cercaaNi2+yFe2+ylaalejadeaspartato.Ademasposeeproteinasde

membrana  que  son  metiladas  en  respuesta  al  atrayente  y  desmetiladas  en  respuesta  al

repelente, tal y como ocurre con los receptores quimiofacticos de Jr.  c`oJj. y de muchas otras

bacterias   (tambien   algunos   arquezi).   Estas   protei'nas   se   denominan   "methyl-accepting

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

XX



extramembranoso  y  uno  citoplasmatico,  y  dos  dominios  de  trairsmembran{|  Ademas,

poseen una gran couservaci6n en e] domihio cjtop]asmat].co prinofpalmente en las regi.ones

en  las  que  se  encuentran  los  residuos  de  acido  alutinico  metilables  y  en  ima  regi6n

denominada HCD ("high conserved domain"),  asociada a interacciones  con  las proteinas

CheA y Chew, que partf cipan en la transducci6n de la sefial intracelular.

En la presente tesis se clon6 y secuenci6 un fragmento de DNA de I. /erroou-;.cJcr#b`

de 2.262 pb que contiene un marco de lectura abierto para una proteina de 577 aminoacidos

que presenta muchas caracten'sticas comunes con ]as MCPs descritas, por lo que este gen se

denomin6 /c.r/ ("/,cp/apz.rz.//zf7# chemotaxis receptor I").  El  gen /crJ 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  d].rige  ]a transcr].pc].6n  de  los

genes relacionados con la sintesis del flagelo, con la motilidad y con la quimiotaxis, y las

secuencias promotoras reconocidas por 61 son bastante conservadas en rna diversidad de

bacterias.

La proteina deductda de la .secuencia del gen, Lcrl, posee dos regiones hidrofobicas

que podn'an corresponder a segmentos de transmembrana que determinen en ]a proteina un

dominio periplasmatico y otro citoplasmat].co. Ademas, el dominio de Lcrl que proponemos

como cjtoplasmatico posee ]a rect6n HCD, comth a todas ]as MCPs, y posee tambj6n dos

probables sitios de metilaci6n.

Al estudiar la expresi6n ;.73 vJ./ro del plasmidio que contiene e] fragmento clonado de

2.262 pb, nuestros resultados mostraron la sintesis de rna proteina que migr6 en geles de

po]iacrilanida-SDS  como  un  po]ip6ptido  de  58  kDa  y  que  fue  I.nmunoprecjpjtada  con

XX|



antjcuerpos  contra  la MCP  Tar de E.  co/j.,  1o  que  evidencia rna  comunidad  antig6nica.

Encontramos ademas, que esta proteina de aproximadamente 58 kDa se expres6 7.# i7z.vo en

celulas  de  a.  co/f',  y  se  encontr6  en  la  membrana  citoplasmatica  de  ellas,  sugiriendo

fuertemente  una  ]ocalizaci6n  del  t].po  propuesto  para  Lcrl.  La  expresidn  7.#  v7.`;o  de  5sta

protef na no fue dependiente de la presencia de un inductor del promotor /czc del vector, por

lo que se presume rna funcionalidad de los promotores propuestos para el gen /cr/ en E.

co/f.. No fue posib]e demostrar la funcionalidad de ]a proteina de 58 ld)a como un receptor

qulmiotdetico  en  E.   co/j.,  probablemente  debido  a  que  ]os  compuestos  ensayados  no

corresponden a los efectores reconocidos por ella, y a que el pH periplasmatico de JJ.  co/j

difiere en 34 unidades del pH acido en que el dominio periplasmatico de la proteina de Jj.

/cr;.oo,\-f.dlc!#Lt.podiaserfunc].onal.

Estos  resultados  muestran  la  primera  secuencia  de  un  gen  codificante  para  una

proteina que  se  describe  en i. /e;.rooLL-z.Jer#S y colTesponde  a una proteina tipo  MCP.  La

existencia  de  esta  prote{na,  que  contiene  la  regi6n  HCD,  sughere  que  en  esta  bacteria

tambi6n   existen  las  proteinas   Chew  y   CheA,   que   interactuan'an   con   dicha  reg].6n.

Permanecen  por  demostrarse  la  expresi6n  de  Lcrl  j.#  vj.vo  en  I.  /er;.oorj.dc2;7S,  y  su

funcionalidad como receptor quimiotfctico metilable.  Esto se facilitara cuando se cuente

conunabacteriaacidofflicacarentedeMCPsytransformableporp]asnddios.
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ABSTRACT

The bioleaching of ores is a biotechnolodcal process that allows the solubfijzation

of   metals    by   the    oxidative    action    of   microbial    communities.    Amongst   these

microorganisms, the chemolithofrophic and acidophilic bacteria ry%.obczcz.//z£S /e7`roo,\-j.c7cz#g

and I,ep/apjrj//cm/eJ7oorJ.dcus are thouch to play a major role in the process. A growing

interest I.n  J,. /erroorz.dcz#b' has  been recently developed  due  to  some  of its  bjochem.ical

properties.

I. /erroorj.dcz#s is a Gram negative bacterium, motile by means of a simple polar

flagelluin.  This microorganism is capable of adhering to the ores  and it is believed that

chemota]xis plays an essential role jn the specific recognition of the microorganism to the

minerals.

Our laboratory became interested in the study of chemotaxis in I. /errooLxjc7cr#^* We

previously  found  that  NI2+  and  Fe2+  are  attractants  and  aspartate  is  a  repellent  for I.

/L7rroorz.dcz#s. The microorganism also possesses membrane proteins which are methylated

in response to attractants and demethylated in response to repellents, as it occurs in E.  co/z.

and other bacterl.a and also in some archea. These proteius are known as methyl-accepting

chemotaxis proteins  Orcps).  The MCPs  possess two  hydrophobic  domains,  one in the
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periplasmatic space and the other in the cytoplasm, and t\ro  trausmembrane domains. The

cytoplasmatic domaln is highly conserved, mainly in the regions where the methylatable

91utamic 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 I,. /erroow.d¢77s' chromosomal DNA was

cloned and sequenced. This fragment contained an open reading franc for a 577 amino acid

protein  with  several  MCPs  characteristics,   and  therefore,   we  named  this  gene   /crJ

(£ep/ap;rj.//ct7#  chemotaxis receptor I).  The  /cr/ 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  flagellun  synthesis,  motility  and  chemotaxis.  The  promoter  sequence

recognized by the sigma 28 factor is highly conserved in different motile bacteria.

The   Lcr[   deduced  protein   contained  two   hydrophobic   regions   which   could

correspohd to the two transmembrane realous presents in all the MCPs and that make them

to possess a periplasmatic and a eytoplasmatic domains. We have proposed a cytoplasmatic

domain for Lcrl, which contains the HCD realon, present in all MCPs, and possess two

probable methylation sites.

Our results  of z'#  vz.fro  expression of the DNA plasmid  coutaining the  2,262  bp

fragment showed the  synthesis  of a 58  kDa protein which was  immunoprecipitated by

antibodies  against  the  Tar  protein  from E.  cch.,  confirming  some  degree  of antigenic

conservation. Also, this 58 kDa protein was expressed in E.  co/z. and lt was present in the

cytoplasmatic  membrane.  This  strongly  suggests  that  the  location  of Lcrl  is  in  the  cell

mv



membrane.  Since  the  7.#  1;ivo  expression  of this  protein  was  not  dependent  of the  /crc

promoter present in the plasmid vector, we proposed that the Lcrl expression was under its

own promoters. We could not determine a chemotactic receptor function for Lcl.I in E. co/z..

This  was  probably  due to  the  lack  of recognition  of the  common E.  co/I.  chemotactic

effectors by Lcrl. in addition, it is highly possible that the periplasmic pl[ of E. co/j (which

differs by 34 pH units from the I. /eJ7oon.daur one) does not allow the right conformation

for  the  Lcrl  perip]asmatic  domain,  which  in  I.  /eroo".Jcrur  is   in  a  very. acidic

mjcroenvirorment.

Our results show the first sequence for a gene from I. /e#oorj.dczus  encoding a

protein.  This gene most likely corresponds to an 7#cp gene according to the Lcrl protein

characteristics.  The existance in I. /erroorz.dcrus  Of such a protein  containing the Hcb

region  suggests  the  presence  of  Chew  and  CheA  proteins  jn  this  chemolithotrophic

microorganism.  It  will  be  necessary  to  demonstrate  Lcrl  expression  and  function  as  a

chemota6tic receptor in I. /e7Toorz.dcz#L?. However, this is not currently possible due to the

]ackofMCPmutantsandagenedcsystemin£./emoor-z.dcz7zs.

yAvqAV



1.1. QUIMI0TARIS

1. INTRODUCCI0N

Las bacterias tienen rna considerable versatilidad metab6lica y fisiol6gica que las

capacita paTa sobrevivir y crecer en un amplio rango  de condiciones ambientales.  Es asi

como algunas bacterias responden a cambios en las concentraciones de ciertas sustancids

quimicas de su ambiente alterando su patr6n de motilidad quess y col.,  1987), lo que les

permite  alejarse  de  areas  que  son  mds  estresantes  y  acercarse  a  microambientes  mas

favorabl6s para el crecimiento y la reproducci6n (Amsler y col.,  1993). Este fen6meno es

conocido como "quiiniotaxis".         .

La motilidad y quimiotaxis ham sido anpliamente estudiadas en las euterobacterias

ELTc./7crj.ch;.a co/j. y Scr/777o73c//cz /)zp/ez.#2zfrjz{#2. En enas ]a motil].dad depende de 5-10 flage]os

arbitrariamente  localizados  en  la  superficie  de  la  c61ula,  un patr6n  llamado  flagelaci6n

pen'trica quacnab,  1996). E] flagelo es un organelo compuesto de un fi]amento helicoidal

semirigido de 20 rm de diinetro y 5-1.0 mm de largo, y es manejado en su base por un

motorrotatorioqueseencuentraancladoenlasuperficiedelac6]ula(Macnab,1996).Cada



motor rota a unas  15.000 revoluciones por minuto @isenbach,  1996) y la energia para la

rotaci6n proviene directamente de rna gradiente de protones de transmembrana que genera

rna fuerza prot6n-motriz @isenbach,  1990). Por cada revoluci6n,  se requiere el flujo de

aproximadamente 1. 000 protones @isenbach,1996).

En  un  medio  isotr6pico,  las  bacterias  tienen  un  desplazamiento  azaroso  en  e]

espacio, por una altemaci6n de periodos de "nado suave" (de aproximadamente 1 segundo)

con periodos de "volteretas" (de aproxinadamente 0,1 segundo) (Springer y Zanolari, 1984;

Stock y Surette, 1996). E1 "nado suave" se produce cuando los filamentos flagelares rotan en

sentido   anti  horario   ("counter  clock  wise",   CCW)   formando   un   manojo   propulsor

termodininicamente estable que empuja a la c61ula hacia adelante a velocidades de hasta

40 mm/seg qowe y col.,1987; Amsler y Matsunura,1995). Cuando los filamentos rotan en

sentido horario ("clock wise", CW), el manojo no es estable y se separan los filamentos

causando  rna  fapida  detenci6n  del  nado  denominada  "voltereta",  luego  de  la  curl  se

reselecciona azarosamente la direcci6n del proximo periodo de "nado suave" generindose

asi el desplazamiento azaroso (Amsler y Matsumura, 1995).

Cuando la bacteria se enfrenta a un anmento en la concentraci6n de rna sustancia

atrayente, disminuye la frecuencia de "volteretas" 1o que le permite acercarse al atrayente

con "nado suave". En cambio, al enfrentar un aunento en la concentraci6n 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 minutes,  dependiendo del  compuesto y  de la  magnitud de la



gradiente (Engstr6m y Hazelbauer,1980).

1.2. TRANSDuccloN DE sEfrALEs QurmoTACTlcAs

Para que rna c6lula responda quimiofacticamente a los cambios en su ambiente,

debe  detectar  compuestos  especificos  y  cambios  en  su  concentraci6n,  y  luego  debe

transmitir esta informaci6n al motor flagelar para controlar la direcci6n  de  rotaci6n del

filamento. El sistema de quimiotaxis dependiente de metilaci6n es el mas conocido, y en 61

participan receptores quimiofacticos metilables que estin en la membrana citop]asmatica y

seis proteinas solubles: CheA, Chew, CheY, Chez, CheR y CheB (Amsler y Matsumura,

1995).

La  via  de  transducci6n  de  la  sefial  quimiofactica  en  el  sistema  dependiente  de

metilaci6n se esquematiza en la Fig.  1. El receptor, junto con la proteina auxiliar Chew,

controla la actividad de la quinasa de histidina CheA. As£, al unirse un repelente al receptor,

el   complejo   terciario   receptor/Chew/CheA   se   activa   y   por   ello   se   aumenta   la

autofosforilaci6n de CheA (Gegner y col., 1992). CheA-fosfato transfiere su grupo fosfato a

CheY, y esto  induce un cambio  conformacional  en  CheY  qowry y  col.,  1994)  que  le

pemite  interactuar  con  el  motor  flagelar  provocando  rna  rotaci6n  CW  del  filamento

flagelar (Gegner y col., 1992). Cunndo se une un atrayente al receptor, se inhibe el complejo

terciario activo  y  por ello  no se produce la cascada de  fosforilaciones  disminnyendo as£ 1a
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Figura 1 : Sistema de transducci6n de sefiales que media la quimjotaxis en E. co/J..

CheAeslaquinasareguladaporinteracci6nconelreceptor("methyl-acceptingchemotaxis
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 rotaci6n de] motor en el sentido horario
(CW), lo que produce volteretas. Chez facilita la desfosforilaci6n de CheY-fosfato. CheB-
fosfato cataliza la desmetilaci6n de residuos metil glutinicos del receptor. CheR cataliza la
metilesterificaci6n de  residuos  glutincos  del  receptor.  Figura  adaptada  de  Stock y col.
(1992).
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rotaci6n del flagelo en el sentido CW, aulnentando (proporcjonalmente) 1a rotaci6n en el

sentido CCW (Hess y col., 1988; Oosawa y col., 1988; Borkovich y col., 1989; Stock y col.,

1992). El sitio de uni6n de CheY-fosfato al motor flagelar es la proteina FliM y, aunque se

ha sugerido que la interacci6n entre las proteinas flagelares FliG y FliM juega un rol critico

en el cambio de direcci6n de la rotaci6n flagelar, atn se desconoce el mecanismo. tiltimo por

el cual se genera este cambio (Welch y col., 1993; Marykwas y Berg, 1996).

CheY-fosfato se hidroliza espontineamente, 1iberando el grupo fosfato (Stock y col..,

1992). Esta reacci6n esth muy acelerada por la proteina Chez y de este modo se controla

que    no    existan    perfodos    de    "volteretas"    demasiado    prolongados,    que    sen'an

contraproducentes para la celula ¢Iess y col., 1988; Eisenbach, 1996).

Ademas existe rna regulaci6n a rivel de receptores, conocida como adaptaci6n o

desensibilizaci6n.  Esta  cousiste  en  rna  metilaci6n  de  residuos  de  acido  glutamico  del

receptor por acci6n de la metil transferasa CheR (dependiente de S-adenosilmetionina), que

genera glutamil carboximetil 6steres (Springer y Koshland Jr., 1977), y rna desmetilaci6n de

los  m].smos  por acci6n de la metil  esterasa  CheB  que permite  ]a liberaci6n de  metanol

(Stock y Koshland Jr., 1978). En ausencia de un estimulo quimiotdetico, 1os receptores son

continuamente metilados y desmetilados mantehiendo un nivel basal de metilaci6n (chsler

y  Matsumura,  1995).  I,a  uni6n  de  un  atrayente  aumenta  el  nivel  neto  de  metilaci6n,

fen6meno que se explica por inducci6n de un cambio conformacional en el receptor que

expone mejor los sitios metilables y por rna disminuci6n de la actividad de CheB.  Este

aumento de meti]aci6n provoca un cambio en el umbral de respuesta al atrayente hactendo



que  la  c61ula  vue]va  a  un  comportamiento  de  preestimulo,  requiri6ndose  rna  mayor

concentraci6n del atrayente para generar nuevanente rna 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 metilaci6n del receptor por un aunento de la actividad

de CheB, ]o que reduce la activaci6n de CheA y hace que se requlera mayor concentraci6n

del. repelente para generar nuevanente rna 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, 1o 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 s61o mientras el nivel de metilaci6n esfa cambiando, pues cuando se logra un

nuevo   nivel   de   metilaci6n  adecundo   al   estimulo,   CheB   retoma   a   su   actividad   de

preestimulo, manteniendo asi el nuevo nivel de metilaci6n en los receptores estimulados

(Springer y Zanolari, I 984).

Las proteinas CheA y CheY/CheB son miembros de la familia de transductores de

sefiales llamados "sistemas de dos componentes". Esta fainilia, que se constituye de unos 50

sistemas hom6logos, incluye mecanismos que regulan la respuesta a rna amplia variedad de

esrfuulos alnbientales, como captaci6n de nitr6geno y fosfato, osmorregulaci6n, regulaci6n

de oxigeno y esporulaci6n, entre otros. Como existe una gran siirilitud en las secuenctas y

funciones  bioquinicas  entre  los  diferentes  sensores  de  estos  sistemas  (]as  quinasas  de

histidina, tipo CheA) y tambi6n entre los reguladores de respuesta (1os fosfoaceptores, tipo
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CheY/CheB),  puede  existir  un  sefialamiento  cruzado  de  un  sistema  a  otro,  fen6meno

denominado "cross-talk", generindose asf un posible mecanismo de regulaci6n global de la

moti]idad y la quiniotaxis (Amsler y col., 1993).

Los genes involucrados en la quimiotaxis son expresados coordinadamente con los

genes de la sintesis flagelar (desigiiados/?g,//2 y/z.) y de rotaci6n -flagelar (designados 77co/).

Todos ellos constituyen el regul6n flagelar, que posee mds de 40 genes en, a lo memos,  13

operones que se expresan en formajefarquica. El primero en expresarse es el oper6n¢72DC,

cuya expresi6n es dependiente de ]a presencia de la proteina activadora de genes catab6licos

y CAMP  (CAP-CARE), y tanbi6n de la presencia de  las  proteinas  de  respuesta al  esties

fermico DnaK, DnaJ y GxpE (Amsler y col.,  1993).  Se cree ademds, que la acumulaci6n

intracelular  de  acetilfosfato  a  elevadas  temperaturas  y  durante  la  fase  de  crecimiento

exponencial temprana, causa rna disminuci.6n de la expresi6n del oper6n/faDC y por ello

seria  parcialmente  responsable  de  la  disminuci6n  de  la  expresi6n  flagelar  en  dichas

condiciones a?rip y Wolfe,  1994). Los productos g6nicos del oper6n j#feDC,1as proteinas

FlhD y Flhc, son absolutamente necesarios para la expresi6n 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

expresi6n de los operones del tercer nivel (Amosti y Chamberlin,  1989; Liu y Matsulnura,

1995). El tercer nivel de expresi6n inclnye el oper6n "ocha que contiene los genes 777o£4

motB> cheA y chew> ct opor6n meche qpe ccJndjrme tos genes tar> tap> cheR. cheB> cheY y
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chez  Orutoh  y  Simon,   1986);   1os   genes   /Sr  y  fig,   que   codifican  para  receptores

quimiofacticos;  y  algunos  genes  flagelares,  incluyendo .#z.C  que  codifica  a  la  proteina

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

1.3. RECEPTOREs QurmoTACTlcos

Los  receptores  quimiotdeticos,  tambien  llarnados  transductores  o  proteinas  de

quimiotaxis aceptoras de grupos metilo ("methyl-accepting chemotaxis prote].ns", MCPs),

coustituyen un grupo de proteinas de transmembrana estructuralmente relacionadas,  que

reciben informaci6n desde el ambiente y la transducen en  sefiales  que convergen en 16s

motores flagelares Qcrikos y col., 1985) Q'ig. 1).

Julius  Adler inici6  el trabajo  en  quimiotaxis bacteriana en la  d6cada  de  los  60,

mostrando que E. co/r. posee quimioreceptores especificos para percibir sustancias quimicas

del anbiente (Adler, 1969). Efasta ]a fecha, en E. co/z. se han caracterizado cuatro receptores

quimiotdeticos:Tar("!axistofspartateand|epellents")eselreceptorparaL-aspartato,para

aminoaeidos relaciorados y para acidos dicarboxilicos; tambi5n media taxis hacia maltosa

VI'a interacci6n con la proteina periplasmatica que une maltosa y taxis desde los repelentes

Co2+yNi2+.Tsr("£axisto§erineandfepellents")eselreceptorparaelatrayenteL-serinay

aminoacidos re]acionados, y es respousable de la quimiotaxis  desde un amplio rango  de

repelentes,  incluyendo  leucina,  indol,  y  acidos  debiles;  tambi6n  esfa  involucrado  en  la



termotaxis.    Trg   ("taxis   to   fibose   and   galactose")    interactha   con   las   proteinas

periplasmaticas que unen ribosa y galactosa para generar quimiotaxis hacia dichos azticares.

Tap ("!axis-associated protein") media la taxis hacl.a dipeptidos a trav6s de una interaccj6n

con  la  proteina  periplasmatica  que  une  dip6ptidos  (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 cuntro receptores quiniotdeticos son proteinas de un tamafio mo].ecular cercano

a los 60 kDa, y se componen de los mismos dominios estructurales Gig.  2).  El extremo

amjno terminal se asemeja al p6ptido sefial de las proteinas exportadas pero no es removido

de  la  proteina  madura  sino  que  corresponde  a  la primera  regi6n  que  se  inserta  en  la

membrana citoplasmatica, se denomina trausmembrana 1  (TM1) y posee urra estructura de

Ci-helice (Dahl y col., 1989; Pakula y Simon,  1992a). En el 1ado citoplasmatico de la c6lul.a

quedan los primeros 6 residuos de Tar, Tsr y Tap y los primeros  16 residuos de Trg, entre

losqueseencuentranaminoacidoscargadospositivamente¢Crikosycol.,1983;Bollingery

col.,  198.4;  Kinbrough y Manoil,  1994).  Luego  de  TM1,  se  extienden en  el  periplasma

aproximadamente  160  residuos  que forman el  dominio receptor.  A  continunci6n esta  la

segunda regi6n de transmembrana, denominada TM2, que tambi6n posee rna estructura de

culielfce @akula y Simon,  1992a) y que parece actirar como rna sefial de detenci6n de la

transferencia a trav6s de la membrana. Los thtimos 300 o mss aminoacidos se localizan en

elcitoplasma,yconstituyeneldominioquegeneralassefialesintracelulareshaciaelflagelo

y  ademas  contiene  los  residuos  de  acido  glutinico  que  son  metilados  y  desmedlados

durante   la   adaptaci6n   al   estinulo   quinriofactico   @ahl   y   col.,   1989).   El   dominio
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Figura 2: Caracten'sticas estructurales de las mol6culas MCPs.

Se  representa  la protefna Tar,  pero todas  las  MCPs  de JJ.  co/j.  poseen  esencialmente  la
misma organizaci6n.  N corresponde al extremo amino terminal de la proteina,  TMl  a la
primera region de transmembrana, el domihio receptor al dom].nio periplasmatico, "2 a la
segunda regivn de transmembrana, Kl y Rl a las regivnes de metilacich, HCD a la region
altamente couservada y C al extremo carboxilo terminal de ]a proteina. La figura esfa hecha
a escala. Los ndmeros indican las posiciones de los residuos. Figura adaptada de lines y
Parkinson (1988).



citoplasmatico es altamente conservado, particularmente en las reedones de metilaci6n y en

la regivn que sehala @ahl y col., 1989).

Las  regiones  llanadas  Kl  y  Rl  corresponden  a  peptidos  tripticos  del  dominio

citoplasmatico en los que se encuentran los sitios de metilaci6n Qcehry y Dahlquist,  1982;

Terwilliger y col.,  1983). En Kl  existen 3  6 4 sitios de metilaci6n y en Rl  existen  1  6 2

sitios,  dependiendo  del  receptor  Qcehry  y  Dahlquist,   1982).  Algunos  de  los  residuos

glutinicos  que  son  metilados,  son  codificados  como  glutaminas  y  son  desamidados  a

91utamato  por  la  proteina  CheB,  que  tambi6n  posee  actividad  desamjdasa  (Sherds  y

Parkinson,1981; Kehry y col.,1983).

Las §ecuencias de Kl y Rl son similares y en ambas regrones se predice fuertemente

una estructura de Ci-helice, que dejaria al memos a 3 de los sitios que se encuentran en K1 6.n

la misma cara de la h61ice (Krikos y col., 1983).

Entre los segmentos Kl y R1, se encuentra rna regi6n que es critica en el proceso de

generar ;efiales Orutoh y col., 1986; Slocum y col., 1987; Ames y Parkinson, 1988 y 1994).

En el centro de esta regi6n existe. una zona de 45  aminoacidos  altamente couservada en

todas las MCPs conocidas Q€rikos y col., 1985), que posee un 100 % de identidad entre Tar

de S: /}p/zr.mztrj.zw7z y Tar y Tsr de E. co/J. qhikos y col.,  1983; Russo y Koshland Jr., 1983).

Esta regivn se ha denominado HCD ("hich conserved. domaln") y se estima que es la parte

del   receptor  que   interactha  con   CheA,   Chew  u   otro   componente   del   sistema   de

sehalamiento flagelar qiu y Parkinson, 1991).
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Una  comparaci6n  de  las  secuencias  amjnoacidicas  de  estos  cuntro  transductores

determina  que  ellos  estan  poco  relacionados  en  sus  dominios  periplasmaticos,  lo  que

concuerda con la funci6n de estos domirios de detectar quimioestimulos diferentes (Krikos

y col.,1983; Morgan y col.,1993).

Debidoalaaltacouservaci6nderedroneseneldominiocitoplasmatico,unantisuero

generado contra un transductor de E.  co/z. reconoce a los  otros tres receptores,  ain si el

inmun6geno es Trg que es el mds distantemente relacionado de los cuatro @ngsfrom y col.,

1983; 13ollinger y col.,  1984; Morgan y col.,  1993).  Mds  atn,  se ha demostrado  que  los

domihios citoplasm5ticos de Tar y Tsr son intercambiables permidendo generar quimeras

quesonquimicamenteestablesyquimiofacticamentecompetentes(Krikosycol.,1985).

Las  MCPs  se  encuentran  como  dineros  estables  en  la  membrana  q\4imgan  y

Koshland Jr.,  1988). En base a la estructura tridimensional del dominio periplasmatico del

receptor.Tar  de  S.  /j4pfeJ.7#arz.av%  Oulburn  y  col.,1991)  y  a  la  existencia  de  evidencia

gerfetica y bioquinica que indica que ciertos residuos espeofficos se involucran en la uni6n

de aspartato (Wolff y Parkinson, 1988; Lee e hiae, 1990; Mowbray y Koshland Jr., 1990),

se determin6 que en el domihio periplasmatico existe rna estructura de 4 ct-helices en cada

mon6mero,  y que  el bolsillo  que one aspartato  se  encuentra en la  interfase  de  los  dos

mon6meros (vcr Fig. 3), a mds de 60 A de la superficie de la membrana, y esta altamente

cargado por la participaci6n de 3  argininas. Estudios de entrecruzamiento quindco de las

dos subunidades  en sus redones  de transmembrana ban permiddo  idendficar los residuos



13

Espaclo  P®rlplasm6tlco

Llqando   unidoII
Ci'Oso'

metHoci6n

seioladorE-
7nm

Figura3:ModelodelaestructuradehomodimerodelreceptorTar.

La estructun tridimeusional  del  dominio  extracelular  se  ha  obtenido  por  difracci6n  de
rayos-X  y  la  estructura  de  los  domhios  intracelulares   se  predicen   de   la   secuencia
aninoacidica. Un mon6mero se representa en blanco y el otro en gris. N representan los
extremos  andno-terminal  de  las  proteinas.  Los  circulos  negros  en  rna  de  las  mol6culas
representanlossitiosdemetilaci6n.FiguraadaptadadeAlbertsycol.(1994).
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que  estin  en estrecha proximidad en  el  dimero  Tar  de  E.  co/z.,  y  en  base  a  ello  se  ha

propuesto  un  modelo  que  extiende  las  ct-h61ices  periplasmaticas  hacia  las  regiones  de

transmembrana y que permite rna interacci6n muy cercana de las dos "1 y localiza a las

dos TM2 mds perifericamente qynch 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. typhinuri:imii.

Para el mecanismo de transducci6n de la sefial se pieusa que la uri6n 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

cftoplasmaticos ¢akula y Simon, 1992a). En base a esto han surgido dos modelos: 1) en el

modelo   del   "piston"   oculrin'a   un   movimiento   entre   las   dos   helices   del   domini.o

periplasmatico  en  un  mon6mero,  generando  una  sefial  de  transmembrana  Q4illigan  y

Koshland  Jr.,  1991;  Pakula  y  Sinon,  1992b);  2)  en  el  modelo  de  "pivotes",  pequefios

movimie.ntosentrelosmon6meroseneldominioperiplasmaticocausan'andesplazamientos

relativosdelosdominioscitoplasmaticosquilbunycol.,1991;PakulaySimon,1992b).

El mecanismo molecular por el curl la metilaci6n controla el estado conformacional

del   receptor,   se   relaciona   probablemente   con   I.nteracofones   entre   Kl   y   Rl   en   el

homodimero. Se propone que rna repulsi6n electrostatica entre las cadenas laterales de los

residuos de glutamato causa rna rotaci6n de las h6lices para maxinzar la distancia entre

estosgruposnegativamentecargados,yquelametilaci6ncausadaporlauni6ndelatrayente

disminuin'a  la  densidad  de  carga y  asi  pemitin'a  que  las  h6lices  roten  para  estar  mas
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cercanas rna de ]a otra, favoreciendo la conformaci6n del receptor que genera un aunento

de la autofosforilaci6n de CheA para lograr un estado de motilidad de preestinulo (Stock y

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

Investigaciones de los mecarismos facticos en algunas otras bacterias han revelado

muchos  paralelos  con  los  sistemas  bien  caracterizados  de  bacterias  ent6ricas.  Esto  ha

planteado la posibilidad de que los sistemas quimiotacticos de la mayon'a, sino todas, las

bacteriasflageladasposeancomponentesquenos61oseananalogosenfunci6nsinotambi6n

hom6logos en estructura Orowlin y col., 1985).

Las   proteinas   del  tipo   MCPs   no   estin  limitadas   a  ZJ.   co/I.,   sino   que   estin

amp]iamente disthbuidas en rna gran diversidad de especies microbianas como: Scz/7#o72c//d

typhinuriun,  Enterobacter  aerogene>  Psendomonas  aeruginosa>  Pseudomonas  putida.

Spirochaeta  ouranti>  Coulobacter  orescenlus>  Bacillus  subtilis>  REodospirillun  rubrum>

My.xococcus xanthus> Rhizobiun meliloti> Desulf iovibrio vulgaris Hrfuderyhorougdr, e .ENctuso

en tvs  arquca  Halobacterinm  salinariun>  Natronobacteriun  pharaonis  y  Haloarcula

v¢//z.S;72o;1/I.S (UIIah y Ordal,  1981;  Craven y Monde,  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 haae,  1993;  Deckers y

Voordouw,  1994; Hanlon y Ordal,  1994; Greck y col,  1995; Kuroda y col.,  1995;  Seidel y

col.,1995;DeckersyVoordouw,1996;Rudolphycol.,1996).Muchasdeestasproteinasse
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1ocanzan   en   ]a   membrana   y   son   antig6nicanieute   relacionadas   a   los   receptores

quimiotacticos  descritos (Lopes y Shapiro,  1984; Nowlin y col.,  1985;  Mccleary y col.,

1990; Alan y Ifazelbauer,1991 ; Greck y col.,1995) y en algunos de estos casos tambi6n se

ha demostrado su capacidad de metilarse y su rol en taxis (Morgan y col.,  1993). Ademds,

existenotrasbacteriasqueposeenproteinasconreachvidadcruzadaconanticuerposcontra

Trg de /i'.  co/;., lo que hace probable que tambi6n sean MCPs aL'm no descritas (Morgan y

col.,  1993).

Losgenessecuenciadoshastalafecha,permitenreconocerunafamiliadeproteinas

ti.poMCPqueincluye:Tar,Tap,TsryTrgdeE.co/z.(Krikosycol.,1983;Bollingerycol.,

1984);TaryTcpdeS.fypfer.mGirj.Gzro(RussoyKoshlandJr.,1983;Yamamotoelmae,]993);

TasyTsedeE.creroge#es(Dahlycol.,1989);PcIAdeP.crerz/gJ.#oS¢(Kurodaycol.,1995);

McpAyMcpBde8..7zfb#7.,gOranlonyOrdal,1994);FrzcDdeA4:*c!#/feztfOrcBrideycol.,

1989);  DcrA  a  DcrL  de  D.   v%/grrj.S  ELldenborough  @olla  y  col.,   1992;  Deckers  y

Voordouw,  1994  y  1996);  Htrl,  Htsm,  HtsIV,  Htsv y  HtsVI  de j7.  Sc7/j#arj.zoo  (Yao  y

Spudich,  1992; Rudolph y col.,  1996); pHtrH de N p/7cz7ico#z.^T y vHtrl[ de j7.  vcr//;.smorrfs

(Seidel y col., 1995).
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I.4.BI0I"IVIActoNDEMINERALES

Chile  es  uno  de  los  principales  exportadores  de  cobre  del  mundo,  con  rna

producci.6nsuperiora1x106toneladasdelmetala]afio.Lareservaseestinaen150x106

toneladas  de  cobre  y  el  31  %  esfa  contenido  en  linerales  de  baja  Icy,  en  los  que  la

recuperaci6npor]atecnolog{aconvencionalnoesrenfable.Actunlmenteseestautilizando

unm6todobiotecnol6gicoquepermiteeltratamientodemineralesdealtaybajaley,asi

comotambi6npenniterecuperarmetalesdesdelosresiduosdeotrosprocesos.Estem6todo

notradicionalsedenomina"bio]ixiviaci6n"yconsisteen]asoluhilizaci6noxidativadelos

mjneralesporlaacci6ndemicroorganismos(GendnayAcevedo,1985).

Labiolix].viaci6nesunprocesobiogeoquim].conaturalquehaocun-doporsiglosen

minasdetodoelmundo,peroe]roldelosmicroorganismoss61osereconoci6haceunas

pocas  decadas  cuando  se  ais]6  y  estudi6   ]a  bacteria  r7Z;o6czc`7.//z46' /erroor7.dc7us'.   Este

microorganismo obtiene su energia metab6lica oxidando minerales reducidos, generando

sulfatossolublesu6xidos,desdeloscualeslosmetalespuedenserrecuperadosporprocesos

metaldrdcosconvencionales(GentinayAcevedo,1985).

Actualmente,  1a  mayon'a  de  las  operaciones  comerciales  de  biolixiviaci6p  son

llevadasacaboenambientesmesofflicosporunconsolrioenelquesehanidendficadolas

bacteriasacidoELic;asquirridritord:6filcasThiobacillusfierrooxidans,Thiobacillusthioouidans

yLeptospirillumferrooxidansyba;cteriasacidofrlicashcterotr6ficasdelg6neloAcidiphilium

(Rawl].ngs  y  Kusano,   ]994).  En  los  ambientes  de  bio]ixiviac].6n  tambi6n  existe  vida
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eucari6ntica,resthngidaaalgunaslevaduras,mohosyprotozoos,cuyoslgniflcadofuncional

enlasoperacioneshiolixiviantesnoestaclaro(JohusonyRang,1993).

I/c7.roor7.d"EyJ./g77oorz.ch#Ssonbacteriasqueoxidanhielro,yaunques61ola

primeraescapandeoxjdarademdscompuestosreducidosdeazufro,ambasbacten.ascrecen

enpl.rita(Fes2)y]adegradaneficientemente(Sugioycol.,1994).Apesardeexistirmuy

pocosestudiosdedicadosa£./e"oorz.dcr#Lr,sehademostradoqueestabacteriapuedeser

taneficientecoinoZ/erroorz.dausenlasfaenasdebiol].xiviaci6n,einclusoenalgunos

casosparecepreferirsedehidoasuspropiedadesbioqun'micas:Iaconcentraci6ninhibhon.a

deionferricoes10vecesmayorparaZ,./erroor7.dczusqueparaZ/e7.rociLx:z.dczuryademds,I.

/crroor7.J&»6'tieneunamayortoleranciaalpHfroido(Sandycol.,1992).

/,./c77ioor7.cto7zStienelami.smaactividadoxidantedeionferrosoqueZ/t377'oor7.dc772S

cuando  crece en pirifa o  en un mineral  sulfurico  complejo,  por lo  que  ambas  bacterias

tendr'an]am.smaparticipaci6nenelmecanismoindirectodebiolixiviaci6ngesdecirvia

generaci6ndeionferico(Sandycol.,1992).

Lamayorpartedelasbacteriaspardcipantesenelprocesodebiolixlviaci6nson

m6tiles  y  se  adhieren  al  mineral,  y  aparentemente  I.  /e77.oar:/.d¢#s  se  adhiere  mds

fimementequeZ/erroor7.dca(Sandycol.,1992).Enesteprocesodeacercamientoaun

sustratolixjviable,podr'aestarpardcipandounfen6menoquimiofacticoquelepenrifaala

bacteria  sentirse  atrafda  hacia  el  sustrato  de  adherencia.  Los  microorganjsmos  sen'an

capacesdereconocersin.osen]asuperficiedelml.neral(porejemplounsurfuromefalico),

enloscunlesprocesoselectroquimicoscontroladosprobablementecausanunach.soluci6n
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(generaci6n de un inodo y un catodo debido a un desbalance de cargas, fallas de superficie,

etc) y liberan los metales y tiosulfato, que podrian ser atrayentes quimiotdeticos para las

bacterias   bioli.xiviantes.   Por   ello,   el   estudio   de   la   quimiotaxjs   en   este   tipo   de

microorganismos y particularmente en J,. /erroor:J.dcr#s es muy importante, tanto desde el

punto de vista bdsico como del aplicado.

1.5. Qi{JTNI!OrF ARI!S FTEN Laptoxpirillumf erro exidans

En   nuestro   laboratorio,   hemos   estudiado   la   respuesta   quimiotdetica   de   I.

/c!rroorjc7c!#,s',  determinando  que  es  atraldo  por  ]os  iones  NI2+  y  Fe2+  y  es  repelido  p6r

aspartato,respondiendodemaneraopuestaacomolohaceE.co/z.frenteaNi2+yaaspatato

(Acufia y col., 1992). Ademas, se han observado bandas de proteinas de J,. /e;7ooLx:j.c7cr#6' que

son metilables y cuya metilaci6n aumenta en presencia del atrayente Ni2+ y disminuye en

presencia  del   repelente   aspartato   (Acufia  y   col.,   1986   y   1992).   J7z   w.#`o,   extractos

citoplasmaticos  de  E.  co/I.  son  capaces  de  metilar  estas  proteinas  de  membrana  de  I.

/erroorz.dcz77s aunentando la medlaci6n en presencia de Ni2+ y disrinuy6ndola en presencia

de aspartato, concordante con el comportamiento quiniotdetico de /,. /erroorz.c7cr72s frente a

estos  quimioefectores.   Cuando   se  utilizan  extractos   citoplasmatieos   de  E.   co/;.  para

metilar/desmetilar MCPs de 8. s#bJr./I.a, el patron de metilaci6n tambien esfa de acuerdo a lo

que sucede en 8. s2fbfj./z.s z.# v7.vo: ocurriendo un aumento del recambio de grupos metilo en
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presencia de un atrayente y una disminuci6n 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   conservaci6n   en   el   receptor   de   los   sitios   que   interacthan   con   la

metiltransferasa y con la metilesterasa, y que es el quimioefector el que afecta directaniente

la conformaci6n de la MCP, haciendo a los sitios especificos mds o menos susceptibles de

ser metilados/desmetilados, segbn el caso.

Esta informaci6n, junto con la couservaci6n de las MCPs en un amplio rango de

microorganismos,  mos  sugiri6  la  presencia  en  I,.  /erroo,\-jc7cz7cS  de  genes  para  MCPs

hom61ogos a los de E. co/j.. Esto se evidenci6 al detectar hibridaci6n del DNA cromosomal

de /,. /er7`oorz.dcr#s-cepa Z2  con el gen /czr de A  co/I. (Aoufia y col.,  1992; Rojas,  1992).

Utilizando t6cnicas de Southern blot y de clonamiento, se logrd clonar en el vector pUC1.8

un fragmento de aproximadanente 3,5 kb del DNA de I. /erroorz.dcr72s que hibrida con la

sonda heter6loga (Acufia y col.,  1992; Rojas,  1992;  resultados  no publicados de nuestro

laboratorio obtenidos por Jos6 Rojas Z.).

Para continuar con estos estudios, la presente tesis se plante6 como objetivo general

la identificaci6n y caracterizaci6n de algdn gen que codifique un receptor quimiotactico de

L. f erroouidans.



2. RATERALES

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1. Cepas Bacterianas

2111. Escherichia colt

Se utilizaron varias cepas de EScfeej.jc/2jcz co/z., cuyas caracteristicas geiiotipicas son:

D-10

DH5ch

HC8721

7#ef, re/.   Cedida gentilmente  por D.  Hayes  (institut  de Biolotie Physico

Chimique, Paris, France).

F-,   ¢80dJczcZAM15,  recA1,   er!cIA1,  grA96,   £/2z.-1,  /?ScR17,   (rKi  mK|,

s#pE44, re/A1, c7eoR, A(/czcZYA-c}rgF)U169 (Titus, 1991 ).

A(chef-chey) 1590:Lifeo/ (r#5), A(fSr) 7021, trg::r#/O  (Wolfe y col., 1988).

Fue   cedida   gendlmente   por  el   Dr.  R.  Bounet   (California  institute  of

Technology, Pasadena, California, USA).
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£7z7(am)1,/e#86,fris4,77eezF(am)159,ec7cz-50,rpsz,136,£fe!.-1,czrcz-14,/czcY1,

j%f/~1,  ,ty/-5;  /anA31,  ts*.78,  recA, F-, .rsr5]8, A/fczr-fcr2J5201  a{rikos y col.,

1985; Wolfe y col.,1994).

2112.Leptospirlllunfierrooxidrus

Se  utiliz6  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 continuaci6n:

PGEM-3Z

pUC18

pNT201

pLf3,5

2.743 pb (Titus,1991).

2.690 pb (Yinisch-Perron y col., 1985).

derivado de BR322,  cuya construcci6n la describen  Borkovich ef cz/.

(Borkovich  y  col.,  1989).  Posee  AmpR  y  lleva  el gen  fc}r  bajo el

promotor    Ptac.    Fue  cedido  gentilmente   por   el   Dr.   R.  Bourret

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

recombinante generado durante el presente trabajo.
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pLfl3 recombinante generado durante el presente trabaj o.

2.2. MATERIAL N0 BI0L6GICO

A continuaci6n se presentan los compuestos utilizados y sus proveedores.

Ampicilina se obtuvo del Laboratorio Chile S.A.

Alcohol  isoandlico,  (CH3COO)2Mgx4H20  y Fec13  se  obtuvieron  de  J.  T.  Baker

Chemical Co., Phil]ipsburg, N. J.

Aceite  mineral  (para  biologi'a  molecular),  acido  maleico,  adjuvante  de  Freund

completb,   adjuvante   de  Freund  incompleto,   albulnina  de  bovino,   azul   brillante   de

Coomassie  R-250,  azul  de  bromofenol,  bromuio  de  etidio  (para  biologia  molecular),

Caoro3)2x4H20,   CH3COOK,   CH3CO0Nlh,   cloranfenicol,   Cscl,   DEPC,   DTT,   sal

dis6dica  de EDTA,  fenol,  D-(+)-glucosa,  glicerol,  KH2P04,  L-acido  glutinico, L-acido

aspartico,   L-alanina,   L-arginina,   L-asparragina,   L-.cistefna,   L-histidina,   L-leucina,   L-

metiorina,  L-prolina,  L-serina,  L-tirosina, L-treonina,  L-triptofano,  L-valina,  lisozima,  2-

mercaptoetanol, NaH2P04, Na2IIP04, QIIL)2S04, N-1auroil-sarcosinato de sodio, 1eupeptin,

NBT,  1,10-fenantrolina,  PEG-6.000,  pepstatina  A,. persulfato  de  amonio,  phytagel,  sal



24

s6dica  de  PIRE,  PMSF,  proteinasa  K,  ribonucleasa  A,  SDS  sat  s6dica,  Sigmacote,

tetrationato  de  potasio,  trit6n  X-100,  Tween  20  (polioxietilensorbitan  monolaurato),  X-

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

Cac12x2H20,   CoC12x6H20,   cloroformo   p.a.,   CH3COONa,   citrato   de   sodio,

CuS04x5H20,  etanol   absoluto  p.a.,  Fes04x7H20,  Fec13x6H20,   glicina,  H3803,  Hcl

furnante 37  %, H2S04, H202, KC1, KH2P04X3H20, L-isoleucina,  metanol, Mgc12x6H20,

Mgs04x7H20,  rms04xH20,  rmc12x4H20,  Nac1,  NaHC03,  NaoH  Na2Mo04x21120,

Nis04x7H20, N,N-dimetilformamida, sacarosa, Zns04x7H20 y Znc12 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  °/o), 4-Cloro-I -naftol, N,N-metilen-bis-acrilarulda, agarosa grado

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

Agarosa Nusieve GTG grado teonologia gerfetica 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.

CH3COOH glacial se obtuvo de Riedel-de Haen, Seelze.

PTG, ligasa del DNA de T4 (1U/Hl) y tamp6n de ligasa lox, kit de purificaci6n de

DNA "USBioclean MP", X-Gal y kit de secuenciaci6n de DNA "Sequenase Version 2.0" se

obtuvieron de United States Biochemical Corporation, Cleveland, USA.

Andcuexpos  de buro  anti  IgG  de  conejo  biotinilados,  estreptavidina biotinilada

conjugada a peroxidasa, membrana de nylon Hybond-N, soluci6n Amplify y [Ci-35S]dAlp

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

Buckinghamshire, England.

Trisultrapuroymembrana.denitrocelulosaseobtuvierondeGibcoBRL.

Papel 3MM se obtuvo de Whatman.

Pel£culas de radiografia RX se obtuvieron de Fuji Photo Film Co., Ltd, Japan.
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CIAP (1U/Ill) y tampon de CIAP lox, dATP  100 mM, dcTP  100 mM, dGTP  100

mM, DNA del fago lambda (0,55 mg/ml), dTTP 100 mM, DNA polinerasa Taq (5U/Ill),

M8C12  (25  nd;a  y  tampon  de  DNA  polimerasa  Taq  lox  se  obtuvieron  de  Promega,

Madison, USA.

El kit no radiactivo de marcaci6n y detecci6n de DNA "DIG DNA" se obtuvo de

Boehringer Mannheim GmbH, Marmhein, Germany.

[35S]metionina 70 %/ [35S]cisteina 25 % (actividad especifica de 1.190 Ci/mmol) se

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



3. METODOS

3.1. REDI0S DE CULTIVO

3.1.1. Medio LB

Contiene 1  % de Bacto triptona, 0,5 °/o 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/pulg2 y a 120°C

por 20 min (Titus,1991).

3.1.2. Medio lfquido Mackintosh Modificado

Se realiz6  segdn Mckintosh (1978)  con modificaciones.  El medio  contiene por

litro:  132 mg de QIIh)2S04; 27,2. mg de KH2P04; 45,6 mg de Mgc12x6H20;  147 mg de

Cac12x2H20; 0,1 mg de hthc12x4H20; 0,07 mg de Zn`C12; 0,12 mg de CoC12x6H20; 0,031

mg de H3803; 0,0852 mg de Na2Mo04x2H20 y 30 g de Fes04x7H20.

El medio  se prepara mezclando  900  ml  de .soluci6n Mackintosh con  100  ml  se

soluci6n concentrada de sulfato ferroso. La soluci6n Mackintosh se prepara diluyendo 20 ml

de  soluci6n Mackintosh  concentrada con  880  m]  de  agua bidestilada,  y  se  esteriliza en

autoclave a  20 libras/pulg2 y a 120° C  por 20 min.  La soluci6n Mackintosh concentrada se

27
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preparamezclando300mldesoluci6nD,con200mldesoluci6nEy500mldesoluci6nF,

yseesterilizadeirmediatoenautoclave.Lasoluci6nDsepreparacon6,61gdeOur4)2S04

y26,65mlde112S04en300mldeaguabidestilada.Lasoluci6nEsepreparacon1,361gde

KH2P04 en 200 ml de agua bidestilada. La soluci6n F se prepare con 1,27 g de Mgc12xH20;

7,35  g  de  Cac12x2H20  y  50  ml  de  soluci6n trazas  en  500  ml  de  agua bidestilada.  La

soluci6n trazas se prepar6 disolviendo por litro 100 mg de rmc12x4H20; 70 mg de Znc12;

120  mg  de  CoC12x6H20;  31  mg de H3803  y  85,2  mg de Na2Mo04x2H20;  y  luego  se

esteriliza por filtraci6n. La soluci6n concentrada de sulfato ferroso se prepar6 disolviendo

30  g  de  Fes04x7H20  en  1  1  de  agua  bidestilada,  ajustando  pH  a  1,4  con  H2S04  y

esterilizando por filtraci6n.

3.1.3. Medio S30

Por litro contiene 56 g de K112P04; 378 g de K2HP04x3H20; 10 g de Bacto extracto

de levadula y  15 mg de tiamina. En el momento de usar se agregan 320 ml  de soluci6n

autoclavadadeglucosaal25%y40mldesoluci.6nautoclavadade(CH3COO)2Mg0,1M

Q?raft,1985).

3.1.4. Medio Triptona

Contiene 1 °/o de Bacto triptona y 0,5 % de Nac1 (Tisa y Adler, 1995).
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3.2. SOLUCI0NES

3.2.1. Soluci6n TE

Contiene EDTA 1 mM y Tris-HC1 10 mM, pH 8,0.

3.2.2. Soluci6n I

Contiene EDTA 10 mM; glucosa 50 mM y Tris-HC125 mM, pH 8,0.

3.2.3. Soluci6n H

Contiene NaoH 0,2 N y SDS 1 %.

3.2.4. Soluci6n Ill

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

60 ml de CH3COOK 5 M; 11,5 ml de Cil3COOH glacial y 28,5 Iud de agua bidestilada.

3.2.S. Soluci6n de Muestra para DNA 6x

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

3.2.6. Soluci6n I)esnaturalizante

Contiene Nacl 1,5 M y NaoH 0,5 N.

3.2.7. Soluci6n Neutralizante

Contiene Nacll,5 M y Tris-HCll M, pH 7,4..



3.2.8. Soluci6n SSC lox

Contiene Nacl 1,5 M y citrato de sodio 0,15 M, pH 7,0.
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3.2.9. Soluci6n de Muestra para Proteinas 2x

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

io % y Tris-Hcl 125 rfu¢ pH 6,8.

3.2.10. Soluci6n de Tinci6n

Contiene azul briuante de  Coomassie R-250  0,2 %;  metanol 50 % y acido ac6tico

7%.

3.2.11. Soluci6n de Destefiido

Contiene metanol 20 % y acido ac6tico 10%.

3.2.12. Soluci6n Reveladora

Contiene H202 0,013 %; metanol 28 %; Nacl 107 mM y Tris-Hcl 14 mn¢ pH 7,4.

3.3. TARTONHS

33.1. Tamp6n TBE 0,5x

Contiene EDTA 1 mM y Tris-borato 45 mM, pH 8,0.
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3.3.2. Tamp6n de Hibridaci6n

Contiene N-1auril-sarcosinato  de  sodio  0,1  %;  SDS  0,02  %,  reactivo  bloqueador

proveniente del kit no radiactivo de marcaci6n y detecci6n de DNA "DIG DNA"  al  1%;

Nac1 0,75 M y citrato de sodio 75 mM pH 7,0.

3.3.3. Tamp6n 1

Contiene Nacl 0,15 M y froido maleico 0,1 h4 pH 7,5.

3.3.4. Tamp6n 2

Contiene Nacl 100 mM; Mgrl2 50 mM y Tris-Hcl 100 mM, pH 9,5.

3.3.5. Tamp6n de Competencia

Contiene Cac12 100 mM; Mgc12 70 mM y CH3COONa 40 mM, pH 5,5.

3.3.6. Tamp6n de Electroforesis  .

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

3.3.7. Tamp6n de Transferencia

Contiene SDS 0,1 °/o; glicina 190 mM; metanol 20 0/o y Tris 25 mM, pH 8,8;



33.8. Tamp6n TBS

Contiene NacI. 150 mM y Tris-HC120 mM pH 7,4.
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3.3.9. Tampon A

Contiene glicerol  10 %; EDTA 5 mM;  1,10-fenantrolina 5 mM; PMSF 2 mM; sal

s6dica de PI"B 300 LM; leupeptin 1 [M; pepstatina A 1 uM y fosfato de sodio 0,1 M pH

7,2.
/

3.3.10. Tamp6n 8

Contiene KC12 M; glicerol 10 %; EDTA 5 mM;  1,10-fenantrolina 3 mM; PMSF 1

mM; sal s6dica de PI"B ,100 !iM; leupeptin 1  [iM; pepstatina A 1  LiM y fosfato de sodio

50 mM pH 7,2.

3.3.11. Tampon C

Contiene leupeptin 1 uM pepstatina A 1 uM y Tris-Hcl 50 mM, pH 7,2.

3.3.12. Tamp6n S30

Contiene (CH3COO)2Mg 14 mM; CH3COOK 60 mM; DTT 1 mM y Tris-acetato 10

nM, pH 8'2.
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3.3.13. Tampon de hmunoprecipitaci6n 4x

ContieneTrit6nX-1004%;Nacl2MyTris-HC1200mM,pH7,4.

3.4. REZCLAS

3.4;1. Mezcla de Preincubaci6n

Contiene  Pinivato  quinasa  6,7  U/ml;  (CH3COO)2Mg  9,2  mM;  ATP  13,2  mM;

fosfoenol piruvato 84 mM; DTT 4,4 mM; mezcla A de aminoacidos 40 LiM y Tris-acetato

300 mM, pH 8,2.

3.4.2. Mezcla A de Aminofcidos

Contiene en mg por ml: 4,4 de alanina; 10,6 de arginina HC1; 6,6 de asparradna; 6,6

de acido aspartico; 6 de cisteina; 7,4 de acido glutinico; 7,4 de glutamina; 4,8 de glicina;

9,6dehistidinaHC1;6,6deisoleucina;6,6deleucina;9,2delisina;7,4demetionina;6,2de

fenilalanina; 5,8 de prolina; 5,2 de serina; 6 de treonina;  10,2 de tript6fano; 9 de tirosina y

5,8 de valina.

3.4.3. Mezcla LM

Contiene DTT 7 mM; ATP 4,9 inM; CTP 3,4 mM; GTP 3,4 mM; UTP 3,4 mM;

fosfoenol piruvato 89,2 mM; mezcla 8 de arinoacidos 0,35 mM; PEG-6000 7,7 %; acido

folinico  138,5 Hg/ml;   3',5'-CAMP 2,6 nM;   1RNA  669,2 pg/ml;   CH3COONIT4144 mM;
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CH3COOK288inM;(CH3COO)2Ca39mMyTris-acetato226mM,pH8,2.

3.4.4. Mezcla 8 de Aminof cidos

Contiene en mg por ml: 5 de alanina;  11,6 de arginina HC1; 7,2 de asparragina; 7,4

de acido aspartico; 6,6 de cisteina; 8,2 de acido 8lrfemico; 8 de glutanina; 4,2 de glicina;

10,6dehistidinaHC1;7,2deisoleucina;7,2deleucina;10delisina;6,8defenilalanina;6,4

deprolina;5,8deserina;6,6detreonina;11,2detript6fano;10detirosinay6,4devalina.

3.5. cREcnrmNTO DE BACTERIAs

3.S|. Escherichia colt

LascepasdeE.co/j.secrecieronconaproximadameute180xpmdearitaci6norbital

a 37°C en medio liquido LB, salvo que se indique lo contrario.

El crecimiento en medio s6tido se realiz6 en placas con medio LB adicionado con

agar BiTekTM a| 1,5 %.

Cunndo se requiri6 seleccionar bacterias resistentes a ampicilina, el antibi6tico se

adicion6 al medio en rna concentraci6n final de 100 LLg/ml.

Lascepassemantuvieronindefiinidameutea-80°CenmedioliquidoLBconglicerol

al 150/o, o por varios meses como colonias aisladas en placas de LB a 4°C.



35

3.5.2,.Leptospirtllumf;erroedda;us

I./erroorz.Jcz#ssecreci6conaproximadanente130rpmdearitaci6norbitala30°C

en medio liquido Mackintosh mddiricado Orackintosh, 1978).

Para crecer gran cantidad de c61ulas, se inocularon 13 1 del medio Macldntosh y se

incub6 a 30°C con aireaci6n constante por medio de un burbujeador de aire.  Se creci6 en

estas condiciones por 5-6 dias.

3.6. CUANTITICActoN DE BACTERIAS

Las bacterias  se  contaron bajo  microscopio  6ptico  de  contraste  de  fases  en  una

camara de Petroff-Hausser. El ninero de bacterias coutenidas en un recuadro grande de la

cinara se multiplic6 por un factor de 1,25 x 10`', determinando el ndmero de bacten.as por

ml.Cadadeteminaci6nsehizoentriplicadoparacalcularunvalorpromedio.

3.7. ENSA¥o DE QurmoTAlus

La capacidad quimiofactica de las distintas cepas de E. co/j., transformadas o no con

plasmidios, se midi6 usando placas de agar b]ando. En este ensayo, 1as 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 BiTckTM.

Las c61ulas se crecieron en medio diptona lfquido (adicionado con ampicitina para

crecer  las  cepas  resistentes  al  antibi6tico)  hasta  la  mitad  de  la  fase  exponencial  del

crecimiento. Alicuotas de este cultivo (2 H1) se inocularon suavemente en la superficie del

agar blando, en el centro de cada placa, como lo describen Wolfe y col. (1994). Luego,1as

placas  se incubaron a  31°C en  ambiente hinedo y  el halo de crecimiento se midi6 a las

40 h. Cada ensayo se realiz6 en duplicado.

3.8. PREPARActoN DH DNA CROMOSOMAL

EI DNA cromosomal se prepar6 en base al m6todo descrito por Engsfrom y col.

( 1983) con algunas modificaciones.

Las bacterias se crecieron en el medio adecuado (13 I para I. /erroorj.dcr72.g y  1,5 1

paraE.co/j)yluegosecolectaroncentrifugindolasa10.000xg,por10minenelcasodeE.

co/j. y por 30 min en el caso de a I,. /c77oorz.c7cz#s. La jarosita generada en el cultivo de I.

/L7rroor;.d¢#s se elimin6 centrifugando varias veces a 1.000 x g por 1 min y luego se lavaron

las c61ulas tres veces con soluci6n I para alcalinizarlas.
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Las c61ulas se resuspendieron en 3  iul de la soluci6n I,  se agreg6 1isozima a rna

concentraci6n final de 2 mgivml y se incub6 45 min en hielo y luego  10 min a 37°C.  Se

agreg6 proteinasa K a rna concentraci6n final de  190  pug/ml y SDS a rna concentraci6n

final de 0,125 °/o. Luego se incub6 por 10 min a 37°C y la soluci6n viscosa que se fom6 se

incub6 30 min en hielo.  Se agregaron 4,5 ml de soluci6n TE y se extrajo el DNA con  1

volunen de mezcla fenol/clorofomro (1:1) para lo que se agit6 el tubo por 30 min. Luego se

centrifug6 a 12.000 x g por 5 min para separar las dos fases, y se recuper6 la fase acuosa

(superior) que contiene el DNA. La extracci6n se realiz6 dos veces mds, pero atitando solo

por 15 min antes de centrifugar. La fase acuosa resultante se transfiri6 a un tubo limpio y se

agreg6 suficiente CH3COOK 5 M para dar rna concentraci6n final de 0,2 M. Se agregaron 2

volumen de etanol frio y se dej6 precipitando toda la noche a -20°C. Luego se centrifug6 .a

19.000 x g por 10 min y el precipitado se resuspendi6 en 10 ml de soluci6n TE. Se adicioho

ribonucleasa A a rna concentraci6n fmal de 100 pug/ml y se incub6 por 3 h a 37°C. Luego se

realizaroh dos extracciones del DNA con  1  volunen de fenol/cloroformo (1:1), aedtando

s6lo por 5 min antes de centrifugar.. La fase superior que lleva el DNA se transfiri6 a un tubo

ljmpio y se agreg6 suficiente CH3COOK 5 M para dar rna concentraci6n final de 0,2 M. Se

agregaron 2 volinenes de etanol fiio y se dej6 precipitando toda la noche a -20°C. Luego se

centrifug6 a .19.000 x g por 10 min y el DNA gen6mico precipitado se resuspendi6 en 1 ml

de soluci6n TE. Se determin6 1a concentraci6n del DNA como se describe mas adelante, y

se guard6 a -20°C en alicuotas.



3.9. ESTIMActoN DE LA CANTDAD DE DNA

38

Se  utiliz6  un  metodo  espectrofotometrico  que  mide  la  cantidad  de  irradiaci6n

ultravioleta absorbida por las bases (Sambrock y col.,  1989). La lectura A 260 rm permite

estimar la concentraci6n de acido nucleico en la muestra, cousiderando que rna absorbancia

de 1 corresponde a aproximadamente 50 LLg/ml de DNA de doble hebra. La raz6n entre las

lecturas  a  260  y  a  280  nm  da  rna  estimaci6n  de  la  pureza  del  acido  nucleico,  pues

preparaciones puras de DNA tienen un valor de A26o/A28o  de 1,8. Si existe contaminaci6n

con proteinas o fenol, el valor de dicha raz6n es menor y no es posible hacer una exacta

estimaci6n de la cantidad del acido nucleico.

3.10. PREPARACION DE DNA PLASI\flDIAL

3.10.1. P.reparaci6n en Pequefia Escala

Para preparar fapidamente. y en pequefia escala el DNA plasmidial,  se utiliz6  el

m6todo de lisis alcalina detallado en Sanbrook y col. (1989).  Se creci6 por toda la noche

una colonia en 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina.  Se colectaron las c61ulas

centrifugindolas a 12.000 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se removi6 por aspiraci6n.

Las bacterias se resuspendieron en 100 Ill de soluci6n 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 LLl de soluci6n H reci6n preparada. Se mezcl6 invirt].endo el tubo 3-5 veces sin utilizar
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vortex, y se incub6 en hielo por 5 min. Despues se agregaron 150 Ill de soluci6n HI ffia, se

mezcl6 suavemente por 10 segundos y se incub6 en hielo por 5 min. Luego se centrifug6 por

10 min a 17.000 x g a 4°C y e] sobrenadante se transfiri6 a un tubo ]impio y se realiz6 rna

extracci6n con fenol/cloroformo (1: 1) agregando un vo].umen. 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 volinenes de etanol ffio. Se mezcl6 agitando en vortex, y

se incub6 en hielo por 15 min. Se centrifug6 a 17.000 x g por 10 min a 4°C y se descarto el

sobrenadante.  EI DNA precipitado se lav6 con  1  ml  de etanol  70% ffio,  se centrifug6  a

17.000 x g por  10 min a 4°C y finalmente se resuspendi6  en 50  prl de  soluci6n TE.  Se

adicionaron .2 prl de ribonucleasa A (10 mg/inl) y se incub6 a 37°C por 30 min. EI DNA

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

3.10.2. Preparaci6n en Gran Escala

La preparaci6n de DNA plasmidial en gran escala se realiz6 con modificaciones del

protocolodescritoparalapreparaci6nenpequefiaescaladetalladoen3.10.1.

Una colonia se inocul6 en 5 ml de medio LB  suplementado con ampicilina y se

incub6 por toda la noche  a 37°C.  Luego,  con este  cultivo  se  inocul6  1  I  de medio  LB

adicionado de anpicilina y se incub6 agitando orbitalmente (aproxinadamente a 180 rpm)

por. 5-6 h. En seguida, se agreg6 cloramfenicol a rna concentraci6n final de 170 pug/inl y se

continu6 la incubaci6n por toda la noche. Luego se colectaron las c61ulas centrifugando a

10.000 x g por 10 rim, se resuspendieron en 20 ml de soluci6n I y se agregaron 100 mg de
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1isozimaparadarunaconcentraci6nfmalde5mg/ml.Semezcl6suavementeyseagregaron

40 ml de soluci6n 11 reci6n preparada. Se mezcl6 suavemente y se incub6 10 min en hielo.

Se agregaron 15 ml de soluci6n in fha, se mezcl6 sunvemente y luego se centrifug6 por 30

min a 18.000 x g a 4°C. AI sobrenadante obtehido se agregaron 2 volinenes de etanol 95%

ffio,semezcl6ysedej6enhielopor10min.Secentrifug6a10.000xgpor20mina4°Cy

el precipitado se resuspendi6 en 40 ml de soluci6n TE. Se agreg6 suficiente CH3COONH4

en polvo, para dar urra concentraci6n final de 2,5 h¢ se mezcl6, se incub6 en hielo por 10

min y  se  centrfug6  a  10.000  x  g por  15  min  a 4°C.  Luego  de  medir  el  volunen  del

sobrenadante recuperado que conteria el DNA, se agregaron 2 volrfuenes de etanol 95 %

ffio, se mezcl6 y se incub6 en hielo por 10 min. Se centrifug6 a 10.000 x g por 15 min a 4°C

y el 1iquido remanente sobre e] DNA precipitado se dej6 escurrir invirdendo el tubo sobie

untrozodepapel.Finalmente,elDNAseresuspendi6en8mldesoluci6nTEadicionadade

0,05 M de Nac1. EI DNA plasmidial asi preparado se guard6 a 4°C hasta ser purificado por

gradiente de cloruro de Cesio.

3.11. PURIFICAcfoN DE DNA PLASMIDIAL FOR GRADIENTE DE CLORUR0

DE CESIO

EI DNA plasridial preparado en gran escala fue puri.ficado por gradiente de cloruro

de Cesio, realizando algunas modificaciones al m6todo descrito en Sanbrook y col. (1989).
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A 8 ml de DNA plasmidial en soluci6n TE con Nac1 0,05 M, se agregaron 8 g de Cscl y

640Hldesoluci6ndebromurodeetidio(10mlrml).UnavezdisueltoelCsclsesometi61a

mezclaaultracentrifugaci6na197.000xgconelrotorT-875enunaultracentri.fugaSorvall

modelo  OTD  Combi,  por  48  h  a  14-17°C.  Luego,  ]as  bandas  de  DNA  plasmidial  se

identificaronilurninandoeltuboconluzultravioleta,yseextrajeronsuccionindolasconuna

pipeta Pasteur. Posteriormente, el bromuro de etidio se elimin6 por extracci6n con alcohol

isoamilico.  Para  ello  se  agregaron  2  voldrenes  de  alcohol  isoamflico,  se  mezcl6  por

inversi6n,ysecentrifug6a1.000xgpor3minatemperaturaambiente,descartandolafase

orginica  (superior)  que  se vuelve  rosada  al  llevar disuelto  el  bromuro  de  etidio.  Estas

extracciones se repitieron cuantas veces fue necesario para que la soluci6n de DNA quedara

totalmente  incolora,  1o  que  indica  que  se  retir6  totalmente  el  bromuro  de  etidio.  Para

remover el Cscl de la soluci6n, 6sta se dializ6 por 24 h en bolsas de dialisis con un tamafio

de corte de 12.000-14.000 Daltons, contra 100 volinenes de soluci6n TE a 4°C. Luego, se

precipit6.  el  DNA  agregando   suficiente  cantidad  de   CH3COONa  para  alcanzar  rna

concentraci6n fmal de 0,1 M y 2 volinenes de etanol filo. Se incub6 a -20°C por 1 h, se

centrifug6 a 10.000 x g por 15 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante. EI DNA precipitado

se  resuspendi6  en  2  ml  de  soluci6n  TE  y  se  repiti6  1a  precipitaci6n  en  presencia  de

CH3COONa 0,1 M. Finalmente, se centrifug6 a 10.000. x g por 25 min a 4°C y se descaut6 el

sobrenadante. EI DNA plasnridial precipitado se sec6 al vacio, se resuspendi6 en 500 prl de

soluci6n TE, y se cuantific6 midiendo su absorbancia a 260 nm como ya se describi6. Este

DNAplas.ridialpurificadosemantuvoestableporvariosmesesa4°C.
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3.12. DIGESTfoN DH DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCI0N

Las digestiones de DNA cromosomal o plasmidial  se realizaron de acuerdo a lo

jndicado por los proveedores de cada enzima.  Segdn el tipo de experimento a realizar, se

digirieron entre 1 y 15 pug de DNA en un volumen de reacci6n de 50 6  100 prL que llevan

10% del tamp6n lox indicado para cada enzima y 3-5 unidades de enzima por LLg de DNA.

Luego se incub6  a 37°C, por toda la noche para asegurar rna digesti6n completa.  Para

visualizar los productos generados por cada digestion enzimatica, se realiz6 rna separaci6n

electrofoietica en geles de agarosa.

3.13. ELECTROFORESIS DE DNA EN CERES DE AGAROSA

Para  visualizar  DNA  plasmidial  o  cromosomal,  ya  sea  integro  o  digerido  con

enzimas de restricci6n, asf como productos de amplificaci6n por PCR, se utilizaron geles de

agarosa. Los geles se prepararon en tamp6n TBE 0,5x y fueron: al 0,8 % de agarosa ultra

pura para separar mol6culas de 0,6 a 9 kpb; y al 2 °/o de agarosa Nusieve GTG mds 0,5 % de

agarosa ultra pura, para separar fragmentos mds pequefios, de 60 a 1.000 pb, como los que

se generaron en reacciones de amplificaci6n por PCR. El tanp6n de electroforesis fue TEE

0,5x. La muestra de DNA se mezcl6 con rna soluci6n de muestra para DNA 6x, se coloc6

en el bolsillo del gel, y se aplic6 rna diferencia de potencial de 5 Volvcm hasta que el
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colorante  indicador migr6 rna distancia  apropiada.  El  gel  se  sunerdr6  por  1  h en  rna

soluci6n  de  bromuro  de  etidio  0,5  Hgrnd  y las  bandas  de  DNA  se  visunlizaron por  la

fluorescencia emitida al irradiar con luz ultravioleta (Sarnbrock y col. ,19 89).

3.14.  EXTRACcfoN  Y  PtJREICACION DE  FRAGRENTOS  DE  DNA  DESDE

GELES DE AGAROSA

Para purificar fragmentos de DNA, generados ya sea por digestiones con enzimas de

restricci6n a  por amplificaci6n por PCR,  se  emple6  electroforesis  en  geles  de  agarosa.

Despu6s de someter los geles a tinci6n con bromuro de etidio, se identific6 la banda o I.a

region de bandas de inteies y con rna hoja de bisturi se cort6 el trozo de agarosa que la

contenia. Desde el trozo de agarosa, el DNA se purific6 utilizando el kit de pulficaci6n de

DNA "U.SBioclean MP", que permite recuperar aproximadamente un 80% del material de

partida. Bdsicamente consiste en disolver la agarosa a 55°C en presencia de Nat 4 M. Luego

se baja la temperatura a 0°C para que las moleculas de DNA se adhieran a rna suspeusi6n

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 est6ril. 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 eusayos de

hibridaci6n.
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3.15. AMPLIRICActoN DE DNA POR LA REACCI0N DE LA POLIRERASA EN

CADENA

Para amplificar un fragmento de DNA, se realiz6 1a reacci6n de la polimerasa en

cadena (PCR), utilizando oligonucle6tidos de 18 meros como partidores de la reacci6n.

Cada  reacci6n  de  amplificaci6n  contehia  en  un  volumen  final  de  50  lil,  los

siguientes  componentes:  como templado  2  LLg de DNA cromosomal  6  100  pg de. DNA

plasnddial o de un fragmento de DNA; 25 pmoles de cada uno de los dos partidores;  100.

HM de  cada desoxinucle6tido  (dATP,  dcTP,  dGTP y dTTP);  2,5  mM  de Mgc12;  0,25

unidades de DNA polimerasa taq; y 10 % del tamp6n de DNA polimeras& taq lox. Sobre la

mezcla de reacci6n se  agreg6  rna gota de aceite mineral,  para evitar evaporaci6n y  s.e

realiz6  la reacci6n  de  polimerizaci6n en un temociclador Perkin Elmer  de  acuerdo  al

si guiente 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 polimerizaci6n.

- 1 ciclo de 10 min a 72°C para completar la elongaci6n de todos los fragmentos.

La temperatura de alineamiento se defini6 empincamente en un rango cercano a las

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

Tin - 2(A + T) + 4(G + C).
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Luego de reatizada la reacci6n, los tubos se mantuvieron a -20°C por 30 min para

congelarlasoluci6nyasielininarelaceitemineralporsucci6n.Paraanalizarlosproductos

de la amplificaci6n, se agreg6 suficiente tamp6n de muestra, y se realiz6 una separaci6n

electroforetica en geles de agarosa al 2,5 %, como se describi6 auteriormente.

3.16. MARCActoN I>E sONDAs CON DIGomGENINA uTmlzANDO 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

desoxinucle6tidos y de duTP-Dig.

Cada  reacci6n  de  amplificaci6n  se  realiz6  como  ya  se  describi6,  solo  que  se

utilizaron los desoxinucle6tidos en las siguientes concentraciones: dATP 80 uM dcTP 80

HM; dGri' 80 prM, dTTP 52 LLM y duTP-Digoxigenina 28 prM (mezcla proveniente del kit

no radiactivo de marcaci6n y detecci6n de DNA "DIG DNA").

Los fragmentos amplificados se separaron en geles de agarosa al 2,5 % y luego se

purific6 la banda de interfes por el m6todo ya descrito (utilizando el kit "USBioclean MP").

Se prob6 la marcaci6n de la sonda aplicando 1 Hl 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  realiz6  la  detecci6n  inmunol6gica  de  los  productos  que  contienen

digoxigenina, del mismo modo como se describe en 3.17.3.
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3.17. HIBRIDActoN DEL TIPO "SOUTHERN-BLOT"

3.17.1. Transferencia de DNA desde Geles de Agarosa hacia Membranas de Nylon

Los  fragmentos  de  DNA  obtenidos  por  digesti6n  con  enzimas  de  restricci6n  y

separados  electroforeticamente,  se transfirieron  a rna membrana de  nylon utilizando  el

metodo descrito por Southern (1975), y que corm'mmente se denomina "Southern-blot". Para

esto,   el   DNA   fue   desnaturalizado   sunergiendo   el   gel   de   agarosa   en   soluci6n

desnaturalizante por 45 min con aaltaci6n constante, y luego fue neutralizado sunergiendo

el gel por 45 min en soluci6n neutralizante con agitaci6n constante y con un cambio de

soluci6n a los 30 min.

Para mortar el sistema de transferencia capilar, se coloc6 rna placa Petri invertida

sobre un recipiente que contehia soluci6n SSC  lox y sobre la placa se ubic6 un trozo d.e

papel Whatman 3MM del ancho del gel y de un largo mucho mayor de manera que ambos

extremos  del  papel  quedaran  sumergidos  en  la  soluci6n.   Cuando  este  papel  estuvo

totalmente himedo,  sobre el se ubic6 el gel de manera que ]a que fue su cara superior

estuviera en directo contacto con ?I papel.  Sobre el gel se ubic6 rna membrana de nylon

quybond-N) del mismo tamafio, se eliminaron las burbujas y sobre la membrana se ubicaron

dos trozos de papel 3MM del mismo tamafio. Se cubri6 toda la superficie del recipiente con

un  plastico  transparente,  cortando  con  bisturi  el  espacio  correspondiente  al  gel.  Asi,

directanente  sobre  el  gel  estaba  la  membrana  de  nylon,  1os  papel.es  3MM  y  luego  se

colocaron servilletas de papel absorbenfe en cantidad suficiente para dar rna altura de 5-8

cm. Sobre ellas se coloc6 un peso de aproximadamente 500 g. Este sistema permite que el
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liquidodelrecipienteflnyaporcapilaridadatrav6sdelgelydelamembranadenylon,yasi

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

cunndo  se  encontraban hinedas.  AI  finalizar  la transferencia,  se  volte6  el  gel  con  la

membrana para marcar en esta las posiciones correspondientes a los poctllos del gel.  La

membrana se lav6 con soluci6n 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 inadiando con lalnpara de luz

ultravioleta (254 rm de longitud de onda) por 3 min a rna distancia aproximada de 10 cm.

La membrana de nylon con el DNA asi fijado se guard6 en una bolsa pldstica a temperatura

ambiente hasta realjzar la hibridaci6n.

3.17.2. Hibridaci6n de DNA

L.a hibridaci6n del DNA fijado a la membrana de nylon se realiz6 como I.o describe

el kit no radiactivo de marcaci6n y detecci6n de DNA  "DIG DNA".  La membrana fue

prehibridada por 6-12  h con el tamp6n de hibridaci6n a la temperatura elestda para la

hibridaci6n. Esto se realiz6 dentro de rna bolsa de plastico que se sell6 y se sumergi6 en un

bafio  a temperatura.  Luego se elimin6 1a soluci6n y .se agregaron 2-3  ml  de  soluci6n de

hibridaci6n fresca conteniendo la sonda marcada que previamente fue  desnaturalizada a

90°C por 10 min y enffiada en hielo por 5 min.  Se sell6 la bolsa y se realiz61a hibridici6n

incubando por 12-24 h a la temperatura elerida.
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Al finalizar la hibridaci6n, 1a soluci6n 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 soluci6n SSC

2x/SDS  0,1  %  por  5  min  a  temperatura  ambiente  y  luego  2  veces  con  soluci6n  SSC

0,1x/SDS 0,1  °/o por  15 min a la temperatura de hibridaci6n.  La membrana se sec6 y se

guard6atemperaturaanbienteosesometi6inmediatamentealadetecci6ninmunol6gica.

3.17.3. Detecci6n Inmunol6gica de DNA

La detecci6n inmunol6edca de la sonda marcada con duTP-Digoxigenina hibridada

a un DNA determinado, se realiz6 como se describe en el kit no radiactivo de marcaci6n y

detecci6n "DIG DNA".  La membrana ya hibridada  se bloque6  incubando por  30 rim con

1 °/o del reactivo bloqueador toroveniente del kit) en tamp6n 1, y luego se incub6 por 2 h

con el anticuelpo anti digoxigenina conjugado a peroxidasa diluido  1/5.000 en tanp6n  1

adicionado con 1 % del reactivo bloqueador. La membrana se lav6 dos veces con tamp6n 1

por 15 nijn y rna vez con tampon 2 por 2 min. Luego se jncub6 en ]a oscun.dad con los

sustratos de la enzima: NET 338 Hg/ml y X-fosfato 175 Hg/ml en tamp6n 2. La reacci6n se

detuvo lavando con soluci6n TE cuando se observ6 rna coloraci6n adecuada en las regrones

de hibridaci6n, y la membrana se dej6 secar en la oscuridad.

Para  rehibridar  rna  membrana  con  rna  sorida  diferente  o  con  la  misma  pero

en  distintas  condiciones,    primero   se   retir6   el   precipitado   de   color   lavandola   con

N,N-dimetilformamida   a   60°C   hasta   que   desapareciera   el   color   y   luego   se   lav6

vigorosamente con agua bidestilada esteril. Para eliminar la sonda que hibrid6 al DNA, se
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incub6 la membrana con rna soluci6n que contenia NaoH 0,2 N y SDS 0,1 % For 30 min a

37°C. Finalmente, la membrana se lav6 con rna soluci6n SSC 2x por 5 min y estuvo lista

paravolveraserhibridada.

3.18. CLONARENT0 DE FRAGRENTOS DE DNA

3.18.1. Digesti6n y Desfosforilaci6n del Vector

La digestion y desfosforilaci6n del vector se realiz6  como describe Titus  (1991).

Para generar extremos cohesivos compatibles con los extremos del fragmento de DNA que

se desea clopar, el DNA del vector fue digerido con la misma enzima de restricci6n con que

se obtuvo dicho fragmento. Para esto, se diSrieron 10 Hg del DNA plasmidial en un vol d.e

100 Lil, como se describi6 anteriormente.

Luego el DNA se trat6 con la enzima CIAP para remover los grupos 5'-fosfato y asi

evitar la.recircularizaci6n del vector  durante  la ligaci6n.  Para  ello,  al DNA digerido  se
I

agregaron 0,0 1 unidades de CIAP por pmol de extremo de DNA, 20 Ill del tanp6n de CIAP

lox, y ague bidestilada hasta completar 200 prl de volumen. Se incub6 a 37°C por 60 min y

se detuvo la reacci6n agregando 2 ul de EDTA 0,5 M.

Debido   a  que  la  CIAP  puede  interferir  con  la  eficiencia  de  ligaci6n  y  de

transforlriaci6n, se la removi6 agregando 1 volumen de fenol/clorofomo (1 : 1), aaltando en

vortex por 1 min y luego centrifugando a 12.000 x g por 2 min. A la fase acuosa (superior)

se agreg61 volunen de cloroformo/alcohol isoamilic.o (24: 1), se ast6 en vortex por 1 min y
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luego se centrifug6 a 12.000 x g por 2 min. A la fase acuosa (superior) se agregaron 0,5

volinenes de CH3COONH4 7,5 M y 2 voh'unenes de etanol, y se mantuvo a -20°C por 2 h.

Luego  se  cendrfug6  a  12.000  x  g  por  5  min,  se  descart6  el  sobrenadante,  y  el  DNA

precipitado se lav6 con 1 ml de etanol 70 %, se sec6 brevemeute en un desecador al vacf o y

finalmente  se  resuspendi6  en 45  prl  de  agua bidestilada.  La  concentraci6n  del  DNA  se

estim6 por comparaci6n de la inteusidad de la banda fluorescente de la muestra con aquella

de cant]..dades  conocidas  de DNA.  Para ello  se realiz6  rna separaci6n electrofoietica en

gelesdeagarosayvisualizaci6ndefluorescenciamediantetinci6nconbromurodeetidio.

3.18.2. Ligaci6n del Vector con el Fragmento de DNA a Clonar

Las reacciones de ]igaci6n se realizaron segin Titus (]991). En ellas se utiliz6  6]

vector preparado como se describe  en 3.18.1.  y el  inserto  como  se  describe  en 3.14.  Se

busc6 la 6ptima raz6n entre vector e inserto, para lo que se realizaron reacciones de ligaci6n

con distiitas razones molares de ellos (1:1,  1:3 y 3:1).  Cada reacci6n de ligaci6n contenia

100 ng de DNA del vector, cantidad variable de DNA del iuserto (segdn la raz6n utilizada),

1 unidad de la enzima ligasa de DNA de T4 y 1 Ill del tampon correspondiente lox, en un

volunen total de 10 prl que se complet6 con agua bidestilada. Se incub6 a 4°C por toda la

noche y ]uego  se utilizaron estas mezclas de ligaci6n para realizar la trausformaci6n de

c61ulas competentes.
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3.18.3. Preparaci6n de C6Iulas Competentes

La trausformaci6n de c6lulas con un plasmidio requiere hacer competentes a las

c6lulas, es decir hacerlas aptas para ser transformadas con un DNA foraneo. Para realizar

esto, se modific6 un protocolo ya descrito (Titus,  1991) que consisti6 en cultivar toda la

noche a 37°C las bacterias provenientes de rna colohia de E.  co/z. en 5 ml de medio LB.

Luego se inocul6 50b prl de este cultivo sobre 50 ml de medio LB en un matraz que fue

asttado  vigorosamente  a  37°C.  Se  control6  el  crecimiento  leyendo  A6oo  cada 30 .min y

cundo 6sta 11eg6 a 0,45-0,55 se retir6 el matraz del bafio y se mantuvo en hielo por 2 h.

Luego  se colectaron las  c6lulas por centrifugaci6n 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

filtraci6n.Luegosedilnyerona50mlconelmismotanp6nfrioysemantuvieron45mine.n

hielo. Se centrifugaron a 1.800 x g por 10 min a 4°C y se resuspendieron suavemente en 5

ml del mismo tamp6n frio. Las c61ulas competentes asi preparadas se guardaron a 4°C y se

utilizaron 24 h despu6s, pues asi se logra la mayor eficiencia de transformaci6n.

3.18.4. Transformaci6n de C6lulas Competentes

Las  reacciones  de  transformaci6n  se  realizaron  de  acuerdo  a  Titus  (1991)  con

modificaciones menores. Para ello; se incubaron 100 prl de c6lulas competentes (preparadas

el  dia  anterior)  en  presencia  de  50  ng  de  DNA  plasmidial  por  30  min  en  hielo.  Se

sometieron  a  un  esties  fermico  de  42°C  por  1  min  para  aumentar  la  eficiencia  de

transformaci6n y luego se enfraron en hielo por un min. Se agregaron 900 prl de medio LB y
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se incubaron a 37°C por 1 h con agitaci6n orbital (aproximadamente 180 Ipm), para lograr

la recuperaci6n de las c61ulas. Luego se procedi6 a inocular 100 y 200 prl de cada mezcla de

transformaci6n, en placas de medio 1B adicionado con ampicilina. Cuando se trausform6 1a

cepa DH5or  con DNA proveniente de una reacci6n de ligaci6n, 1as placas ademds con{enian

0,5 mM de IPTG y 40 LLgivml de X-gal, para visualjzar colonias blancas o azules segdn sea el

plasmidio  que  llevan  en  su interior (transformaci6n con un recombinante  clara  colonias

blancas  y  transformaci6n  con  un  vector  religado  clara  colonias  azules).  Las  placas  se

incubaron  en  estufa  a  37°C  por  toda  la  noche  y  luego  las  colonias  de  inteies  fueron

repicadas en placas nuevas para mantenerlas alsladas.

3.19.  ELECTOFOREsls DE  pROTEiNAs  EN GELEs  DE  poLIACRILAnmDA-

SDS

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se desarroll6 segbn lo descrito por

Laeirmli (1970). Se realiz6 el montaje en el sistema "Mni PROTEAN 11 Cell" @io-Rad),

preparando  un  gel.  separador  de  poliacri.1amida  al   10   0/o  y  un  gel  concentrador  de

poliacrilanida  al  5  %.  Las  muestras  de  proteinas  se  mezclaron  con  igual  volumen  de

tamp6n de muestra de proteinas 2x y fueron hervidrs durante 5 min. Se utiliz6 el tamp6n de

electroforesis y se aplicaron 100 Volt hasta que el coloraute indicador de la migraci6n lleg6

al borde infen.or del gel. Los geles fueron tefiidos y destefiidos con soluci6n de tinci6n y con
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soluci6n de destefiido, respectivamente, o fueron directamente trausferidos a rna membrana

de nitrocelulosa, como se describe en 3.21.1.

Para visualizar proteinas radiactivas, ]uego de tefiir y destefiir el gel, este se sumergi6

por 30 min en soluci6n Amplify (Amersham), se sec6 con calor y al vacfo, y se expuso a rna

peliculadeRayosXpor2a30dias,dependiendodeltipodeexperinento.

3.20. PRODUCCI0N DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA Tar

La obtenci6n de anticuerpos policlonales de conejo contra la proteina Tar de A. co/z.

se realiz6 de manera semejante a como lo describen Mutoh y col.  (1986).  Para esto  fie

necesario  crecer en  1  I  de  medio  IB  la  cepa  de  E.  co/z. HC8721  transformada  con  el

plasmidio pNT201 e inducir la expresi6n de la proteina Tar, que esfa bajo el control de Ptac,

agregando IPTG 1 mM en mitad de la fase logaritmica del crecimiento (Sanbrook y col.,

1989).    Luego    se    prepararon   .membranas    t;tales    y    las    proteinas    se    separaron

electrofoieticamente en geles de poliacrilamida-SDS al 10 %. La banda correspondiente a la

proteina Tar sobreexpresada se cort6 desde varios geles estimando juntar aproxinadanente

100 Ltg de la proteina. Los trozos disgregados de poliacrilamida que contenian la proteina

Tar se mezclaron con 2 ml de adj.uvante de Freund completo y se inyectaron via subcutinea

a un conejo New Zealand hembra. A los 60 dias se mezclaron otros 100 pug de protofna Tar

con  2  ml  de  adjuvante  de  Freund  incompleto,  y  se  volvi6  a  inyectar  el  conejo  via
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subcutinea.  A  los  17  dias  de  la  tiltima  inyecci6n  se  sangr6  el  conejo  por  la  oreja,

obteni6ndose 36 ml de sangre desde la curl se obtuvo el suero inmune que fue manterido a -

20OC.

Previo a la primera inyecci6n con antigeno, se extrajo sangre al conejo para obtener

el suero preirmune.

Tanto el suero irmune como el preirmune fueron preabsorbidos con c6lulas de E.

c.o/z. cepa HC8721 para elimjnar la reacci6n cruzada con cunlquier otra proteina que .no sea

Tar. La preabsorci6n se realiz6 como lo describieron Devasia y col.  (1993), incubando  109

c6lulas de la cepa HC8721  con 500 Hl del suero por 3 h a 37°C, y luego removiendo las

c61u]as por 20 min de centrifugaci6n a 10.000 x g. Esto se realiz6 tres veces para asegurar

una completa preabsorci6n.

3.21. ANALISIS INMUNOL6GICO DEL TIPO "WESTERN-BLOT"

3.21.1.   Transferencia   de   Proteinas   desde   Geles   de   Poliacrilamida-SDS   hacia

Membranas de Nitrocelulosa

La transferencia se realiz6 como lo  describe Towbin y. col.  (1979).  Para ello,  ]as

proteinas fueron separadas ele.ctrofor6ticamente en un gel de poliacrilamida-SDS como ya

se  describi6, y luego fueron transferidas  a rna membrana de Nitrocelulosa mediante  el

sistema "Trams-Blot Cell" @io-Rad) utilizando el tampon de transferencia.  Se aplic6 rna

corriente constante de 600 rnA 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

despdes de la electrotrausferencia.

3.21.2. Detecci6n lnmunol6gica de Protefnas

La membrana de ritrocelulosa conteniendo las proteinas trausferidas, se incub6 por

toda la noche a 4°C con 5 % de leche descremada en tampon TBS. Luego se lav6 2 veces

por  15  min  cada vez  con  TBS  y  se  incub6  por 2  h  a temperatura ambiente  con  suero

pohiclonal  de conejo  anti  Tar (o preinlnune)  diluido  1/100  en TBS  conteniendo  I.  %  de

albinina de bovino (TBsreA). Se law6 la membrana 3 veces por 10 min cada vez, con TBS

conteniendo`  0,05  %  de  Tween  20.   Se  incub6  por  1   h  a  temperatura  ambiente  con

antjcuerpos  de  burro  anti  lgG  de  conejo  biotinilados  dilun'dos   1/500  en  TBsreA.   Se

repitieron ]os tres lavados de la membrana y se incub6 por 1 h a temperatura ambiente con

estreptavidina biotinilada conjugada a peroxidasa, dilulda  1/500  en TBsreA.  Se volvi6  a

lavar ]a inembrana tres veces como ya se describi6, y la presencia del complejo  "primer

anticuerpo/segundo anticuexpo/ peroxidasa" se detect6 incubando con 4-Cloro-1 -naftol (0,4

mg del colorante por ml en soluci6n reveladora) en la oscuridad hasta visualizar las bandas

de reacci6n.
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3.22. pREPARAcl6N DE nmnmRANAS TOTALEs DH E. co/I.

La   preparaci6n   de   membranas   totales   de   I?.   co/;.   se   desarroll6   realjzando

modificaciones menores del protocolo descrito por Foster y col. (1985).

C6lulas de E.  co/z. se crecieron en 1 I 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 tamp6n A.

Previo a la ruptura de las c6lulas por sonicaci6n, se agregaron 2 voh':Imenes de tamp6n A

frio, y luego  se  sonicaron durante  6  min,  en intervalos  de 30  seg,  usando un sonicador

Ultrasonic Homogerizer Cole-Parmer hstrument Co. a rna potencia del 50 %. Las celulas

no rotas se separaron por dos centrifugaciones secuenciales a una velocidad baja de 10.000

x g por 15 min. Luego, el sobrenadante se centrifug6 a 50.000 x g por 1 h a 4°C usando el

rotor   T-875   en  rna  ultracentrifuga   Sorvall   modelo   OTD   Combi.   Las   membranas

sedimentadas se lavaron dos veces con tamp6n 8 y rna vez con tampon C. Finalmente, el

sediment.o  de membranas  se  resuspendi6  en 1 ml  de  tamp6n C,  y se guard6  conge]ado a

-20OC.

Todas las etapas se realizaron entre 04°C.
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Lfl   preparaci6n   de   membrana   citoplasmatica   de   A-.   c`o/I.   se   realiz6   por   rna

modificaci6n del m6todo descrito por Booth y Curtiss (1977).

Se crecieron las c61ulas de E. co/z. en 1 1 de medio LB duraute 8 1L se centrifugaron a

10.000 x g por 15 min, y se resuspendieron 100 mg de c61ulas en 800 ml de sacarosa 250

mM/Tris-Hcl 33  mh4 pH 8,0.  Se agregaron 50  pug de lisozima en 200  Hl  de EDTA  10

mM/Iris-Hcl 33 mM, pH 8,4 y se incub6 a temperatura ambiente por 10 min. Se agregaron

4 volinenes de agua ffa (a 4°C), se agit6 has{a mezclar bien y se sonic6 6 veces por 30 seg

cada vez  con un  sonicador Ultrasonic  Homogenizer  Cole~Parmer Instrument  Co.  a rna

potencia del 50 %. Las c6lulas no rotas se separaron con rna centrifugaci6n a 10.000 x g pbr

5 min. El lisado claro se ultracentrifug6 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

membrariastotales,fuelavadoresuspendi6ndoloen500LLldeaguafria(a4°C)yvolviendo

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 incub6 por 1 h a 37°C con N-lauroil-sarcosinato de

sodio al 2 % (600 Hl por cada 100 mg de c6lulas originales). Se repiti61a ultracentrifugaci6n

a 100.000 x g por 2 h a 4°C y el sobrenadante, correspondiente a la membrana intema, se

guard6 en alicuotas a -20°C hasta ser utilizado.



58

3.24.  EXPRESI0N  !.i.  v!.fro  DE  UN  DNA  Y  SINTESIS  DE  LAS  PROTEfNAS

CODITICADAS

En el  estudio  de la expresi6n  z.#  vJ./ro,  se utihiz6  un  sistema libre  de  c6lulas  que

permite  la trauscripci6n y traducci6n acopladas,  real.izando  modificaciones  menores  del

m6todo desarrollado por Zubay (1973). Para ello se prepar6 un extracto crudo de E.  co/z.,

denominado   extracto   S30,   que   contiene  las   enzimas  y  factores   necesarios   para  la

transcripci6n y ]a traducci6n, pero que debe ser suplementado con andnoacidos, sistemas

regeneradores de energia y ciertos cofactores.

3.24.1. Preparaci6n de un Extracto S30

Con un cultivo ds E.  co/j cepa D-10 de toda la noche, se inocularon 4 1 de medio

S30 de manera de inl.ciar el cultivo con rna A45o de 0,07.  Se incub6 a 37°C con agitaci6n

vigorosa. y   cuando   el   cultivo   alcanz6   rna   A45o   de   1,2   se   colectaron   las   c6lulas

centrifugindolas a 10.000 x g por 15 min a 4°C. Se lavaron 3 veces con 500 ml de tamp6n

S30 adicionado con 2-mereaptoetanol a rna concentraci6n final de 0,05  %.  Se estim6 el

peso himedo de c6lulas y se guardaron a -20°C.

El dia de la preparaci6n del extracto S30, se descongelaron las celulas durante 1 h a

4°C y se resuspendieron lentamente en tanp6n S30 adicionado con 2-mercaptoetanol a rna

concentraci6n final de 0,005 % (usando  100 ml de tamp6n por cada  10 g de c6lulas).  Se

centrifug6  a  16.000  x  g por 30  min  a 4°C,  se  pesaron  las  c61ulas  y  se  resuspendieron
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cuidadosamente en tamp6n S30 (63,5 ml de tamp6n por cada 50 g de c6lulas). Estas celulas

resuspendidas  se  introdujeron en  la  celda de  French,  previamente  enfiiada  a  4°C,  y  se

'

sometieron a rna presi6n de 8.400 p.s.i. El lisado se recibi6 a 0°C y por cada ml de 6ste se

agregaron  10 prl de DTT 0,1 M. Se centrifug6 inmediatamente a 30.000 x g por 30 min a

4°C. Se transfirieron ]as 4;5 partes superiores del sobrenadante a un tubo fresco y se volvi6 a

centrifugar a 30.000 x g por 30 rim a 4°C. Se tomaron nuevamente las 4t5 partes superiores

del sobrenadante y por cada 25 ml de 6ste se agregaron 7,5 ml de mezcla de preincubaci6n.

Se cubri6 el tubo con papel de alrminio, se incub6 con ag].taci6n suave en un bafio a 37°C

por 80 min y luego el contenido del tubo se coloc6 en bolsas de dialisis tratadas y se dializ6

contra .50 v6ldmenes de tampon S30 a 4°C, cambiando el tamp6n tres veces cada 45 Iin.

Finalmente, se centrifug6 el extracto a 4.000 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante, que

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

preparaci6n de todas ]as soluciones, y para enjuagar todo  el material de vidrio, tubos de

plastico  y  celda  de  French  utilizados.  El  tratamiento  del  agua  se  realiz6  agregando

•  lentamente  1  ml de DEPC  a  1  1 de  agua bidestilada,  agitando por  1  h (en campana de

extracci6n) y luego autoclavando a 20 libras/pulg2 y a 120°C por 20 min.

Las bolsas de dialisis se hirvieron por 20 min en rna soluci6n de NaHC03 0,1 M/

EDTA 10 mM, se descart6 la soluci6n y se repiti6 el procediriento cuantas veces fuera

necesario   para   que   la   soluci6n   no   se   volviera   de   color   cafe.   Luego   se   lavaron
(

exhaustivamente en agua tratada con DEPC.
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3.24.2. Ensayo I.H try.fro de Transcripci6n y Traducci6n Acopladas

Para realizar el ensayo se utiliz6 DNA plasmidial purificado por gradiente de CsC1,

y   rna   mezc|a   de   [35S]metionina/[35S]cisteina   para   obtener   productos   polipeptidicos

radiactivos.

El ensayo se realiz6 de acuerdo a un protocolo bdsico descrito por Pratt (1985), que

consiste  en  mezclar  DNA  plasmidial,  2  Ill  de  [35S]metionina  700/o/[35S]cisteina  25  %

(actividad especifica de 1.190 Ci/mmol,10 mci/inl),10 a 15 mM de (CH3COO)2Mg y 7,5

prl de mezcla LM, completando 25 prl de volumen final con Tris-acetato 2,2 M pH 8,2. A

esta mezcla se le did un pulso de  centrrfugaci6n de  15  seg para asegurar que todos los

componentes se encontraran en el fondo del tubo,  se  preincub6 por 5  min a 37°C y se

agregaron 5 prl de extracto S30 (28 mg de proteinas/ml) mezclando suavemente con la punt.a

de la micropipeta. Se continu6 Ia jncubaci6n a 37°C por 1 h y a cada tubo se le agregaron 10

prl  de  L-metionina  (8  mg'inl)  no  radiactiva  precalentada  a  37°C,  se  mezcl6  bien  y  se

continu6  1a incubaci6n a 37°C por 5  min para qompletar la sintesis  de los  polip5ptidos

marcados.  Las  mezc]as  de  reacci6n  se  congelaron  a  -20°C  hasta  ser  sometidas  a  rna

.  separaci6n  electrofoietica  en  geles  de  poliacrilamida-SDS  y  autorradiografia,  o  a  rna

reacci6n   de   inmunoprecipitaci6n   con   un   suero   adecuado   seguida   de   separaci6n

electrofoietica y autorradi ografia.

En cada ensayo se incluy6 un control sin DNA.
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3.25. INMUNOPREcmITACI0N DE PROTENAS SINTETIZADAS I.# vj.fro

La   inmunoprecipitaci6n   se   realiz6   basicamente   como   lo   describen   Jerez   y

Weissbach (1980). Para ello  se mezclaron 50  Ill  de mezcla de reacci6n de un ensayo  de

sintesis j.# v;/ro (descrita en 3.24.2.) con  100 prl de suero policlonal de conejo anti Tar (o

preinmune) en tamp6n de inmunoprecipitaci6n  lx, en un volumen fmal de 300  Ill.  Esta

mezcla se incub6 a 37°C por 4 h y luego a 4°C duraute toda la noche. Se centrifug6 a 17.300

x g por 10 min a 4°C y los inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con 200 prl de tampon de

inmunoprecipitaci6n lx. Finalmente, el inmunoprecipitado se solubiliz6 en 8 Ill de tamp6n

de muestra de proteinas lx, se hirvi6 por 5 min y se someti6 a rna electroforesis en geles de

poliacn.]amida-SDS como ya se describi6.

3.26. SECUENCIACI0N DE DNA

La secuenciaci6n del DNA se realiz6 mediante el m6todo de terminaci6n de cadenas

descrito por Sanger y col  (]977); utilizando  el  ldt de  seouenc].acj6n  "Sequenasa Version

2.0„.
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3.26.1. Desnaturalizaci6n del DNA

Debido  a que se utiliz6 un DNA plasmidial de doble hebra como templado,  fue

necesario realizar rna etapa de desnaturalizaci6n previa al alineamiento con el partidor.

Aproximadamente   2   ng   de  DNA   purificado   por   gradiente   de   Cscl   fueron

desnaturalizados con NaoH 0,18 h4 en 44 prl de volumen total, durante 5 min a temperatura

anbiente.   Luego el DNA se neutraliz6 agregando 4 Ill de CH3COONH 2 M a pH 4,5 y

mezclando bien. EI DNA se precipit6 con 97 Ill de etanol frio, manteniendo a -20°C .por 30

min. Se centrifug6 a 17.000 x g por 15 min a 4°C, y el DNA preciphado se lav6 con 1 ml de

etanol 80 0/o frio. Se volvi6 a centrifugar, y finalmente el DNA se sec6 al vacio durante 20

min. Este DNA asi preparado se utiliz6 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. Reacci6n de Secuenciaci6n

La reacci6n de  secuenciaci6n se realiz6 bdsicamente  como  se  describe  en el  kit

"Sequenase Version 2.0".

Para el alineaniento con el partidor, se resuspendi6 el DNA desnaturalizado en 3 prl

de agua, y se agregaron 2 prl del tanp6n de sequenasa 5x y 5 prl del partidor .(10 ng/prl).  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 marcaci6n.
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Para la reacci6n de marcaci6n, al DNA alineado con el partidor se agreg6  1  Ill de

DTT  0,1  M  2  Hl  de  mezcla de  marcaci6n diluida  1/5,  1  Ill  de  [Ch-35S]dATP  (actividad

especiflca de 1.000 Ci/mmol,10 mci/ml) y 1 prl de agua tridestilada esferil. Cuando se quiso

identificar  una  secuencia  cercana  al  partidor,  se  reemplaz6  el  aLma  por  tamp6n  Mn

proveneinte  del  kit.  Luego  se  agregaron  2  prl  de  "Sequenase  Version  2.0"  diluida  (5

Unidades), se mezcl6 bien y se ipcub6 a temperatura anbiente por 10 min.

Durante  la  marcaci6n  se  prepararon  los  4  tubos  en  los  que  luego  se  realiz6  la

reacci6n de teminaci6n de cadenas. Para ello, se colocaron 2,5 prl de mezcla de teminaci6n

ddA en el tubo marcado con A. Se repiti6 1o mismo en los otros tres tubos marcados con C,

G y T, con .1as mezclas de teminaci6n ddc, ddG y ddT, respectivamente. Estos tubos se

incubaron a 37°C y, una vez terminada la reacci6n de marcaci6n, se agregaron 3,5 Hl de la

mezcla de marcaci6n a cada uno de los 4 tubos de terminaci6n y se incub6 a 37°C por otros

10 min. La reacci6n se detuvo agregando 4 lil de la soluci6n STOP a cada tubo.

Los tubos se guardaron a -20°C hasta ser aplicados en el gel de secuenciaci6n.

.  3.26.3. Electroforesis en Geles de Secuenciaci6n

Se prepararon geles de poliacrilanida al 5,7 °/o, bisacrilamida al 0,3 °/o y urea 7 M,

en el sistema "Sequi-Gen Sequencing Cell" a3ioRad). El gel se precorri6 a 1700 Volt por 30

min utilizando TEE  lx como tamp6n de la electroforesis, y luego se aplicaron 3,5  prl de

cada rna de las cuatro reacciones de terminaci6n previamente calentadas a 85°C por 5 mjn

y enffiadas en hielo. La electroforesis se corri6 por tiempos variables desde  1,5 hasta 6 h
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dependiendodesilared6ndelasecuenctaquesedeseareconocerestacercanaolejanadel

partidor utilizado. Posteriomente el gel se sec6 con calor y al vacio y se expuso a rna

peliculadeRayosXdurante2-5.dias.

3.27. ANALISIS COItffuTACI0NAL

La secuencias nucleotidica y proteica fueron analizadas por el programa PC-GENE,

utilizando  los  progranias  COD_PROK  a{olaskar  y  Reddy,  1985),  TRANSL,  SICINAL

(Staden,  1984),  QSEARCH,  HAIRPIN  (Tinoco  Jr.  y  col.,   1973),  ANIIGEN  Oropp  y

Woods, 1981), CIIARGPRO, CLUSTAI qiggins y Sharp, 1989) y GARNIER (Gamier y

col.,  1978).  Las  comparaciones  con bases  de  datos  se realizaron utilizando  el  programa

BLAST  via  lnternet  en  la  direcci6n  <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/  BLAST/nph-

blast?Jfom-ro> (Altschul y col.,  1990), el programa FASTA via correo electr6nico  en la

direcci6n  <FASTA@ebi.ac.uk>  a?earson  y Lipman,1988)  y  el  programa BEAUTY  via

Internet   en   la   direcci6n    <hfty://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/seq-search/protein-search.

html> (Worley y col., 1995). Las predicciones de regiones de trausmembrana se realizaron

vialntemetutilizandoelprogramaTMPREDenladirecci6n<http://ulrec3.unil.ch/software/

TIERED  form.html> ¢Iofroam y Stoffel, 1993). Las frecuencias de uso de codones y los

porcentajesdeG+Cseobtuvieronviaintemetenladirecci6n<http://www.dra.affic.go.jp/

~nakamura/codon.html>  Q¢akamura y col.,1997).  Las  secuencias de  rRNA de  16S de I.
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/erroorj.d¢#Lgseobtuvieronvialntemetenladirecci6n<http://www.ncbi.nlm.nih.gowhtbin-

posREntrez/query?dbm=m>.



4. RESULTADOS

4.1. SUBCLONAMHNT0 DE UN FRAGMENT0 DE DNA DE I. /crrooj#.ch!usr QUE

ES HOM6LOG0 AL GEN /tzr DE E. co/i.

Con el prop6sito de identificar en el DNA de J,. /er;-oorz.dcr7e.g algin gen que  sea

hom61ogo a los genes de receptores quimiofacticos descritos, se realiz6 un subclonarnienfo

despues de digerir el DNA del plasnridio recombinante pLf3,5 con la enzima de restricci6n

EcoRI. Esto mos permitiria trabajar con un fragmento de DNA de menor tamafio y al mismo

tiempo sri clonamiento en las dos orientaciones posibles. Los productos de esta digesti6n

fueron de aproximadamente 3,9 y.2,3  kb  (resultados no mostrados),  siendo el fragmento

pequefio el que couservd la hibridaci6n con la sonda de 719 pb y que tambien hibrid6 con

rna sonda de menor tamafio mas especiflca, correspondi.ente a 87 pb del gen fcrr de E.  co/j.

que codifican 27 aminoacidos de la reed6n HCD que son identicos en las proteinas Tap, Tar

y Tsr de Zr. co/j. y Tar de S. p{pfez.#2#rz.£ffl Q€rikos y col.,  1983; Russo y Koshland Jr.,  1983).

Los  fragmentos  obtenidos  en  esta  digesti6n con EcoRI,  determinan  que  aparentemente

ocurri6 digest].6n en e] sitio EcoRI  de la redr6n de policlonamiento  del vector  y en un sitio
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EcoRI  intemo del DNA de I. /e7roorz.c7cr#S, por lo que el fragmento de 2,3 kb debe contener

la regi6n de policlonamiento del vector pUC18 desde el sitio ffr.#crml hasta el sitio EcoRI

Gig. 4).

El  fragmento  EcoRI/EcoRI  de  2,3  kb  fue  subclonado  en  el  vector  PGEM-3Z,

obteni6ndose un recombinante que denominamos pLfl3. La orientaci6n del inserto en este

nuevo recombinante es la que se muestra en la Fig. 4, ya que al digerir el plasmidio con la

enzima fJz.#cm  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  restricci6n  j7;.;7cHI  en  cada

extremo del fragmento de DNA de I. /e77ioorz.c7cz77s'.

Asi, 1os vectores pLf3,5 y pLfl3 poseen el inserto de DNA de I. /erroor;.dcr;7s en

orientaciones opuestas. Esto permitifa expresar bajo el promotor /czc las dos hebras del DNA

deL.ferrooxidanscho;ndio.

4.2. ENSAY0 DE ERTREstoN z.% vz.fro DESDE UN DNA PLAsnrmlAL

4.2.1. Expresi6n i./! tl7.fro de pNT201

Una manera de observar las proteinas sintetizadas a partir de un determinado DNA,

es  utilizar dicho DNA como templado  en un  ensayo.  I.77  vz.fro  de  transcripci6n/traducci6n

acopladas Q'ratt,  1985).  Si se utiliza [35S]metionina se obtienen productos radiactivos que

pueden  reconocerse  por  su  migraci6n  e]ectrofoietica  en  geles  de  poliacrilanida-SDS  y

posteri or autorradiografia.
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Figura 4: Constmcci6n del plasmidio recombinante pLfl3.

Los  detalles  de  la  construcci6n  se  comentan  en  el  texto.  La  flecha  gruesa  achurada
representa  el  origen  de  replicaci6n  plasmidial.  Las  flechas  gruesas  (blanca  y  negra)
representan  el   gen  /crcz  (se  utilizan  blanco  y  negro  para  diferenciar  los   sitios   de
policlonamiento  provenientes   de   pUC18   y   de  PGEM-3Z).   La  flecha   de]gada  negra
corresponde al gen de resistencia a ampicilina. La barra achurada corresponde al fragmento
de .DNA de I,. /e77.oorj.dczus. E y ff representan sitios de corte para las enzimas EcoRI e
J7z.#cml,  respectivamente.  La pequefia region  que  exjste  entre  un  sitio  EcoRI y  un  sitio
Zzz.77cHI corresponde a la regivn de policlonamiento.
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Segin nuestro conociniento, hasta la fecha no se hab±a expresado ningin receptor

quimiotactico j7z w./7.o con este sistema. Por ello se procedi6 a realizar la expresi6n j# vfro

delplasmidiopNT201,quellevaelgenJczrbajoelcontroldelpromotorPtac(Delgadoyco].,

1995). En la Fig. 5 se observa que desde este plasridio se expres6 z.77 vz./7.o rna proteina de

aproximadamente 60 kDa que corresponde a Tar de E.  co/z. (carril C, flecha). Tambi6n se

expres6 rna proteina de aproximadamente 3 0 kDa correspondiente a J3-lactamasa. Todas las

otrasbandasdepesosmolecularesmenoresque60kDapuedencorresponderaproductosde

sintesis incompleta de Tar o a productos de degradaci6n de ella. Esta ultina altemativa se

ve apoyada por el hecho que membranas de c6]ulas de E. co//. que llevan sobreexpresada la

proteina Tar, presentan las mismas bandas de tamafios moleculares menores de 60 kDa que

reaccjonan con anticuerpos anti Tar en ensayos de "Western-blot" (no se muestra).

El  ensayo  realizado  en  ausencia  de  DNA  no  mosfro  sintesis  de  polip6ptidos

radiactivos, asegurando que el sistema I.esponde exclusivamente al DNA agregado (carril

A).

4.2.2. Optimizraci6n del Ensayo de Expresi6n I.j2 v!.fno

El ensayo de sintesis j.# wfro debe ser optindzado de acuerdo al extracto S30 que se

obtiene,  pues no  todas  las  preparaciones  generan las mismas  condiciones  6ptinas  para

realizar la reacci6n ¢ratt, 1985). Como ya se demostr6 que ocurre expresi6n desde el DNA

del plasmidio  pNT201,  6ste se ut].liz6 como  temp]ado y el  nivel  de sintesis  de la proteina
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Figura 5:  Expresi6n  del  plasmidio   pNT20l   en  un  sistema   z.z  vz.fro   de  transcripci6n/
traducci 6n acopladas.

Lag proteinas se sintetizaron y marcaron con [35S]metionina j.73 vj.fro, como se describe en
MaterialesyMetodos.Elensayoserealiz6en(A)ausenciadeDNAoenpresenciade3ng
de DNA de @) PGEM-3Z o de (C) pNT201. Los productos sintetizados se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y luego se realiz6 rna autolTadiografia. A la
izquierda se muestran los marcadores de peso molecular en kilodaltons. La flecha indica la
proteina Tar.
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Tar fue e] indicador del rendimiento del sistema.

En la Fig.  6 se muestra c6mo aumenta la sintesis de Tar en funci6n de cantidades

crecientes de extracto S30 en el ensayo, hasta lograr un maximo que no van'a al aumentar la

cantidad de extracto. Este mckimo se logrd con 7 prl de extracto S30 (200 Hg de proteinas de

extracto)  en  30  Hl  de  mezcla  de  reacci6n  (carril  E).  Todos  los  ensayos  posteriores  se

realizaronconestacantidadparaasegurarlamayorsintesisdeproteina.

La concentraci6n 6ptima de (CH3COO)2Mg en la mezcla de reaccci6n, tambi6n se

determin6 observando el nivel de sintesis de Tar. Pratt describe que el 6ptimo se encuentra

en el rango de  10 a  15 mM @ratt,  1985), y en nuestro ensayo result6 ser  13  mM (no se

muestra). Mayores y menores concentraciones de acetato de magnesio generaron una men;r

sintesis de Tar, por lo que 13 mM fue la concentraci6n 6ptima utilizada para la realizaci6n

de los siguientes ensayos.

Ya  que  este  sistema  detemina  la  sfntesis  j.;c  v;.fro  de  polip6ptidos  en  forma

estrictamente dependiente del DNA, se estudi6 la influencia de la concentraci6n del DNA

templado en la cantidad de proteina sintetizada. La Ff g. 7 muestra que con 3  ng de DNA

templado (pNT201) en los 30 Hl de mezcla de reacci6n se logra la maxina sintesis de la

proteina  Tar  con  este  sistema.  Asi,  aunque  el  maxino  logrado  con  pNT201  puede  no

corresponder  exactamente  a  lo  que  se  logre  con  otros  plasmidios,  como  un  primer

acercamientoseutilizaron3ngdeDNAtempladoenlossiguientesensayos.
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Figura 6: Sintesis de Tar en funci6n de cantidades crecientes de extracto S30 en el ensayo
z.# v;two de transcripci6n/traducci6n acopladas.

Las protefnas se sintetizaron y marcaron con [35S]metiohina 7.72 vz.fro, como se describe en
Materiales  y  M6todos,   utilizando  volinenes  crecientes   de  extracto   S30   (28   pug  de

proteina/Hl): a3) 4 prl; (C) 5 Hl; @) 6 prl; a3) 7 qul o (A y F) 8 prl. La reacci6n se realiz6 en
(A) ausencia de DNA y en @ a F) presencia de 3 ng de DNA de pNT201. Los productos
sintetizados  se  separaron  por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida-SDS  y  luego  se
realiz6 rna 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  funci6n  de  cantidades  crecientes  de  DNA templado  en el
ensayo f.# v;fro de transcripci6n/traducci6n acopladas.

I) Las proteinas se sintetizaron y marcaron con [35S]metiohina j.# vj./ro, como se describe en
Materiales y M6todos, en (A) ausencia de DNA o en presencia de cantidades crecientes de
DNAdepNT2oi:@)o,4Hg;(c)o,8Hg;aJ)I,6Hg;a3)2,4prg;a)3,2Hg;(G)4,one;(H)
4,8 Hg 6 (I) 5,6 Hg. Los productos sintetizados se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS seguido de autorradiografia. A la izquierda se muestran los marcadores
depesomolecularenkilodaltons.LaflechaindicalaprotefnaTar.
1|)  Cunntificaci6n de  la proteina Tar sintetizada  en  funcidn  de  la  cantidad  de  DNA  de
pNT201enelensayo.SedetermindlacantidaddeproteinaTarsinteti.zadaenlaFig.71,en
unidadesarbitrarias,empleandounprogramacomputacionaldeprocesamientodeimagenes
que midi6 la intensidad de las bandas coITespondientes a Tar.
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Se estudi6 el tiempo de reacci6n, desde 5 hasta 70 min, 1ograndose la mayor sintesis

de Tar con 50  min de incubaci6n.  Mayores tiempos de reacci6n mantienen constante  el

nivel de Tar sintedzado, lo que demuestra que el sistema en 50 min responde al maximo de

sintesis posible en las condiciones utili2ndas.  Todos  los  ensayos  posteriores se reali2aron

con este tiempo de reacci6n, luego se adicion6 metiorina no radiactiva y se incub6 por 5

min para concluir la sintesis de polip6ptidos radiactivos.

Estos estudios preliminares de expresi6n J.# vjfro de un DNA permitieron enfrentar

los siguientes experimentos en las condiof ones determinadas como 6ptimas para lograr la

mckima sintesis de proteinas.

4.3. HXPRESION z.# vj.fro DE pLfl3

Para deteminar si los  fragmentos de DNA de I. /eJToorz.dcr7zS  contenidos  en los

recombinantes pLf3,5 y pLfl3  poseen algdn gen y por ello codifican alguna proteina,  se

ut.li2aron  dichos  plasmidios  recomhinantes  como  DNA  templados  en  el  sistema  de

expresi6n j.# wfro a)elgado y col., 1995).

ComoseobservaenlaFig.8(cinlC),pLfl3expres6almenoscuatropolip6ptidos

cuyas migraciones en el gel corresponden a productos de 58, 51, 39 y 30 kDa. La sintesis de

los tres  polipeptidos  de mayor peso molecular  se debi6  exclusivamente  a la presencia del
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Figura  8:  Expresi6n  7.#  vzfro  de  plasmidios  recombinantes  que  contienen  DNA  de  I,.
f;errooridans.

Las proteinas se sintetizaron y marcaron con [35S]metionina z.# vjtro, como se describe en
Materiales y M5todos, en (A) ausencia de DNA o en presencia de 3 prg de cada uno de los
siguientes DNAs:  a3) PGEM-3Z;  (C) pLfl3;  @) pLf3,5;  a3)  pUC18  o  GI) pNT201.  Log
productos  sintetizados  se  separaron  por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida-SDS
seguido de autonadiografia. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular
enkilodaltous.LaflechaindicalaproteinaTar.
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DNA de I. /erroorj.aha, pues el vector PGEM-3Z s6lo expres6 el polip6ptido de 30 kDa

que coITesponde la proteina B-lactamasa (carril a). El polip5ptido de 58 kDa podria ser el

producto final de un gen de I. /erroorj.dcl#S contenido en el fragmento clonado y, por estar

en el rango de peso molecular descrito para las proteinas MCPs, podia colTesponder a rna

proteina de este tipo. De ser asi, 1os productos de mayor rigraci6n en el gel podrian ser

generados por sintesis incompleta del polip6ptido  de 58 kDa o por degradaci6n de  6ste,

comosemencion6quepodr'aocurriralexpresarunaproteinaenestesisterna.

Al utilizar el recombinante pLf3,5 como DNA templado en el ensayo de expresi6n

j.#  vf./7io,  se  sintetizaron  productos  que  coincidieron  en  migraci6n  con  los  polip5ptidos

generados desde pLfl3 y, ademds, se sintetiz6 una proteina de aproximadamente 62 kDa

(Fig. 8, carril D). Esta proteina de 62 kDa podia generar al poljp5ptido de 58 kDa o ser in

producto codificado por otro marco de lectura conterido en el fragmento de 3,5 kb. Mds

adelante Gig.  12), al conocerse la secuencia del fragmento de DNA de 2,3 kb contenido en

elrecombinantepLfl3sedetemin6queenesteplasmidioexistelaporcj6nfinaldeunORF

de I. /erroor;.dc}us  (ORF1)  que  podia  estar completo  en el recombinante pLf3,5  y asf

generan'a un polip6ptido que migra en geles de poliacrilamida-SDS como rna proteina de

62 kDa.

La sintesis de los mismos polip6ptidos de 58, 51 y 39 kDa, desde pLf3,5 y desde

pLfl3, hace pensar que su expresi6n no esfa gobemada por el promotor /cro del vector sino

que  probablemente  responde  a  un promotor intemo  del  DNA  de I;. /erroorj.dca  que

funcionaconigualeficienciaenanbaschentaciones.conrespectoalP]8c.
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Tanto  para  pLf3,5  como  para  pLfl3,  result6  ser  6ptimo  utilizar  3  LLg  de  DNA

templado en el ensayo de sintesis j.;z vz.fro.

4.4. REACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS DE i /erroor!.dfl7rs SINTETIZADAS z.#

vt./ro CON ANTICUERPOS ANTI Tar DE E. coJj.

Como se ha demostrado que las MCPs se relacionan antig6nicamente entre si y que

por ello poseen reactividad cruzada con anticuerpos especfficos generados contra una de

ellas quowlin y col.,  1985; Alam y Hazelbaner,  1991; Morgan y col.,  1993), se investig6 si

las protefnas de I. /errooLridcrr9s sintetizadas f.7z vJ./ro tienen la capacidad de reaccionar con

anticuerpos contra Tar de E.  co/z.. Para ello, se procedi6 primeramente a preparar dichos

anticuerposcomosedescribeenMaterialesyM6todos.LosanticuelposantiTarpresentaron

rna  peqriefia  reacci6n  cruzada  con  proteinas  de  c61ulas  de  E.  co#  cepa  HC8721  (que

carecen de receptores quimiotdeticos), por lo que se realiz6 la preabsorci6n del suero con

dichas  celulas.  Con  esto  se  logr6  un  suero  policlonal  anti  Tar  may  especifico,  que  en

ensayos   de   "Western-blot"   reacciona   con   la   cepa  HC8721   s61o   cuando   ella   esta

transformadacone]plasmidiopNT201(queexpresalaproteinaTardeE.co/z.).

Se  utilizaron  estos  anticuelpos  anti  Tar  para  inmunoprecipitar  los  polip6ptidos

radiactivos sintetizados z.# vz.fro desde los distintos plasmidios estudiados. Como se muestra

en la  F].g. 9,  ]os productos  jnmunoprecipitados  corresponden  a la proteina  Tar  de E. co/z.
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Figura 9: Irmunoprecipitaci6n de las proteinas de I. /erroorj.dcr#s sintedzadas j.# vz.fro con
anticuerpos contra Tar de E. co/z..

Las proteinas se sinteti2aron y marcaron con [35S]medonina j.# v7.to como en la Figura 8
pero en presen?ia de 3  r[g de DNA de (A y 8) pNT201  o de (C, D y E). Los productos
sint.etizados se irmunoprecipitaron con @ y D) suero anti Tar de E.  co/z. o con q3) suero
preirmune, como se describe en Materiales y M5todos. Los productos inmunoprecipitados
sesepararonporelectroforesisengelesdepoliacrilamida-SDSseguidodeautorradiografia.
A Ia izquierda se muestran los marcadores de peso .molecular en ki.lodaltons. La punta de
flechaindicalaprotefnaTarirmunoprecipitadayelasteriscoindicalaprotefnade58kDa
de£./er7ioorr.dc7usinmunoprecipitada.
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(cainl  8,  punta  de  flecha)  y  al  polip6ptido  de  58  kDa  expresado  por  el  plasmidio

recombinantepLfl3(carrilD,asterisco).Estodemuestraquelaproteinade58kDapresenta

comunidadantig6nicaconTaryporellosugierefueftementequecorrespondeaunreceptor

quimiofactico   de  I.  /erroor7.dcz7zS.   El   polip6ptido   de   58   kDa   sintetizado   desde   el

recombinante pLf3,5  tambi6n  fue  inmunoprecepitado  con  el  suero  anti  Tar,  pero .no  se

irmunoprecipit6 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 oridnados

independientemente desde distintos marcos de lectura.

La casi imperceptible iinnunoprecipitaci6n de los polip6ptidos menores de 60 kDa

sintetizados;.#vjfrodesdeelplasmidiopNT201a]ig.9,carril8),puedesignificarqueestos

polip6ptidosnoretienenlosprincipalesdeteminantesantig6nicosdelamol6culaTaroque

losellosestinmenosexpuestosyporellogeneranmenosinteracci6nconlosanticuelpos.

Se  destaca que  el  polip5ptido  de  51  kDa sintetizado  j.#  vjfro  desde el  plasmidio

pLfl3 se inmunoprecipit6 tanto o mas que el polip5ptido de 58 kDa Gig. 9, calril D), air  .

siendounabandaqueaparecemenosinteusaentrelosproductosdesintesis(cainlC).Puede

ocuHir que  durante  el  ensayo  de inmunoprecipitaci6n exista rna mayor degradaci6n  del

polipeptido de 58  kDa y asi se  aumenta la cantidad relativa del polip5ptido de 51  kDa.

Altemativamente, el polip6ptido de 51 kDa puede estar exponiendo un mayor ninero de

determinantesantigenicosyporellogenerarunamayorreacci6nconlosanticuexpos.
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Tambi5n,seobservainmunoprecipitaci6ndelaproteinaJ3-lactamasa,peronoesuna

reactividad especifica del suero inmune ya que el suero preirmune tambi6n la posee. Esto

podria deberse a que el conejo utilizado para obtener los anticuerpos hubiera tenido algin

contacto  previo  con nricroorganismos  que  secretan B-1actanasa y que  por  ello  el  suero

preinmune presenta anticuexpos contra esta proteina (Fig.  9, carril E). Esta posibilidad se

minimiz6 al realizar un ensayo de "Western-blot" revelado con el mismo suero preirmune,

que mostrd que las  cepas  de E.  co/f. que llevan plasmidios que expresan J3-lactainasa no

presentan  rna  banda  cercana  a  30  kDa  que. reaccione  con  el  suero  (no  se  muestra).

Entonces, altemativamente, pue.de que la proteina B-lactanasa coprecipite solo porque las

condiciones  del  ensayo   de  irmunoprecipitaci6n  asi  lo  favorecen  sin  que  medic  su

reconocimiento por anticuerpos especificos.

4.5.ExpREsl6N;.#vfroDEpLfi3

Como ya  se  demostr6  que  los  plasmidios  pLfl3  y pLf3,5  expresan  j.#  vj.fro  una

protelnade58kDaquepresentareacci6ncruzadaconlosanticuerposantiTar,seanaliz6la

capacidad de estos plasmidios para expresar el polip6ptido  J.# v;.vo en rna cepa de E.  co/j.

que  carece  de  receptores  quimiofacticos  (cepa  RP4372).  Para  ello,  se  analizaron  las

proteinas totales de la cepa RP4372 y de la misma cepa transfomada con los plasmidios

recombinantes pLfl3  (Fig.10, carriles E yF)  y  pLf3,5  (no se muestra).   Ya que ;.# v7./ro la
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Figura 10: Expresi6n J.# vj.vo de plasmidios recombinantes en E. co/J..

CelulasdeE.co/j.secrecieronpor4hena),FyH)presenciayen(A,8,C,E,G)ausencia
de1mMIPTGagregadoapartirdelamitaddelafaselogaritmicadecrecimiento(indicado
por + y -). Se cosecharon las celulas y luego de disolver sus componentes, se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.  Cada carril contiene 25 ng de c61ulas (peso
hdmedo) de cada una de las siguientes cepas:  (A) D115or;  q3) RP4372;  (C y D) RP4372
transformada con pNT201;  a y F) RP4372  transformada con  pLfl3  y (G y H) RP4372
transformada con PGEM-3Z.
I) Tinci6n con azul de Ccomassie.
ID  "Western-blot"  de  un  gel  equivalente  al  que  se  muestra  en  I,  revelado  con  suero
policlonalantiTardeE.co/j.(diluci6n1/100)segiinsedescribeenMaterialesyM6todos.
Las puntas de flecha indican la proteina Tar.
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expresi6nfueindependientedelpromotor/acdelvectorqig.8,canilesCyD),paraprobar

si j# vz.vo se conserva esta independencia se estudiaron c6lulas erecidas en condiciones` de

inducci6n y de no inducci6n con IPTG.

En la Fig.  10,I se observa que todas las trausfomantes presentaron bdsicamente el

mismo patron de proteinas totales tefiidas con azul de Coomassie, excepto la que lleva el

plasmidio pNT201  que presenta rna banda extra de 60 kDa correspondiente a la proteina

Tar.EstabandaseobservamuyinducidaenpresenciadeIPTG(carrilD,puntadefl;cha)y

es imperceptible sin inducci6n (carril C).

La cepa transformada can pLfl3 no evidenci6 la aparici6n de rna nueva banda de

proteina, ya sea con o sin inducci6n con lfTG (cariles E y F, respectivamente).  C6lulas

transformadas con el recombinante que lleva el inserto en la orientaci6n inversa (pLf3,5)

presentaron el mismo patron de proteinas totales, independiente de la inducci6n con IPTG

(no  se  muestra).  Esto  nos  hizo  pensar  que  la  expresi6n  ;.#  vj.vo  de  polipeptidos  de I.

/erroorj.drusenE.co/j.esinexistenteoqueesmuybajaeindependientedelpromotor/ac.

Como 7.# v;.fro existe expresi6n desde los plasmidios pLfl3 y pLf3,5 utilizando toda

lamaquinariatranscripcionalytraduccionaldeE.co/j.,nospareci6validosuponerqueenE.

co/z. podria existir expresi6n z.# v;.1;o pero a un nivel tan bajo que no sea detectada en las

condiciones utilizadas. Por ello, para aunentar la seusibilidad de la detecci6n, 1as mismas

muestras se sometieron a un ensayo de "Western-blot" revelado con anticuerpos contra Tar.

En  la Fig.  10,H  se  observa  que no  fue  posible  detectar rna banda  de  reacci6i  con  los

anticuelposenlasproteinasdelacepatransformadaconelplasmidiopLf13(carrilesEyF),
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tampoco en las transformantes con PLB,5 (no se muestra) ni en la cepa DH5or de E.  co//.

quepresentarivelesnormalesdereceptoresquimiofacticos(carrilA).S6losepudodetectar

una banda de reacci6n en las c6lulas que llevan el plasridio multicopia pNT20l (carril C,

punta de flecha), que se hace muy intensa en condiciones de inducci6n del Ptoo con IPTG

(carilD,puntadeflecha).Lanodetecci6ndeunabandadereacci6nentrelasproteipasde

la  cepa  de  E.  co/z.  que  lleva  niveles  nomales  de  MCPs  (cainl  A),  demuestra  que  la

seusibilidaddeesteensayoesathmuybaja,probablementedebidoalbajotitulodeisuero,

yportantonosedescartaqueexistaexpresi6n.delaproteinade£./erroorz.dc}usenE.co/j.,

sobre  todo  considerando  que  ;e  desea  observar  rna reacci6n  entre  rna  proteina  de I;.

/er7toorjJczusyunanticuerpoheter6logo.

Silaproteinade58kDade£./e„oo*jc7c777Scorrespondeaunreceptorquimiotactico,

debe insertarse en la membrana citoplasmatica, y aunque se exprese en bajos niveles en E.

co/j.  probablemente  tambien  pueda  iusertarse  en  la  membrana  citoplasmatica  de  esta

bacteria. Para comprobar esta posibilidad, se prepararon membranas citoplasmaticas de la  .

cepa RP4372  de E.  co/j y de  la misma cepa trausfomada con  los  distintos plasmidios.

Nuevamentelasc6lulasfueroncrecidasencondicionesdeinducci6nydenoinducci6ncon

HTG.LaFig.llmuestracomocontrollapresenciadelaproteinaTarenpreparacionesde

membrana cttoplasmatica de c6lulas de E.  co/j. que llevan el plasmidio pNT201  (candl D,

punta de flecha).

Tambi6n  se  observa  la  aparici6n  de  rna  banda  de  58  kDa  en  las  membranas

citoplasmaticas  de las  c5lulas  transfomadas  con  el  recombinante  pLfl3  (carriles  E y F,
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Figurall:PresenciadeprotctnascodificadasporpLfl3enmembranacitoplasmaticadej?.
coli.

E. co/f. se creci6 por 4 h en (D, F y P presencia  o en (A, 8, C, E, G) ausencia de 1 mM
HTGagregadoapartirdelamitaddelafaselogaritmicadecrecimiento(indicadopor+y-).
Se prepararon membranas  citoplasmaticas  de  estas  c6lulas,  de  acuerdo  a  lo  descrito  en
MaterialesyM6todos.Lasproteinasdemembranasesepararonrealizandoelectroforesisen
gelesdepoliacrilamida-SDSyposteriortinci6nconazuldeCoomassie.Cadacanilcontiene
membranasprovenientesde165ng(pesohinedo)decadaunadelassiguientescepas:(A)
DH5or;  @)  RP4372;  (C  y  D)  RP4372  trausfomada  con  pRE01;  (E  y  F)  RP4372
trausfomadaconpLfl3y(GyxpRP4372trmsfomadaconpGEM-3Z.Lap'untadeflecha
indicalaproteinaTardeE.co/z.ylosasteriscosindicanlaproteinade58kDapresenteen
membranacitoplasmaticacuandoE.co/jsetransformaconpLfl3.
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asteriscos).  Esta banda tambi6n  esta presente  en  las  membranas  de  transformantes  con

pLf3,5(nosemuestra)yestaausenteenloscontrolesdecelulastrausformadass6loconel

vectorpGEM-3Z(candlesGyxp6pUC18(nosemuestra),loqueconcuerdaconlasintesis

proteicarealizadaj.#vjfro¢ig.8).Esimportantedestacarqueelniveldeexpresi6ndeesta

proteina  de  58  kDa  foe  el  mismo  en  presencia  o  en  ausencia  de  IPTG,  y  en  ambas

orientacionesdelinselfoconrespectoalpromotor/crc,porloquelatauscripci6ndelgende

I./errooLL-;.dcz#Senc6lulasdeE.co#noesfasiendogobemadaporelPhcdelvectorsinoque

probablemente esta bajo el control de algtin promotor de I. /erroorj.daus contenido en el

inserto de DNA de 2,3 kb.

Con estas muestras de membranas citoplasmaticas tambi6n se realiz6 un ensayo de

"Western-blot" revelado con el suero policlonal anti Tar (no se muestra), y nuevamente no

se observ6 reacci6n con las MCPs de la cepa DH5or ri con la proteina de 58 kDa de I,.

/e"oorJ.dcz#s',probablementedebidotambi6nalbajotitulodelsuero.

4.6.   SECUENCIACI0N   DEL   FRAGMENT0   DE   DNA   DE   i   /ertit7orJ.dares

CONTENID0 EN pLfl3

Considerando  que  el  plasmidio  pLfl3  contiene  el  frogmento  de  DNA  de  I.

/erroor;.dczus  necesario  para  expresar  la  proteina  de  58  kDa,  se  quiso  determinar  la

informaci6n contenida en dicho frogmento de 2,3 kb. Para ello, fie secuenciado como se
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describeenMaterialesyMetodos,comenzandoconlospartidoresT7ySP6quepemitieron

secuenciar desde ambos extremos del iuserto en direcciones convergentes, y se continu6

avanzando en cada hebra con oligonucle6tidos sint6ticos de 18-20 meros construidos cada

vezenbasealaunmaporci6ndelasecuencialeida.Deestamanera,cadapartidorpermiti6

avanzar entre 300 y 350 bases, pero el siguiente partidor se disefi6 de manera tal de cubrir

lashltimas60bases,porloqueseutilizaronaproximadamente9parddoresparacadahebra.

Esteprocedimientopermiti6secuenciarambashebrasparaasilograrunamayorcehezaque

la secuencia obtehida es la conecta.

La  secuenciaci6n  confiin6  que  exf ste  rna  regivn  de  policlonandento  en  cada

extremodelinserto,comoyasecoment6ysemostr6enlaFig.4.

LasecuenciacompletadelfragmentodeDNAde£./erroor;.dcr#SclonadoenpLfl3,

desde  el  sitio  de restricci6n EcoRI hasta el  sitio j7;.#cm,  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 logr6  identificar tres inarcos  de

lectura abiertos ]eidos en direcci6n 5'+3 I.

Elprimermarcodelectura(ORF1)seencuentrajncompletoensuextremo5'porque

esfa  interrunpido  por  el   sitio   de  restricci6n  EcoRI,   codifica  para  los   108   tiltimos

aminoacidos de rna proteina y temina con el cod6n de temino TAG en los nucle6tidos

327-329qig.12).Estegentendriaunposibleteminadordelatranscripci6nindependiente

deRho,cuyassecuenciasinvertidasrepetidasestinenlosnucle6tidos364a368y381a385

y  se  continhan  por rna  cola  de  poli-U   Gig.  12,   subrayado  en negro).   La estructun
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Figura12:Secuencianucleotidicadelinsertode2.262pbcontenidoenpLfl3.

LasecuencianucleotidicacomienzaconelsitioEcoRIyteminaconelsitioHj.#di(ver
Fig.4).Encolorazulysubrayadaseindicaunaposibleregi6npromotoraparasigma70(-35
desde el nucle6tido  196 al 201  y -10  desde  el nucle6tido 218  al 223) y en color rojo y
subrayada se indica rna posible regi6n promotora para sigma 28 (-35 desde el nucle6tido
206 al 209 y -10 desde el nucle6tido 231 a 238). En color verde y subrayadas se muestran
posiblessitiosdeuni6nalribosoma(nucle6tidos397a404paraORF2oLcrlynucle6tidos
2.156a2.163paraORF3).Debajodelasecuencianucleotidicasemuestralasecuenciade
aminoacidos predicha para el ORF1  (desde el nucle6tido 3 hasta el 326), para el  ORF2 o
Lcrl (desde el nucle6tido 412  hasta el 2.142) y para el ORE3  (desde el nucle6tido 2.169
hastael2.261).Ennegrosesubrayanlassecuenciasinvertidasrepetidas(CGGAC/GTCCG)
deunposibleteminadordetranscripci6n(nucle6tidos364a368y381a385).
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ORTI
GAATTCAATATTCGGTCATcOAGAATCTCCTGTCTCATTCAGTTCGACCCCAAACGTCTC

I     Q     Y     S     VM     Q     N     L     L     S     HS      VR      P     Q     T     S

CGACCAGGATcOTCAAAGAATTATCGTCCTATTTCCITCCCATACACRAGAAAACCGGTT
P      T     R     M     VK     E      L     S      S      YF     L     P      I     H      K      K     T     a

cATccGTccTGATccOAGcccTATCTmcGACAGGAGCTCATATATCTmAccAjVAc
S      S     VL      I      G      AL     S      F     R     Q     E      L      I     Y     LL      P      K

AATTAATAAIAATrTTTLEgA±cAATT©TGAjVAAAAAEoATGCTCGAACTCGcoIAGG
Q     L      I      I       I     F     D     Q     F     K     R      K     K     S      ML     E       S       G     K

ACAGACTTTCAACGTGCAAGAAGACCGCCTTrcACCCCCTGCTTTTTCATCIAAGcorlTr
D     R     L     S      T      C     K      K     T     A     FH      P     L     LF     H     L     R     V

TITCTCTCCCGACCGAIAGAGCAATGTAGTCGAACAAATITCACCGACCcOTTCTCTTTC
F     S     L     P      T     D     R     A     M    -

LdcTcees±£GccAccaAAccAgeegsATTTTTccGAGAAAGAAAGGATGATCATGAccTcc

MTS

"AGATccATCATTCTccGCAACGmACATGGTcoGATCGGTCATCGTTCTGAccACG
L     R      S      I      I     L     R     N     V    Y     MV      G     S     V      I     V    L      T     T

TTCATGTCTCTCTcOACGGCTCACCGGGTCTCCGTCCAGTCAGTGGAAGTCCACRAGACC
F     MS     LW     T      AH     R     V     S     V     Q     S     V     E      V     Q     K     T

ATceAACTTCTGGccAGccTccAGTccGTCGAGTCATCGCTCATCAACIATCGACTccAGT
M    Q      L     L     A      S      L      Q       S      V    E       S      S       I.      I      K      I      D     S       S

CTCCTCCIAnccTcatciGT,GAP.CG9GGpeTc_PGeAG+:TG^GAICAIccoGGAiancGAicoGT
L     L     D     L     E      V     N     G      G     S     G     D     E       I      I     R      E      F     D     R

GTTCTGGCGGTCGATccGAAGTccATGAnGTCAAAAGCGGTGTTCTTCAGTccAA©
V     L     A     V     D     P      K     SM      I     V     K     S      G     V     LQ     S     K      G

ATGCTGAAGTTCATCAAGATCATGAAACIAccGGCAcacTcacTcccAGATGATCGCTTcc
ML      K     F     I      K      I     M     K      D     R     H     AR     S      Q     M     I      A      S

GTccacAAccAGcecACGCTGATccGCAAGGAAroGGCTGGCGccccOTTCAATGAGATc
V     R     N     Q     A     T     L      I      R     K     E     W     A     G     A     R     F     N     E       I

CIAGCAGAAGCAGGcccTTTccercAAGRAccTGCAGIATCTCGTmcGAATcccGTATC
E      Q     K     Q     A     L     S      L     K      NL     Q     Y     L     VF     E       S     R      I

ATGGCAcOAATTGccGGCATccTGGccGTCGGCATGCTGATccTmATAmccGGATG
M    A     G      I      A     G      I     L      A    V     G     M    L      I      I,    L     Y    F      R    M

cIATCGCTTGTCGGATCATCTTcaccAATTGGccGACAACATccAGGccoTCGccAccTTc
D     R    L      S     I)     H     L    R      Q    L      A     D     N     I      Q     A     V     A     T     F
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300
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.360
108

420
3

480
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600
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660
83

720
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780
123

840
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900
163

960
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CAGTCCAGGGGACTCGAATATGCCCCGGAAACGATAGAAGAAAAAAGCATCTACAACGCC
Q      S      R      G      L      E     Y      A      P     E       T       I      E       E       K     S       I      Y      N     A

ACCAAGGCCCTTGAGAATCTTTTTACCACCATCACCACCTCGATGACCCACAACGGCGTG
T     K     AL      E     NL     F      T     T      I     T      T     S    M     T     H     N     G     V

GTAGTGGTAAACGCCGATCTGAAAAGCGGAAAAGAAGGCAACGAAATCCTCTATGTCAGC
V     V     V     N     A     DL      K      S     G      K     E      G     NE       I      LY     V     S

CCTTCCCTGATCGACIATCCTGCTCCCTGTAAAGAAGGAAGTCCAGGAGAGGTTCGGAGTG
P     S      L      I      E      I      L     L     P     V      K     K     E      VQ     E      R      F     G     V

GACATCAACCGTCTGGTCGGGACATCCATCCACCGTTTTCACGAACATCCGGATCGCATC
D      I     N     R     L      V     G     T     S      I      HR     F     H     E      H     P     D    R      I

CGGGAAATTCTTCGAAGAATAAAACCACTCGAAGTGCGGCAGAACATGGAAACCCAGATC
R     E       I     L     R     R       I      K     P     L     E      V     R     Q     N     ME       TQ      I

GGGAACTATTITCTTGGCTCCACATCGTCCATGATACCCGACTCGGAAGGAAAACCTCTC
G     N     Y     FL     G     S      T     S     S     M     I      P     D     S      E      G      K     P    L

TTGTACATGGCGACCTTCTACGAAACCACCTCCATGAAAAATCTCCAGAAAGTGGCGGAA
LY     M     A      TFY      E      T     T     S     M     K     NL     Q     K     V      A     E

GAGCGAAAGACccGTGcCcTTTCGACCGTCGGTCAGCTCGACGGTTrcACTCAGGCcTGG
E      R      K     T     R     AL     S      T     V     G     QL      D     GF      T     Q     AW

GAGTcccTccTGTCGACGCTCAAACAAGTGTTCGGCAccAGcorcGAAATGAGCAAGAcc
E       S      L     L      S       T     L      K      Q     V     F      G       T      S      V     E      M      S       K      T

ATcOGAGGCATGCAcOGAACGGTCAGTTCCGCTCTGGAAACGGTCACATCCATGGACAAG
M      G     .G     M     Q       G      T     V      S      S     A    L      E      T     V     T      S      M     D     K

ACCGCTTCACAGATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTC
T     A    S      Q    M     R      T     V    M.E       K     N     K     E      A     V      I     E       I     V

AcCGTCGTCTCGAAAGTCGCIAGACGTCGCGGCCCAGACC,IACCTrcTCGCGCTCAACGCC
T     VV      S      KV     G     D     V     A      A     Q     T     NL     L      AL     N     A

GccATCGAAGcCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTmGCGGTCGTCGGGGACGAA
A     I      E      A     AR      A     G     E      H     G     R      GF     A     V     V     G     D     E

GTCCGGAACTTGTCCGAACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGALAAATGGAT
V     R     N     L      S      E      Q      V     R      I     L      V     Q       S       I     Q     E      K     M     D

CAcoTTTCGACCGTCACGACAAACGCCACGAACACATTCGACTCGTTCGCTTCCGTCGTC
Q     VS       T     V     T      T     N     A     T     N     T     F     D     S      F     A     SV     V

GAAGACGTCACGACCCACATCCGGGAGATCGGCCAGGAAATGAACCAGCTCCTCGACGGA
E      D     V     T      TH      I      R     E       I      GQ     E      M     NQ     L     L      D     G

1080
223

1140

243

1200

263

1260
283

1320
`303

1380

323

1440
343

1500

363

1560
383

620
403

1680
423

1740
443

1800

463

1860
483

I.920
503

1980

523

2040
543
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orGAAAAAAATceGGAGCAccGTITccTCGACccaGCAGAccGCTTcCcGAAcocRACG
V     K      KM     G     S      T     V     S     S      TE      Q      T     A     S     R     T     G      T

GCTCTCCAGCAAGTCAAGAACGAGTTTCAGGCGC"TTTCCTGAATATTCCGTCHgALG
A    L     Q     Q      V    K      N     E     F     Q      A    L      I      S    -

ORF2
LCRAGAcoGTGATCTACTTTcccGGGCGGGccAccAccAcccaTTCGTTAccATTGGCAA

V      I     Y     F     P     G     R      A      T     TT      D     S    L      PL      A

ACGAGAcoATcorGGACGAAAAAccGATTTccGAAiunGCIT
N     E      R      I      V     D     E      K     P      I      S     E      K     A

2100
563

2160
577

2220
17

2226
31
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secundariaformadaporestapropuestasecuenciatenninadora,seginelprogramaRARPIN

de  PC-GENE,  tendn'a  un  AG°'  de  -6,6  kcal/mol,  1o  que  indica  que  su  formaci6n  esfa

en ergeti camente favoreci da.

El segundo marco de lectun (ORF2) esfa completo, se inicia con el cod6n ATG en

los  nucle6tidos  412414  y  se  termina  con  el  cod6n  de  termino  TGA  ubicado  en  los

nucle6tidos2.143-2.145Gig.12).Elcod6ndeiniciodetraducci6nesfaprecedidoinruna

secuencia AAAGAAAG  (posiciones  -15  a  -8. con  respecto  al  primer ATG)  que  podria

corresponderaunsitiodeuni6rialribosoma,puespresentaciertasimilitudconelconsenso

paralasecuenciadeShine-DalgamodeE.co//.TAAGGAGG(ShineyDalgamo,1974).

El programa QSEARCH de PC-GENE ayud6 a identificar rio arriba del ORF2 un

posible promotor tipo sigma 70, que tendria rna regi6n -35 en los nucle6tidos  196 a 201

(TTGATC) separada por 16 nucle6tidos de su region -10, que ocuparia los nucle6tidos 218

a223(ATCAAT).DebidoaqueenE.co/j.existeunfactorsigmaespeofficoparalosgenes

de motilidad y quiiniotaxis,  denominado  sigma 28  (Amosti  y  Chamberlin,  1989;  Liu y

Matsunura,  1995), y que los promotores regulados por el poseen secuencias de consenso

particulares Qfutsukake y col.,  1990), con el programa QSEARCH de PC-GENE se busc6

un sitio promotor para este factor sigma determinindose un posible promotor de este tipo

cuyaregi6n-35estariaenlosnucle6tidos206a209(TAAA)ysuregi6n-10estan'aunpoco

mds  distante  de  lo  esperado,  en  los  nucle6tidos  231  a 238  (TCCGGCAA).  Esto  estari'a

involucrandoalproductodelORF2ensintesisdeflagelo,enmotilidadoenquimiotaxis.
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No  se  localiz6  un  sitio  de  t6rmino  de  ]a  transcripci6n  en  los   117  nucle6tidos

secuenciados n'o abajo del  ORF2.  Mds air, separado por 23  nucle6tidos se encuentra el

tercermarcodelecturaabierto(ORF3)quecomienzaconelcod6nGTGen]osnucle6tidos

2.169-2.171yqueesfaintelTumpidoensuextremo3'porelsitioderestricci6nj7j.unenel

cualterminaelinsertoqig.12).EsteORF3codificapara31residuosaminoaofdicosyesta

precedidoporlasecuenciaTTGAGCGG(posiciones-13a-6conrespectoalprimerGTG)

que podria actuar como sitio de uri6n al ribosoma porque presenta cierta similitud. con la

:;C7:;ncladeconseusoparalarjegr6ndeshone-DalganodeEco/"ShineyDalgamo,

La secuencia nucleotidica de 2.262 pb, fue ademds comparada con bases de datos

utilizando los programas BLAST y FASTA (Anexos I y H). Los resultados de estos analisis

deteminaron que  en  la secuencta  estudiada  existe  un  segmento,  comprendido  entre  los

nucle6tidos 1.700 y 1.880 (correspondiente al ORF2), que tiene alta similitud con la region  .

codificante para HCD de genes #€cp de distintos microorganismos. Esta zona de similitud,

incluye la region de hibridaci6n con la sonda de 87 pb utilizada, que comprenderia de los

nucle6tidos   1.759  al   1.844  (regi6n  subrayada  en  los  chexos  I  y  H).  Debido  a  estas

similitudes, se postul6 que el ORF2 corresponderia a un gen del tipo mcp y por ello se lo

denomin6/CZJ("£epfaspj.H.//owzchemotaxisreceptor1")ylaproteinadeducidasedenomin6

Lcrl.
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Ademas,lasecuenciaaminoacidicadecadaunodelostresORFsfueanaljzadacon

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  I  y 3 no

revelaron  muy  buena   sinlitud   con   alguna  proteina   conocidq   siendo   los   mejores

alineamientosconregionesmuypequefiasdeproteinasmuydiversas.EIORF2present6la

mas   alta   similitud   con   rna   proteina   MCP   qutrl   de   fro/o6crc/er;.zi7»   St7/7.#c7rr.zw#),

reconoci6ndoseregionessimilaresalosdominiosTM2yHCDdescritosparadichaMCP,

con56y50%deidentidad,respectivamente(ApexoIH).

4.7.ANALISISDELASECUENCIADELAPROTEiNALcrl

La  proteina  Lcrl,  deductda  de  la  secuencia  nucleotidica  del. gen  /cr/,  tiene  577

aminoacidosyunpesomolecularde63.957Da.LasMCPsposeenentre512y668residuos,.

con algunas excepciones como la proteina DcrH de D.  vzt/giv6' Hildenborough que posee

959 aminoacidos  @eckers y Voordouw,  1996),  por lo que el tamafio molecular de Lcrl

estaria dentro del rango del de las MCPs descritas.

Utilizando  el  programa ANTIGEN de PC-GENE,  se  determin6  que  la secuencja

aminoacidicadeLcrlpresentaunperfildehidrofilicidadqueindicadosregionesaltamente

hidrofobicas Gig.  13),  que coinciden con las regiones que el prograna "Pred predice

como estructuras  culi6lice de transmembrana.  Estas corresponderian  a rna  primera region



Figura 13: Perfil de hidrofilicidad de la proteina Lcrl.

El  perfil  de hidrofilicidad se  obtuvo  con el  programa ANIIGEN de PC-GENE.  El  eje
vertical mide las un!dades de hidrofilicidad (-3 a +3) segin Hopp y Woods (1981), siendo
hidrofobicas las regiones bajo cero. La escala horizontal representa el ntimero de residuos
aminoacidicosdelaproteina.Lasregionesennegrocorrespondenalaszonashidrofobicas,
posiblemente asociadas a membrana.
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detransmembrana(TM1)desdeelresiduo8al26yaunasegundaregi6ndetransmembrana

(TM2) desde el residuo  164 al  180.  Segin esta predicci6n,1os residuos  1  al 7 y 181  a 577

estan'an en el lado intemo de la membrana citoplasmatica (en el citoplasma) y los residuos

27 a  163  estarian en el lado extemo de ella (periplasma).  Esto determinan'a para Lcrl un

dominio  periplasmatico  muy  bdsico,  con  un  punto  isoelectrico  cO  calculado  por  el

programa CIIARGPRO de PC-GENE de 10,43.

ConelprogramaCLUSTALincluldoenPC-GENE,serealiz6unalineanientodela

secuenciadeLcrlconlassecuedciasdevariasMCPs,resultandoporcentajesdeidentidades

ysimilitudesquesemuestranenlaTabla1.LasproteinasTcpdeS.fypfr;.J7zkrr.z{myTarde

E.  co/I. presentan las mayores identidades de aminoacidos con Lcrl, pero como la proteina

Tar ha sido la mss estudiada y se tienen bien identificados sus sitios de metilaci6n, se ]a

eligi6 para comparar la distribuci6n de sus dominios con los posibles dominios de Lcrl. El

alineamientodeestasdossecuenciasproteicassemuestraenlaFig.14.Elprobabledominio

periplasmatico   de   Lcrl   (residuo   27   al   163)   es   14   residuos   mds   pequefio   que   el

correspondientedominiodeTar(residuo38al188)yellosposeenun12%dejdentidady

un55,4%desimilitud.ElprobabledominiocitoplasmaticodeLcrl(residuo181al577)es

56  aminoacidos  mds  largo  que  el  conespondiente  de  Tar  (residuo  213  al  553),  y  ellos

presentan  un  13,3  %  de  identidad  y  un  62  %  de  similitud.  En  este  posible  dominio

citoplasmaticodeLcrlseencuentraunared6nde45aminoacidos(residuo444al488)que

presenta un  66,7 %  de  identidad  y  un  96,5 %  de  similitud  con  la  region HCD  de  Tar
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Tabla1:PorcentajesdeidentidadesysimilitudesentreLcrlyotrasMCPs.

Bacteria MCP %Identidad % Sjmilitud

L.f;erroouidaus Lcl.I 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. typhin"rium Top 19,3 57,6

E. aerogenes Tas 17,5 59,3

E. aerogenes Tse 17,4 56,7

P. aeruginosa PctA 17,0 63,0

D. vulgaris DcrA 18,4 61,3

D. vulgaris DcrH 15,4 44,9

a. subtilis McpA 16,4 61,4

a. subtilis McpB 18,2 62,5

Los porcentajes de identidad y simflrfud (calculado en base a substituciones conservativas)
se obtuvieron con el programa CLUSTAL de PC-GENE.
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I,crl
Tar

I,crl
Tar

I.crl
Tar

I,crl
Tar

I,crl
Tar

I,crl
Tar

Lcrl
Tar

Lcrl
Tar

Lcrl
Tar

I,crl
Tar

I,crl
Tar

IJcrl
Tar

I,crl
Tar

rmsl,RslllENVImresvrvLTTusl,wTAHRvsvQsvEVQRTMQI,Last,
MIN----RIRWTIL--vM`"H7FAI[L-----------QI,ISGsurssl,
*                       *   *              *   *         *      *                               --                          *;

QsvEssl,IKIDssLLDLEVNeesGDEIIREFDRVLAVDPKSMlvKsevLQ
rmsQKsrv-VsNQlfREQQ------GELTSTWD--LELQTRINI.sRSAV~-

*                     *                                 *               *      *                              *   *

sKGmKFIKIMKI)REARSQMIAsvRNQATI,IRKEWAGARENEIEQKQELs
---RMm4DssNQQSNAKVELI,DSARK-------~-----------TIA

LENI,Q¥I,VFESRIRA6IAGII.AvcafllLI,¥FRMDRI.SDHI,RQLAENIQAV
QAATHyKKr--KSMApl,PEMVATSENI-----DERTKNyyTALTELIDyL

*      *            **                  *            *                                            *         *

ATEQSRGI.EyAPETIEEKslrmTRAI,ENI.FTTITTSMTENGwwNcOI,
D-¥GNTca¥FAQPTQcrmQN------AMGBRFAQ¥ALSsEEL¥RDlvTDRA

*         *      *                               *           *              *                       *

KSGREenEII,¥vspsl,IEII,I,rvKKEVQERFGVDINREVGTslHRFHEHp
DDyREARE,AVIELvwl.IIlv-----Awy6--IRRELI.TplexllAH-

*   *                       *   *                       *      *   *         *                    *

DRIREI--~-IiRRIKpliEVRQNMET---QIGNYELGSTSSMIPDSEGKPL
--IREIAGGNIANTLTIDGRSEMGDIAQSVS"QRSLTDTVTHVREGSDA

****            *                       *      *                                        *                    **

I,¥mTF¥ETTSMKNI,QrvAEERRTRAI.sTVGQLDGFTQAREsl,LSTI,Kov
IYAGT-------REIAAGNIDI.SSRTEQQASAliEETAASMEQLTATVKQN

*      *                                                    *                   *                   *_*      *   *.*

FGTsvEMSK"G@4QGTvssALETVTSMDKTASQmTVMEENKRAvlElv
AENARQasQmQSASDmQHGGKWDGWKT---rmEIAI)SSKK----IA

*                       *                     *            **         *                     *               *

TvveKVGDVRAQ"I,IAINAAIRAARAGEH6RGFAWGDEVENLSE----
DIIsvlDGIAIQINIIAlmAVEAARAGEQcaGFAVVAGEVENusRSAQ

*              *   ***   ******   *******   *******      *****

---QVRII.VQSIQEKMDQVSTVTTNAENTFDSFASWEDVITHIREIGQE
AAKEIRAI.IEDSVSAVDTGSVI.VESAGETENNIVRAVTRVTDIMGEIASA

*                       *      *              *      *                    *      **            **

ENQLI,DGVKKMGsrvssm---------temsRTGTAI]QQVENEF"I
SDEQSRGIDQVAIAVSEMDRVTQQNASI.VQESAARAAALEEQASRI.TQAV

*                     **                                       *                     **

S----------------------------------------._
sAFRIAAspl,TNKPQTpsRPASEQprmQPRLRIAEQDENWETF
*

489
410

536
460

Figtira14:AlineamientodelassecuenciasaninoactdicasdelasproteinasLcrlyTar.

El alineaniento se realiz6 con el programa CI,USTAL de PC-GENE. La secuencia de la
proteina  Tar  proviene  de  Krikos  y  col.  (1983).  En  rojo  se  indican  las  reedones  de
tmnsmembrana y en celeste la red6n IICD de las dos proteinas.  En azul se indiean las
posibles  regivnes  de  metilaci6n de LerL  en  las que  los  residuos E-217  y Q-556  serian
metilados.EnfucsiasedestacanlosliesiduosmedlablesdeTar.Lasestrellas(*)indicanlos
aminodeidosidenticosenanibasproteinas.
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(residuo 361  al 405). Los distintos dominios de Tar y posibles dominios de Lcrl, 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 Kl ni a Rl de las MCPs de enterobacterias. Sin embargo, en base a rna pequefia

secuencia consenso de 9 residuos, descrita para los sitios de metilaci6n en MCPs de E. co/i,

a.  s'zjb/j./j,g y propuesta para DcrH de D.  vzf/garz.£ Hildenborough  (Deckers y Voordouw,

1996),  se  determ].naron  posibles  sitios  de  metilaci6n  de  Lcrl  en  los  residuos  Glti217  y

Gln556 Gig.  14).

4.8. COMPARACION DE REGI0NES HCD DE Lcrl Y DE OTRAS MCPs

La regi6n IICD  corresponde  a la region mfs  couservada de  las  MCPs,  cuyo  rol

propuesto seria interactuar con CheA y con Chew. La region HCD de Lcrl,  ademds de

poseer  la  mayor  identidad  con  la  misma  region  de  Tar,  posee  tambi6n  alto  grado  de

identidadysimilitudconlareal6nHCDdetodaslasproteinaspertenecientesalafamiliade

MCPs.  En  la  Fig.   15  se  muestra  el  alineamiento  de  dicha  region  de  Lcrl  con  la

correspondiente regi6n de otras 20 MCPs pertenecientes a microorgahismos tan diversos

c;omo +as ban;ferias E.  coli, S.  typhinurium, E.  aerogenes, P.  aeraginosa, 8.  sublilis, D.

vulgarisHridchoroughyM..xanthas>yco"otosarchcaH.salinarium,H.vallismortisyN.

p/ecr7i¢o#z.S.   Los  porcentajes de  identidad y de  similitud entre  Lcrl  y cada una  de las otras
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Tabla2:PosiblesdomiriosdeLcrlysucomparaci6nconlosdominiosdeTar.

Re8i6n * Tar (residuos) Lcrl (residuos) %Identidad % Similitud

Transmembrana 1 7-37 8-26 16,1 41,9

Transmembrana 2,.® 189-212 164-180 37,5 50,0

Penplasmatica,.® 38-188 27-163 12,0 55,4

citoplasmatica 213-553 181-577 13,3 62,0

HCD 361405 444488 66,7 95,6

Los porcentajes de identidad y similitud se obtuvieron con el programa ¢LUSTAL de PC-
GERE.
* Regi6n de la proteina correspondiente.
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TwsKVGDVAAQ"IIADIAAIEAARacE----HcaGFAVvGDEVENI.s

DIIsvlDGIAFQINIIAINAAVEAARA6E----QGRGFAvVAGEveNIA

DIIsvlDGIAFi2INlmntAAVEAARAGE----QGRGFAVVAGEVENIA

DIIsVIDGIAFQ"ImINAAvmARACE----QGRGFAVVAGEvmil.A

DITsvlDGIAEQTNIIAlrmvRAAEusE----QGnGmvvAGEVRTIA

AITsvlcelAFQINlnlunvEAAEueE----Qen6FAvVAGEVENIA
DIIGvlDVIAFQ"IIAnIAAvmARAGE----QGRAFHvVAGEVENIA

QII,EVIKGISEQTNI.IADtAAIEAARAGE----AGRGFAvVADE`mNltA

NII,RVINGIADQ"IIAENAAIEAARAGE----AcaGFSVVAREVRKIA

RvlEVINEIADQ"uAINZLAIEAARneD----AGRGFAI;VADEVAKIA

K`"sVISDIADQ"14AntAAIEAARA6D----AGRGFAVVADEVRKIA

AIMevlGDIADQ"LIAIJunEArmGD----AcaGFJIVVADEVAKIA

EITAVINslAFQENIIAENAAVEAAR-GE----QGnGFAVVASEVRTIA

DlvDvlTI)IGEQTNrmAnazislEAARACGN--ADGDCFsvVADEVKDIA

DIAEI,ISDIAEQENmAINANIEAaRESGDGSNGDGFAvVAI)EVKEIA

EWDvlTGIAEQ"D,GINAslEArmGE----EGECFAvVAEEVRAI,v

ElvDLISDIAEQn"IAINENIERARADK---~sGDGmvVADEunIA

TIVAAITDIAEQINMIAINENlmARADQ----DGDGFAvunEVKDIA

ElvGVITslvEQTNMIADIASIEAAIIADG----DCEGmvvADEIKGIA

EVSEMIAI)IAEQTNIIAINASIEAARADG----NSEGFAVVADEVRAI.A

TvvEvlDEIADRsl)14Anmzil.EAGSAGEA----GK6FslvAAEmRA

®®,   *®***       **®,,                       ,   ®*®,*       *®       *

&1$8

loo        loo
66.7       95.6

66.7       95.6

66.7       95.6

64.4       95.S

64.4       85.3

62.2       93.3

68.9      91.I

64.4       95.5

66.7       93.4

73.3       9S.5

71.1       9S.5

60.a      93.3

55.3       91.5

55.i      87.8

60.0       93.3

60.0       93.9

62.2       95.5

51.1       95.5

57.8       95.6

51.1       95.5

Figure 15: Alineamiento de la reeddn HcO de verias MCPs con la re$6n homdloga de
Lerl.

El alineamjento se realize con el programa CLUSTAL de PCGENE. ha seeuencias de 45
aninodeidos de la regivn HCD de las MCPs conesponden a: Tar, Tap, Tsr y Trg de E. co/7.
Onkos y col., 1983; Bollinger y col., 1984); Tas y Tse de E. aeroge#e# cehl y col., 1989);

TEE,pe 5 0!ph±:n?:.iurn_(Ygrpan±_oto e_ haae, 1.peg) Pct^ de P. a€ruginbsa dsirodi y co;.',1995); nerA, IforH y Dcrl de D.  "/gari.S mldenborouch @olla y col.,  1992; Deckers y
Vcordouw,  1994);  McpA  de 8.  is#bfi./i.S  Ouanlon y Ordal,  1994);  HzCD  de M  jra##feas
OrcBride y col., 1989); Htrl, Htp3, Htp4, Htp5 y Htp6 de ff. fa/jrmrj.an (Yao y Sprdich,
1992; Rudolph y col.,  1996); vHtrH de H.  vat/j#mar/I.S y pHtrn de N phaco#i.S (Seidel y
col., 1995). En rojo se muestran los aminodeidos idchticos a Lcrl. ha estrellas (*) indican
los liesiduos conservados en todrs las MCPs analizadas y los puntos (.) indiean los residuos
conservados en mds de 17 de las 21 MCPs, incluyendo Lerl. A la derecha se muestran los
porcentajesdeidentidad(%1)ydesimilitnd(%S)conlaregivndeLcrl..
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MCPs,  en la regi6n mencionada, fueron superiores  al 51  % y al  85  %, respectivamente,

llegando  en  los  mejores  casos  a  un  73,3  %  de  identidad  (con  DcrH  de  D.  "/grrj.S

Hldenborough)yaun95,6%desimilitud(conTap,TaryTsrdeJJ.co/z.yconpHtrHdel

a:Icpe6nN.pharaonis).

Serealiz6unapredicci6ndeestructurasecundariadelaregi6nHCDdeLcrI,conel

programa GARNIER utilizado por PC-GENE, resultando 3 posibles estructuras de Ch-h6lice

en la red6n: rna del residuo 453 al 473, y las otras dos son mds pequefias y se ubican del

residuo 482 al 490 y del 494 al 502.

4.9. FRECUENCIA DE USO DE CODONES Y CONTENID0 G + C I)EL DNA DE

I.ferroexidalrs

Se puede obtener informaci6n adicional a partir de la primera secuencia descrita de  .

un gen de I,. /e7-roorj.dc7;2S que codifica para rna proteina, y 6sta es la frecuencia de uso de

codones del microorganismo.  Si bien un solo gen no es suficiente para obtener rna zmedia

estadistica,esunprimeracercamientoypuedeindicarciertastendenciastitilesparatrabajos

posteriores con oligonucle6tidos degenerados. La Tat]la 3 muestra la frecuencia de uso de

codones  de  7%obczcz./ds /aroorj.dcz77S y de E.  co/;.,  comparada  con la frecuencia que  se

deduce para I,. /erroorj.dczus desde el gen /crJ. Para 10 aminodeidos el cod6n mds usado es

elmismoen£./erroor7.do%queenr./erroorJ.dtz#S,encanbiopara7aminoacidoselcod6n



Tabla 3: Frecuencia de uso de codones de /cr7.

Aminchcido Cod6n I. _i;erTockidous T. f;eITothus12 E. coll22AlrfuAnginina GCA 2
GCC 48 44 26
GCGGCU 2525 3311 3319

AGA 6 3 6
^GG 6 5 3
CGA 10 6 6
CGC 25 39 37
CGGCGU 3122 2522 1038

AsparmgirmA.,. AA[f3AAU 87]3 5842 5446

cidoaquco GAGGAU 6733 5149 '3961

ClstehaG. UGCUGU 00 6436 5545

IutamlmA'd CIA ]2 26 3268
GAGGAA 88 74

ci  oglutdm]co 64 49 683212
GAG 36 51

Glicina GGA 41 11

GGC 29 46 39
GGGGGU 1812 16.27 1435

mstidimIsolcucim CACCAU 7822 5545 4555

AUA 8 8 ]0
AUCAUU 8012 6329 4248

Leuema CUA 0 3 4
CUC 39 20 10
CUG 30 49 50Cur 20 8 11
UUAUUG 47 317 13]2

Lisin AAALAAG 5050 3565 7426

MctionrmFeni]alaninaIholirmSerinaTrconinaThptofroo AUG.UUCun loo loo loo
7228 6337 4555

CCA 12 13 20
CCC 12 68 11
CCGCCU 3838 3613 5217

AGC 0 25 25
AGU 0 14 15
UCA 7 6 13
UCC 60 28 16
UCGUCU '312

189 1417

ACAAce 11 7 15
60 54 42

ACGACU 272 2910 2419

UGG loo 1001 looTiusin UACUAU 4456 5050 4456

Valid GUAGUC 663 12 17
30 20

GUG ]7 46 35
GUU ]5 12 28

102
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mds  usado  en I. /erroorj.d¢us  coincide  con  el  mds  usado  en E.  co/z..  Asi,  en general  la

frecuenciadeusodecodonesde/arJesmdsparecidaalader/erroorjdonquealadeE.

coli.

Ademds,en/ar/1aterceraposici6ndeloscodonespresent6unamayorutilizaci6nde

las bases G  (42,2 %)  y C   (30,1  %),    la segunda posici6n de las bases T   (33,2 %)   y A

(29,4%),ylaprimeraposici6ndelasbasesG(33,2%)yA(31%),1oquerevelaunaltouso

de G + C en la tercera posici6n.

El  fragmento  de  2.262  pb  de  DNA  de  I.  /erroorr.dcr72S  secuenciado  tiene  un

contenido de G + C del 52,7 %.

4.10.ENSAYODECOMPL"ENTAcfoNDEQUIITOTAXISCONLcrlDEUNA

CEPADEE.co/j.QUECARECEDERECEPTORESQUIMI0TACTICOS

LacepaRP4372deE.co/I.,poseealteracionesdesugenomaque]ahacencarecerde

receptores quiniofacticos, pero posee todas las proteinas Che que le permitirian recuperar

sus funciones quimiotdeticas si presentara MCPs frocionales. Considerando esto, se utiliz6

esta cepa para estudiar la recuperaci6n de quimiotaxis al expresar la proteina de 58 kDa de

I./er7.oor'z.dcz7zsdesdeelplasmidiorecombinantepLfl3.

Serealiz6elensayodequimiotaxisenplacasconmediotriptonaenagarblando,en

lasquelasbacteriasseinoculansobreelagarenunpuntocentraldelaplacayseincubana
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30°C  para  luego  med].r  el  diametro  del  halo  de  crecimiento,  pues  al  consuirirse  las

sustanciasnutritivassevangenerandoradialmentegradientesdeconcentraci6nquepodr'an

sersefialesatrayentes.LaFig.16muestrac6molacepadeE.co/I.quecarecedereceptores

quimiofacticos muestra un diinetro de halo muy pequefio, de 8 mm (A), demostrando su

ineficiencia para migrar en un gradiente de nutrientes.  La cepa DH5Ch, que posee niveles

normales  de  MCPs,  present6  un  diinetro  de  halo  de  15  mm  q3),  1o  que  revela  su

comportamiento quimiotactico eficiente. La cepa RP4372, trausformada con el pla.smidio

multicopi.apNT201queexpresaalfosnivelesdelaproteinaTar,present6elmayorhalode

crecimiento(C),evidenciandoquelasobreexpresi6ndeunreceptorquimiotdeticofuncional

hacemdseficientealabacteriaenlamigraci6nhaciaunamayorconcentraci6nradialdela

sustancl.aatrayente,queenelcasodelreceptorTaresaspartato.

La cepa RP4372 de E.  co/z., tansformada con el plasmidio que expresa la proteina

tipo MCP de I. /emoorj.dcz#S, present6 igual comportamiento que la cepa no transformada

@yA)..ObviamenteelcontroldelacapaRP4372transformadaconelvectorpGEM-3Z

present6 igualmente un comportamiento no quimiofactico hacia las sustancias del  medio

triptonaparalascualesE.co/z.generagradientesdeconcentraci6nq3).
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Figura 16: Qulmiotaxis en p]acas de agar blando.

Se realiz6 el ensayo como se describe en Materiales y Metodos, en placas de agar blando
conmediotriptona,incubandopor40ha30°C.LascepasdeE.co/7.I.noculadasenelcentro
de las placas fueron:  (A) RP4372;  @) DH5Ci;  (C) RP4372/pNT201;  @) RP4372/pLfl3  y
a3) Rp43 72zpGEM.3z.



5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo revelan que ]a bacteria acidofllica

quimiolitotrdfica£./erroorjdc!#sposeeungenquecodificaparaunaproteinaperteneciente

a la  familia  de  las  MCPs,  proteina  que  denominamos  Lcrl  (1epfoxpz.#.J/z#2  chemotaxis

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

este mi cro organismo.

En base al analisis de similitud con secuencias promotoras de E. co/j., se determin6

queelg6n/crJposeedosposiblespromotores:unotiposigma70yotrotiposigma28(Fig.

]2).  La region -35  del posjb]e promotor tipo  sigma  70  (TTGATC)  posee  4  nuc]e6tidos

idendcos al consenso de E. co/I. (TTGACA) y la red6n -10 (ATCAA) posee 2 nucle6tidos

identicos al consenso de E. co/7. (TATAA). En la Tabla 4 se muestra la secuencia consenso

paraelpromotortiposigma70deE.co/z.comparadaconelposiblepromotortiposigma70

de;Ag!e;nlcrldeL.fierrooxidans.
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Tabla4:Promotorestiposigma70.

Tipo de promoter * Reat6n -35 Separaci6n *S ReBi6n -10

Cousenso tipo sigma 70 de E. caJj ITGACA 17 TATAA

Posible tipo sigma 70 de /erJ TTGATC 16 ATCAA

*  La secuencia  consenso  de E.  co/z. proviene  de Kutgrhake  y col.  (1990) y el  posible

promoter de /CZJ de I. /e"oorj.drus proviene de este estudio.  Con color se destacan los
nucledtidos que difieren del cousenso.
**Serefierealacantidaddenucledtidosqueseparanlared6n-10delared6n-35.
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El factor sigma 28 de E.  co/7. reconoce genes involucrados en la sintesis del flagelo,

enmotilidadyenquimiotaxis(AmostiyChamberlin,1989;LiuyMatsunura,1995),porlo

quelapresenciadepromotoresdeltiposigma28planteadeantemanolaposibilidadqueel

gen correspondiente este participando en alguno de los procesos mencionados.  Debido a

esto,  el  hallazgo  de  un  promoter  tipo  sigma  28  en  el  gen  /crJ  apoya  fuertemente  la

participaci6ndelaproteinaLcrlenquimiotaxis.I./erroourJ.dcz;2Spodr'acontarconunfactor

tipo sigma 28, pues se ban descrito factores de este tipo con alto grado de conservaci6n de

secuencia  aminoacidica  en  otras  bacterias  Grari  negativas  y  en I?.  .g2fzJJz./z.S.  Adem5s,  las

secuencias promotoras que estos factores reconocen son may similares al concenso de j7.

co/j., principalmente en la regi6n -35. De hecho, factores sigma 28 de un microorganismo

son   funcionales   en   promotores   tipo   sigma   28   de   otro   microorganismo   (Amosti  -.y

Chamberlin,  1989;  Helmarm,  1991;  Chen  y  Helmarm,  1992;  Stambach  y  Lory,   1992).

Ademas,  en otras bacterias  e incluso  en un arque6n,  se  describen genes  codificantes  de

flagelina.queposeenunelementotipopromotorsigma28muysimilaraldesc-ritoenj}.co/z.,

1o  que  revela  la  gran  conservaci6n  del  sistema  regulador  de  la  expresi6n  de  genes

invo]ucradosenmotilidadyquiniotaxis(Helmann,1991).

Elposiblepromotortiposigma28de/cz/poseeunaregi6n-35(TAAA)id6nticaal

consenso  de  promotores  de  este  tipo  en  diversas .bacter].as  ¢utsukake  y  col.,   1990;

Helmann,  1991), y rna region -10 (TCCGGCAA) con 5 nucle6tidos identicos al consenso.

Laseparaci6nentreestasdosregionesresult6serde21nucle6tidos(verFig.12),difiriendo

delaseparaci6nde15nucle6tidosqueexisteentre-35y-10delospromotorestiposigma
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28descritos(Tabla5).Estopodiadarcuentadelaprobableexistenciaen£./e"oat-z.dcr#S

deunfactorsigmatiposigma28quereconocesecuenciassinilaresalasdescritasenotras

bacterias  pero  separadas  por  un  mayor  nrfuero  de  nucle6tidos.  Altemativamente,  la

secuenciaCTCGAATC(nucle6tidos225a232),porestara15nucle6tidosdelapropuesta

red6n -35, podria actuar como regi6n -10 aunque sea un poco menos similar al consenso.

En jU#.zo6z.2" me/7./oJz. se describen promotores tipo sigma 28 en genes relacionados con

sintesis  del  flagelo,  cuyas  redones  -10  poseen  igunlmente  poca  identidad  al  consenso

descritoyainasisonactivosentranscripci6n(verTabla5)qelmarm,1991).

EnE.co/I.losgenesdeMCPsydeproteinasCheposeenpromotorestiposigma28y

no poseen promotores tipo sigma 70 qlelmann y Chamberlin,  1987; Amosti y Chamberlin,

1989; Liu y Matsunura,  1995), de manera que estos genes solo son expresados cuando la

celula ha activado la sintesis de] factor sigma 28, que ocurre en la fase exponencial tardia

delcrecimientodeuncultivodelaboratorio,esdecir,cuandolascondicionesnutricionalesy

detoxic].dadsevuelvenadversasparalabacteriayporellosehacennecesariossjstemasde

quimiotaxis y motilidad.  Particularmente interesante es que /crJ presente traslapados  dos

posiblespromotores,unoparasigma70yotroparasigma28.Delmismomodo,losgenes

c7cr4   y  c7crff  que   codifican  para  MCPs   de   la  bacteria  quimiolitotr6fica  anaerobia

De"//ovz.bj.7.o  vzj/grrj.,g  Hildenboroust  poseen  n'o  arriba  de  su  primer  cod6n  ATG  un

posiblepromotorsigma70queestatraslapadoconunposiblepromotorsigma28@ollay

col.,   1992;   Deckers   y   Voordouw,    1996).   Podemos   especular   que   estas   bacterias

quimiolitotr6ficas,  que  viven en  ambjentes  muy  particulares,  requieren  los dos  tipos  de
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Tabla 5: Promotores tipo sigma 28.

Bacteria Gen*
111111111111_

Rq#6n -35 Separaci6n €* Region -10

L.fierrcoxidans 'ar, TALAA 21 TccGacAA

Couseuso TAAA 15 GCCGATRA

E. coli „,`C TAAA 15 GACGATAA

E. coli .„'`D TAAA 15 AJOHflA:ITAA

E. colt motA TAAA 15 GCCGATAT

E. coli ar TVA 15 GCCGATRA

E. colt ts, T" 15 GCCGAAJIA

E. coli trg TRAG 15 GCCGATGA --

E. coli hag TAAA 15 GACGATAA

S. typhinuriun „id TGTA 15 GCCGATAA

S. typhimuriun TAAA 15 GCCGATAA

E. aerogenes TAAA 15 GCCGATAA

R. neliloti „aB TRAC 18 GCCCATCG

I ha secuencia consenso, los promotores de los genes,#i.C, ,#J.D, onof4 /ar, tor y ng de E.
co/i., y de los genes/L4 y /ar de S. opfo;.marjezm provienen de Kutsukcke y col. (1990); el
promotordelgenhag(codificalaflagelina)provienedeHelmrmyChambemn(1987);el
promotordeJsedeE.aeroge#esyelds/aBdeRme/j/ofjprovienendeHelman(1991)y
el posible promotor de /crJ de I. /e"owidavas proviene  de  este  estudio.  Con color  se
destacan los nucledtidos que difieren del consenso.
**Seliefierealacantidaddenucledtidosqueseparanlangi6n-10delaregivn-35.
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promotores  para  expresar las  proteinas  jnvolucradas  en  quimiotaxis.  Esto  les  permitiria

mantener un nivel basal de expresi6n de genes de quiniotaxis durante todo su ciclo de vida,

utilizando  promotores reconocib]es  por el  factor  sigma 70,  y  les  permitiria  aumentar  la

expresi6n utilizando promotores reconocibles por factor sigma 28 cuando se encuentren en

situaciones mds desfavorab]es nutricionalmente.

La funcionalidad en E. co/z. de uno o los dos promotores propuestos para /cr7 qued6

manifiestacuando,alutilizartodalamaquinariatranscripcionalytraduccionaldeE.co/j.,se

expres6 J.# vzfro rna proteina de 58 kDa, tanto desde e] recombinante pLfl3 como desde el

recombinante pLf3,5 (Fig. 8). Ambos plasmidios recom`binantes llevan el iuserto de DNA de

I./erroorz.dl¢7zsenorientacionesopuestasconrespectoalpromotor/c7cdelvector,ycomoel

nivel   de  expres].6n   es  practicanente   el  rismo,   se  deduce   que  dicha  expresi6n  es

independiente del promoter /oc del vector y que, por lo tanto, es gobemada por su o sus

propios promotores.

Aunque la proteina Lcrl tiene un peso molecular calculado de 64 kDa, por poseer

regjones muy bdsicas, podria ndgrar en geles de poliacrilamida-SDS como rna protefna de

menor  tamafio.  Se  ha  descrito  rna  migraci6n  anormal  para  las  proteinas  acfdicas  del

arque6n j7.  Sch.#crrjz„2, incluyendo la MCP denominada Htrl, que poseen rna migraci6n

electrofoieticamenoralaesperadaporsutamafiomolecular(YaoySpudich,1992).Asi,se

podr'aexplicarque]aproteina.Lcrlrigraunpocomdsdeloesperadopor]abasicidaddesu

dominioperiplasmftico,sindescartarlaposibilidadqueexistaalgtintipodeprocesamiento



que disminnya el tamafio molecular de la proteina.
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La idea que el polip6ptido de 58 kDa sintedzado /.# vz./ro corresponde al producto del

gen /c7./ se ve fuertemente apoyada ya que no ocurre su sintesis al utilizar el DNA del vector

PGEM-3Z (que no posee el iuserto) como templado en el ensayo de expresi6n J.# v/.fro (Fig.

8, cari] 8). Ademds, ]a proteirm de 58 kDa es irmunoprecipitada con anticuelpos contra la

proteina Tar de E.  co/z. (Fig. 9), 1o que revela la existencia de comunidad antig6nica entre

ella y el receptor Tar. Este fen6meno de reactividad inmunol6alca cruzada es comin en las

MCPs   de   muy   diversos   ndcroorganismos   y   revela   ]a   conservaci6n   de   regiones

determinantes  en  su  funcionalidad como  receptor y/o transductor (Nowlin y  col.,  1985;

Alan y Hazelbauer,1991 ; Morgan y col., 1993).

C6lulas de A. co/z. transformadas con el recombinante pLfl3 tambi6n expresaron un

polipeptido  de  58  kDa  qTig.  11).  Esta  expresi6n  fue  jndependiente  de  ]a  inducci6n  con

IPTG, por lo que j.# vino en E.  co/z. tampoco estaria bajo el control del P]ac del vector sino

que estaria bajo el control de alguno de los promotores propuestos para /c7:J.

La sintesis de este polip6ptido, tanto z.# vz./7io como z.# vj.vo, sualere ademds que el

propuesto sitio de uni6n al ribosoma del gen /crJ (AAAGAAAG) podia estar funcionando

en E. coli.

El bajo  nivel  de expresi6n I.re vivo  en I? co/z. de esta proteina de  58  kDa podria

deberse a que ocurre alghn fen6meno que no ocurre J.# vj/7.o, como sen'a una disminufda

traducci6nporqueelsitiodeuhi6nalribosomanoseataneficiente,1oque7.#i;z.tropuedeser
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superado por rna 6ptima concentracf6n de Magnesio q'ratt,  1985).  Tambi6n puede estar

ocurriendo  j.#  vj.vo  rna  terminaci6n  de  la  transcripci6n  aunentada  en  el  propuesto

teminador(ubicadorioabajodelosposiblespromotorestiposigma70ytiposigma28),lo

queademasexplicariaqueapesardetenerunpromotor/acrioarribadelprimerATG,nose

produzca una mayor sintesis de la proteina. J# vj.vo en I. /er7ioaL-7.dlc7us, podrl'a existir un

mecanismo     de     regulaci6n     de     la     expresi6n     del     gen     /crJ     sim].1ar     al     de

terminaci6n/antiterminaci6n  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

transcripci6n rio abajo del terminador.

RIo  abajo  de  la  reat6n  codificante  del  gen  /cr7 no  se  encontr6  una  secuencia

invertida repetida que podr'a representar un term].nador de la transcripci6n independiente

del  factor Rho,  indicando  que poch'a existir terminaci6n dependiente  de Rho  o  que  las

secuenciasinvertidasrepetidaspodrianestarn'oabajodelsitiodeclonamientofJj.#cilllG7ig.

12).  Otra altemativa es que no exjsta fermino de la transcripci6n irmediatamente despu5s

del gen /cr/ y que exista un mensajero poll.cistr6nico que incuya al gen /erJ y al potencial

ORF3.  Este  ORF3  se  encuentra  incompleto  en  el  fragmento  clonado,  por  lo  que  el

polip6ptido que se codifica es de un tamafio indeterminado cuyos primeros 30 aminodeidos

son iusuficientes para reconocer si existe identidad con las MCPs, pues la conservaci6n de

las MCPs se encuentra en el extremo carboxilo terminal. Atin asi, no se descarta que esta
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proteinapuedacorresponderaotroreceptorquimiotdeticode£./c#.ool.7.dczus,yaqueenj?.

co//.yenE.creroge72essedescribenmensajerospolicistr6nicosquecodificanparadosMCPs

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

EI  ORFl  que  se  encuentra  incompleto  en  pLfl3  podia  estar  completo  en  el

recombinante pLf3,5. Si fuera asi, podria corresponder a la proteina que se expresa z.# vjfro

desdepLf3,5yquemigraengelesdepoliacrilamida-SDScomounabandade62kDa(Fig.

8, carril D).

La  proteina  deducida  Lcrl  posee  dos  regiones  hidrofobicas  Gig.   13)  que  se

encuentran en posic].ones comparables a las regiones hidrofobicas de transmembrana de la

mayoriadelasMCPsconocidas¢ig.17).Laprimerared6nhidrofobicapodiaserpartede

rna secuencia sefial, pues la region N terminal esta positivamente cargada por un residuo

bdsicoy.luegolesigueunsegmentoderesiduosnocargadosyprincipalmentehidrofobicos,

loqueescaracten'sticodelassecuenciassefialdescritasenbacteriasQ4ichaelisyBeckwith,

1982).  Esto  permite  especular  que  la  proteina  Lcrl  podr'a  iusertarse  en  la  membrana

citop]asmaticaatrav6sdesusdosregioneshidrofobicasyhacesuponerquee]]afuncionaria

demanerasimilaralasMCPsdeE.coJj,conundomirioperiplasmaticoquelepemitin'a

actuar como receptor y uno citoplasmatico que actuan'a como transductor.  Se han descrito

muypocasMCPsqueseescapandeestepatr6ngeneraLdifiriendodelasMCPsclfsicaspor

carecerdeundominioperiplasmaticoyporrecib].relestl'mulodeunaformadistinta.Unade
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Figura17:PerfilesdehidrofllicidaddevariasMCPsyLcrl.

Elejeverticalmidelasunidadesdehidrofilicidad(-3a+3)seginHoppyWoods(1981),
siendo hidrofobicas las regiones bajo cero. Las regiones en negro conesponden a las zonas
hidrofobicas de:  (A) Lcrl,  q3) Tar de E.  co/J.), (C) Tas de E.  creroge#es, @) DcrA de D.
v#/gorjsffildenborough,a3)PctAdeP.czer2£gz.#as¢ya7)McpBde8.SzfGfj./z.S.
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ellas es Htrl del arque6n j7.  Scz/z.#czrjz+in, que participa solo como transductor de rna sefial

fotofactica. Htrl carece de un domirio extramembranoso que rna ligando y s6lo posee dos

redones hidrofobicas muy cercanas entre si, mediante ]as que se inserta en la membrana

dejando  un  dominio  citoplasmatico  mds  extendido  que  las  MCPs  conocidas  (Spudich,

1993), a trav5s del cual interactha con el receptor de membrana SRI que percibe una sefial

luninosa (Yao y Spudich,  1992).  Otro caso se refiere a la proteina FHCD de A4 :¥c7#/fe2ff,

que  participa  en  rna  via  de  transducci6n  de  sefial   analoga  a  la  quimiofactica  de

enterobacterias,  pero  lo  fiace  como  proteina  soluble  en  el  cjtoplasma  pues  carece  de

regiones  hidrofobicas  (MCBride y col.,  1989;  Zusman y MCBride,  1991).  A4  j#cz#z/2zas no

poseemotilidadflagelarsinomotilidadpor"gliding".

La proteina de  58 kDa de I. /eIToorJ.dczus expresada  z.#  vz.vo  en E.  co/j  desde  el

plasmidio pLfl3, se observ6 en fracciones de membranas citoplasmaljcas (Fig.  11), lo que

indica qhe esta proteina posee al memos  rna real6n de transmembrana que le permitiria

dichainserei6n.Estoaportaotraevidenciarespectoalaidentidaddeestepolip6ptidode58

kDaconlaprotefnaMCPdenominadaLcrl.EIhechoquelaproteinaexpresadadesdepLfl3

j.#v7./roylaexpresadadesdeelmismoplasmidioj.#vj.voenE.co/;.einsertadaenmembrana

aparezcan  migrando  como  polip6ptidos  de  aparentemente  el  mismo  tamafio  molecular,

puedeestarreflejandoquelasecuenctasefialdeLcrlnosecortadelaproteinaluegodesu

inserci6n en membrana, al igual que ocurre con las MCPs de I?.  coJz. @chl y col,  1989) y

con Htrl de f7.  iscr/;.#crr7.2{m (Yao y Spudich,  1992).  Sin embargo,  esto requiere un mayor
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analisis polque puede existir rna pequefia diferencia en la migraci6n que no sea facilmente

detectable.

Suponiendo  que  las  regiones  de  trausmembrana  de  Lcrl   corresponden   a  las

propuestas ("1 del residuo 8 al 26 y Tin del residuo 164 al 180) y que estas redrones se

insertan en membrana del mismo modo que las MCPs de enterobacterias, existiria entonces

en  Lcrl  un  extremo  amino  terminal  citoplasmatico  de  7  aminodeidos  con  un  residuo

posjtivamente  cargado,  comparable  a  los  6  a  16  residuos  del  extremo  amino  terminal

citoplasmatico de las MCPs de E. co/J. entre los que se encuentrm 2 a 4 residuos cargados

que actuan'an como rna sefial de detenci6n de la transferencia a travis de la membrana

@ahl y col.,  1989).  El domihio periplasmatico de Lcrl tendria  14 residuos memos que el

mismodeTaryestariaexpuestoalpHacidodelperiplasmade£./e7roor;.dcrj7.g.Esteposible

dominio  periplasmatico  de  Lcrl,  posee  un  punto  isoelectrico  de  10,43  que  es  bastante

elevado don respecto al del conespondiente domino de Tar o de las otras MCPs, salvo el

delmismodominiodelaproteinaTasqueposeeunplexcepcionalmentealto(Tabla6).El

alto  punto  isoel5ctrico  de  esta  porei6n  de  Lcrl  podr'a  permitirle  adquirir  su  estructura

funcional  en un medio tan acido  como  el  medio  en que  vive  la bacteria  acidofiljca I;.

/erroor;.dcr#Lr. El dominio de Lcrl postulado como citoplasmatico posee un pl similar al del

dominio  correspondiente  de  otras  MCPs  (Tabla  6),  concordante  con  el  similar pH que

existiriaintracelularmenteen£./eJ.roorj.dcr#,gyenlasotrasbacten.as.
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Tabla   6:   Punto   isoelectrico   de  varias  MCPs  y  de   sus   dominios   periplasmaticos  y

citoplasmaticos.

MCP pl de la MCP pl del dominio pl del dominio
periplasmftico citoplasmftjco

Lcrl 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

Tr8 6,09 9,49 5,10

Top 4,57 4,35 4,54

Tas 5,72 10,51 4,49

Tse 4,96 6,78 4,57

PctA 4,99 5,21 4,66

DcrA 4,70 5,36 4,50

Dcl.H 5,55 8,92 5,10

McpA 4,95 7,66 4,34

McpB 5,04 8,70 4,46

LosplseobtuvieronconelprogramaCHARGPROdePC-GENE.
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En general,  los  dominios periplasmaticos  de las  MCPs  presentan poca  identidad

entre ellos, debido a su funci6n de interacfuar especificamente con distintos ligandos.  EI

propuesto dominjo periplasmatico de Lcrl posee tarnbi6n poca identidad con los descritos

(Tabla  7),  siendo  un  poco  mayores  las  similitudes  con  el  receptor  para  sen.na  de  E.

creroge#es,  Tse (17,4 % de identidad),  y con el receptor para citrato de S. fyp/2j.nez4r/.%m, Top

(16,I % de identidad). Se postula que Tse y Top interacttian con el grupo a-carboxilo de su

ligahdo  del  mismo  modo  como  Tar  interactha  con  el  grupo  Ci-carboxilo  de  aspartato

(Mlbun  y  col.,   1991;  Stock  y  col.,   1992),  es  decir  a  traves  de  un  bolsillo  cargado

positivamente,formadoporArg64,Arg69yArg73enTseyporArg63,Arg68yArg72enTcp

@ch]ycol.,1989;Yamanotoelmae,]993).EnLcrlnoseencuentranresjduosargininaen

estas posiciones, pero exjsten Arg79 y Arg83 que de a]gin modo podn'an formar parte d61

propuesto bolsillo. Por otro lado, debido al medio acido en que se encontraria la porci6n

periplasmatica  de  Lcrl,  puede  que  la  uni6n  del  grupo  orLcarboxilo  del  ligando  sea muy

distinta ; 1a que octure en las MCPs que son funcionales a pHs cercanos a la neutralidad.

Incluso, rna MCP de P.  ae7"gr.#oLscr, PctA, a pesar de ser un receptor quimiofactico para

varios  aminoacidos  y de  ser  funcional  a  un  pH neutro,  no  posee  los  residuos  ardnina

mencionadosyporellodebereconoceraminoacidosdeunmododiferenteacomolohacen

las MCPs de enterobacterias Oruroda y col.,  1995). No se descarta que Lcrl pueda ser un

receptor que no reconoce aspatato ni otros aminodeidos, por lo que no requiera unir el

grupo or-carboxilo de ellos.
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Tabla7:Porcentajesdeidentidadesysimilitudesentreelpropuestodomihioperiplasmalico

deLcrlyeldominioperiplasmaticodeotrasMCPs.

Bacteria MCP % Identidad % Similitud

L. i ;erro oxidans Lcrl 100 loo

E. coli Tar 12,0 55,4

E. coli Tap 12,5 56,3

E. coli Tsr 13,I 54,8

E. cali Trg 12,3 58,8

S. typhimuriuin Tcp 16,1 55,6

E. aerogenes Tas 13,0 52,8

E. aerogenes Tse 17,4 51,7

P aeruginosa PctA 12,2 42,0

D. vulgaris DcrA 13,8 56,9

D. vulgaris Dcrrl 8,7 26,3

a. subtilis McpA 11,9 43,2

a. subtilis McpB 12,6 40,I

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

GENE.
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Curiosanente,   Top   ademas   de   ser   receptor   para   citrato,   tambi6n   responde

Positivanente a complejos formados por citrato y metales como Mg2+,  Ca2+, Ni2+ y Zn2+

(Yanamoto e rfuae,  1993). No se sabe de qu5 manera interacthan estos tipos de ligandos

con Tcp, pero si Lcrl responde a NI2+ podr'a interactuar con el cati6n de un modo similar a

como lo hace Tcp.

No se sabe si Lcrl es un receptor que reconoce Ni2+ o Fe2+,  pero sin conocer las

estructuras secundaria y tercjaria del dominio periplasmatico de Lcrl es may dificil prQponer

sitiosparauni6ndeestosmetales.Engeneral,1ossitiosdeuni6nametalessecomponenpor

varios residuos de la protefna dispersos a lo largo de la estructura primaria, que producen un

efecto  cooperativo  porque  las  afinidades  de  cada grupo  individualmente  son demasiado

bajas. Cousecuentemente, el sitio de uni6n a un metal no puede ser identificado como rna

uhidad discreta @egan,  1993).  Existe rna MCP que posee rna secuencia consenso para

union del grupo hemo,  en ]a que participan cisteinas e histidinas ¢u y col.,  ]994), pero

uni6n de 'este tipo se descarta en Lcrl por la ausencia de residuos cisteina.

La falta de complementaci6n de quimiotaxis de rna cepa de E.  co/z. que carece de

MCPs,  por el  gen  /c7:J tiene  diversas  posibles  explicaciones.  Siendo  e]  pH  del  espacio

periplasmatico  de  E.   co/z.  may  distinto  al  pH  acido  que  posee  el  periplasma  de  I.

/erroca-;.dcr#s,Lcrlen]amembranadeE.co/7.podiaadoptarunaconformaci6nmnydistinta

de su conformaci6n nativa y por ello no ser funcional. Ademas, e] ensayo de quiniotaxis

utili2ado pemite detectar solamente respuestas qufmiotacticas positivas y, como aspartato
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no ?s un atrayente sino un repelente para I. /eJ7ioo,\-r.dcz#s, probablemente las otras sustancias

contenidas  en  el  medio  triptona  ly  para  las  cunles  E.   co/J.  establece  gradientes  de

concentraci6n) t.anpoco son sustancias atrayentes para I,. /erroor;c7cz#6'. Air, si hubiera am

alguna   sustancia   atrayente   para   I.   /eIToorz.Jcz;7s   puede    que   no    sea   reconocida

especificanente por Lcrl sino por alguna otra MCP de la bacteria que ace no est6 descrita.

Deestemodo,puedequeelligandoparaLcrlnoseencuentreenelmediotriptonayquepor

ello no se observe complementaci6n de quimiotaxis con esta proteina de J,. /erroorj.c7cr#Lg.

Finalmente, puede que el bajo nivel de expresi6n de Lcrl en E.. co/z. no sea suficiente para

complementar la funci6n de receptor y transductor de rna sefial  quiniofactica.  De  este

modo,sepodr'aintentarexpresarunmayorniveldeLcrlenE.co/r.yposteriormenterealizar

ensayos de complementaci6n funcf onal.

Aunque  no  se  detectan regiones  similares  a  Kl  y Rl  en  el  propuesto  dominio

cjtoplasriatico  de Lcrl,  en  61  se  reconocen  dos  probab]es  sitios  de  metilaci6n  segth la

secuencia consenso de 9 residuos. Fstos sitios estin ubicados en las posiciones relativas en

queseencuentranKlyRlen]asMCPs,esdecirunoantesyotrodespu6sdelareal6nHCD

(residuos Glu-217 y Gln-556) Q]ig.  12). En la Fig.  18 se comparan los propuestos sitios de

metilaci6n para Lcrl de I. /eIToan.dcr7rs con las secuencias consensos de metilaci6n de las

MCPsdeE.co/z.y8.sz£6fj./7.Syconlospropuestossitiosdemetilaci6nparaDcrAyDcrHde

D.  vzf/garjLg  (Krikos  y  col.,  1983;  Hanlon  y  Ordal,  1994;  Deckers  y  Voordouw,  1996).

Debido a que el probable residuo metilable de Lcrl de la posici6n 556  es glutamina,  se
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Figura 18: Comparaci6n de las secuencias consensos de metilaci6n con los probab]es sitios
de metilaci6n de Lcrl.

Los probables sitios de metilaci6n de Lcrl en un contexto de 9 amino5cidos (residros 213 a
221 y 552 a 560), se comparan con ]as secuenctas consenso de met].Iaci6n de MCPs de E.
co/7. (Krikos y col., 1983) y de a. Szz6f7./j.S quanlon y Ordal,  1994) y con los probables sitios
demetilaci6ndeDcrAyDcrHdeD.vzz/grrJ.SHldenborouch(DeckersyVoordouw,1996).
Ennegritasseindicanlosresiduosmeti]ablesylosqueseproponencomotales,queenLcrl
corresponden a los residuos 217 y 556.
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propone  que  tambjen  en  I. /e7troorz.d¢us  podn'a  existir  rna  actividad  desamidasa  que

transforme  esta  glutamina  en  acido  glutinico.  En  nuestro  laboratorio,  previamente  se

demostr6  que  fas  activI.dades  metiltransferasa  y  metilesterasa  de  E.   co/z.  actdan  sobre

proteinas  de  membrana  de I;. /e77ioor7.dcz#L9 del  mismo  modo  como  lo  hace  un  extracto

citoplasmatico de I. /e7roorz.dcz7as, aunentando su medlaci6n en presencta de atrayente y

disminuy6ndolaenpresenciaderepelente(Acufiaycol.,1992),porloqueesprobableque

en I. /erroorj.dcrus existan emimas analogas a CheR y CheB. De ser as£, ]a proteina cfe I.

/cmoor7.d¢usanalogaaCheBpodiatenerlasactividadesdemetl.lesterasaydedesamidasa,

del mismo  modo  que  la protefna CheB  de E.  co/z. posee  anbas  actividades  (Sheins  y

Parkiuson, ]981; Kehry y col.,1983).

Tambi6n   ocurre   j.#   v7.vo   e   J.#   v;.fro   rna   funcionalidad   heter61oga   de   las

metiltransferasa y metilesterasa de 8.  Sz£6f7./J.S y E.  co/z., sobre las MCPs.  Sin embargo, Ias

prote{nasMcpAyMcpB,receptoresquiniotacticosde8.Szf6/i/is,tampocoposeenregiones

similares. a Kl y a Rl de las MCPs ent6ricas, y en ellas se predijeron sitios de metilaci6n

s6lo en base a la secuencia consepso de 9 residuos, como ocurre con Lcrl (Fig.  18). Esto

hace  especular  que  las  estructuras  secundaria  y  terciaria  globales  de  la  regi6n  son

suficientementesimilaresentrelasMCPsdeE.co/J.yde8.Jzt6f#z.Sparahacerquelossitios

de  metilaci6n  predichos  se  encuentren  en  posiciones  adecuadas  para  que  las  enzimas

mencionadas  actden  quanlon  y  Ordal,   1994).  Esto  avala  que  los  propuestos  sitios  de

metilaci6n   del   dominio   citoplasmatico   de   Lcrl,   puedan   corresponder   a   ]os   sitios

eficientemente metilados por las enzinas de E. co/;..
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Otros probables sjtios de metilaci6n en Lcrl, que no responden al  consenso  de  9

residuos, podrian ser los residuos Glu-279, Glu-364, Gln490, Glu-500, Glu-536 y Gln-567

(Fig.  12), por encontrarse en ]a segunda posici6n de los pares Glu-Glu, Glu-Gln, G]n-G]u o

G]n-Gln que es rna caracteristica de la metilaci6n en MCPs.

En estudios previos, se determinaron proteinas metilables  en ]a membrana de I.

/erroo„r.dtz#senunrangodetamafiomolecularde55a80kDa(seginmigraci6nengelesde

poliacrilamida-SDS)  (Acufia  y  col.,  1986  y  1992).  Entre  estas  bandas,  las  de  80  kDa

aumentaron su metilaci6n en presencia de Ni2+ o Fe2+ y la disminuyeron en presencia de

aspartato. Debido a que Lcrl tiene rna migraci6n en geles de poliacrilamida-SDS como rna

proteina de 58 kDa, puede no ser la MCP que responde a aspartato, NI2+ y/o Fe2+, sino que

responda a algtin otro quimioefector air no jdentificado. Ahn asf, ]a prote]'na Lcrl pods.a

acfuar como  el receptor quimiofactico de I;. /erroor;.dcz77s  que  responde a NI2+,  Fe2+ y/o

aspartato, si al ser expresada en I. /emoorJ.dc}#.g migrara como rna banda de 80 kDa debido

a  modifi6aciones  postraduccionales,  dimerizaci6n  o  union  de  un  componente  adicional

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

Se  postula  que  ]a  real6n  HCD  de  las  MCPs  interactha  con  CheA  y  Chew,

determinando  la fomaci6n  de  un  complejo  activo  o  de  uno  inactivo  que  trausduce  al

interiordelac6lulaunasefialrepelenteoatrayente,respectivamente.Laimportanciadeeste

domihio es sustentada por su alta conservaci6n en transductores de microorganismos may

diversos  Gig.   15).  La  presencia  de  este  dominio  conservado  en  Lcrl,  indirectamente
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determina  la actividad transductora de  la proteina y  hace  sospechar  la  existencia  en I;.

/erroow.dcz#s de proteinas con funciones analogas a CheA y a Chew que interactunrian con

HCD.

Un analisis de la secuencia aminoacidica de Lcrl con el programa GARNIER que

predice estructura secundaria, arroj6 una predicci6n de tres estructuras de culi6lices en la

regi6nHCD.Laprimerah6licetieneunaexteusi6nde21residuos(residuos453a473)yse

corresponde con rna h6Ijce que en la mayon'a de las MCPs comielra 6 residuos despu6s y

termina en el mismo punto. Separada por 8 aminoacidos estin la segunda y la tercera or-

h6Ijces, separadas entre si por 3 aminoacidos. En la mayoria de ]as MCPs, en lugar de estas

dos h61ices se encuentra rna sola de 19 residuos. Esto indica que tanto la conservaci6n de

estructuns  de  culielices  como  la  couservaci6n  de  aminoacidos   en  la  regi6n  HCD,

permitin'an  conformar  el  sitio  que  hace  funcionales  a  las  MCPs  en  la  transducci6n  de

sefialesaiinteriordelac6lula.

El  contenido  G +  C  de  un 52,7  %  del  frogmento  de 2.262  pb  del  DNA  de I,.

/er7ioorj.dcz#F, se coITesponde mny bien con el 47,2 a 58,8 % de G + C deducido en base a

los rRNA 16S de I. /e7.roorj.d¢us que se ban secuenciado. Por esto, llama la atenc].6n el alto

contenido de G + C de un 72,3 % que existe en la tercera base de los codones del gen /CZJ

aqui descrito.

I. /erroor7.dcz;AV presenta un 69,4 % de probabilidad de encontrar rna base G 6 C en

laterceraposici6ndesuscodones,loqueesconcordanteconsualtocontenidoG+C,que
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van'a entre un 55 y un 65 % en el DNA de la mayoria de las cepas de 7: /crrooLxz.c7c777S (Holt y

col., 1994). E. co/z. tambi6n posee concordancia entre un 51,22 % de G + C en su DNA y un

54,51°/odeGo.Cenlaterceraposici6ndelosc6dones.

No es solprendente sospechar que en la bacteria quimiolitotrdfica I. /eIToor7.dcz#S

existan mds de rna proteina tipo MCP, pues corminmente ocurre que un microorgahismo

poseee mss de rna. Ademas, considerando las condiciones de vida de este microorganismo,

en medio acido con requerimiento de i6n ferroso y en presencia de otros metales, el poseer

un grupo de MCPs para percibir distintas sustancias de su entomo puede ser una ventaja

adaptativa muy importante para 61. Esto es avalado por el hecho que ademds de la banda

clonada de 3,5 kb del DNA de I. /erJioorj.drJes,  rna banda de mayor tamafio  molecular

tambien hibrid6 con la sonda correspondiente a rna porci6n del gen /czr de E.  co/z. (Rojas,

1992).   Digestiones  del  DNA  cromosomal  de  I.  /crroax:7.dcJ#s  con  otras   enzimas   de

restricci6n @ojas, 1992), tambi6n generaron mss de una banda de hibridizaci6n indicando

]aposibj]idaddequeexjstamdsdeungendeMCPenelcromosomadeestabacteria.

Otra bacteria quimiolitotr6fica, D. v#/grris, posee aproxinadamente 16 genes que

codifican  proteinas  del  tipo  MCP.   Esto  puede  haber  surddo   como   un  sistema  de

quimiotaxis alerta para compensar las limitaciones de§de el punto de vista metab6]ico que

poseeestabacteriaalcompararlaconE.co/;.@eckersyVoordouw,1996).
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La gran  fanilia  de  proteinas  tipo  MCPs  se  compone  de  mds  de  40  miembros,

cousiderando a Lcrl que aqui describimos.

Esta familia, incluye otras proteinas cuya funci6n air es desconoctda, como TlpA y

TlpB de 8. Lq„b/7./z.s uranlon y Ordal, 1994). No se ha detectado la participaci6n de estas dos

proteinas en quiniotaxis hacia algunas sustancias estudiadas, ni se ha detectado un efecto en

el pafron de proteinas metilables z.72 vz.vo cuando se ham mutado los genes //pL4 y I/pB.  Sin

embargo, esto puede deberse a que TlpA y TlpB no son metiladas, a que son metiladas a

muy bajo nivel, a que son pobremente expresadas (como Trg de E. co/z.), o a que existe solo

rna ausencia de metilaci6n aparente por la presencia de otras bandrs metiladas en la misma

posici6n en el gel quanlon y Ordal, 1994). Por esto, a pesar de no demostrarlo, no se puede

descartar que TlpA y TlpB funcionen como receptores quiniotacticos o como transductores

de algth otro proceso.

Tcpl  es rna proteina tipo MCP de  yj.brJ.o oho/ertzG que participa en regulaci6n de

sfntesis de pili y en regulaci6n de la respuesta quimiotactica Orarkey y col., 1994). Acfl3 de

la misma bacteria tambi6n es del tipo MCP y de algtin modo participa en regulaci6n de la

motilidad q3veriss y col., 1994). Ellas actunrian como transductores respondiendo a alguna

sefial ambiental para anmentar o disnrinuir la motilidad, facilitindole asi a la bacteria la

btisqueda de otro hicho o ]a colohizaci6n, respectivamente.

PilJ de P. czengz.77as¢ es rna proteina tipo MCP pero carece de probables sitios de

metilacidn. Pi]J participa de alguna manera en la moti]idad del tipo "twitching", que es un

mododetranslocaci6nsuperficialindependientedeflagelo(Darzins,1994).



129

Esto   sighifica   que   proteinas   tipo   MCP   estin   ampliamente   distribufdas   en

procariontes de muy diversos origenes filogeneti>s, y cunplen funciones principalmente

asoctadas a recepci6n y trausducci6n de rna sefial quimiotactica. Tambich participan coino

receptores y trasductores  de potencial  redox ¢u y col.,  1994)  y  como  transductores  de

sefiales fototdeticas (Spudich, 1993). Participan de algin modo en tipos de motilidad en las

que no participa el  flagelo,  como  es  el  "gliding"  en A4  jccz72£/2z£S  qucBride y col.,  1989;

Zusman y MCBride, 1991) y el "twitching" en P. ¢e7.zfg7.#as'cz (Darzius, 1994), y participan de

un modo desconocido regulando la quiriotaxis en respuesta a sefiales ambientales @veriss

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 adaptaci6n y adherencia  de los nricroorganismos

m6tiles que participan en la biolixiviaci6n de minerales.



6. CONCLUSI0NES

I,./erroorz.dcz77s   posee  un gen  denominado  /crJ,   que  codifica para un  probable

recepfor de quimiotaxis.   Este  es el  primer gen codificante  para rna  proteina que

se describe en esta bacteria.

El  gen  /crJ posee  dos  posibles  promotores:  uno para sigma 70  y otro  para sigm.a

28.   Ya  que  se  obtuvo  expresi6n  en   Z. coJz.,   probablemen{e  uno  o  ambos  son

funcionales en ella.

3.         LaproteinaLerl, pertenece.ala fandlia de las MCps debido a que:

- posee un tanafio molecular apropiado

- tiene dos regiones hidrofobicas en posiciones equivalentes a las de MCPs.

- posee rna re$6n HCD en el propuesto dominio citoplasmatico

- presenta, al memos, dos probables sitios de metilaci6n

- presenta comunidad antig6nica con la MCP Tar de E. co/z.

-alexpresarseenE.co/z.selocalizaenlamembranacitoplasmatica.
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Anexo I: Analisis de la secuencia de un fragmento de 2.262 pb de DNA de

I. /e7.;.oorz.cJcz#S mediante el programa BLAST.
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BLasTN  1.4.9MP   [26-March-1996]    [Build  14:27:07  Apr     11996]

Reference:     Altschul,   Stephen  F.,   Warren  Gish,   Webb  Miller,   Eugene  W.
Myers,   and  David  J.   Li.pman   (1990)  .     Basic  local  alignment
Biol.   215:403-10.

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

Query=     2.262  pb
(2262   letters)

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

Sequences  producing

gb I L2 6016 I DVUDCRG
gb I L2 6 014 I DVUDCRE

b I L2 6012 I DVUDCRC
dbj  I D50 642 I PSEPCTA
gb I M8116 8 I DVURBORUB

L2 6015 I DWDCRF
gb I U30319 I DVU3 0 319
gb I L2 6 013 I DVUDCRD
gb I Ij4 8 92 7 I RCAMCPAB
gb I U7543 6 |HSU75436
gb I U71215 I DVU71215
emb I X 6 6 5 02  I CCMCPA
gb I U131 6 6 I RMU1316 6
gb I U74 668 |HSU74668
gb I U60 011 I ATU60 011
gb I AE 0 0

High-scoring  Segment  Pairs:

Desulfovibrio  vulgaris
Desulfovibrio  vulgaris
Desulfovibrio  vulgaris
Pseudomonas  aeruginosa
Desulfovibrio  vulgaris
Desulfovibrio  vulgaris
Desulfovibrio  vulgaris
Desulfovibrio  vulgaris
Rhodobacter  capsulatus

0072 I RZAE000072
eho I Y14 0 8 4 |BSY14084
gb I J018 0 9 I S TYTAR
emb I X 1 6 9 4 5 I VCHLYB

YO 0 5 5 7 I VCHLYA
elho I V0 0 3 7 3 I ECTSRX
gb I J01 718 I ECOTSR
9b I AE 0 0 0 5 0 6 I ECZEL 0 0 0 5 0 6
efro I x8 6 7 07 I RSMCPAGE
gb I U8182 8 I RLU818 2 8
elrfo I Y13 71 1 I HpmcpHOM

J017 05 I ECOCHE2
blAI0002 82 I ECAE0 0 02 82

I D90830 I D90830
dbj  I D90831 lD90831

I D64 0 0 6 I SYCSI]LLH
U14 0 03 I ECOUW93

gb I U32375 I AVU3 2 3 7 5
gb I U9 64 8 7 |DSU96487
emb I X 9 5 5 8 9 I HSHTPIVAV
emb I Y0953 4 I RLSPRLVCP
rTh I TT? ? n4 n  I RT,TT?3 rl 4 n

7/6/97 8:15 I'M

search  tool.     J.   Mol.

are  optimized
weak  similarities

Smallest
Sum

High    Probability
Score      P(N)                  N

chemorecept .
chemorecept {
chemorecept .
pctA  gene  f .
chemorecept .
chemorecept .
chemorecept .
chemorecept .
methyl-acce .

Halobacterium  salinarium  transduce. .
Desulfovibrio  vulgaris  nigerythrin. .
C.   crescentus  mcpA  gene
Rhizobium  meliloti  RU11001   a  chemo. .
Halobacterium  salinarium  soluble  t. .
Agrobacterium  tumefaciens  plasmid   . .
Rhizobium  sp.   NGR234  plasmid  pNGR2. .
B.subtilis   chromosomal  DNA,   region..
s.typhimurium  aspartate  receptor   (..
Vibrio  cholerae  hlyB  gene  for  haem. .
Vibfio  cholerae  DNA  for  hlyA,   hlyB. .
E.   coli  gene  tsr  coding  for  the  se..
E.coli  tsr  gene  coding  for  methyl-..
Escherichia  coli   from  bases  458405. .
R.sphaeroides  mcpA  gene
Rhizobium  leguminosarum  methylatio. .
Helicobacter  pylori  methyl-accepti. .
E.coli  tar  and  tap  genes  coding  fo. . ,
Escherichia  coli   from  bases   196428. . .
E.coli   genomic  DNA,   Kohara  clone   #...
E.coli   genomic  DNA,   Kohara  clone   #. . .
Synechocystis   sp.   PCC6803   complete...
Escherichia  coli  K-12  chromosomal   . . .
Agrobacterium  vitis  plasmid  pTrA83. . .
Desulfurococcus   sp.   SY  V-.ATpase  pr. . .
H.salinarium  htplv  and  htpv  gene
R.Ieguminosarum  Syhoiosis  Plasmid   . . .
Rhi7:rihiiim    lemimi.nn.qarTim   hv.    viri.af±.  .
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375      1.3e-20
33Z     9.4e-20
Sdi    1.3e-ig
3H     6.1e-19
333     9.3e-19
3rfe     1.4e-18
335     9.3e-17
3Z5     1.4e-16
Sire     3.6e-15
3TZ     5.Oe-15
iir    7.6e-15
3rfe     1.4e-i4
Z3Tg      1.7e-13
Z3Z     2.3e-13
Z33     3.Oe-13
Z33     3.1e-13
Z33     3.1e-13
ZTfo     5.1e-13
Z53     2.Oe-12
zas    2.ie-12
Zii;     7.4e-12
Zi3     7.4e-12
Zi3     8.Oe-12
Z71     2.Oe-11
Zds     2.9e-11
Z35     2.3e-10
Z55     4.3e-10
ae    4.5e-io
Zi5     4.5e-10
Z35     4.5e-10
254   .  5.5e-10
2i3     1.9e-09
ZH    3.4e-09
zas    4.5e-09
Z31     4.4e-08
Z3fi     5.3e-08
5iTff      i.3p-n8



I BLAST Search Resull`s

gb I U53'3 65 I HSU533 65
gb I L2 6021 I DVUDCRL
gb I L2 602 0 I DVUDCRK
gb I U56999 I TPU56999
gb I L2 6019 I DVUDCRJ
emb I Z2 7 2 3 9 I HPIIAPG
emb I Z7 7165 I MTCY7 8
dbj  I D86984 I D86984

_`--___-__```   -\,=\-`"---\,1,\-.-\--.`   -...-- ` ,----
Halobacterium  salinarium  transduce.
Desulfovibrio  vulgaris  chemorecept.
Desulfovibrio  vulgaris  chemorecept.
Treponema  pallidum  methyl-acceptin.
Desulfovibrio  vulgaris  chemorecept.
H.pylori  IIAP  gene  for  haemagglutin.
Mycobacterium  tuberculosis  cosmid  .
Human  mRNA  for  KIAA0231   gene,   part.

gb I L26016 I DVUDCRG  Desulfovibrio

littp://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bill/BLAST/npli-blast

ZEE     7.6e-08
ZiE     2.oe-o7
rfe    5.2e-07
Zds     3.Oe-06
rfe    o.ol2
rfe    o.97
rfu     0.996
rfe    0.998

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 :     17 62  fTE£Ff.ffGfcfftftffttffTTfTcffffTftt.fffff.i.ffiTffTtffcT7f.T.fffi  1821

sbjct :         55  GAcaTCGccGActldittiittTGCTG±t±t±t±itfttttth±t¢;±jittG±tGttGtt±  im

Query:        1822    GGAGZIACAC;rT.GACGGGTrTTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGICCGGAACTTGTCCGRACAG   1881
11111                                            1111111111111111111111111111111                                           I                                            111]                                            11

Sbj ct :           115   GGTGAAGCCGGAAGGGGATTCGCCGTCGTCGCGGACGAGGTTCGCRAGCTTGCCGAGRAG   17 4

gb I L26014 I DVUDCRE   Desulfovibrio
partial  cds.
Length  =   234

vulgaris  chemoreceptor   (dcrE)   gene,

Plus   Strand  HSPs:
+

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   AGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGAC   1778

Sbj ct :         12  ltlc±tcA±tGGTciGi±tA±GTtTt±tA!t±ttGICA±t±CctltENt±tc±Attl±it  71

:.uery:    17::  E±±EfF±f;T.GffffTf++fffffff.ffff#_fcffTffTffGfftfTCAcfffi  1 838Sbjct :             72   CRACCTGCTGGCGCTCAACGCCGCCATCGAGGCTGCACGGGCCGGAGAGGCT±±Cttctt   131

Query:        1839   TTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG   1881
111'                                                                   1111                                       '1111111111                                       I                                       1111111

sbj ct :          132   cTTCGCNNCTGTCGccGACGAGGTGCGCAAGcrcGccGARAG   174

gb I L26012 I DVUDCRC  Desulfovibrio
partial  cds.
Length  =   270

Plus   Strand  HSPs:

vulgaris  chemoreceptor   (dcrc)   gene,

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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I BLAST Search Results hLlp://www.ncbi.nli]i.nih.gov/cgi-biiulBLAST/ilpl`-blast

Query:        1762    GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG   1821
111111111,'111111111111111111111111111111111111111111

Sbj ct :             55   GACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCCCTCAACGCCGCCATCGAAGCGGCCCGTGCG   114

Query:        1822    GGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG   1881
1111                                                                         111111111111                                          11111                                          111111111111                                           I                                          1111111

Sbj ct :           115   GGTGANGCGGGACGGGGCTTCGCNNTCGTGGCCGATGAAGTCCGCAAGCTTGCCGAARAG   17 4

clbj  I D50642 I PSEPCTA Pseudomonas  aeruginosa  pctA  gene  for  transducer,
complete  cds
Length  =  2157

Plus   Strand  HSPs:

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

Q_uery:     17 62  fa:CrGTfqfGfccftf+fffiffTTfFfffGfTf+tffffffftTfffifffffTffTf.t±  1821
111111111111111

Sbj ct :       1530   GGCATCTCCGAGCAGACCAACCTGCTCGCCCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCGCGCGCC   1589

Query:       1822    G_GAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGRACAG   1881
111'1                                                      111111111111111111                                        111111111111111111

Sbjct :        1590   GGCGAGGCCGGACGCGGCTTCGCAGTGGTCGCCGACGAGGTGCGCAACCTGGCCCATCGC   1649

Query:       1882   GTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGT   1925
Ill                                                                                                         11                                      Ill                                                   111111111                                      1111                                     Ill

Sbj ct :       1650   GCCCAGGAGTCGGCCCAGCAGATCCAGAAGATGATCGAAGAGCT   1693

gb I M8 1 1 6 8 I 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.

:-u:ry :     1|31  fGftTffTCAcfFFfGFfTcfAAAGFfGLgfFCGFfffGFcfftftfffiffTEffi l79o111111                                                                             111111                                             I                                                                                                                                                                                                                                                                                                         I                             1111111111111111

Sbj ct :       1669   CAACATCGGGCGCGTCATCGAGGTCATCAACGAAATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGC   1728

Query:      1791
111111111111111111'111

1850

Sbj ct :        1729   ACTCAACGCCGCCATCGAGGCCGCCCGTGCAGGAGATGCCGGACGCGGCTicGCGCTGGT    1788

Query:       1851   CGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG   1881
I                                               111111111111                                               111111                                               11

Sbjct:       1789   GGCCGACGAGGTCCGCAAACTGGCCGAGAAG   1819

gb I L26015 I DVUI)CRF  Desulfovibrio
partial  cds.
Length  =   225

Plus   Strand  HSPs:

vulgaris  chemoreceptor   (dcrF)   gene,
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I BLAST Search Results hllp://www.ncbi.iilm.iiil`.gov/cgi-biiulBLAST/mph-blast

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 :        17 62    GACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG   1821
11111111111

Sbj ct :              37    GACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTTGCCCTCAACGCCGCCATCGAGGCCGCCCGTGCG   96

Query:      1822 1881
1111                                                                        11111111111111111                                          11111111111'                                          I                                          111'                                          11

Sbj ct :              97   GGTGAGGCGGGGCGCGGCTTTGCGCTCGTAGCCGACGAAGTGCGCAAACTCGCCGAGAAG   15 6

gb I U3 0 3 1 9 I DVU3 0 3 1 9 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   ACGGTCATGGNNNNNNNCAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTC   1758
11111111                                                                                                                         I                                                           11,111111                                                           111111111111                                                                                         11

Sbj ct :       2190   ACCGCCAIGGCCCGCCTCGGTGAAGAGGCCGACAGCATCGGCAAGGICATGTCCGTCATC   2249

Query:      1759

Sbjct:      2250

Query:       1819

Sbjct:      2310

Query:       1879

Sbjct:      2370

11111111111111111111

1818

TCCGACATCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCCCTCAACGCAGCCATCGAGGCGGCAAGG   2 3 0 9

1111111                                                        11111

1878

GCGGGGGACGCCGGGCGCGGGTTCGCCGTGGTGGCCGACGAAGTGCGCAAACTCGCAGAG   2 3 69

CAG    1881
in

AAG   2372

gb I L26013 I DVUDCRD  Desulfovibrio vulgaris  chemoreceptor   (dcrD)   gene,
partial  cds.
Ijength  =   219

Plus   St'rand  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   GTCGTCTCGAAAGTCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTr.rTf:r,r:TrAArr,r.rr.rr`
11111

11111111111111111

1803

sbj ct :               1   GTCATCGGCGACATCGGCGACATCGGCGAccAGAccAAccTGCTGGCACNtincGccGcc   60

Query :     18 o4  fEf-i??GfcffTffTffGffAf?ACAcffAffGffTTFTiffGTcfTcfGGffiff#fFc  18 63

Sbj ct :           61  ATCGAENCGGCACGGGCTG±C¢icGCGt±GttAttc±±C±ttT±Gt±Gtcc±itt±i±±G   120

Query:       1864   CGGAACTTGTCCGAACAG   1881
1111                                           111111111

Sbjct:          121   CGCAAACTGGCCGAAAAG   138
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gb I L48927 I RCAMCPAB  Rhodobacter capsulatus  methyl-accepting

http://www.ncbi.iilni.iiili.gov/cgi-bidrBLAST/iipli-blas(

chemoreceptors    (mcpA  and  mcpB)   genes,   complete  cds.
Length  =   5186

Plus   Strand  HSPs:

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

Query :       1757    TCGGAGACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTC   1816
11111111111

Sbj ct :       2032   TCGACGACATCGCCTTCCAGACCAACCITCTGGCGCTGAATGCGGGCGTCGAAGCCGCCC   2 091

Query:       1817   GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGG   1866
11111111                                                          111111111111111111111                                                                        11111111

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   CGGTCATGGNNNNNNNCAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCG   1759
1111111                                                                                          1111                                            Ill                                            11111                                                        1111                                            I                                                        llT

Sbj ct :       4458   CGGCGATGGACGAGATCAAGGCCICGTCCGAGGCGATCGGGCGCATCCTGCAGGTGATCG   4517

Query :     17 6o  CAffifGFfffGGcff?i?ff??ffFTfFcffffTc?tcffcfccATcf#ffcffTffTf  1819
11111111111

Sbj ct :        4518   ACGACATCGCCTTCCAGACCAACCTTCTGGCGCTGAATGCGGGGGTGGAAGCGGCGCGGG   4577

Query:        1820   CGGGAGAACACGGACGGGGTTITGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGG   1866
111111                                                                        I                                          11111,1111                           '111111                                                                                     1111111

Sbjct :        4578    CGGGCGATGCGGTGCGCGGCTTTGCCGTCGTCGCCTCGGAGGTGCGG   4624

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

Plus   Strand  HSPs:

Score   =   314    (86.8   bits),   Expect   =   5.Oe-15,   P  =   5.Oe-15
Identities   =   110/169   (65%),   Positives   =   110/169   (65%),   Strand  =   Plus   /   Plus

Query:     1757  Fff€A-i?fGTfffGfccftftfcffifcFTfTcffffTc#fffcGfftFff?Afff.Lit  1816
111111                                             1111111111111

Sbj ct :       1059   TCGACGACATCGCCGAGCAGACGAACATGCTGGCGCTGAACGCGTCCATCGAGGCCGCCC   1118

Query:        1817    GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTQ9GGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCG   1876
1111111                                                                       11                                                        1111111111111111                                          11111111                                          I                                          11                                          Ill

Sbjct :        1119   GCGCCGGGGAGGCGGGCGAGGGGTITGCGGTCGTCGCCGACGAGGTCAAGGCCCTCGCCG   1178

Query:       1877   AACAGGTCCGCATCCTGGTTCAGAGCATCCAGGAGAAAATGGATCAGGT   1925
1111111                                                               11                                                                                              1111111111                                                                              1111111

Sbj ct :       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   CTGTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCC   1822
111111                                            I                                           1111111111111                                           11111111''11111111'                                                                       1111

Sbj ct :       2339   CTTTTCAGCGAGCTTCCGCACTTCGTCTGCCACCACCGCAAACCCCCGGCCAGCATCACC   2398

Query:        1821    CGCACGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTC   1762
1111'                          1111                          '1111111111111111111111111111111111                                        11

Sbj ct :       2399   GGCACGGGCAGCCTCGATGGCCGCGTTGAGCGCCAGCAGATTCGTCTGGTCAGCTATATC   2458

emb I X66502 I CCMCPA   C . crescentus  mcpA  gene
Length  =   3169

Plus   Strand  HSPs:

Score  =   309    (85.4   bits),   Expect   =   1.4e-14,    P  =  ,1.4e-14
Identities

Query:      1757

Sbjct:      2272

Query:       1817

Sbjct:      2332

Query:       1877

Sbjct:      2392

=   89/123    (72%),    Positives   =   89/12,3    (72%),    Strand  =   Plus   /   Plus

1816

TCGACGAAATCGCCTTCCAGACCAACCTTCTGGCCCTGAACGCAGGCGTCGAAGCCGCCC   2 331

1876
11111111                                                                     111111111111111111                                                     1111111111                                        11111

GGGCGGGCGAGGCGGGCCGCGGCTTCGCGGTCGTCGCTCAGGAAGTCCGGGCCCTGGCCC   2 3 9'1

AAC   1879
11

AGC   2394

gb I U13166 I RMU13166 Rhizobium  meliloti  RU11001   a  chemotaxis  operon  ORF1,
ORF2,     (CheY1),     (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
1111111111                                                                       1111                                                                        11111111                                                                                                                   Ill                                                         Ill

Sbj ct :       274 6   CAGCGGCGAGATCGCCGGGCAGGCGATCTCGGCCATGGCGGACATCGAGGCTTCTGCCGA   2805

Query:       1731
11111111111111'

1790
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111111                                                                                                     1111 Ill                                    11                                    1111

Sbj ct :       280 6   GAAAATCGGTCAGATCATCGGCGTGATCGACGAGATCGCCTTCCAGACCRATCTCCTGGC   28 65

:.u:ry :     :::1_  §FTf++cfFcfcffFFf++fFfffTfFTFfGffAF++cAfffAfFGff.T:F::=#ffTffT  [85o11111                                                                                                                         11111111111111

Sbj ct :       28 66   CCTCAATGCGGGCATCGAAGCCGCACGGGCCGGCGAAAGCGGCCGCGGTTTCGCGGTCGT   2925

Query':       1851   CGGGGACGAAGTCCG   1865
11                                                             1111111

Sbjct:       2926   CGCACAGGAGGTGCG   2940

gb|U74668 I HSU74668  Halobacteriuni  salinariurn soluble  transducer  protein
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HtH  gene,   complete  cds
Length  =   1480

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:        17 62    GA+ACGTCGCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATCGAAGCCGCTCGTGCG   1821
11111111                                            1111111111111111111111                                             111111111111111111

Sbj ct :           9 4 4   GACATCGCCGATCAGACGAACATGCTCGCGCTGAACGCGTCCATCGAAGCCGCTCGCGCC   10 0 3

Query:       1822    GGAGRACACGGACGGGGTTTrGCGGTCGTCGGGGACGAAGTC   1863
1111                                         I                           11                                                        11111111111111                                         111111111

Sbjct :        1004    GGCGAGAAGGGGGAGGGGTTCGCGGTGGTCGCTGACGAAGTC   1045

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

Minus   Strand  HSPs:

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

Query:        1874   GACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGA   1815
1111                          I                                         1111111                                                                                   11111111111111                                                      11                                                                      1111111111

Sbj ct :        6117   GCCAACTCGCGGACCTCCATGGCTACAACCGCAAATCCCTTGCCTGACTCACCCGCCCGA   617 6

Query:        1814   GCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTCCGA   1757
11111111111                                          11111111111111111111111111                                                         11111                                           I,I                                          Ill

Sbj ct :        6177   GCGGCTTCGATACCGGCGTTGAGCGCGAGCAAGPTGGTCTGAAACGCGATTTCGTCGA   62'34

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   GTTCGGACAAGTICCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCG   1820
1111111111111                                                                                11111111111111                                                    Ill                                                     11111

Sbj ct :           541    GTTGAGCAAGCTCCCGCACCTCCCGGGCGACAACTGCGAAACCCTTCCCGGCGTCGCCGG    600

Query:        1819'   CACGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTC   1760
11111111,11111111111111111                                            11111111111                                           1111                                           11

Sbj ct :           601   CTCGGGCGGCCTCAACGCCAGCGTTGAGCGCCAAGAGGTTCGTCTGGAACGCRATCTCAT    6 60

Query:       1759   CGA   1757
Ill

Sbjct:I          661   CGA   663

gb|AE000072|RZAE000072 Rhizobium  sp.   NGR234  plasmid  pNGR234a   from  bases
100202   to   111773    (section  9  of  46)   of  the  complete  plasmid  sequence
Length  =   11,572

Minus   Strand  HSPs:

Score   =   293    (81.0   bits),   Expect   =   3.1e-13,   P  =   3.1e-13
Identities   =   107/171    (62%),   Positives  =   107/171    (62%),   Strand  =  Minus   /   Plus
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Query:        1868    TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT    1809
111111111111111111111111                                                                          Ill                                                           111111111111

Sbjct :       3986   TCCCGCACCICCTGCGCGACCACGGCAAAACCTTTGCCGGCCTCGCCGGCGCGCGCCGCC   4045

Query:       1808    TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTCCGACTTTCGAG   1749
111111111111111111111111111111                                                        111111'1                                           Ill                                                                        I                                          I

Sbj ct :       40\4 6,   TCGATGCCCGCGTTGAGCGCCAGCAGATTGATCTGGAATGCGATGTCGTCGATGACCTCG   4105

Query:       1748   ACGACGGTGACGATTTCGATGACCGCTTCTTTGNNNNNNNCCATGACCGTA   1698
1111                                              111111111                                                             11                                             11                                                                                                                                                              111111111

Sbjct :       4106   ATGATGTGGCCGATATGGCTGGAGGCGGCCTCAATCCGCCCCATGGCCGCA   4156

emb I Y14 084 I BSY14 0 84 B.subtilis   chromosomal  DNA,   region  78-80  degrees:
aprE  to  comK
Length  =   12,556

Minus   Strand  HSPs:

Score   =   293    (81.0  bits),   Expect   =   3.1e-13,   P  =   3.1e-13
Identities   =   97/145    (66%),   Positives   =   97/145   (66%),   Strand  =  Minus   /   Plus

Query:       1,877    TCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCA   1818
11111                                         11111111111                                                       1111111111111                                                                     1111111111111

Sbjct :       7321    TCAGAAAGCTTCCGCACTTCATTTGCCACGACAGCAAAGCCTTTGCCGTGTTCTCCGGCG   7380

Query:        1817   CGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGICTGGGCCGCGACGICTCCG   1758
11111111'                           Ill                                          1111111111111111111`111                                         1111111                                          I

Sbj ct :       7381   CGGGCGGATTCAATAGATGCATTGAGCGAGAGAAGGTTTGTTTGTTCAGCTATGCCTGTG   744 0

Query:       1757   ACTTTCGAGACGACGGTGACGATTT   1733
11                                     I                                                   1111                                                   I                                     11111

Sbjct:       7441   ACGATGCCGAAGATTTTTTCAATTT   7465

gb I T018 0 9 I STYTAR s.typhimurium  aspartate  receptor   (tar)   gene.
Length  =   1922

Plus   Strand  HSPs:

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

:.u:rT :    ::::  Ci±±:±E=±ir::TFfFcffffTC++fffcffcATcf#ffcffTffTffffffffffi 1832Sbj ct :        1351    CCAGACTAACATTCTGGCGCTGAACGCGGCGGTAGAAGCGGCGCGCGCGGGAGAGCAGGG   1410

Query:        1833   ACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCC   1875
11111111111111111                                             1111111111                                              1111

Sbj ct :        1411    GCGCGGTTTTGCGGTCGTGGCAGGCGAGGTGCGTAATCTGGCC    1453

emb|X16945 |VCHLYB  Vibrio   cholerae
Length  =  2915

Plus   Strand  HSPs:

hlyB  gene  for  haemolysin  releasing  protein

Score  =  283    (78.2   bits),   Expect  =  2.Oe-12,    P  =   2.Oe-12
Identities  =   75/98    (76%),   Positives  =  75/98    (76%),   Strand  =  Plus   /   Plus
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Query:     1774  i?G?fc?tffTTCTcffffTf??fffcffc?TcfffiffcffTffTfffffAffiftcfiiA  1833
1111                                             111111111111111111111111

Sbj ct :        1305   CAAACGAACCTATTGGCGCTCAACGCTGCGATTGAAGCTGCGCGAGCGGGTGAACAAGGT    1364

Query:       1834    CGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTT 1871
1111111111111'                          11111111111111                                            11

Sbjct :       1365   CGTGGTTTTGCGGTGGTGGCGGATGAAGTTCGCACATT   1402

emb I Y00557 |VCHLYA  Vibrio cholerae  DNA  for  hlyA,   hlyB,   lipA,   lipB  and
prtv  genes
Length  =   11,162

Plus   Strand  HSPs:

Score   =   283    (78.2   bits),   Expect  =   2.1e-12,   P  =   2.1e-12
Identities  =  75/98    (76%),   Positives  =  75/98    (76%),   Strand  =  Plus   /   Plus

:.u:ry::::4_EELg#FfFTCTcffffFf??fffcffctFcfFTffcffTffTfffffAf#ffil83311111111111

Sbj ct :       483 6   CAAACGAACCTATTGGCGCTCAACGCTGCGATTGAAGCTGCGCGAGCGGGTGAACAAGGT   48'95

Query:      1834 1871
111111111111111111111111111                                              11

Sbjct :       4896   CGTGGTTTTGCGGTGGTGGCGGATGAAGTTCGCACATT   4933

emb I V00373 I ECISRX  E .
protein

coli  gene  tsr  coding  for  the  serine  chemoreceptor

Ijength  =   1788

Plus   Strand  I-ISPs:

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

:.uery:     .1:::  ffF:ffTFccGFCGFfTCGAAtGFCG+SafE:SEfff.GGcf#f±fficcFTfT_cff  17921111111                                                                      Ill                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        1111111                                                                      111111

Sbj ct :       1139   AAATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT   1198

:.u:ry:     ::::  TTffffffLC-ffcATcf?AffcffTffffffffAfTAf?CffAffGffiFffffffTcfTff  185211111111111111111

Sbjct :        1199   TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGGTCG   1258

Query:       1853   GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC   1879
11                                           111111111                                           1111                            I                            I

Sbjct:       1259   CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC   1285

gb|U01718|ECOTSR  E.coli   tsr
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  AAATCGTCACCGTCGTCTCGAAtGTcfGAfAEGFcffGGcfftf?fffficcFTCTCGCGC   1792
1111111                                                                     Ill                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  11111
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Sbj ct :       1139   AAATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT   1198

Query :    1793  TifffEffcffcATcf?AffcffTffTfffffAfTftcfpffGff-FffiffFcfTff  1852
1111111111                                           1111111111111,1111111

Sbjct :        11'99   TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGGTCG   1258

Query:       1853   GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC   1879
11                                           111111,Ill                                            111111

Sbjct:       1259   CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC   1285

gb|AE000506|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.Oe-12,    P  =   8.Oe-12
Identities  =   96/147    (65%),   Positives  =   96/147    (65%),   Strand  =  Plus   /   Plus

:.u:ry:     ::33  ffiTffTfACCGTCGFfTCGATGTCGfTT.GFcffGGcfftfTffficcFT.cffi  17921111111                                                                    Ill                                                                                                                                                                                                               Ill                                                                   111111111111111

Sbj ct :       58 84   AAATCGCCGATATIATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT   5943

Query:     1793  FffiffcffcATcf?AffcffTffFfffffAfTAfTcffAffGffT,TffiffFcfTff  1852
1111'                         11111111111111111'                         1111111111'                          1111

Sbjct:       5944    TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGGTCG    6003

Query:       1853   GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC   1879
11                                        111111111                                        11111                          I

Sbjct:       6004   CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC   6030

emb I X8 67 0 7 I RSMCPAGE R.sphaeroides  mcpA  gene
Length  =   3069

Plus   Strand  HSPs:

Score   =  271    (74.9  bits),   Expect  =  2.Oe-11,    P  =   2.Oe-11
Identities   =   79/110    (71%),   Positives  =   79/110    (71%),   Strand  =   Plus   /   Plus

::::¥ :    ::::  I:E==E±:=±±±±f::CftGtfcfficfFTCFcffG+:Ff±±gffffcfATcf#ffic  181 6Sbj ct :       2071   TCGACGACATCGCGTTTCAAACAAATCTGTTGGCGCTCAATGCCGGCGTAGAAGCCGCCA   2130

Query:        1817   GTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGRAGTCCGG   1866
11111111                                                     11111111111111111111                                                                   111111111

Sbj ct :       2131   GGGCAGGAGACGCCGGCCGCGGATTTGCGGTCGTCGCCICCGAAGTGCGG   2180

gb I U8182 8 I RLU81828
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   AAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTCG_G_AGACGTCGCGGCCCAGACCRACCTTCTCGCG_a_   1792
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111111                                             11111                                                                                                                            Ill                                             11                                             1111                                                             11111111111111111

Sbj ct :       1593   AGATCGGCCGCATCATCGGCGTCATCGACGAAATCGCCTTCCAGACGAACCTGCTGGCGC   1652

Query:      1793
11111111111111

1852

Sbj ct :        1653   TGAATGCCGGCGTCGAGGCGGCGCGCGCCGGTGAGGCCGGCAAGGGTTTTGCGGTTGic61712

Query:       1853   GGGACGAAGTCCG   1865
111111111

Sbjct:       1713   CGCAGGAAGIGCG   1725

emb I Y 13 711 I HPMACPHOM Helicobacter  pylori  methyl-accepting  chemotaxis
i    :::::±n= (¥g:i  homologue

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   TGTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCC   1821
11111                                      I                                      Ill                                      111111                                       1111111111,Ill,11                                      11                        '111111

Sbjct:          590   TTTTCAGCGAGCTTTCTCACCTCATCAGCCACCACCGCAAAACCTCTCCCAIGCTCGCCC    649

Query :        182 0   GCACGAGCGGCITCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCT   17 61
11111111111111111111111111                                         111111111                                          1111                                         11

Sbj ct :           650   GCTCGTGCGGCCTCAATAGCGGCGTTTAGGGCTAAGAGATTGGTTTGTTCTGCRATATCA   709

Query:       1760'   CCGACTTTCGAGACGACGGTGACGATTTCGATGACCGCTTCTTTG   1716
11                                                                                       111111                                                                                                     11111111111111

Sbj ct :          710   TCAATCAAAGAAATGACTTGAGTGATTTCATTGCTCCGTTGGTTG   754

gb|f01705|ECOCHE2  E.coli   tar   and
transducer  proteins.
Length  =   3465

Plus   Strand  HSPs:

tap  genes  coding  for  sensory

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   CCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCCGCCATcr,AAr,rrr,rrpr'r.TTr.rr=r.r=zir~ziAr`Ar`r=
111111111                                              111111

11111111111

1832

Sbj ct :       2 9 64   CCAGACCRATATTCTGGCCCTGRATGCGGCAGTGGRA6CGGC:TCGCGCCGGAGAGCAGGG   3023

Query:       1833 1868
1111111111111111                                         I                                          111111111

Sbjct:       3024   GCGTGGITTTGCGGTAGTGGCAGGTGAAGTGCGCAA   3059

gb I AE 0 0 02 82 I E CAE 0 0 02 82 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
Identities  =   71/96   (73%);   Positives  =  71/96   (73%),   Strand  =  Minus   /   Plus
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113L-A-b~rb`c-a`rcirKesuL|[s

Query:       1868    TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT   1809
111111111                                          I                                          11111111111111111111111111111111111

Sbj ct :       3521   TTGCGCACTTCACCTGCCACTACCGCAAAACCACGCCCCTGCTCTCCGGCGCGAGCCGCT   3580

Query:        1808    TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGG   1773
Ill                                        11111111111111                                       111111111

Sbjct :       3581   TCCACTGCCGCATTCAGGGCCAGAATATTGGTCTGG   3616

|D90830|D90830   E.coli genomic   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:           18 68    TTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCT   1809
111111111                                           I                                           11111111111111111111111111111111111

Sbjct :        14150   TTGCGCACTTCACCTGCCACTACCGCAAAACCACGCCCCTGCTCTCCGGCGCGAGCCGCT   14209

Query:          1808   TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGG   1773
Ill                                        11111111111111                                        111111111

Sbjct :       14210   TCCACTGCCGCATTCAGGGCCAGAATATTGGTCTGG   14245

cfoj |D90831|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
Ill.11111'1                                   I                                    Ill                      '1111111111111111111111111111                       Ill

Sbjct :        1100   TTGCGCACTTCACCTGCCACTACCGCAAAACCACGCCCCTGCTCTCCGGCGCGAGCCGCT   1159

Query:       1808   TCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGG   1773
Ill                                     1'                        111'11111111`1                                     111111111

Sbjct :       1160   TCCACTGCCGCATTCAGGGCCAGAATATTGGTCTGG   1.195

dbj I D64 006 I SYCSLI-LH
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   AAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGCAAAACCCCGTCCGIGTTCTCCCGCACGAGCG   1812
11                                         111111[11111                                         11                                        111111[                           11111111                                         1111111[                           I,I

Sbj ct :       10021   AAACTCCGCACTTCGTCIGCAATTACCGAAAAGCCCC€GCCCTCCTCCCCAGCCCGGGCC   1008 0

Qu.ery:           1811    GCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGAAGGTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTC   1760
111111111                                         111111111                                         1111111111111111                                         Ill

Sbjct :       10081   GCTTCAATGGACGCCTTCAGGGCCAACAGATGGGTCTGGGCCGCAAATTGTC   10132
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Search Results

gb|U14003|ECOUW93  Escherichia   coli  K-12

hLLp://www.iicbi.nlm.nih.gov/cgi-biivBLAST/mph-blast

chromosomal   region  from  92.8   to
00.1  minutes.
Ijength  =   338,534

Plus   Strand  HSPs:

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

:,uerr :    ^ ^ ::::  Tff|ff:FCCGFCGTfTCGAA+GTCGfffif-i.qGcfftf?fffficc.I.Ffi#C  [7g21111111                                                                         Ill                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       111111111111

Sbj ct :       283569   AAATCGCCGATATTATCAGCGTAATTGACGGCATTGCCTTCCAGACCAATATTCTGGCTT   283 628

:,uery :    ^ _ ::::  I:fffff-cffcAFcf?AffcffTffTfff-fi#i?cffAffGffTTffiffFcfTff  185211111111111111

Sbjct :       283629   TGAACGCGGCGGTTGAGGCTGCGCGTGCGGGTGAGCAAGGGCGCGGTTTTGCGGTGGTCG   283688

Query :              1853   GGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC   1879
11                                               111111111                                              11111                              I

Sbjct:       283689   CGGGAGAAGTGCGTAATCTGGCCCAGC   283715

Score  =   85    (23.5  bits),   Expect  =   6.4e-08,    Sun  P(3)    =   6.i4e-08
Identities  =  29/44   (65%),   Positives  =  29/44   (65%),   Strand  =  Plus   /   Plus

Query:              7 8 8   ACCAGGCCACGCTGATCCGCAAGGAATGGGCTGGCGCCCGGTTC    831
111111                                                                  I                                       11                                      Ill                                      111111111,1111                                       1111

Sbjct:       80224   ACCTGGTCTTTTTTGTCGTCAACCAATGGGCTGGCGTCGTGTTC   80267

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

Query:             720   GATGCTGAAGTTCATCAAGATC   741
1111111111111111111

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
1111111111111111111

Sbjct:       135485   TCTGCCGAAAGTGGCGGAAGTG   135506

716/97 8..15 P

gb I U32375 I AVU32375 Agrobacterium  vitis  plasmid  pTrA83  tartrate
utilization  gene  region,   including  LysR-like  regulator   (ttuA) ,
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,   Sun  P(2)   =   3.4e-09
Identities   =   83/123    (67%'),   Positives  =   83/123    (67%),   Strand  =  Plus   /   Plus

:,::==:1:::I::==ff:=±±±±f::Cf?i?i-C#fFTfTcffffTC#fffcfcfATffTFTffif]8]611111                                      Ill

Sbj ct :          190   TCGAGGAAATCGCGTTTCAGACGAACCTCCTGGCGCTGRACGCGGGCGTCGAGGTGGCAC   249

Query :        1817    GTGCGGGAGAA_CACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGRAGTCCGGRACTTGTCCG   187 6
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I                              1111111                                                                             11                                                                             111111111111,11111111111111                                             I                                             11

Sbjct :          250   GGGCGGGCGAGGCTGGGAAAGGGTTTGCGGTCGTCGCGCAGGAAGTCAGGGRACTAGCCC   309

Query:       1877   AAC   1879
11

Sbjct:         310   AGC   312

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

Query :       1903   ATCCAGGAGAAAATGGATCAGGTTTCGACCGTCACGACuncGCCACGAAC   1953
11111111                                                                       1111                                         I                                                        1111111111111111111

Sbj ct :       8316   ATCAAGGCCAACGAAGTGCACGCCTACGCCGTCACGACAAAAGCCCGGATC   83 66

gb I U964 87 I DSU96487
partial  cds,   and  V-ATpase  E,   C,   G,   A,   aid  D  subunit  genes,   complete  cds
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:     17 64  ffFff;f£±cftftffffiffTTCTcffGfTc#ffffGfctTcfffccGCTCG_TjE±  1823
1111                                                11111Sbj ct :       7457   CGTGGCGAAGCAGACCAACCTCGTTGCCCIGAACGCCTCGATAGAGGCCGCGAGAGCCGG   7516

Query :       1824   As±ppcAc€ep.cliGGGTTT_TL££iGGTCGTCGGGGACGAAGTccGGAACTTGTccGAACA   1880
Ill                                    1111111111111111,                          ,,11                          I                  u                 11                          u                 lil                          11

Sbj ct :       7517   GGAAGCGGGAAGGGGCTTCGCGGTTGTTGCCGATGAGATTCGAAAGATGGCCGTTCA   7573

7/6/97 8: 15 PM

Desulfurococcus  sp.   SY  V-ATpase  proteolipid  gene,

emb I X95589 I HSHTPIVAV
Length  =   4287

H.salinariun  htplv  and  htpv  gene

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

Sbjct:      3008

Query:       1842

Sbjct:      3068

Query:      1782

Sbjct:      3128

GCTCTGAACCAGGATGCGGACCTGTTCGGACAAGTTCCGGACTTCGTCCCCGACGACCGC    1843
1111111111111            ,,,,,                                                                         111111111111

GCGCTGGCTCTCGGTGGCCAGCTCTTTGACCICGTCGGCGACCACGGCGRAGCCGTCCCC   3 0 67

AAAACCCCGTCCGTGTTCTCCCGCACGAGCGGCTTCGATGGCGGCGTTGAGCGCGAGRAG   17 8 3
I          I          Ill                      lllluull   ,,,,,,,,,   ul          ull'l       I       lu       Ill

GTTGCTACCGCCGCCCGATCCCGCACGAGCGGCTTCGATGTTGGCGTTCAACGCCAGCAT   312 7

GTTGGTCTGGGCCGCGACGTCTCCGACTTTCGAGACGACGGTGACGATTTCGAT    172 9
11111111111111111,,                                            ,                                            11111                ull                 lu                 I

GTTCGTCTGCTCGGCGATGTCGCTGATGAGCTCCGCGATGTCGTCGATCTCGGT   3181

emb I Y09534 I RLSPRI-VCP
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

Q_uery:     1735  tTfGTf?CCGTcfTfTcfAAAGTfGTfafi££FffffGCcftftffficfTTfFcffffTf  1794
11111                                                             11111                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       1111111111111111111

Sbj ct :       1796   ATCTCCAGIATTGTCGGGGTCATCGACGAAAICGCGTTTCAGACCAATCTTCTGGCGCTC   1855

Query :     [7g5 f±fffffcfATff+AffcffTffTGfGffAfTCAcfftcGGf.tfFFE#GfFcfTcfGG  1854
111111                                     1111,I                                                                Ill                                                   11111111111,I

Sbj ct :        185 6   AACGCAGGCGTCGAGGCGGCACGATCCGGCGAGGCAGGAAAAGGTTTCGCAGTGGTTGCC   1915

Query:       1855   GACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC   1879
I,'1111111                                    I                                    I                                   Ill

Sbjct:       1916   CAGGAGGTGCGGGAGCTTGCTCAAC   1940

gb I U2304 0 I RLU2304 0 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  ATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGT?fGAffcGFffffGCCCAGAcffficcTTCTCGCGCTC   1794
11111                                                              11111                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             11111                                                                              11111111111

Sbj ct :       1797   ATCTCCAGTATTGTCGGGGTCATCGACGAAATCGCGTTTCAGACCAATCTTCTGGCGCTC   1856

:.u:ry :     L| :5  f±fffLC-fcfATff?AffcffTffTGfGffAftaegf-ftcGGffTTF#GfFcfTcfGG  1854lil                                                111111111111

Sbj ct :       1857   AACGCAGGCGTCGAGGCGGCACGATCCGGCGAGGCAGGAAAAGGTTTCGCAGTGGTTGCC   1916

Query:       1855   GACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAAC   1879
111111111                                       I                                       I                                       Ill

Sbjct:       1917   CAGGAGGTGCGGGAGCTTGCTCAAC   1941

gb |U53365 I HSU53365  Halobacteriuni
(Htl)   gene,   complete   cds
Ijength  =   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   ATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCGAAAGTfGEAffEGFfffGfcccAGACCRACCTTCTC   1788
11111111                   I                             ,I                   lU                                                    I                                                                                                                                                                                                                                            11111111                   I                   11

Sbj ct :       1665   ACCGAGATCGACGACATCGCGGAGCTCATCAGCGACATCGCCGAGCAGACGAACATGCTG   1724

:.u:ry :    -1::: fficfc#ffffGL±ffFf-i??fff.i::F:fFffffi 1 824
Sbj ct :        1725   GCGTTGAACGCCAACATCGAAGCCGCTCGTGCGGGA   1760

salinariun  transducer  Htl  protein

gb I Ij26021 I DVUDCRL  Desulfovibrio
partial  cds.

vulgaris  chemoreceptor   (dcrL)   gene,
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Length  =   186

Plus   Strand  HSPs:

Score   =   218    (60.2   bits),   Expect  =   2.Oe-07,    P  =   2.Oe-07
Identities  =   58/76   (76%),   Positives  =  58/76   (76%),   Strand  =  Plus   /   Plus

Query :        18'04,   ATCGAAGCCGCTCGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTC   18 63

Sbjct :           1  i±T±iitttttAttcttt±tctAGAGTttittA±t±±±±±tt±±Gt±¢tc±tit±iG±iG  60

Query:       1864   CGGAACTTGTCCGAAC   1879
1111                                             I                                             111111

Sbjct:             61   CGCAAGCTTGCCGAAC   76

gb I I.26020 I 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  ffiif#TffTtffcffTffFffffpf?ACAcfftff€.ti±FF±iii;GfTcfTffGGftc  1857

Sbjct:              1   GCCGCCATCGAAGCGGCCCGTGttttctiGGCGttit£AttG±±Cttc±±Tt±t±CAtiG   60

Query:       1858   GAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAG   1881
11111111                                            I                                            1111111

Sbjct :              61   GAGGTGCGCAAGCTTGCCGAAAAG   84

gb I U56999 I TPU56999 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.Oe-06,    P  =   3.Oe-06
Identities  =   77/121    (63%),   Positives  =  77/121    (63%),   Strand  =  Plus   /   Plus

Query:

Sbj ct :

Query:

Sbj ct :

Query:

Sbj ct :

:::::FCG+S±F:i+CGTCGfGfccfAftfc#CCTTfTcffGCFC#fffcffctTq-GffiRAffiT1815I                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               111111                                         111111111

2 8 01    GTGGTAGATATTTCAGGACGGACGAATTTACTTGCAATGAACGCAGCGATTGAGGCTGCA   2 8 60

1816   CGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGRACTTGTCC   18 7 5
11111111                                                                            111111111111111111111                                            1111111                                                            Ill                             I

2 8 61    CATGCAGGTGACGCAGGACGCGGTTTTGCGGTGGTAGCGGGGGAAATCCGCTCCCTGGCA   2 92 0

gb I L26019 I DVUDCRd  Desulfovibrio
partial  cds.
Length  =   162

vulgaris  chemoreceptor   (dcrJ)I   gene,

159
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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   CGTGCGGGAGAACACGGACGGGGTTTTGCGGTCGTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCC    1875

Sbj ct :            1  t±±t±N±tN±iNGct±tit£N±±C±±C±tNN±tt±t±CctitciG±±Gt±Chic±±Gtt  60

Query:       1876   GAACAG   1881
1111'1

Sbjct:             61   GAAAAG   66

emb I Z27239 I 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
11111111'                                         11111111111111111111111                                         1111

Sbjct :       1067   CCGACTTCATCGGCAACCACCGCAAAACCGCGTCCTTGATCRACCGC   1113

emb I Z 7 7165 I MTCY7 8 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

Query :              654   CGACCGTGTTCTGGCGGTCGATCCGAAGTCCATGATTGTCAZVAGCGGTGTTCTTCAGTC   713
11111111111111'1111111111,I                                        11111                                         I                                        11                                                       11111,I

Sbj ct :       21621   CGCCCATGCTCTGGCGGTCGATCTGCAGGCCAGGCATGGCGATATGGACGTCTATCAGTC   21680

Query:            714

Sbjct:      21681

714

21681

dbj |D86984,|D86984   Human  mRNA for  KIAA0231  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

sbjct :          50  AiiiiTttTTT±iGGt±T±±AGi±±al±±l±tlAt±i¢iGTktATtccTtATG±cAj!Lti  109

Query:       1097   ATCTTTTTACCACCATC   1113
11                                                     Ill                          11                                       1111

Sbjct:          110   ATGACTTTGCCTTCATC   126
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Parameters :
V- 1 0 0'8-50
H-0
P-4

-ctxfactor=2 . 00
E-10

Query
Strand  MatlD  Matrix  name

+1                 0        +5,-4
-1                 0        +5,-4

Query
Strand  MatlD
+10
-10

Statistics :
Query
Strand  MatlD
+10
-10

Query
Strand  MatlD

-----    As  Used    -----
Lambda           K                   H
0.192         0.173         0.357
0.192          0.173          0.357

Ijength    Eff .Length
2262                  2241
2262                  2241

Expected
High  Score
135    (37.3   bits)
135    (37.3   bits)

Neighborhd    Word
Words              Hits

ESW
10.    12811
10.    12811

Observed
High  Score

375    (103.6   bits)
312    (86.2   bits)

+1                  0                  2213                  282337
-1                  0                 2213                 270081

-----    Computed    ----
Lambda           K                   H
same          same          same
s ame          s ame          s ame

T      X               E2      S2
0    73          0.024    82
0   73         0.024    82

HSPs                     HSPS
Reportable    Reported

3939
1212

Ex£±:ged   Ex::i::gns  £:::::::::   £¥:I::::
22514                 255145
21721                  244228

4678                           2
4132                           0

Database :      Non-redundant   GenBank+EMBL+DDBJ+PDB   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
#  of  database  sequences  satisfying  E:     45
No.   of   states   i.n   DFA:      254    (254   KB)
Total   size   of   DFA:      305   KB    (320   KB)
Time   to   generate  neighborhood:      0.01u   0.00s   0.01t     Real:   00:00:00
No.   of  processors  used:     4
Time   to   search  database:      15.47u   0.72s   16.19t     Real:   00:00:05
Total   cpu   time:      15.53u   0.74s   16.27t     Real:    00:00:05
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Anexo Il:        Analisis de la secuencia de un fragmento de 2.262 pb de DNA de

I. /e7.roorz.c7cz77sr mediante el prograna FASTA.



>Return-Path:   FASTA@ebi.ac.uk
Date:   Sat,   05   Jul   1997   00:42:55   +0000

From:   FastA@ebi.ac.uk
Subject:   L.f
Sender:   EMBL   PASTA  Server  <FASTA@ebi.ac.uk>

To:  mdelgado@canela.ned.uchile.cl
PASTA  searches  a  protein  or  DNA  sequence  data  bank
version  3.Ot76  March  25,   1997
Please  cite:
W.R.   Pearson  &   D.I.   I,ipman  PNAS    (1988)    85:2444-2448

21009880.seq:   2262   nt

>IJ , f .

vs    EMBIi  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

FASIA   (3.06  Sept,   1996)   function   (optimized,   DNA  matrix)   ktup:   6

join:   73,   opt:   58,   gap-pen:   -16/  -4,   width:     16  reg.-scaled
Scan  time:   79.730

The  best  scores  are: initn  initl  opt  z-sc  E(1473129)

DVDCRG  7/95L26016   Desulfovibrio  vulgaris   c      (   282)      318

PVDCRC  7/951126012   Desulfovibrio  vulgaris  c      (   270)      312
DVDCRE  7/951]26014  Desulfovibrio  vulgaris   c      (   234)      162
PAPCIA  4/96D50642   Pseudomonas   a;ruginosa  I)      (2157)      333

DVRB0RUB  3/92M81168   I)esulfovibrio  vulgaris      (3264)      329

DVDCRF  7/95L26015  Desulfovibrio  vulgaris  c      (   225)      297

DVDCRI  7/951,26018  Desulfovibrio  vulgaris   c     .(   270)      291
HSU7543611/96U75436  Halobacterium  salinar      (1700)      138

DV30319   3/97U30319  Desulfovibrio  oulgaris        (3663.)      252

CCMCPA  crescentus  mcpA  gene.   7/92X66502   C.       (3169)      292

DVDCRD  7/951.26013  Desulfovibrio  vulgaris  c      (   219)      249

EACHEW  3/92M26411   Enterobacter  aerogenes,         (5015)      294

RCMCPAB   8/96L48927   Rhodobacter  capsulatus         (5186)      274

NPSOHTII  Z35086  NI.pharaonis  sopll  and  htrl      (3058)      290

NPSOHTII  Z35086  N.pharaonis   sopll   and  htrl      (3058)      290

CTSNTRND  I,04736  Clostridium  thermocellun   (      (1960)      195

RM13166   2/96U13166  Rhizobium  meliloti  RUll      (9857)      273'

163

318      375      336.3           2e-11

312      366     328.6     5.5e-11

162      366      329.6      5.6e-11

333     361     310.8      6.7e-11

329     360      307.3           7e-11

297      360      324.5      1.1e-10

291      351      315.4           3e-10

138      334      288.5      1.5e-09

252      324      274.7      4.1e-09

292      324      275.6      4.2e-09

249      327      295.5      4.7e-09

294      320      269.1      6.1e-09

274      319      268.0      6.7e-09

290      318      270.6      8.3e-09

290      318      270.6      8.3e-09

195      316     271.7      1.1e-08

273      306   252.4         2.6e-08



HSU74668   5/97U74668   Halobacterium  salinari      (1480)      237        237     294     254.01.4e-07

PAPII.HIJ  7/951,22036   Pseudomonas   aeruginosa      (3224)      192192     292     247.31.6e-07

RSMCPAGE  X86707   R.sphaeroides   mcpA  gene.   5      (3069)      208        208      291246.71.8e-07

STTAR  do1809   s.typhimurium  aspartate  recep      (1922)      124124     290     248.8     2.1e-07

ECCHE2   U01705   E.coli   tar  and  tap  genes   cod      (3465)      234        234     288     243.3     2.4e-07

VCHL¥A   6/97¥00557   Vibrio   cholerae  I)NA  for         (11162)   253        253     283     231.3     3.5e-07

VCELYB   9/93X16945  Vibrio  cholerae  hlyB  gen      (2915)      253        253     283     240.0     4.4e-07

ECUW93   U14003   Escherichia  icoli   K-12   chromo      (72727)    268        215     276     213.0      5.6e-07

ECUW93   U14003   Escherichia  coli  K-12   chromo      (56674)   215

ECAE506   1/97Ae000506  Escherichia  coli  from      (10256)   268

ECISR  J01718   E.coli   tsr  gene  coding  for  me      (1789)      215
ECTSRX  coli  gene  tsr  coding  for  the  serine     (1788)      215
HSU62676   9/96U62676  Halobacterium  salinari      (3100)      126

AV32375   .    .   7/97U32375  Agrobacterium  vitis      (11928)      93

AV32375   .    .   9/96U32375  Agrobacterium  vitis      (11327)      93

Rli23040  viciae  putative  glycerol-3-phospha     (3931)     112
RI]SPRLVCP  Y09534   R.Ieguminosarum  symbiosis      (3696)      112

SITCPCHEM  3/93L06029   Salmonella  typhimuriu      (1840)      228

DSU96487   SY  V-ATpase  proteolipid  gene,   par      (8391)        90
ECG  K02073   E.coli  Trg  sensory  transducer  p      (1729)      234

HSU75439   11/96U7543,9   Halobacterium  salinar      (2498)      118

HSHPPIVAV  X95589  H.salinarium  htplv  and  ht      (4287)      118

RSAE96  NGR234  plasmid  pNGR234a   from  bases         (11237)    214

BSMCPCGEN  X97385   B.subtilis  mcpc  gene.   4/9      (3135)         79

HSU53365   10/96U53365   Halobacterium  salinar  \   (2317)      132

DVDCEL  3/941126021  Desulfovibrio  vulgaris   c      (   186)      212

DVDCRK  7/951,26020   I)esulfovibrio  vulgaris   c      (   180)      112

"PMRFDNA  X851711.maritima  por,   mcpll,   rf     (5728)      138
CEUC50F2   1/97U80445   Caenorhabditis   elegans      (29214)      78

HSA82390   7/97Ab002390   Human  mRNA  for   KIAAO       (5435)       105

DVDCRd  7/95Ii26019  Desulfovibrio  vulgaris  c      (   162)        89

AIU4365212/96U43652  Arabidopsis  thaliana        (4868)      141

CEI12C9   10/96U41104   Caenorhabditis   elegans      (28436)      90

276     214.6     5.8e-07

276      225.7      7.8e-07

276     236.9      1.1e-06

276      236.9      1.1e-06

269      227.2      2.1e-06

264      214.1           3e-06

264      214.4           3e-06

261      218.6      5.1e-06

261     219.0      5.1e-06

262      224.4      5.1e-06

255      208.4      8.8e-06

57      220.4      9.2e-06

6     217.1      9.6e-06

7      205.7      2.4e-05

4      188.0           9e-05

3      195.3      0.00013

8      192.8      0.00023

8      200.3         0.0011

3      196.1            0.002

5      149.0            0.026

9      124.4               0.12

130.8               0.,28

157.0               0.33

128.0               0.46

113.9               0.47

>>DVDCRG  7/95Ij26016  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

I"f-

DVDCRG

1740                 1750                 1760                 1770                 1780                 1790

GAAarcGTCAccGICGTCTCGAAAGTcfsaLGACGTCGCGGcccAGAccAAcclICTQqu

`-.-......--........-..................-......,...

IccarcGGGCAGATCATGAACGrcATclccGACAICGccGAccAGAccRAccTGCTGGCG

30                       40                       50                       60                       70                       80

164



IJ . f .

I)VDCRG

IJ , f -

DVDCRG

1800                  1810                  1820                  1830                 1840                  1850

£LTCAACGccGccATq.€AAaccGCTCGTacGGGAGAACACGGACGGGGTTTTLffcRTCGTc
•-...-.--..--.,.-..-.......--.....-.......-........--..-......-.-..-..--...-.........-.......-.-...-.

cT?cAACGccGccAICGAAGCGGCGCGGGCGGGrGAAGccGGAAGGGGATTCGccGlcGTc

90                    100                    110                    120                    130                    140

1860                  1870                  1880                  1890                  1900                  1910

GGGGACGAAGTCCGGAACIIGICCGAACAGGICCGCAICCTGGTTCAGAGCATCCAGGAG
•,,...........-.-.,,...,....-......-..,,

GCGGACGAGerlcGCRAGCTIGccGAGAAGAccAIGAAIGccACGCAAGAGGTGCGccGT

150                     160                     170                     180                     190                     200

>>DVDCRC  7/951.26012   Desulfovibrio  vulgaris   chemoreceptor      (270  nt)
initn:   312   initl:   312   opt:   366  Z-score:   328.6  expect()   5.5e-11
77.500%  identity  in  120  nt  overlap

L-f.

DVDCRC

IJ , f .

DVDCRC

IJ . f .

DVDCRC

1740                 1750                 1760                 1770                 1780                 1790

GAAATCGICAccGTCGTCTCGAAAGTCGLiAgACGlcGCGGcccAGAccAAccTlcrcc;c_G

•..-...........-....,,-....,................,,..

GccATCGGGCATGlcATGAAcercATCAACGACATCGccGAccAGAccRAccTGCTGGcc

30                       40                       50                       60                       70                       80

1800                  1810                  1820                  1830                  1840                  1850

:==::==:=:i:==:===:=       :=        =:=:====       :i                      :::==:==       :i       :=            =:::

CTCRACGCCGCCATCGAAGCGGCCCGTGCGGGTGANGCGGGACGGGGCPICGCNNTCGIG

90                    100                    110                    120                    130                    140

1860                  1870                  1880                  1890                  1900                  1910

GGGGACGAAerccGGAACTTGlccGAACAGGIccGCATccIGGITCAGAGCATccAGGAG
...-.....-......--,.....................,,

GCCGATGRAGTCCGCAAGCTTGCCGAAAAGACCATGGGTGCGACCRAGGAGGIGGGCGAC

150                     160                     170                     180                     190                     200

>>DVDCRE  7/951126014  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

I-f-

DVDCRE

1690                 1700                 1710                 1720                 1730                          1740

GcmcACAGATGCGTACGGq:CATGGARAAAAACAAAGRAGCGGTCATCG---unTCGTc

`....---.--..,,,...............,,.

ICCAAGAGGGCAGACGCCATCGGTCAGAICATG

10                       20                       3o



IJ , f -

I)VDCRE

IJ , f .

DVDCRE

L-f.

DVDCRE

1750                 1760                 1770                 1780                 1790                 1800

ACCGTCGTCTCGAAAGTCGquGA.C.G_TC_GCGGCCCAGACCAACCTTCTCGCGCTCAACGCC:
...--.-...,..-.-.........-...........-.........•.....-...,....-.--.......-...............-....

ICIGICATCTCGGACATCGCCGACANCGCCGACCAGACCAACCTGCTGGCGCTCRACGCC

40                       50                       60                       70                       80                       90

1810                  1820                 1830                  1840                  1850                  1860

G_c__.cATCGAAGcc.grTCGTGCGGGAGAACACGcacGGGGTTTTGcceTCGTCGcacacGan

==:::i::       ::      ::      ::      ::       ::::=                   :=      :=      i:      =:      :=

GCCATCGAGGCTGCACGGGCCGGAGAGGCTGGCCGCGGCTTCGCNNCTGTCGCCGACGAG

100                    110                    120                    130                    140                    150

1870                 1880                 1890                 1900                  1910                 1920

GTccGGAACIIGTccGAACAGGTccGCApccTGGTpcAGAGCATccAGGAGAmTGGAT
-1       ,,-..---   1,       ,  ,

-.-,   ®   ,,,,,

GIGCGCAAGCICGCCGAAAAGACCATGAACGCCACCAAGGAAGTGGAT'TCCGCCATACGG

160                    170                    180                    190                    200                    210

>>PAPCTA  4/96D50642   Pseudomonas   aeruginosa  DNA  f`or  transd   (2157   nt)

initn:   333   initl:   333  opt:   361  Z-score:   310.8   expect()   6.7e-11
68.902%  identity  in  164  nt  overlap

Ihf.

PAPCTA

Ihf.

PAPCTA

IJ , f .

PAPCTA

1740                 1750                 1760                 1770                 1780                 1790

GAAAICGTCAccGTcerclcGAAAGTc££A_GACGTCGCGGcccAGAccRAccTTCTc€gi

.     -     `  -      -      .         `  -.-.---..--,,--•................,,,,.

AACAICGGCCAGAICCTCGAAGT'GATCAAGGGCAI'CICCGAGCAGACCRACCTGCT'CGCC

1500                 1510                 1520                 1530                 1540                 1550

1800                  1810                  1820                  1830                  1840                  1850

cLEtgcGccGccATCGAAGccGCT_cEacGcacRACACGGAccKRET_TEIpr9=GGTCGTc
.....-.....---.-........-..-.....-......-.-....-•...--.......-................-.................

CICAACGCCGCCATCGAAGCCGCGCGCGCCGGCGAGGCCGGACGCGGCTTCGCAGTGGIC

1560                  1570                 1580                 1590                 1600                  1610

•1'860                  1870                  1880                  1890                  1900                  1910

GGGGacGAAGlccGGAACTTGTccGAACAGGTccGCATccIGGTICAGAGCATccAGGAG

:            ::==:       ::       :=       i::       =:       ==       =       i            :       ==                                  :i           ==:                :i:::=       :=

GccGACGAGGIGCGCAAccrGGcccAlcGCGcccAGGAGTCGGcccAGCAGATccAGRAG

1620                 1630                 1640                 1650                 1660                 1670

166



IJ , f .

PAPCTA

1920                 1930                 1940                 1950                 1960                 1970

AAAAIGGAICAGGTTTCGACCGT'CACGACAAACGCCACGAACACAIICGACICGITCGCT

ATGAlcGAAGAGCTCK:AAGTCGGcacccGCGAGGCGGTGGccAccAIGAccGAGAGccAG

1680                 1690                 1700                 1710                 1720                 1730

>>DVRB0RUB  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

IJ . f .

DVRBOR

L.f.

DVRBOR

IJ , f .

DVRBOR

L.f.

DVRBOR

1700                 1710                 1720                 1730                 1740                 1750

AIGCGTACGGlcAIGGAAAAAAACAAAGAAGCGercApcGAAATCGTCAccGTCGTclcG

.,..,,,...-,,,

GCCGAATCGCTGCATGAACTGGCACGCAGGGCGGACA---AC:AICGGGCGCGICATCGAG

1640                 1650                  1660                 1670                          1680                  1690

1760                  1770                  1780                 1790                  1800                  1810

AAAercGLS±squcGTCGCGGCCCAcaccAACLLTTCTcacGCTCRACGccer:cATcqE+q
.`...-................-..-...-...............•.....-.......-....-...................-....-

GTCATCAACGAAAlcGcccaccAGAcCRAcclGclGGCACTCAACGccGccApcGAGGcc

1700                 1710                 1720                 1730                 1740                 1750

1820                  1830                  1840                  1850                  1860                  1870

-----..--......-.-...-.-...-..--..-.......-......................,..................-...

GcccGTGCAGGAGAIGccGcacGCGGclTCGCGCTGGIGGccGACGAGGT?CCGCRACTG

1760                 1770                 1780                 1790                 1800                 1810

1880                 1890                 1900                 1910                 1920                 1930

TCCGAACAGGPCCGCAI`CCIGGPICAGAGCATCCAGGAGAARATGGAICAGGTPPCGACC

GCCGAGAAGACCATGGIGGCCACACGCGRAGTGGAACAGGCCATCGCGGCCATCCAGCAG

1820                  1830                  1840                  1850                 1860                  1870

>>DVDCRF  7/95L26015  Desulfovibrio  vulgaris  chemoreceptor     (225  nt)

initn:   297   initl:   297   opt:   360  Z-score:   324.5  expect()   1.1e-10
70.440%  identity  in  159  nt  overlap

IJ , f .

DVDCRF

1700                 1710                 1720                 1730                 1740                 1750

ATGCGIACGGlcATGGAAAAAAACAAAGAAGCGercATCGunTCGpcAccGTCGT`cTCG

GCCGAGGCCATCGGACGCATCATGGACGIC---

10                      20                      3o



I.f.

DVDCRF

I.f.

DVDCRF

IJ , f .

DvecRF

1760                 1770                 1780                 1790                 1800                 1810

AAAGTCEELGAqGTCGCGGcccAenccAAccTT_cTCGCGCTCAACGccGccATCGRAGcj±
-.-..-.....--...-.-...---.-....--.......-....---.-...-..---...-....,.--........-.....-....-..

---AlcAACGACATCGccGAccAGAccAAccpGclTGccclcAACGccGccATcenGGcc

40                       50                        60                        7o                        8o

1820                  1830                  1840                 1850                 1860                  1870

GLCL±£LT,GCGGGA_GAACACGGACGGGGTTT±GGTCGTCGGGGACGRAerccGGAACTTG

:i      ::::=:i:      =:                 :=      ::      ::      =:::::      ::::      :          :::=::::      ::      i:          :

GcccGTGCGGGTcaGGCGGGGCGCGGCTTTGCGCTCGTAGccGACGAAGTGCGCRAACTc

90                   loo                  ilo                  120                  130                   140

1880                 1890                 1900                 1910                 1920                 1930

IccGAACAGGTccGCATccTGGTlcAGAGCAIccAGcaGAAAAIGGAICAGGITTCGAcc

GCCGAGAAGACCATGGGTGCCACCRAGGAGGTGGGCGACGCGGTGCAGGCCATGCAGAGT

150                     160                    170                    180                     190                    200

>>DVDCRI  7/95Ij26018   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

L.f.

DVDCRI

IJ , f .

DVDCRI

IJ . f .

DVDCRI

1710                 1720                 1730                 1740                 1750                 1760

ATGGAAAAAAACAAAGRAGCGGTCAICGAAATCGTCAccGTCGTcrcGunGTCGGAGAc

.-,,....,,•..--.........,..

GGACGAACICGGACNCGIGCCGGGGGTAICGGGGCCAICAIGGGGGICATCGGIGAC

10                       20                       30                       4o                       5o

1770                 1780                 1790                 1800                 1810                 1820

=±±gquccAGAccRAccTTCTCGcac.TLRACGccGCcATCGAAGcccK=TCGTGcgqu
•--...-..-.--...--....-.---...................-.•.......-.-.--.............-...........-........

ATCGccGAccAcacGAAccTlclGGCACTCRACGCGaccAICGAGGCGGcccGTGCAGGc

60                       70                       80                       90                    100                    110

1830                  1840                  1850                  1860                  1870                  188.0

EaAq±±ssACGGGGTT:=ggGGTCGTCGGGcacGAAGTcccrmcTTGTccGRACAGGTc
•-...-......--....-.-.........-..-..-....---.-..-........---..-.........-..-..

GATGCCGGACGGGGCTTCGCCGINGTCGCCGACGAAGPGCGCAAACTCGCAGAGAAGACC

120                    130                    140                    150                    160                    170

168



IJ , f .

DVDCRI

1890                 1900                 1910                 1920                 1930                 1940

cGCAIcclGGIICAGAGCATccAGGAGAAAAIGGATCAGGTITCGAccGTCACGAcunc

AIGAACGCCACGCGCGAGGTCGGCGACGTGCGTGCCATACAGGACGGCACCCGCGCCAGI

180                     190                     200                     210                     220                     230

>>HSU75436  11/96U75436  Halobacterium  salinariun  transduce   (1700  nt)
initn:   138  initl:   138  opt:   334  Z-score:   288.5  expect()   1.5e-09
64.039%  identity  in  203  nt  overlap

L.f.

HSU754

Ihf.

HSU754

IJ , f .

HSU754

L.f.

HSU754

IJ , f .

HSU754

1700                 1710                 1720                 1730                 1740                 1750

ATGCGTACGGTCATGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGAAATCGTCACCGTCGTCTCG

..,..............,,I.,........-...-...

GCGGGCGlcGAACAGCTCGGCGAGCGCGccGccGACGTCGRApcAGIcaccGGCGT---G

1010                 1020                 1030                 1040                 1050

1760                 1770                 1780                 1790                 1800                 1810

AAAGTc€£ELGACGTCGCGGcccAGAccAAccTIclcGcacTCAAccacGccATc€±
•........-................................................................-.....-.....

A---TCGACGACATCGccGAGCAGACGAACAIGCIGGCGcrGAACGCGlccATCGAGGcc

1060                  1070                 '1080                  1090                  1100                  1110

1820                  1830                  1840                  1850                  1860                  1870

Sg±TC:GL±±LGC.€GGAGRAL±LACGGACGGGGTTT_T____GCGGICGTCGGGGACGRAGTCCGGAACTIG

::       ::       =:       :=       i:                    =:                :::       =:i:=::=:=:==           :::=:       ===           :           :       :

GCCCGCGCCGGGGAGGCGGGCGAGGGGTIIGCGGICGICGCCGACGAGGICAAGGCCCTC

1120                 1130                 1140                 1150                 1160                 1170

1880                 1890                 1900                 1910                 1920                 1930

TccGAACAGGTccGCAI'ccTGGTrcAGAGCATccAGGAcamlGGarcAGGTTTCGAcc

::::         ::         ::=:             :      :                     =      ::      ::      :::i:                 :      ::      :::      :

GCCGAGGAGTCCCGCGAGCAGTCCACGCGCGTCGAGGAGCTCGTCGAGCAGATGCAGGCG

1180                 1190                 1200                 1210                 1220                 1230

1940                 1950                 1960                 1970                 1980                 1990

GICACGACAAACGCCACGAACACATTCGACICGITCGCTICCGTCGTCGAAGACGTCACG

GAGAccGAGGAGACGercGAccAGIIGGACGAGGTCAAccAGCGCATCGGCGAGGGCGlc

1240                  1250                  1260                  1270                  1280                  1290

169



>>DV30319  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

L.f-

DV3 0 3 1

L.f.

DV3031

IJ , f .

DV3 0 3 1

L.f.

DV3031

1690                  1700                 1710                  1720                  1730                  1740

CAGATGCGTACGGTCAIGGAAAAAAACAAAGAAGCGGTCATCGARATCGTCACCGTCGTC

I..-.-....-....,,.•.............,,,.

cGcclcRACAccGccAIGGcccGcclcGGTGAAcaGGccGACAGCAI'cGGCRAGercATG

2190                 2200                 2210                 2220                 2230                 2240

1750                  1760                  1770                  1780                  1790                  1800

TCGAAAGTcseGLAEc.q=GGffcqAGAccAAccTTCTCGcacTCRACGccaccALTL±en
•.......-..-.-..--.............-..............-..................--...............-.

TccGTCAICTcccacATCGcccaccAGAccAAccIGCIGGcccTCRACGCAGccAIccaG

2250                  2260                  2270                  2280                  2290                  2300

1810                  1820                  1830                  1840                  1850                  1860

E!!==!£GTGc€s±AGAACACGGACGGGGTTTTLggeeTCGTCGGGGACGAAGTccGGRAc
.-....--...-....................--......I---.......................-............

GCGGCAAGGGCGGGGGACGccGGGCGCGGGTTccecGTGGTGGccGACGAAGTGCGczm

2310                 2320                 2330                 2340                 2350                 2360

1870                  1880                  1890                  1900                  1910                  1920

TTGTccGRACAGerccGCAIccIGGITCAGAGCAIccAGGAGAAAATGGATCAGGTITCG
-.,,-.-,,

CICGCAGAGAAGACCAIGCAGGCGACAGGCGAGGTCGGCAGTGC:CGTCACGCGCATACAG

2370                 2380                 2390                 2400                 2410                 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

Ihf.

CCMCPA

IJ . f -

CCMCPA

1670                 1680                 1690                 1700                 1710                 1720

ccATGGACAAGAccGCT.ICACAGAI'GCGTACGercATGGAI~cARAGAAGCGGIc-

•...-...-.-........•....-.............

AIAGCGGlcAGGlcerGCAccAGGCAGTCTCGGccAIGGGccAGATc-GAGAAGAGCTCG

2190                  2200                  2210                  2220                  2230                     2240

1730                 1740                 1750                 1760                 1770                 1780

.....,..-..............................................

GGccAcaTCAGccAGAICAICGGGGTCAICGACGAAATCGcclTccAGAccAAccTTCTG

2250                 2260                 2270                 2280                 2290                 2300
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I, . f .

CCMCPA

L.f.

CCMCPA

IJ , f .

CCMCPA

1790                  1800                 1810                 1820                 1830                 1840

E9E1TCAACGccGccATCGAAcacGCT,cLELGCGGGAGAAcaccRACGGGGT_TngGGTc
::       ::       :::::       :       =       ==:====:::       ::       ==:::       ::                     :=       :=       ::       ::       ==:==:

GccclGAACGCAGGCGrcGAAGccGcccGGGCGGGCGAGGCGGGccGCGGCITCGCGGTc

2310                 2320                 2330                 2340                 2350                 2360

1850                  1860                  1870                  1880                  1890                  1900

GTCGGGGACGAAGTCCGGAACTTGTCCGAACAGGT'CCGCATCCTGGIICAGAGCATCCAG
.............-.....-..,,..•.`..............,..-...,..

GlcGclcAGGAAGlccGGGcccTGGcccAGc-GclcGGccGAGeecGccRAGGAGAICAA

2370                  2380                  2390                    2400                 2410                 2420

1910                 1920                 1930                 1940                 1950                 1960

GAGAAAATGGATCAGGTTTccaccGTCACGACARACGccACGAACACATTCGACTCGTlc

GGCTCIGAICICCAGCICGACCCAGCAGGTCAGCCAAGGCGT'GAGCCTGGTGGGICAAAC

2430                  2440                  2450                  2460                  2470                  2480

2262  residues  in  1  query      sequences
995665321  residues  in  1472371  library  sequences
Tcomplib   (4   proc)  [version  3.Ot76  March  25,   1997]

start:   Sat  aul     5   00:37:181997  done:   Sat  aul     5   00:41:271997
Scan  time:   79.730  Display  time:      0.090

Function  used  was     FASTA
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Anexo IH:      Analisis de la secuencia de 577 aminoacidos de la proteina Lcrl

de£./e;.roorz.dcz77LTmedianteelprogramaBEAUTY.
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riTtDE-A'ulil-carcnKcsurT

Server.

BLASTP+BEAUTY Search Results

BLASTsearchperformedusingtheNationalCenterforBiotechnologylnfomation'sBLAST
CA-,A-

BEA|l|Ypost-processingprovidedbytheHEExpJ±{defeLBflHQ|gQHgEBJif_Medicine.

BEAUTYReference:KimC.Worley,BrentA.Wiese,andRandallF.Smith(1995).
enhancedBLAST-basedsearchtoolthatintegratesmultiplebiologicalinformationre
C`on``a-^a  A:--:\__..L_  _ _ _      -

_  _ _ _,_ ___ ._v+  .1,,u. ,.I,I.v5+ce..a iiiiiiLipic; iliuiogical lnlormatlon resources into
sequence sl.milarity search results. Genome Research 5:  173-184.

BLASTP  1.4.9un [26-March-|996]  H3ui|d  14:27:oi Apr  1  [996]            T ````---in-`~~h'.`~~``.~=J-`-_TRE:`:.`=:t:<`as*~±as:~

Reference:Altschul,StephenF.,WarrenGish,WebbMIler,EugeneW.Myers,andDavidJ.Lipman
(1990). Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol. 215:403-10.

Query= Lcrl (577 letters)

EchoFilter:

>icl I I,crl
MTSLRSIILRNVYMVGSVIVLTTFMSLWTAIRVSVQSVEVQKTMQLLASLQSVEXXXXXX
XXXXXXXEVNGGSGDEIIREFDRvljAVDPKSMIVASGVLQSKGMLKFIKIMKDRHARSQM
IASVRNQATLIRKEWAGARENEIEQKQALSLENLQYLVFESRIMAGIAGILAVGMLILLY
FRMDRLSDHLRQLADNIQAVATFQSRGLEYAPETIEEKSIYNATRALENLFTTITTSMTH
NGWWNADLKSGKEGNEILYVSPSLIEILLPVKKEVQERFGVDINRLVGTSIHRFHEHP
DRIREILRRIKPLEVAQRETQIGNYFLGSTSSMIPDSEGKPLLYRATFYETTSMENLQK
VAEERKTRALSTVGQLDGFTQA"ESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETVTS
MDKTASQMR"EENKXXXXXXXXXXXXXXXXXAQTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXW
GDEVANLSEQVRIXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXEDVTTHIREIGQEENQL
LDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQAIIIS

Database:Non-redundantGenBankCDStranslations+PDB+Swissprot+SPupdate+PR265,580
sequences; 75,207,389 total letters.

Sequences  producing  High-scoring  Segment  Pairs:
9i  I 462366| SP| P       SENSORY   RHr)nnDc=ThT   T    mT3^T,Tf..hi-T~nhSENSORY   RHODOPS±N   I -TRENSDUCER    (HTR-I)

SENSORY   RHODOPSIN   I   TRANSDUCER    (HTR-I)
(M58577)   calpactin  I   (annexin   11)   heavy  ch...
hypothetical  protein  -Wolinella  succinoge. . .
ZENEXIN   11   TYPE   I-I    (I.IPOCORTIN   11)     (CAI.PAC...
(U62676)   phototaxis   transducer   11   [Halobac...
(AC000103)    F21J9.16   [Arabidopsis   thaliana]
(D32137)   oviduct-specific  glycoprotein   (MO...
(U39068)   AcfB   [Vibrio  cholerae]

SENSORY   RHODOPSIN   11   TRANSDUCER    (HTR-II)
PUTATIVE   SENSORY   TRANSDUCER   PROTEIN
P115   PROTEIN   >gi|150165    (M34956)    115   kDa
P1.15  protein  -  Mycoplasma  hyorhinis   (SGC3)
(L25660)   accessory  colonization  factor   [Vi...
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Smallest
Sum

High    Probability

gi 14 623
gi 15555
gi 147 01 pir

13953
gi 11527
gi I 2213

06524
9i 11100
gi 1117

729201

I sp I p

1352653
99066

Score     P(N)
60       0.013
49       0.094
78       0.13
47       0.43
73      0.52
52      0.73
52      0.91
60      0.95
58       0.97
48       0.99
55      0.997
57      0.9994
57      0.9994
58      0.9997

N
4
4
1
2
1
4
3
2
4
3
3
2
2
4



Locally-aligned  regions   (HSPs)   with  respect  to  query  sequence:

Locus   ID
gi I 4 6Z3 6 6 I sp I P33955 I H

I 462365 I sp I P33741
gi I 555515
gi 147943 01 pir I I S33854
gi I 113953 I sp I P24801
gi I 1527137
gi I 2213624
gi I 806524
9i lil

I PID I dl 0
00874

gi 1117041 6 ,I sp I P42258

8ijI3:2:53
gi I 9906

fiQ02 929 I C
I P415081

6 I pir
gi I 431739

I  I JQ0894

Query  sequence:
300 450

1577

nanc=beau(y_iir

Note:InthealignmentsclickonEEtoretumtotherespectiveonelinedescription,or(ifavailable)on

RE to extract the entry from the database.

Use the E and R icons to retrieve links to Epgfz:

E=RetrieveEntrezlinks(e.g.,Medlineabstracts,FASTA-formattedsequencerepolfs).
R=RetrievelinkstoRelatedsequences(neighbors).

UsetheSicon(if present)toretrievelinkstotheS£2g±£g±EgJ3gri2ysusystsap©.

EEjEjEEEEIE
(METHYL-ACCEPTING   PHOTOTAXIS   PROTEIN   I)     (MPP-I)
>gi|280349|pir| |S28466  transducer  rhodopsin  -Halobacteriun
salinariun
Length  =  536

gi |462366|sp|P33955|HTR1_HALSA  SENSORY  RHODOPSIN   I   TENSDUCER    (HTR-I

Local  hits   (HSPs)  :
Annotated  Domains :

Database  sequence:

Annotated  Domains :
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
PROSITE

150

Domain:    CYTOPIASMIC.
Transmembrane  region
Domain :   EXTRACELLUIAR.
Transmembrane  region
Domain:    CYTOPLASMIC.
methylation  site
methylation  ,site
methylation  site
methylation  site
methylation  site

2 .  .14
15.  .29
30 .  . 39
40 .  . 55
56.  .536
266
273
280
464
473AA_TRNA_LIGASE_II_2:   Aminoacyl-transfer     452..461

174
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rHb-rrfBli-A-0-r¥-a-caren-Kesur[s

Score  =   60
Identities

Query:         524

Sbjct:        414

Score   =   46i
Identities

Query:         161

Sbjct:           37

Score  =   44
Identities

ffiH577ri€55ffrmirfuirg33T/cTgi=5i:::5Ia:iria:5TcliilE:5I&5fogri±555tryF

(27.2   bits),   Expect   =   0.013,    Suni  P(4)   =   0.013
=   11/45    (24%),    Positives   =   24/45    (53%)

EDVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTAljQQV   5 68
E            HIRI         ++++++++      TS         +T         TT++++V
ESTLI]HIRTIADS ISEVSNSIDEIQRH'SEQRETVQSTATSVERV   4 58

(20.8   bits),   Expect   =   0.013,    Sun  P(4)    =   0.013
=   9/16    (56%),    Positives   =   13/16    (81%)

SRIMAGIAGIIAVGMlj   17 6
S   I+AGIAG+I]   +G   +
STIVAGIAGLLTljGSI   52

(19.9   bits),   Expect   =   0.013,    Sun  P(4)    =   0.013
=   8/58    (13%),    Positives   =   26/58    (44%)

Query :          376   LDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGCMQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVAE   433
ro                  +++        ++        +     Ms+T        +++           +Ev+++        +     RTu

Sbj ct :          194   MDDLQATVRTVTTVADEIEAKTERMSETSADIEASAGDTVAVSKIESQPNDQRTELD   251

Score   =   41    (18.6  bits),   Expect   =   0.031,    Sum  P(4)    =   0.031
Identities  =   9/69   (13%),   Positives  =   33/69   (47%)

QL]e.ry :          354   SMENLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSS    413
++     ++           +++T        S           +        ++E++T+     +        S+++                H     S

sbj ct :         235  AvsKIESQPNDQRTELDSAADDVQQvsASAEEIRATIDDLASRSEDVATASDzunDssKs   294

Query:          414   ALETVTSMD   422
AL+   ++s++

Sbjct:         295   ALDEMSSIE   303

Score  =   39   (17J  bits),   Expect  =   0.013,   Sun  P(4)   =   0.013-,

Identities   =   7/14    (50%),   Positives   =   12/14    (85%)

Query:          479   VVGDEVRNlisEQVR   492
VV   DEV++L+E+   +

Sbjct:         362   VVAbEVKDLAEETQ   375

=;  `?:iE;RF
(METHYL-ACCEPTING   PHOTOTAXIS   PROTEIN   I)     (MPP-I)
>g-i|421715|pir| |A47190  methyl-accepting  transducer  Htrl  -
Halobacteriun  halobiun  >gi|305352   (Ij05603)   sensory  rhodopsin  I
transducer   [Halobacteriun  halobiun]
Length  =  536

gi |462365 |sp|P33741|HTRI_ELRA  SENSORY  RHODOPSIN   I   TRANSDUCER    (HTR-I

Iiocal   hits    (HSPs)  :
Annotated  Domains :

Database  sequence :

Annotated  Domains :
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez

Domain:    CYTOPIASMIC.
Transmeltorane  region
Domain :    EXT`RACELIIuljAR.
Transmelhorane  region
Domain:    CYTOPIASMIC.
methvlation  site
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PJH15ITfm-AurTS-earclrKcsuns

Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
PROSITE

Score  =   49
Identities

Query:         376

Sbjct:        194

Score  =   48
Identities

Query:         524

Sbjct:         414

methylation  site
methylation  site
methylation  site
methylation  site
AA_TRNA_I]IGASE_I I_2 :  thinoacyl-trans fer

273
280
464
473
452 .  . 4 61

(22.2   bits),   Expect   =   0.098,    Sun  P(4)    =   0.094
=   9/58    (15%-),    Positives   =   27/58    (46%)

LDGFTQfiwES LLS TLKQVFGTSVIMSKTMGGMQGTVS SALE TVTSMDKTAS QMR"E   4 3 3
+D                   i++         ++        +     MS+T        +++           +EV+++     A+      RTH
MDDLQATVRTVTTVADE IEAKTERMSE TSADIEASAGDTVEAVSKIES QANDQRTELD   2 51

(2"  bits),   Expect  =   0.098,   Sun  P(4)   =   0.094
=   10/45    (22%),    Positives   =   22/45    (48%)

EDVTTHIREIGQEMNQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQV   5 6 8
E               IRI         +++.++++      TS         +T         TT++++V
ESTLRDIRTIADS IAEVSNS IDEIQRTTSEQAETVQSTATSVERV   4 5 8

Score  =   46   (20.8   bits),   Expect  =   0.098,   Sun  P(4)   =   0.094
Identities   =   9/16   (56%),   Positives   =   13/16   (81%)

Query:          161   SRIMAGIAGII+AVGMI,176

Sbjct:         37  §T:±£8:£8::T:8S:  52

Score   =   46    (20.8   bits),   Expect   =   0.23,    Sun  P(4)    =   0.21
Identities  =   10/69    (14%),   Positives   =  34/69    (49%)

Query:          354   SMKNLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSS    413
++      ++     A+++T        S           +        ++E++T+     +        S+++                 H      S

Sbj ct :          235   AVSKIESQENDQRTELDSRADDVQQVSASAEEIAATIDDLASRSEDVATASDAAIiDSSKS   294

Query:          414   AljETVTSMD   422
AL+   ++s++

Sbjct:         295  AI]DEMSSIE   303

Score  =   41    (18.6  bits),   Expect  =   0.71,   Sun  P(4)   =   0.51
Identities  =   11/52    (21%),   Positives   =   20/52    (38%)

Query:          524   EDVTTHIREIGQENQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQAL   575
EVT            ++         +Q           V+            TVST+                     +++VN           +

Sbjct :          386   EKVTAQTEDVTASIQQTRTRVASGSETVASTLRDIRTIADSIAEVSNSIDEI   437

Score  =   39   (17.7  bits),   Expect  =  0.098,   Sun  P"   =  0.094
Identities   =   7/14    (50%),   Positives   =   12/14    (85%)

Query:    .    479   WGDEVRNI.SEQVR   492
VV  DEV++L+E+   +

Sbjct:         362   WADEVKDliAEETQ   375

Score  =   37    (16.8   bits),   Expect   =   2.9,   Sun  P(4)   =   0.94
Identities  =   9/23    (39%),   Positives  =   13/23    (56%)

Query:          413   SAI,ETVTSMDKTASQMRTVAEEN   435

sbjct:          53  £haE;yA§±K:[#8TER¥ANG#  75

176
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ErsTprmEluTy-s55rm

::-.,?s  E!RE
IJength  -  290

Local  hits    (HSPs) :
thnotated  Domains :

Database  sequence:

_mme=beauty_

gi|555515   (M58577)   calpactin  I   (annexin  11)   heavy  chain   [Xenopus   lae

050

Annotated  Domains :
PROSITE
PROSITE
PROSITE

100               156                  2o6               25d                      I    290

ENEXIN:   Annexins  repeated  domain  signat  25. .77
ANNEXIN:   Annexins   repeated  domain  signat   97..149
ZENEXIN:   thnexins  repeated  domain  signat   182. .234

Score  =  78    (35rf  bits),   Expect  =  0.14,   P  =   0.13
Identities  =   15/78    (19%),   Positives  =  36/78    (46%)

Query:         279   ERFGVDINRLVGTSIHRFHEHPDRIREILRRIKPLEVRQNMETQIGNYFLGSTSSMIPDS   338
+RGD+++              RHH++E      +         P+++++++                 +S+++

Sbj ct :          179   KRKGTDVTKWITIMTERSHPHLQKVFERYKSYSPYDIEERIKKEVKGDLENAFSNLVQCI   238

Query:          339   EGKPLLYMATFYETTSMK   356
+   KPL   +           yE+        K

Sbjct:         239   QNKPI]YFADRliYESMKGK   256

EEE(EEEE)E] gi I 479430 I pir I I S33854
Length  =   67

Ijocal  hits   (HSPs) :

Database  sequence:             I
0

hypothetical  protein  -  Wolinella  succinogeries

2046
Score  =   47    (21le  bits),   Expect  =   0.55,   Sum  P(2)   =   0.43
Identities  =   8/20    (40%),   Positives  =   14/20    (70%)  .

Query:         298   EHPDRIREILRRIKPLEVRQ   317

sbjct:           9  ±E;3£S;A:RgAgEEEA::  28

Score  =  34    (15"  bits),   Expect  =  0.55,   Sun  P(2)   =  0.43
Identities  =  9/36   (25%),   Positives  =  17/36   (47%)

Query:     .    343   LLYmTFYETTSMENLQKVAEERKTRALSTVGQLDG   378

Sbjct:         30  ::I:GKGDkQ:IGS8¥:PM±D:ETV:S±8::R8  65

__     \`--` \J~\,E\+LJ.N
HEAVY   CHAIN)     (CHROMOBINDIN   8)     (P36)     (PROTEIN   I)     (PLACENTAL
ANTICOAGULANT   PROTEIN   IV)     (PAP-IV)    >gi|214008    (M58575)    calpactin   I
(annexin  11)   heavy  chain   [Xenopus   laevis]   >gi|214010    (M58576)
calpactin  I   (annexin  11)   heavy  chain   [Xenopus  laevis]
I]ength  -  34o

Iiocal  hits   (HSPs)  :

gi|113953|sp|P24801|ENX2_XENIA  ENNEXIN   11   TYPE   11    (LIPOCORTIN   11)     (a

V    r`TJZITT`T\        /r-T_Tn^`..^.`_`.____     _.
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thnotated  Domains :
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
PRINTS
BLOCKS
BIJOCKS
BLOCKS
BLOCKS
PROSITE
PROSITE
PROSITE
PROSITE

I)omain:   Plo   BINDING   SITE.
Repetitive  region:  ANNEXIN.
Repetitive  region:   ANNEXIN.
Repetitive  region:  ANNEXIN.
Repetitive  region:   ANNEXIN.
phosphorylation  site:    (BY  PKC) .
ENEXINII1:   Annexin  type  11  motif
ANNEXIN1:   Annexins  motif   I   -8

2 . . 25
43 .  .103
115 .  .175
200.  .260
275 .  . 335
27

I   -2      2..14
_____.._..L .... ivl.Lj.    i    -a                                     47..69

ZREXIN112:   Annexin  type   11  motif  11   -2   47. .69
ENEXIN2:   thnexins  motif  11  -8                        87..103
ANNEXIN113:   Annexin  type   11  motif   Ill   -     87..103
ENEXIN3:  Annexins  motif  Ill  -8                      114..135
ENEXIN114:   Annexin  type   11  motif  IV  -2114. .135

fiREEX:#5¥fi:::::nm:g: i,v--2 8                  i;8 : : 22f
ENEXIN116:   thnexin  type   11  motif  VI   -2  254. .261
ENEXIN5:   thnexins  motif  V  -8                          278..298
ENEXIN117:   Annexin  type   11  motif  VII   -     278..298

gE¥:£;;  #::=±:S £:E±f #[-_88                 32£: :335
AENEXINII8:   thnexin  type  11  motif  VIII  -322. .335
ANNEXIN:   Annexins   reDea+   tlr^+hih-i ----.---repeat  proteins  domain  42. .94

repeat  proteins  domain  99. .153
repeat  proteins  domain  186. .230
repeat  proteins  domain  256. .309
repeated  domain  signat  51. .103
repeated  domain  signat  123. .175
repeated  domain  signat  208..260
repeated  domain  signat  283. .335

ENEXIN:
ANNEXIN:
ENEXIN:
ENNEXIN:
ANNEXIN:
JREXIN:
AENEXIN:

Annexins
Annexins
thnexins
Annexins
chnexins
Annexins
Annexins

Score  =   73    (33.1'  bits),   Expect  =   0.73,   P  =   0.52
Identities   =   14/78    (17%),   Positives  =  36/78    (46%)

Query:         279   ERFGVDINRLVGTSIHRFHEHPDRIREILRRIKPLEVRQNMETQIGNYFLGSTSSMIPDS   338
+RGD+++               RHH++E      +         P++++++++                  +      +++

Sbj ct :          205   KRKGTDVTRTITIMTERSHPHLQKVRERYKSYSPYDIEESIKKEVKGDLENAFLNLVQCI   2 64

Query:        .339   EGKPI]IiYMATFYETTSMK   356
+KPL+           yE+        K

Sbjct:         265   QNKPI.YFADRLYESMKGK  282

`=:   -s:iEiR!.S

Length  =   765

Ijocal  hits    (HSPs)I:

gi|1527137   (U62676)   phototaxis  transducer  11   [Halobacteriun  salinari
t-h    =    |c.r=

Database  sequence :
o                    15o                    3oo                    456

Score  =   52    (23.6  bits),   Expect  =  1.3,   Sun  P(4)   =   0.73
Identities  =  14/82    (17%),   Positives  =  35/82    (42%)
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que=beauty_

Query:          352   TTSMENLQKVAIERKTELSTVGQLDGFTQAWESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTV   411
+T++     +        AE+     R             G++D     ++E+     T+     +     T+"     +        +

sbj ct :         4 82   sTAVDElsDGATEQTDRLHEVAGEVDDLsasAEEVAITVASIADTAGQRASAVDDGRQnT   541

Query:          4,12   SSALETVTSMDKTASQMRTVME   433
A+ET+      +        A                 M+

Sbjct:         542   EDAVETMDDVADDAEAAADEND   563

Score  =  50    (22.7  bits),   Expect  =  1.3,   Sun  P(4)   =   0.73
Identities  =   11/45   (2.4%),   Positives  =  21/45    (46%)

Query:          524   EDVTTHIREIGQEENQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQV   568
ED+++      +      ++++D++            TVS            T               TAL      V

sbjct :         626  EDIESRLmQGQvsDVADEmTSDTvsDGRATVGDAATALDDv   670

Score  =  40    (18.1  bits),   Expect  =  1.3,   Sun  P(4)   =   0.73
Identities  =  8/14    (57%),   Positives  =  11/14    (78%)

Query:         479   VVGDEVRNLSEQVA   492
VV  DEV+   I]+E+   R

Sbjct:         609  WADEVKTLAEESR   622

Score  =  35   (15.9  bits),   Expect  =  1.3,   Sun  P(4)   =   0.73
Identities  =  8/17   (47%),   Positives  =  10/17    (58%)

Query:         330   STSSMIPI)SEGKPI]I."  346
S      S   IP   +      K  L+YM

Sbjct:         171   SVI.SPIPGITDRALIYM  187

Ei ,?: E iR E`
Length  =  1730

I.ocal  hits   (HSPs) :

gi|2213624    (AC000103)   F21J9.16   [Arabidopsis   thaliana]

Database  sequence :

500                             1oo6

Score  =   52    (23.6.  bits),   Expect  =  2.4,   Sun  P(3)   =   0.91
Identities  =   10/42   (23%),   Positives  =  21/42    (50%)

Query:          529   HIREIGQEENQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVKN   570
Hiid     Q++L           +K     +T+        ET+        T++++N

Sbj ct :       132 6   HVSECAQRIKEI.SSRERACATLKLRETTNNAAATVIRDMEN   13 67

Score   = .51
Identities (23J  bits),   Expect  =  2.4,   Sun  P(3)   =   0.91

=   11/36    (30%),    Positives   =   23/36    (63%)

Query:         357   NLQKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQAWESLLSILKQ   392
+I.+K+AE      +   R     +              +GF+   +   ++Ii++TL   Q

Sbjct:      1200   SLRKREGVRLENKTLENNFEGFSTSIDTIIIATLMQ   1235

Score  =  46   (20.8  bits),   Expect  =  2.4,   Sun  P(3)   =   0.91
Identities  i  11/35   (31%),   Positives  =  19/35   (54%)

Query:            68   EVNGGSGDEIIREFDRVIAVDPKSMIVASGVLQSK   102
E+GSG+         +      ++      +D        M++KGIjSK

Sbjct:       1089   ELAGSSGNSQSKSLEIITHljDNljQMLLKDGGlilsK   11.23

`=:--L?:EiRL±

1500
I    1730

gi|806524|gnl|PID|dl007438   (D32137)   oviduct-specific  glycoprotein   (M

179

\ 6/30/9710:58 AM



name=beauty_ur

precursor   [Mus  musculus]
I]ength  =  .721

Local  hits   (HSPs) :

Database  sequence:
o                       15o                    3oo                       456

600
Score  =   60    (27.2  bits),   Expect  =  2.9,   Sun  P(2)   =   0.95
Identities  =  12/49   (24%),   Positives  =  26/49   (53„

Query:          378   GFTQAWESLLSTLKQVFGTSVIMSKTMGGMQGTVSSALETVTSMDKTAS   42 6
G++A        +      T+++         +      +SKT      G+      T+         +T+T+KT+

Sbjct:         512   GVSRATAGISKTIPEISRATAGVSKTTTGVSKTTTGISKTITGVSKTTT   560

Score  =  48    (21.7  bits),   Expect  =  2.9,   Sun  P(2)   =   0.95
Identities  =   13/41    (31%),   Positives  =  21/41    (51%)

Query:          527   TTHIREIGQEMNQLLDGVKrmGSTVSSTEQTASRTGTALQQ   567
TTI+            +++         GVK++VST            S+TT+Q

Sbjct:         559   TTGISKTTTGISKTTTGVSKITTGVSKTTTGISKTTTGISQ   599

Score  =  44   (19.9  bits),   Expect  =  9.6,   Sun  P(2)   =  in
Identities  =   11/45   (24%),   Positives  =  22/45    (48%)

Query:         527   TTHIREIGQENQLLDGVKF"GSTVSSTEQTASRTGTALQQVENE   571
TTI+            ++++      GVK     ++ST            S+TT++         +

Sbjct:          566   TTGISKTTTGVSKITTGVSKTTTGISKTTTGISQTTTGISKTTTD   610

=;--'?: jERE gi I 1100874
Length  =   480

Local  hits    (HSPs) :

Database  sequence:

(U39068)   AcfB   [Vibrio  cholerae]

150 300
Score  =  58   (26i  bits),   Expect  =  3.3,   Sun  PW   =   0.96
Identities   =   14/78    (17%),   Positives  =   35/78    (44%)

450

1721

1480

Query:          359   QKVAEERKTRALSTVGQLDGFTQnwESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETV   418
Q+iud                 +            +IiD           +         +++T      Q+         +ES+            +GV+      +      V

Sbj ct :         220   QELVEVCENS"DQYRELDMLASSENEMVATSNQIAQITSEASEITSKINGQWEGVGAV  279

Query:        .419   TSMDKTASQMRTVMEENK   436
+S+++         +         ++KK

Sbjct:         280   SSVTESVGNlivEKI]DKTK   297

Score   =   42    (19.0  bits),   Expect  =   3.3,   Sun  P(4)   =   0.96
Identities  =  10/52   (19„   Positives  =  20/52   (38%)

Query:         525   DVTTHIREIGQEENQLLDGV"GSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQELI   576
D+T+              E++++              ++              TSG+Q              +AII

Sbjct :          417   DITNQVATAAYEQSHVSEEINSNSISIKDRADTLSSLGNKISQQAYSQRALI   468

Score  =  34    (15.4  bits),   Expect  =  3.3,   Sun  P(4)   =   0.96
Identities  =   7/10   (70%),   Positives  =   9/10   (90%)

Query:         479  WGDEVENI]S   488
W  DEVR+I,+

Sbjct:         347   WADEVRSLA  356

180

6/30/97 10:58 AM



mme=bcauty_

Score  =   34    (15rd  bits),   Expect  =  3.3,   Sun  P(4)   =   0.96
Identities  =  11/28    (39%),   Positives  =   13/28    (46%)

Query:         168  AGILAVGMLII]IjYFRMDRI,SDHljRQljAD   195
AIIA              +I,FM     +        1]QI.D

Sbjct:         133  AVILASVFFAIIjl]FTMR"LKPI.HQI]TD   160

`=; --.-?:  E!-RiS

(METHYL-ACCEPTING   PHOTOTAx|s   pROTE|N   ||)     (Mpp_][)                  ~   ----.- ~V`
>gi|1364151|pir| |S55296  sensory  rhodopsin  11  transducer  protein  -
Haloarcula  vallismortis   (fragment)   >gi|516322   (Z35308)   transducer
of  sensory  rhodopsin  11   [Haloarcula  vallismortis]
I]ength  =   433

Local  hits   (HSPs) :

gi |1170416|sp|P42258|HTR2_HALVA  SENSORY  RHODOPSIN   11   TRANSDUCER    (HTR
EJ\,T _ n --tl t+ I --,--   _ __

Database  sequence :

150
Score  =  48   (2H  bits),   Expect  =  4.2,   Sun  P(3)   =  0.98
Identities  =   13/39   (33%),   Positives  =   19/39   (48%)

Query:         185   RLSDHLRQIADNIQAVATFQSRGLEYAPErlEEKSI¥NA  223
+++        +Q+AD     Q+A             GEAEIES        A

Sbjct:         175   QVASSAQQVADTSQSAAKVGEDGRERAQEAIAIMSAIEA  213

Score  =  45
Identities

Query:        353

Sbjct:        339

Score  =  44
Identities

Query:        525

Sbjct:        395

(20..4  bits),   Expect  =   4.2,   Sun  P(3)   =   0.98
=   10/52    (19%),    Positives   =   23/52    (44%)

`'    _--Jr+--_   i.`,   t'um  t'(i)    -0.98=   10/35    (28%),    Positives   =   17/35    (48%)

DVTTrilREIGQEMNQLLDGVKKMGslvssTEQIAs   559
D      T+R+         ++      IjLI)                 S      +I+TA+
DSATELRQRADDLE SLLDRFTVINSAGTGTDS TAA   4 2 9

300

TSMENLQKVAEERKTRALS TVGQLDGFTQAWESLLS TLKQVFGTSVAMSKTM   4 0 4
T++++      EE+        A        +G+D      I        +         +           VG++S++
TGIQEIDRATEEQmTAQDVAGTIDDLTTlsQQTATEADTVAGRAQDQSAsl   3 9 o

(19.9  bits),   Expect  =   4.2,   Sun  P(3)   =   0.98
=    1n/tE      ,r)no_\          -,--

=:--  '3: lE jR is
>gi|477735|pir| |847704  probable  sensory  transducer  protein  -__       _`-_```+,+,\J-1=

Clostridiun  thermocellun  >gi|144913   (L04736)   sensory  transdu
protein   [Clostridiun  thermocellunJ
Length  =  557

1433

gi I 729201 I sp|Q02929|CPS_CLOTM  PUTATIVE   SENSORY   TRANSDUCER   PROTEIN

477735|pir| |847704  probable  sensory  transducer  protein  -
tridiun  thermocellun  >gi|144913   (L04736)   sensory  transducer
Sin   [Clostridiun  that-mr`ral lnml

I]ocal  hits    (HSPs)  :
Annotated  Domains :

Database  sequence :

thnotated  Domains :
Entrez
Entrez
Entrez
Entrez

450

methylation  site
modified   site:   DEAMIDATION  AND  METHYLATI
methylation  site
methylation  site

181
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PROSITE HTH_LYSR_FAIILY:   Bacterial  regulatory  pr  261. .286

Score  =  55   (24.9  bits),   Expect  =  5.7,   Sun  P(3)   =  "
Identities  =   10/45    (22%),   Positives  =  24/45    (53%)

Query:          524   EDVTTHIREIGQEENQLLDGVKREGSTVSSTEQTASRTGTALQQV   568
E+T         RE      ++N++++G+K     +V+               ++           A+Q+

sbjct :         399   ENGTKlzmETAEALNKlvEGlsRATLVNDIAVASNEQAAAITQI   443

Score  =  45   (20.4  bits),   Expect  =  5.7,   Sun  P(3)   =  „
Identities  =  20/105   (19„   Positives  =  31/105   (29%)

Query:          384   ESLLSTLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVMEKNKXXXXXXX   443
EI.++Ij+QV         +         +K                                A                    +K      ++M        ME+

Sbj ct :         273   EELTASLEQVENQTQLSAKNANQENEREVENNIAEQGNKQMAEMLNAMEEINNSSSNIS   332

Query:          444   XXXXXXXXXXAQTXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXWGDEVANLS   488

QT                                                                VV  +EVRNL+sbjct:        333  RIIrvlDEIAFQTNIELNAAVEAzmGQHGKGFAWAEEVANLA  377

Score  =  38   (17.2  bits),   Expect  =  5.7,   Sun  P(3)   =  „
Identities  =   10/49   (20%),   Positives   =  25/49   (51%)

Query:         255   EGNEILYVSPSLIEILLPVKKEVQERFGVDINRLVGTSIHRFHEHPDRI   303
E     i+        ++++ThV       +          GVI+R++        I+     E     DR+

sbjct:        115  ENKQVAsus"IwlFVGILIAIALGVFlsRIISKplGQrvERADRL  163

= ---.-3:  EIRE
protein   [Mycoplasma  hyorhinis]
Length  =  979

Local  hits    (HSPs)  :

gi|1352653|sp|P41508|P115_MYCHR   P115   PROTEIN   >gi`150165    (M34956)    115
al.  tt       rTL,,~__-_ 1

Database  sequence:

Score  =  57
Identities

Query:        407

Sbjct:        192

o               15o               3oo            456               6o6

(25id  bits),   Expect  =  7.3,   Sun  P(2)   =."
=   11/30    (36%),    Positives   =   18/30    (60%)

MQGTVS SALE TVTSMDKTAS QMRTVMEENK   4 3 6
+QG   +                 V   S+DKAS+   +      +EK+K
IjQGAIKELERQVNS I.DKQASKAKI YLEKSK   2 21

750            goo

Score  =  49   (22.2  bits),   Expect  =  7.3,   Sun  P(2)   =  "
Identities  =   10/51    (19%),   Positives  =  27/51    (52%)

Query:    .    525   DVTTHIREIGQEENQLLDGV"GSTVSSTEQIASRTGTALQQVREFQEL   575
++T+E+Q+NL         ++         S++ST            +         +++Q++++         L

Sbjct :         244   NLNTSLLEVEQQRNDLELNIQTYESSISQTVHFKTEVESSIQEITSKLDNL   294

i:   -?:'iE:R!S
Length

Local  hits   (HSPs)  :
Annotated  Domains :

Database  sequence:

1979

gi|99066|pir| |dQ0894  P115  protein  -Mycoplasma  hyorhinis   (SGC3)
th  =  979

I                 I     979

6/30/97 I 0:58 AM
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0               150               300            450               600               750            900

Zinnotated  Domains :
•    Entrez

PROSITE region:   nucleotide-binding.  motif                    32..39
ATP_GTP_A:   ATP/GTP-binding  site  motif  A     32. .39

Score  =  57   (25.8  bits),   Expect  =  7.3,   Sun  P(2)   =  „
Identities  =   11/30    (36%),   Positives  =   18/30    (60%)

Query:I         407   MQGTVSSALETVTSMDKTASQMRTVMEENK   436
+QG   +                 V  S+DKAS+   +      +EK+K

sbjct:         192   LQGAIKELERQVNSLDKensKarlyLEKSK  221

Score  =  49   (22.2  bits),   Expect  =  7.3,   Sun  P(2)   =  „
Identities  =   10/51    (19%),   Positives   =  27/51    (52%)

Query:         525   DVTTHIREIGQEENQLLDGVKKMGSTVSSTEQTASRTGTALQQVENEFQEL   575
++I+E+Q+NL        ++         S++ST           +        +++Q++++        I

Sbjct :         244   NLNTSLLEVEQQENDLELNIQTYESSISQTVAFKTEVESSIQEITSKLDNL   294

gi|431739    (L25660)
Length  =   626

I.ocal  hits   (HSPs)  :

Database  sequence:

Score  =  58
Identities

Query:        359

Sbjct:        366

Query:         419

Sbjct:        426

accessory  colonization  factor   [Vibrio  choleraeJ

0                           156                           3o6

(26.3  bitsL   Expect  =  8.2,   Sun  P(4)   =  „
=   14/78    (17%),    Positives   =   35/78    (44%)

600
1626

QKVAEERKTRALS TVGQLDGFTQAWES LLS TLKQVFGTSVEMSKTMGGMQGTVS SALE TV   418
Q++E                  +            +IID            +         +++TQ+         +ES+            +GV++V
QELVEVCNNSVMDQYRELDMIASSENEMVATSNQIAQI TSEASE I TSKINGQVNEGVGAV   4 2 5

TSMDKTASQMRTVMEENK   4 3 6
+S+++         +         ++KK
SSVTESVGNLVEKliDKTK   4 4 3

Score  =  42   (19.0  bits),   Expect  =  8.2,   Sun  P(4)   =  "
Identities   =   10/52    (19%),   Positives  =  20/52   (38%)

Query:         525   DVTTHIREIGQENQLLDGVK"GSTVSSTEQTASRTGTALQQVKNEFQALI   576
D+I+              E++++              ++              TSG+Q              +ALI

Sbjct:         563   DITNQVATAAYEQSHVSEEINSNSISIKDRADTLSSLGNKISQQAYSQKALI   614

Score  i  34   (15.4  bits),   Expect  =  8.2,   Sun  P(4)   =  "
Identities   =   7/10   (70%),   Positives  =   9/10   (90%)

Query:         479   WGDEVENI.S   488
VV   DEVR+I]+

Sbjct:        493  WADEVRSIA  502

Score  =  34   (15.4  bits),   Expect  =  8.2,   Sum  PW   =  in
Identities  =   11/28    (39%),   Positives  =   13/28    (46%)

Query:          168   AGII[AVGMLILLYFRMDRLSDHLRQLAD   195
AIIA             +LFM     +        I.QI.D
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Sbjct:         279  AVIIASVFFAILLFTMRLMLKPLHQLTD   306

Score  =  34   (15rd  bits),   Expect  =  8.2,   Sun  P(4)   =  "
Identities  =  8/32   (25%),   Positives  =  16/32   (50%)

Query:         159   FESRlmGIAGIIAVGMLILL¥FRMDRLSDHL   190

sbjct:          3  :sl±:klFTs:±ITlss::T¥::kGTk+±:  34

Parameters :
-gi
-filter=xnu+seg
-echo filter
V-50
8=50

;=grt_by_pvalue
-ctxfactor=l . 0 0
E=10

Query
Frame

+0
IfatlD  Matrix  name

0        BLOsun62

Query
.Frame     MatlD
+00

Statistics=
Query
Frame

+0

-----    As  Used    -----
Lambda          K                  H
0.314         0.129         0.337

Leg75h    Eff.E;ggth      :o.   6g  g    |g2¥

IJambda
Same

E2s2
0.21    34

Computed----
KH

same          same

Ma5[D   ¥;:::::;:£Lts)    :;:i:::§:£Lts)      Repg:::gLe    Reg:::3d

8:;:g   Ma5|D   N§;::;°rh:Lo;::;56      ::i::;::   EX;::;:i:8 £=:;::;i;:   £¥:::;::

Database :     Non-redundant  GenBank  CDS  translations+PDB+Swissprot+SPupdate+PIR
Release  date:     June  29,   1997
pr).qt-ar]    r]a+-,         A_  r-__

___--     _-,  ,       L=,31Posted  date:      4:50  AI  EDT  Jun  29,   1997
of  letters  in  database:     74,905,049
of  sequences  in  database:     264,160
0f   dat-aT`aca   -^_.___

_           ___    _..   uuLalJclt5E3:        Zb4/160of  database  sequences  satisfying  E:     "
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  processors  used:     4
Time   to   search  database:      188.71u   O.64s   189.35t     Real:    00:00:48

Annotated  Domains  Database:       June  13,1997
Release  Date:        June  23,1997
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