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Cl o n i n g a n d c h a r a c t e r i za t i o n

o f a g e n e e n c o d i n g h Pa g e -

r e l a t e d t a i l Pr o t e i n ( Pr T P) o f

e n d o s ym b i o n t 科/o lb a e h ia

A K N Gi Ln
,

S UN Le j
,

Y U Ho n g
,

Z HO U We ig u o
,

Z H AO S h o u y u a n & Ll C h a n g b e n

I n s t一t u t e o f G e n e t ie s
,

S tat e K e y L a b o r a t o r y o f G e n e t ie E n g i n e e r一n g
,

F u d a n U n iv e r s i ty
,

S h a n g h a i 2 0 0 4 3 3
,

C h in a

C o rr e s Po n d e n e e s h o u ld b e a dd r e s s e d t o L i C h a n g b e n (e
一

m a i l: e b e n li @

y a h o o ￡o m )

A b s t r a c t H勺lb a e h勿 15 a n o b li g a t o r y
,

m a t e r n a ll y i n h e r -

i t e d i n t r a c e l lu l a r b a c t e r i u m
,

k n o w n t o in fe e t a w id e r a n g e o f

a r ht or P od s
.

I t h a s b e e n im P li e a t e d i n e a u s i n g c y t o P la sm i c

i n c o m P a t i b ili t y (C l )
,

Pa rt h e n o g e n e s i s
,

t h e fe m i n i z a t i o n o f

g e n e t ie m a le s a n d m a l e
一

k i l li n g in d i ffe
r e n t h o s t s

.

H o w e v e叭

t h e m o le e u l a r m e e h a n i sm s by w h ihc t h is fa s t i d io u s b a e t e
-

r i u m c a u s e s th e s e r e P or d u e t i v e a b n o r m a li t i e s h a v e n o t y e t

b e e n d以 e r m i n e d
.

I n t h is s t u d y
,

w e r e P o r t o n t h e c lo n in g a n d

e h a r a e te r i z a t i o n o f t h e g e n e e n e o d i n g P h a g e 一

er la t e d t a i l P r o ·

et i n (P r T P ) f r o m Wo lb a e h勿 i n D r o s op h枷 m e勿 n o g a s et
r

C a n t o n S (w M
e l C S ) a n d f r o m 科乞bI a e h勿 i n D or s op h而

m e勿 n o g a s et r y w 6 7 e 2 3 (w M
e l ) b y er P er s e n t a t io n a l d iffe

r e n c e

a n a ly s is (R D A ) a n d l ig a t i o n ·

m e d ia t e d P C R (L M
·

P C R )
.

T h e

fu n c ti o n a li t y o f a b i P a r t i t e n u c le a r l o e a li z a t i o n s ig n a l s e -

q u e n e e (N L S ) o f t h e g e n e w a s a l s o s u e e e s s fu l ly t e s t e d i n

刀 r o s叩 h而 5 2 e e l ls
.

P r T p e x p er s s i o n in v a r i o u s s t r a i n s o f

不钧bI a e h必 w a s i n v e s t ig a t ed
.

o u r er s u l t s s u gg e s t t h a t P r T P

m a y n o t i n d u e e C l d i r e e tl y
.

H o w ve e r, th e e x is t e n c e o f P即
P r o v i d e d d i r e e t e v i d e n e e o f Ph a g e ·

m e d i a tde h o r i z o n ta l g e n e

t r a n s fe r ( H G T ) t h a t m ig h t P la y a n im P o r t a n t r o l e i n a v a r i
-

e ty o f er P r o d u e t iv e a b n o rm a li t i e s o f 、 Vo lb a c h认
.

K e y w o r d s :

Wo lb a c h ia, C l
,
P冲

,
N L S

,
H G T

.

Wo lb a e h ia
, a m e m b e r o f t h e R i e k e t t s i a c e a e fa m i ly

,

15

a n o b li g a t o r y in tr a e e l lu l a r a n d m a te r n a l ly i n h e r i t e d b a e t e
-

r i u m k n o w n t o i n fe e t a w i d e r a n g e o f a rt h r o P o d s
.

I n de e d
,

s o m e s u r v e y s s u g g e s t th a t a r o u n d 2 0%一 7 6% o f a l l i n s e c t

s P e c ie s m a y b e n a t u r a l ly i n fe e et d w i th ht i s a g e n t
,

m a k i n g

i t o n e o f t h e m o s t u b i q u i to u s e n d o s ym b io n t s d e s e r i b e d t o

d a t e [1
,

2 ]
.

I n fe c t i o n s w i山 t h i s a g e n t h a v e b e e n a s s o e i a t e d

w iht v a r io u s r e P r o d u c t i v e a b n o

rm
a l i ti e s i n t h e h o s t s

,

i n
-

e l u d i n g P a r t h e n o g e n e s i s in w a s P s ,

t h e fe m i n i z a t io n o f

ge n e t i e m a le s in a n i s o P o d s P e e i e s ,

m a le
一

k i l li n g i n D or
-

s
op h il a a n d m o s t e o mm o n l y

,

th e e x P er s s io n o f c y t o P l a s -

m i c i n e o m P a ti b i l i ty ( C l ) i n a v a ir e t y o f a r th r o P o d s P e -

c i e s [3 ]
.

e l e x p r e s s i o n u s u a l l y er s u l t s i n e m b r y o n i e d e a t h i n

c r o s s e s in w h i e h th e m a l e in s e c t P a r e n t 15 i n fe e t e d w i t h a

WO l b a e h i a s t r a i n a n d t h e fe m a l e P a r e n t 15 e i th e r u n i n
-

fe e t e d (U n i d i r e e ti o n a l C l ) o r i n fe e t e d w i th a d i ffe
r e n t

Wo l b a e h i a s t r a in ( B i d i r e e t io n a l C l )
.

I t a P Pe a r s th a t a

Wo l
-

b a e h ia s t r a i n 15 ab l e t o im Pir n t ht e s P e

mr
o f i n s e e t s t h a t i t

i n fe e t s th r o u g h a n u n k n o w n m e c h a n i sm a n d th a t t h i s im
-

P r i n t 15 r e s e u e d o n l y i n e g g s th a t a r e i n fe e t e d w i th t h e

s a m e IVO lb a e h i a s t r a in
.

B y ta k i n g a d v a n t a g e o f th e s e v a r io u s er P r o d u e t i v e

m a n i P u l a t i o n s ,

WO l b a e h ia 15 a b l e to e iff c i e n t l y i n v a d e h o s t

P o P u l a t i o n s w i th o u t b e in g i n fe c ti o u s o r m o v i n g h o r i z o n -

t a l l y b e t w e e n i n d i v i d u a l s a t a n a P P r e e i a b le r a t e
.

I t h a s

b e e n s u g g e s t e d th a t
WO l b a e h ia e o u ld b e u s e d a s a v e h i e l e

t o d r iv e d e s i r a b l e g e n o t y p e s , e
.

g
.

g e n e s th a t p r e v e n t i n s e e t

d i s e a s e v e e t o r s fr o m t r a n s m i t t i n g n a t h o Z e n s to h u m a n s
.

1 Iv e s [ o c K
,

o r P l a n t s , I n t o W l l Q In s e c t P o P u l a t l o n s
L ’ ·

A lt h o u g h m u e h 15 k n o w n a b o u t t h e P h e n o m e n o lo g y

a n d P o P u l a t io n g e n e ti c s o f WO lb a e h ia i n fe e ti o n s ,

w e h a v e

v e r y li t t l e k n o w l e d g e ab ou t ht e m o l e e u l ar m e e h a n i sm s fo r

t h e i n t e r a e ti o n b e t w e e n t h i s a g e n t a n d it s h o s t
.

L e s s m o -

l e e u l a r k n o w l e d g e o n

WO l b a e h i a a n d t h e i n a b il i t y t o g r o w

i t o n d e if n e d e e l l
一

fr e e m e d iu m h a v e b e e n t h e m aj o r fa e t o r s

u n d e r l y i n g t h e s e u n e e rt a i n t ie s
.

I n th i s s t u d y
,

th e g e n o m i c

d i ffe
r e n e e b e t w e e n 下认〕 lb a c h ia w i th d i ffe

r e n t C l P h e n o -

t y P e s w a s a n a ly z e d b y r e P r e s e n t a t i o n a l d iffe
r e n c e a n a l y s i s

( R D A )1
6 ]

.

A 允 11
一

l e n g t h s e q u e n e e fo r th e ge n e p o t e n t i a l l y

e n e o d i n g Ph a g e 一 r e la te d t a i l P r o te i n w a s i s o l a t e d fr o m

Wo lb a e h i a in D or s
叩 h i l a m e la n o g a s t e r C a n to n S

(
林

,

M e lC S )
a n d fr o m WO lb a c h ia i n D ro s

op h il a m e la n o -

g a s t e r y w 6 7 c 2 3 (w M e l )
.

S u b s e q u e n t l y
,

t h e c h a r a e t e r i s t ic s

o f t h e D N A s e q u e n e e s a n d th e e o rr e s P o n d i n g P u t a t i v e

a m in o a c i d P r o d u c t s w e r e a l s o i n v e s ti g a t e d
.

Th e n ,

th e

e o P y n u m b e r s a n d e x P r e s s i o n P r o if l e s o f t h e ge n e w e r e

d e t e rm i n e d in d iffe
r e n t 下Vo lb a c h i a s tr a i n s

.

In a d d i t io n ,

t h e

fu n c t i o n a l i t y o f a b i P a r ti t e n u c l e a r lo e a l i z a ti o n s i g n a l s e -

q u e n c e (N L S ) o f t h e g e n e w a s s u c c e s s fu l l y t e s t e d i n D or
-

s
op h i la 5 2 e e l l s

.

1 M a t e r i a l s a n d m e t h o d s

( i ) 飞矶
, l b a e h ia a n d D or s

OP h i la s t r a i n s
.

Th e fo l
-

l o w i n g s t r a i n s o f D or s
op h i l a s P e e ie s w h i e h h a r b o r 城 ) l

-

b a c h ia i n fe e t i o n s w e r e u s e d : D or s
op h i la s i m u al n s R iv e r -

s i d e
(D SR )

,

D or s
op h il a s i m u l a n s D SW /M a u (M a u )

,

D or
-

s
op h i la s im u l a n s N o u m e a

( R 3A )
,

D or s
op h i la m e la n o -

g a s t e r C a n t o n S ( D M )
,

D or s
op h i la m e la n o g a s et yr w 6 7 c 2 3

(YW )
.

T h e c o rr e s P o n d i n g Wo l b a c h ia w e r e n a m e d w R i
,

w M
a ,

w N o ,

wM
e l C S

,

wM e l
, r e s P e e ti v e ly

.

O f t h e v a r i o u s

林乞Zb a e h ia s t r a i n s ,

w R i
,

w N o ,

wM
e l h a v e b e e n r e P o rt e d a s

s t r o n Z C l e x D r e s s o r s
.

w h i le w M
a

.

wM e lC S a s b e i n Z in e a -

P a )t l e 0 1 e x P r e s s l o n 0 1 tn e 仁 1 P n e n o ty Pe
L 」 ·

八 11 0 1 [ n e

a b o v e fl i e s ,

d e v o i d o f Wo l b a e h ia b y t e t r a e y e li n e t r e a tm e n t
,

w e r e e o r r e s Po n d i n g l y ab b re v i a t e d to D SR T
,

M a u
T, R 3 AT

,

D M T a n d YW T (P r o v i d e d b y P r o f
.

S e o t t O
’

N e i ll i n

Q u e e n s l a n d U n i v e r s i t y
,

A u s t r a li a )
.

( 11 ) G e n e e lo n i n g
.

R D A a n a l y s i s w a s p e r of rm e d

a c c o r d i n g to p r o t o c o l [6 ]
.

D s w用 s R h a r b o r i n g C l
一

i n d u e i n g

w R i w a s u s e d a s a t e s t e r ,

w hi le D SW/M a u w i t h

n o n 一

C l
一

in d u e i n g wM
a w a s u s e d a s a d r iv e r

.

T h e R D A

P r o d u e t s w e r e t h e n e l o n e d i n t o v e e t o r PG EM
一

T (rP o m e g a
)

a n d s e q u e n e e d
,

fo l l o w e d b y B L A S TX a l g o r i th m a n a l y
-

5 15 18 !
.

F o r t h e D N A 斤a gm e n t s h o w i n g h ig h h o m o l o g y to a

C h加 e s e S iC e n ce B u lle itR Vo l
,

4 7 N o
.
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k no w nge ne e neod ingt h e PT rP, i ts fl a n k i n g s e q u e n e e s

w e er o b t a i n e d b y l i g a t i o n一 m e d i a te d PC R (LM
一

PC R ) fr o m

ht e fl i e s

me
n it o n e d ab o v e lg j

.

(111) p r e Pa r a ti o n o f t o ta l n u c l e i e a c i d s fr o m D or s o -

尸 h i la
.

A b o u t 10 0 a d u l t D or s
叩 h i l a w e r e e o l l e e t e d a n d

s to r e d a t一 7 0 aC u n ti l u s e
.

hT
e if i e s w e r e fr o z e n i n l i q u i d

N Z (fo r e a s i e r ti s s u e b er a k a g e )
, a n d g r o u n d t o a if n e P o w

-

d e r in a m o r t a r b y a P e s t le
.

T h e P o w d e r w a s t r a n s fe rr e d t o

a D o u n e e h o m o g e n i z e r e o n ta i n in g Z一 3 v o l u m e s o f

H o lm e s 一

B o n n e r b u

ffe
r (0

.

1 m o

llL irT
s 一H C I

,

PH 7
.

5 ; 0
.

3 5

m o

比 N a C I ; 10 m m o

llL E DT A
,

PH S
.

0 ; 2 % SD S : 7 m o

llL
U r e a

)
a n d h o m o g e n i z e d w i t h s o m e v i g o r o u s s h ak i n g s

.

D N A w a s Pu r i if e d b y P h e n o lj e h l o r o fo mr
e x tr a e ti o n u n t il

n o i n t e pr h a s e a PPe a r e d
,

fo ll o w e d b y e ht a n o l Per e iP i t a t i o n ,

Ph e n o Ue h l o r o fo mr
e x tr a e t i o n fo r ht e s e c o n d t im e a n d if

-

n a l l y er s u s P e n s i o n i n T E b u
ffe

r ( 10 mm o lL/ rT i s
一

H C I
,

P H

8
、

0 ; 1 1l l ln o

llL E D T A
,

PH 8 0 )

( i v ) S o u ht e m b l o t ti n g
.

OT d e te mr in e ht e e o P y

n u m b e r s o f ht e g e n e ,

10 林9 o f t o t a l fl y D N A s fr o m d i -f

fe r e n t D or s
op h il a s t r a in s m e

int
o n e d ab o v e w e r e id ge s et d

w i ht cE
o R I (n o e o rr e s P o n d in g er s t ir e t i o n s it e i n P rtP )

.

T h e D N A w a s t r a n s er rr e d t o a H y b o n d TM
一

N + n u e l e i c a e i d

tr a n s fe r m e m b r a n e s
(A m e r s h a m ) b y u Pw a r d e ap i l l ar y

tr a n s fe r a ft e r s e P a r a t io n o n a l% a g a r o s e g e l
.

T h e m e m
-

b r a n e w a s b a k e d fo r 2 h a t SOoC
.

P er h y b r i d i z a t io n w a s

d o n e a t 4 2 ℃ fo r 2 h w i th P er h y b ir d i Z a t io n s o l u t i o n

(6 X S SC
,

S X D e n h a r d t
,

0
.

5 % SD S
,

10 0 林g /m L d e n a ut r e d

s a l
mo

n s Pe mr D N A
,

50% fo rm a
im d e )

·

Th e P r o b e s Pan
-

n i n g ht e e o d i n g er g io n o f P rtP w a s o b t a i n e d b y P C R w iht

P r im e r s 11
一

O -fr F/ l l
一

O r -f R ( 11
一

O -fr F : 5 ` 一G G A AT T C A
-

A G G CA AT A G A G A A A C C G A G ; 1 1
一

O -fr R : 5
’ 一

C C G C -T

C G A G T CA戌r A A A A f G T C T C I…A C ) a n d l a b e l e d w iht

[a
一 3 2 P ] d灯P,

u s i n g a ar n d o m
一

pir me d D N A l a b e l i n g ki t

(B
o e h ir n g e r M a n n h e i m )

.

Th e la b e l e d P r o b e w a s a d d e d

di r e e t ly t o th e P r e h y b ri d i z a ti o n s o l u ti o n a n d l e ft o v e
nr i g h t

fo r h y b r i di z a ti o n
.

T h e m e m b r a n e w a s w a s h e d W iht lo w

s tir n g e n c y b u
ffe

r (ZX S SC
,

0
.

1% SD S ) fo r 3 0 m i n a t r o o m

t e m Pe r a tu er
,

th e n t w i c e i n h ig h
一 s tr i n g e n c y b u

ffe
r

(0
.

l x S S C
,

0
.

5% SD S ) fo
r 2 0 m i n

,

b o ht a t 6 8℃ a n d s u b
-

s e q u e n tl y e x P o s e d t o F uj i m e d i e a l X
一 r a y if lm a t

一

7 0 ℃ fo r

2 4 h
.

( v ) P r im e r s fo r i d e n t ify i n g ht e q u a li t y o f D N A
.

T h e fr a gm e n t d e if n e d b y P r im e r P a ir s o f R P 4 9

(R P 4 9
一

F : 5 ` 一

A TG A C C户J CC G C CC A G C A r AC : R P 4 9
一

R :

5 ` 一 e T T e o A G e G e T e G A e A灯 e T e ) 11 0 ] w a s u s e d a s a

Po s i t iv e e o n t r o l
,

w h i l e ht e u n i v e r s a l Pr im e r s o f Wo l b a c h ia

8 I F / 69 1R (s l F S ` 一 T G G T C C A AI A AG T G A TG A A G A A
-

A e : 6 9 l R 5
` 一

A A A A灯认A A e o e认e T e e A ) [7 ] w a s

u s e d t o de t e e t ht e e x i s t e n e e o f WO l b a e h ia i n t h e g e n o m e

D N A
.

T h e P CR w a s P e r fo mr
e d a t 9 4

O

C
,

5 5
O

C a n d 7 2 oC I

m i n e a e h
, r e P e a et d fo r 3 5 e y c l e s i n a b u

ffe
r c o n ta i n in g 2

.

5

mm o

ljL M g C 12
,

0
.

2 5 m m o

llL dN T P, a n d 5 0 0 n m o

比
o f

e a c h Pr im e r
.

(v i ) P er Pa r a t i o n o f R N A fr o m a d u lt fl i e s
.

oT ta l

R N A w a s e x tr ac et d fr o m ab o u t 10 0 ad u l t fl i e s u s i n g th e

RN A e X R e a g e n t (W自t s o n )
,

t h e n P u r i if e d b y R N a s e 一 fr e e

D N a s e
l (aT k a r a ) fo r fu rt h e r s t u d y

.

(诚 ) R l飞PC R
.

I n a if n a l v o l u me
o f s 匹

o f ht e

P r im e r/ te m P la t e 而
x ut er e x Pe r im e n t a l R N A (u P to l

抖g / r e a e ti o n ) : r a n d o m P r ime
r (0

.

5 p g / r e a c t io n ) a n d n u c l e
-

a s e 一

fer
e w at e r w e er th e rm a ll y d e n a t u r e d a t 7 0℃ fo r s

m i n a n d e h il l e d o n i e e
.

Th e r e v e r s e t r a n s c r i P ti o n r e a c t io n

m i x w a s Pr e P ar e d b y e o m b in i n g ht e fo ll o w i n g c o m P o -

n e n t s o f th e I m P r o m
一

I IT M R e v e r s e rT a n s e r i P ti o n S y s te m

( P
r o m e g a

) i n a s t e r il e 1
.

5 m L m i c r o e e n t r i fu g e tu b e o n ic e

w i t h a if n a l v o lu m e o f 15
.

0 p L : n u c le a s e 一

fr e e W a te r ; Im
-

P r o m
一

I I T M 5 X r e a c ti o n b u

ffe
r : 1

.

5一 8
.

0 m m o

比 Mg C 12 :

0
.

5 mm o F L dN T P ; 2 0 u er c o m b i n a n t R N a s i n ⑧ r ib o n u -

e l e a s e i n h i b it o r (o P it o n a l ) : 1 0 林L o f Im P r o m
一

II T M r e v e r s e

tr a n s c r l P ta s e
·

hT
e m i x t u er o f b o ht s 林L o f P r im e rt/ e m P la t e m i x

a n d 15 林L o f ht e R e v e r s e
rT

a n s c r i P t io n R e a c t i o n M i x t o

e a e h er a e t i o n w a s a n n e a l e d a t 2 5 ℃ fo r 5 m i n
, e x t e n d e d a t

4 2 oC fo r u P t o l h
, a n d b l o e k e d a t 7 0 oC fo r 15 m i n

.

l 林L

P r o d u e t o f R l
,

r e a e t i o n w a s P C R a l n P l i if e d w it h t h e P r im
-

e r s 1 1
一

O -rf F/ l l
一

O俘 R
.

T h e PC R a n a l y s i s i n v o lv e d d e n a -

t u r a t i o n fo r 5 m in a t 9 4 ℃
,

fo l l o w e d b y 3 0 e y c le s o f d e n a -

t u r a t io n a t 9 4 oC fo r 1 m i n
, a n n e a l i n g a t 6 0 oC of r 1 m i n

a n d e x t e n s i o n a t 7 2℃ of r 1 m i n
,

th e n if n a l e x t e n s i o n a t

7 2
”

C fo r 10 m in
.

(诚 ) F u n e ti o n a l t e s ti n g o f t h e N L S er g i o n o f P r tP i n

5 2 e e l l

( l ) C o n s tr u c t i o n o f g er e n fl u o er s e e n t P r o te in

PE G F p
一

C / 1 IN L S
.

T h e fr a gm e n t c o n ta i n i n g t h e N L S

s e q u e n c e o f P r tP w a s PC R a m Pl i if e d b y u s i n g s Pe e i if c

P r im e r s w it h i n e o pr o r at e d cE
o R 1 a n d B a m H I (N e w

E n g l a n d B i o l a b ) er s tr i e ti o n s i t e s : 11
一

G
一

F : 5 `一G G AAT T C
-

C A A G G CA A I
,

A G A G A A A C C G A G ; 1 1
一

G
一

R : 5
’ 一
C G G G

-

了订C C A CC A A G T T G A C C A C C A C T T G
r

(Y 〕 i n t r o d u e e th e

a d d i t i o n a l r e s t r i e ti o n s i te s to P r tP s e q u e n c e ,

th i s a m P l iif
-

e a ti o n P r o d u e t w a s d o u b l y d i g e s te d w iht cE
o R 1 a n d

B a m H 1 a n d l ig a t e d i n t o t h e v e e ot r PE G F P
一

C l (C l o n te c h

L a b o r a to r ie s

q u e n c i n g
·

I n c
.

)
.

T h e e o n s

utr
e t w a s v e r i if e d b y s e -

(2 ) C e l l e u l t u r e a n d t r a n s fe c ti o n
.

5 2 e e l l l i n e (P r o -

v id e d b y P r o f
.

X u iT a n ,

aY l e U n iv e r s i ty i n U S A ) w a s

m a i n t a i n e d a t 2 2一2 4 OC a n d g r o w n i n e o m P l e t e M 3 m e -

d i a w i th l 又 s t a n d a r d M 3 m e d i a (Per
一

m i x P o w d e r a v a i l a b l e

fr o m JR H B i o s e i e n e e )
,

12
.

5% fe t a l e a lf s e r u m ( FC S
,

H y
-

e lo n e )
,

l x P e n i c i l li n
一 s tr e P t o m y e i n

一

fu n g i z o n e ( I O0 x s to e k

fr o m J RH B i o s e i e n e e )
, a n d l x B PY E (S K s t o e k 15 1 2

.

5 9

D I FC O B a e t o
一

P eP t o n e ,

5 9 D IF C O T C
一

y e a s to l at e P e r I it e r

w a t e r )
.

T h e d a y b e or r e tr a n s re e t i o n ,

l x l o 6 5 2 e e ll s w e er

s e e d e d i n e a e h 60 m m P l a t e i n 4 n 1L e o m P l e t e M3 m e d i a
.

14 5 2 C h in e s e S cle
n Ce B u lle itD Vo l

.

4 7 N o
.
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Th e me d ia w a x e e sh a nge d f or r fe sh e oml Pe te me d ia la ek
-

inga nt b i iot ic sh b 3e f or e tr a s ne fe t io n, a n d t h e e e l l s w e r e

tr a n s fe e t e d w iht 10 林9 o f P l a s
im d D N A an d a e al e iu m

P h o s Ph a te t r a n s fe e ti o n s u s P e n s io n ( L i fe eT
c h n o lo g i e s

) fo
r

24 h a c e o r d i n g t o t h e m a n u fa e t u er r ’ 5 i n s tr u e t i o n s
.

A fet
r a

e h a n g e to e o m P le t e m e d i u m
,

t h e e e l l s w e r e g r o w n of r a

fu rt h e r 2 4 h b e of re P r o e e s s i n g of r m i e or s e o P y
.

G F P fl u o -

r e s c e n c e W a s v i e w e d a t 5 0 7 nm u s i n g a c o n of e a l m ie r o -

s e o P e (L E IC A T C SN T ) w iht e x e i t a t i o n m a x im u m a t 4 8 8

n m o

llL
.

A s e r i e s o f o P t i e a l s c a n s t h r o u g h t h e 2 a x i s o f t h e

e e ll s w a s e a P tu r e d a n d P r o e e s s e d
.

2 R e s U l t S

T h e RD A m e t h o d h a s b e e n e x t e n s i v e l y a P P li e d s i n c e

i t w a s d e v e l o P e d i n 19 9 3
.

R e s e a cr h e r s h a v e b e e n a b l e t o

i d e n t i fy e a n e e -r r e l a te d g e n e s o r m a r k e r s b y t h i s m e ht o d
.

S i n e e l斗乞lb a e h i a e a n n o t b e e u lt u re d o n d e if n e d e e ll
~

斤e e

m e d i u m
,

ht e g e n o m i e d i ffe
r e n e e o f WO l b a e h ia w i t h d i -f

fe r e n t C l P h e n o ty P e s w a s a n a ly z e d b y R D A : D SW用 S R

h a ht o r i n g C l
一

in du
e i n g w R i w a s t ak e n a s a te s t e r ,

w h i l e

D SW /M a u w iht n o n 一C l
一

i n d u e i n g w M
a w a s u s e d a s a

d ir v e r
.

I n ht i s s ut d y
,

W e s u e e e s s fu ll y i s o l a et d s e v e r a l D N A

fr a gm e n ts
,

t h e R D A Pr o d u c t s w e er th e n e l o n e d in to

P G EM
一

T v e c t o r
( P

r o m e g a ) a n d s e q u e n c e d
.

A ft e r th a t
,

t h e

s e q u e n e e s w e er a n a ly z e d b y B L A ST X a l g o ir ht m
.

A m o n g

t h e s e fr a gm e n t s
,

th e o n e s h o w i n g h i g h h o m o l o g y t o a

k n o w n g e n e e n e o d i n g P h a g e 一 r e l a et d t a i l P r o t e i n (P r T P )
w a s o f i n t e er s t : i t s fl a n k i n g s e q u e n e e w a s o b t a i n e d b y

LM
一

PC R
.

( i ) C h a r a e t e r i z a t io n o f D N A s e q u e n e e s a n d ht e i r

P u t a t i v e P r o d u c t s
.

A D N A fr a gm e n t o f a b o u t 2
.

2 k b w a s

o b t a i n e d a ft e r LM
一

P C R
.

毛〕 e x e lu d e th e e rr o r i n tr o d u e e d

b y aT q P o lym e r a s e ,

ht r e e i n d e Pe n de n t c o lo n i e s w e r e s e -

q u e n c e d a n d t h e e o n s e n s u s s e q u e n e e w a s d e t e rm i n e d
.

M o r e o v e r, th e c o rr e s Po n d i n g a m i n o a e i d s e q u e n c e s o f th e

o P e n r e a d i n g fr a m e
(O R F ) w e er u s e d t o s e a r e h d a t a b a s e s

u s i n g B l a s t P, a n d m u l t i P le a li g n m e n t s w e r e P e r of rm e d

w i th C lu s ta lW a n a l y s i s of r fu n c ti o n a l e h ar a e et ri z a ti o n
.

Th e fu l l
一

l e n g th 2 2 0 5 b a s e P a i r s (b P ) of r P rtP fr o m

wM e l C S (ht
e G e n B a

kn
a e e e s s i o n n u n l b e r: AY0 4 3 2 6 3 )

c o n t a i n e d s
` a n d 3

`一 fl a n k i n g er g i o n s a n d a n O R F c o d i n g

of r 6 8 0 a m i n o a e i d s
(
a a
) w i ht a Pr e d i e et d m o l e c u l a r m a s s

o f 7 4 69 9 d al ot n a n d a n i s o e l e e itr e P o i n t (P l ) o f 9
.

34
.

W】l i l e th e h o m o l o g o u s g e n e ( th e G e n B a n k a e e e s s i o n

n u m b e r : A 4F 2 0 2 7 5 ) fr o m w Me l
,

w i th 9 9% i d e n t i t y to t h e

fo mr
e r , a ls o Pr e d i c t e d a P r o t e in o f 6 8 0 a m i n o a e i d r e s i

-

d u e s
(m

o l e e u l a r m a s s o f 7 4 5 8 2 d a l t o n ,

P l o f 9
.

4 0 )
.

T h e

d i if 七r e n t a m i n o a c id r e s id u e s b e tw e e n P r T P fr o m w M e l

a n d w Me lC S a r e s h o w n i n t a b le 1
.

T h e i r G + C c o n te n t 15

3 6% a n d ht e y a l l h a v e s tr o n g A T/ b i a s e d e o d o n u s a g e
.

P fa m HMM s e a cr h (h t t P :

P// fa m
.

w u s t l
.

e d u h/ m m s e a r -

c h
.

s h tm l)
s h o w e d th a t P r T P c o n t a i n e d fo u r im P o r t a n t

fu n e t i o n al d o m ia n s : G l u tR ( 19一 1 3 4 a a
)

,

w h i e h u s e s

N A D PH a s a c o 九 e t o r [1 1 ] : 5 0又 s N z ( 13 5一 24 9 a a
)

,

m e m b e r s o f t h i s fa m i l y a r e e n z ym e s in v o lv e d i n a n e w

P a th w a y o f P y r i d o x i n e / Py r i do x a l s
一

Ph o s Ph a t e b i o s y n t h e -

5 15 112 ] :盯 x (2 5 (卜一6 2 3 a a )
,

w h i e h b e l o n g s t o a af m i l y o f

b a c t e r i al t o x i l l s (
e y to l y s i n s a n d e y t o t o x i n s

)
.

hT i s P af m

af m i l y r e P re s e n ts t h e N
一
t e rm i n a l d o m a i n w h i c h 15 of u n d

i n a s s o c i a t i o n w i t h a g l y c i n e 一 r i e h r e P e a t d o m a i n a n d

h e m o l y s i n e 比i n d l l 31; p h o s p h o r y l a s e
(2 9 5一 30 8 a a

)
.

R e -

s u l t s fr o m SM ART (h t t P : // s m a r t
.

e m b l
一

h e id e l b e gr
.

d e /) i n
-

d i c a t e d t h a t t h e re w e re th r e e tr a n s m e m b r a n e r e gi o n s i n

P rT P : 4 4 0一4 6 2 a a ,

4 7 4一4 9 3 aa
,

4 9 7一 5 19 a a M o re o v e r ,

Me t h y l
一 a e e e P t in g e h e m o t a x i s

一

l i k e d o m a i n s ( c h e m o t a x i s

s e n s o yr t r a n s d u e e r
) ( 1 14一 3 3 9 a a ) 15 t h o u g h t to u n d e gr o

r e v e r s i b l e m e t h y l a t i o n i n r e s P o n s e t o a tt r a e ta n t s o r r e Pe l
-

l a n t s d u r i n g b a e t e r i a l c h e m o t a x i s
.

T a b le D l

ffe
r e n t a m l n o a e i d s (a a ) b e tw e e n P r T P fr om w M e lC S

( A 、 0 4 3 2 6 3 ) a n d w M e l ( A F 4 2 0 2 7 5 )

A A Po s i t io n s i t e P r T P ( A Y 0 4 3 2 6 3 ) P rT P (A 4F 2 0 2 7 5 )

1 87 F S

19 8 I V

34 1 F L

3 7 1 E K

4 90 A V

52 0 T A

5 8 3 L H

6 7 8 T A

B a s i e d o m a i n s a r e w e ll k n o w n t o fu n e ti o n s a s

N L s l l 4 J
.

M o t i fs e a n A n a l y s i s (h t t p :

肠 i t s
.

i s b
一 s i b

.

e h )
o f th e

N
一
t e r l l l i n a l d o m a i n s o f P r T P r e v e a le d th a t tw o b a s ic r e -

g io n s
( l

e tt e r in b o l d ) (K R D A L H S FN E EV R K S G R N ) (3 2

一 4 9 a a
) to g e t h e r r e s e m b l e t h e b i P a rt i t e N L S

, e o n s i s ti n g

o f tw o s h o rt s t r e t e h e s o f b a s i c a m i n o a e id s s e P a r a t e d b y

10一2 2 r e s i d u e s ( if g
.

l )
.

Mo r e o v e r ,

t h e r e s u l t fr o m S e a n -

P r o s i te (h t t P : // u s
.

e x P a s y乃gr / e g i
一

b i可 s c a n Pr o s i te )
s h o w s

t h a t th e r e a r e 2 le u e i n e z iP P e r P a t t e r n s i n t h e P rT P :

1
.

LV S D QH K L G S S IE V L K G K Y G K L ( 5 3一 7 4 a a ) :

2
.

L K V V AV G L G Y G FT L L G ST IF SL (4 5 1一4 7 2 a a )
.

P YT P

N u e l e o P l a s m in

P R b

e 一 J u n

P 5 3

3 2 K R D A L H S F N E E V R K S G RN 4 9

5 5 9 K R P AA TK K A G QA K K K K 5 9 5

5 6 l K R SA E G SN P P K P L K K L R 5 7 7

2 59 K RM R N R L A A SK C R K R K 2 7 4

3 OSK R A L P N N T SS SP QPK K K 3 2 1

F ig
.

1
.

Th e b a s l c d o m a l n o f P rT R T w o b a s ic d o m a in s o f P rT P t o g e th e r

r e s e m b l e th e b i P a 「t l t e N LS o f n u c l e o P l a s m in a n d o th e r P r o t e i n s
,

in e lu d
-

i n g PR b
,
e
一

J u n a n d P 5 3
.

I t 15 w e ll k n o w n th a t t h e N
一
t e rm i n a l b a s i e r e g i o n Pl u s

le u e i n e

te YI S t 1C

m a l i ti e s

z iPP e r li k e d o m a i n w a s t h e D N A
一

b i n d in g c h a r a c -

d o m a i n [1 5 }
.

e o n s i d e r i n g th e r e p r o d u e ti v e a b n o r -

o f t h e h o s t c a u s e d b y WO lb a e h ia
,

t h a t P r T P m i g h t P l a y a P o te n t i a l r o le i n

w e s u g g e s t e d

th e i n te r a c t i o n

b e tw e e n 讯〕 l b a e h i a a n d i t s h o s t
.

B y B l a s tP, P rT P s h a r e d a b o u t 2 6% id e n ti t y
,

4 9%
s im i la r i t y t o P h a g e 一er la te d ta i l P r o t e i n X FO7 3 O fr o m Xy

-

le l la fa s ri d i o s a
(
s tr a i n g a s c

) (N P _ 2 9 8 0 2 0
,

N P _ 2 9 9 7 6 0 ) ;

C h仍 e s e S e j e n e e B u lle iht V o l
.

4 7 N o
.
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2 1% i d ent it y, 4 1% s i m i l a ir ty t o eF l s
一

2 Por Ph a g e : s im i l a r

t o o r
fG P r o t e i n i n P h a g e 18 6 fr o m S a lm o n e l la 加 h i

-

m u ir u m LT Z (N Pse 4 6 16 2 5 ): 2 3% i d e n ti t y
,

4 3% s im i l iar yt
t o P u t a it v e b a c et ir o Ph a g e t a i l P r o et i n fr o m Sa lm o n e l la

e n et r i c a s u b明
·

e n te r ic a s e or v a r
yT p h i (N p多5 7 16 7 ) ( if g

.

2 )
.

I t in d i e a et d ht a t ht e o ir g i n o f ht e P rT P m i g h t b e fr o m

b a e et ir o Ph a g e
·

( 11 ) M o l e c u l a r a n a ly s i s o f P rT .P oT d e et mr in e ht e

e o P y n u m b e r o f P rtP ge n e i n d i ffe
r e n t

WO lb a e h i a s tr a i n s ,

S o u th e nr b lo t w a s P e

for mr
e d b y u s i n g ht e fu l l

一

le n g th

D N A s e q u e n e e o f P r tP a s a P r o b e
.

T h e er s u l t s r e v e al e d

th a t t h e g e n o m e o f w兀 e o n t a i n e d t her e D N A fr a gm e n t s

( if g
.

3)
,

b u t t h e fu ll
一

le n ght o f P r tP fr o m w R i e o u l d n o t b e

o b ta in e d
,

ht e b a n d s w iht s

otr
n g s ig n a l r e fl e e et d ht e h o -

m o l o g o u s fr a gme
n t o f P r tP

.

wM e l a n d wM e lC S c o n t a i n e d

a s in g le g e n e c o P y
.

T h e er w a s n o h o m o lo g y d e t e e et d fr o m
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