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ABSTRACT 

Rhizobium etli is a Gram-negative soil bacterium that induces nitrogen-fixing 

nodules on common bean roots (Phaseolus vulgaris). R. etli encodes two genes 

homologous to nodT of R. leguminosarum. nodTch is chromosomal and forms an operon, 

named as rmiRABnodTch, with new genes resembling a multidrug efflux pump of the 

resistance-nodulation-cell division (RND) family. nodTch is the last gene of this operon 

and can also be independently transcribed; the gene product is located in the bacterial outer 

membrane. Cell survival requires nodTch under all conditions tested. A second nodT gene, 

nodTpc, is encoded by plasmid c; nodTpc show a basal transcription level, but does not 

complement the essential function encoded by nodTch. NodT proteins belong to the outer 

membrane efflux proteins of the TolC superfamily. The number of duplications in the tolC 

gene family positively correlates with genome size in Gram-negative bacteria. Nonetheless, 

some alpha-proteobacteria, including R. etli, encode fewer outer membrane factor exporters 

than expected suggesting further roles in addition to detoxification.  

Additionally, we mutagenized rmiRAB, which are cotranscribed with nodTch. No 

differences were observed in these mutants when compared to the wild-type strain neither 

in resistance to multiple drugs nor in the nodulation process. Analysis in silico of cluster 

generated with fourteen amino acids interacting with ligands and extracted from a multiple 

alignment of RND proteins, provide enough information to predict specific ligands in 

proteins of this family. Nonetheless, RmiB (a RND-like protein) was clustered in a group 

of proteins belonging to the Rhizobiaceae group which substrate remains unknown. We 

propose that this group of proteins could interact with specific substrates from the 

rhizospher. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMEN 

Rhizobium etli es una bacteria Gram-negativa del suelo que induce nódulos 

fijadores de nitrógeno en las raíces del fríjol común (). En el genoma de R. etli están 

codificados dos genes homólogos a nodT de R. leguminosarum. nodTch se encuentra 

codificado en el cromosoma y forma un operón con genes que tienen similitud con los 

sistemas de exclusión de diversas drogas de la familia Resistencia-Nodulación-División 

Celular (RND). nodTch es el último gen de este operón, al que hemos llamado 

rmiRABnodTch, y además se puede transcribir en forma independiente. El producto de este 

gen se localiza en la membrana externa. nodTch es requerido para la sobrevivencia celular 

en todas las condiciones en las que lo analizamos. El segundo gen nodT, nodTpc,  está 

codificado en el plásmido c. nodTpc se transcribe con un nivel basal, y al parecer no 

complementa la función esencial observada en nodTch. NodT pertenece a la familia de 

proteínas TolC que son transportadores de membrana externa. El número de duplicaciones 

de la familia de genes tolC correlaciona en forma positiva con el tamaño del genoma en las 

bacterias Gram-negativas. Sin embargo, algunas alfa-proteobacterias donde está incluida R. 

etli, codifican en sus genomas muy pocos exportadores de membrana externa de los que se 

esperan, sugiriendo que el producto de estos genes podría ser más general que simplemente 

participar en transporte.  

Además, mutagenizamos los genes rmiRAB, que se cotranscriben con nodTch. No 

observamos diferencias en resistencia a diversas drogas o en el proceso de nodulación, 

cuando se comparan estas mutantes con la cepa silvestre. Para obtener mayor información, 

realizamos agrupamientos de 14 residuos extraídos de un alineamiento múltiple de 

proteínas RND, los cuales están involucrados en la interacción con ligandos. Estos residuos 

nos dieron suficiente información como para poder predecir  ligandos específicos para 

ciertos grupos de proteínas. Sin embargo, RmiB (que es una proteína tipo RND) fue 

agrupada con proteínas con un ligando desconocido, pero que todas pertenecen al grupo 

Rhizobiaceae. Proponemos que el sustrato específico de estas proteínas podría localizarse 

en la rizósfera. 

 

 



1.- INTRODUCCIÓN  

 

1.1 La interacción simbiótica entre Rhizobiales y leguminosas 

Las bacterias del género rhizobia (Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium  

Rhizobium y Sinorhizobium, colectivamente conocidas como Rhizobium) y las raíces de las 

plantas leguminosas establecen una relación simbiótica que se inicia con un intercambio 

mutuo de señales químicas que se difunden en la rizósfera (32, 42). Las raíces de la planta 

secretan flavonoides que sirven como quimioatrayentes y que además interactúan con las 

proteínas reguladoras bacterianas NodD, las cuales forman parte de la familia de 

reguladores bacterianos LysR. Esta interacción hace que NodD funcione como activador 

transcripcional de los genes de nodulación (nod, nol y noe), uniéndose a elementos 

promotores de la transcripción que son conocidos como cajas de nodulación (cajas nod) 

(31, 33, 43). Estas cajas de nodulación son secuencias reguladoras en cis, altamente 

conservadas y con una longitud de 47 pb (31, 115). Los productos de los genes de 

nodulación se encargan de la síntesis del esqueleto principal de moléculas de naturaleza 

lipoquitooligosacárida conocida como factores Nod (FNs) así como en su posterior 

decoración y secreción. Los FNs, en concentraciones nanomolares, son capaces de inducir 

una serie de respuestas en la planta, que van desde la deformación de los pelos radicales 

hasta la formación de primordios de nódulo (19).  

Los genes de nodulación se han localizado en plásmidos de alto peso molecular 

conocidos como plásmidos simbióticos (pSym), aunque algunos genes nod han sido 

localizados también en cromosoma, como ocurre en la bacteria de crecimiento lento 

Bradyrhizobium japonicum. Las bacterias atrapadas en el ápice del pelo radical penetran a 

través de una invaginación de la membrana plasmática conocida como hilo de infección. 

Finalmente, el microorganismo logra alcanzar la región del nódulo en donde infecta las 

células. Una célula infectada del nódulo puede contener varios miles de microsimbiontes, 

cada uno recubierto de una membrana conocida como membrana peribacteroidal (MPB). 

Esta membrana se deriva de la membrana plasmática, aunque comparte propiedades con la 

membrana vacuolar (101, 129). Una vez en el nódulo, el microsimbionte se diferencia a 

bacteroide, fija el nitrógeno atmosférico en amonio el cual es transferido a la planta que a 



su vez proporciona a la bacteria fuentes de carbono, nutrimentos y un nicho para vivir (Fig. 

1).  

Las Rhizobiales, además de que establecen una interacción simbiótica con plantas 

leguminosas, también deben contender con diversos elementos externos que incluyen 

cambios de pH, estrés oxidativo, presencia de compuestos tóxicos, etc. Esta simbiosis en un 

principio se desarrolla en forma parecida a un proceso infeccioso por lo que la planta al 

inicio activa una respuesta de defensa que finalmente los microsimbiontes logran resistir 

(9).  

 

 

 

 

 
 
 

Fig. 1.- Representación esquemática de la interacción Rhizobium-raíces de leguminosa 

 



1.2 Mecanismos de resistencia a compuestos externos en bacterias Gram-negativas 

Existen diferentes mecanismos por los cuales las bacterias Gram-negativas 

contienden con la presencia de compuestos tóxicos. Anteriormente se creía que uno de los 

principales mecanismos de resistencia a drogas era la baja permeabilidad de la membrana 

externa (78). Sin embargo, actualmente prevalece la idea de que la resistencia intrínseca de 

las bacterias a diferentes compuestos dañinos de naturaleza heterogénea como antibióticos, 

detergentes, solventes o colorantes entre otros (conocidos en general como drogas),  es 

debido a la presencia de bombas de exclusión (78). Los análisis genómicos indican que las 

bacterias tienen una gran cantidad de genes que codifican para probables exportadores de 

drogas. Estos transportadores se han clasificado en 5 familias: MFS (major facilitator 

superfamily), SMR (small multidrug resistance), RND (resistance/nodulation/ cell 

division), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) y ABC (ATP-binding cassette) 

(77, 96) (Fig. 2). Las primeras 3 clases de transportadores son antiportadores H+/droga. 

MATE  es un antiportador Na+/droga (18) y los de la familia ABC utilizan la hidrólisis de 

ATP como fuerza motriz. Los primeros transportadores descritos fueron los antiportadores 

Tetraciclina/H+ de la familia de transportadores MFS, los cuales están codificados en 

plásmidos. La familia MFS es la más grande de los exportadores de drogas, pero la mayoría 

de sus miembros no se expresan en condiciones normales (119). La resistencia propia de las 

bacterias Gram-negativas se atribuye a los exportadores tipo RND, como AcrB y MexB 

(59, 79), mientras que los exportadores tipo MFS son los que mayoritariamente funcionan 

en bacterias Gram-positivas (13, 74, 104). En las células de mamíferos, los transportadores 

más importantes de resistencia a drogas pertenecen a la familia ABC (26), aunque en 

bacterias hay muy pocos ejemplos de este tipo (50, 126). Los transportadores tipo RND 

usualmente funcionan como un complejo tripartita junto a una proteína de fusión a 

membrana (27) y un canal de membrana externa (88) y exportan drogas directamente al 

exterior celular, atravesando el periplasma y usando como fuerza motriz a los protones (76, 

138).  

 



 
Fig. 2.- Representación esquemática de los diferentes tipos de bombas de exclusión de drogas presentes 
en bacterias. OM Membrana externa; PP Periplasma, CM Membrana Citoplásmica. Tomado de (91) 

 

Se ha demostrado que proteínas transportadoras de membrana externa que 

pertenecen a la familia llamada factores de membrana externa  (OMF: Outer membrane 

factor) son capaces de interactuar con la mayoría de los transportadores tipo RND y con 

algunos tipo ABC y MFS, como el caso de TolC de Escherichia coli (81) (Fig. 3). En 

Pseudomonas aeruginosa, la proteína de membrana externa OprM que es un OMF puede 

interactuar a su vez con varios transportadores tipo RND (61, 84, 85). Esto sugiere que las 

proteínas OMF pueden tener funciones adicionales a la exclusión de drogas. Se ha 

demostrado que TolC, además de su papel en el transporte de moléculas tan diversas como 

toxinas (α-hemolisina) o antibióticos (112), también participan en la segregación de 

cromosomas (40). 

Los sustratos exportados por las proteínas tipo RND y sus complejos proteicos 

incluyen compuestos aniónicos, catiónicos, zwiterónicos y neutrales, aunque en su gran 

mayoría son de naturaleza anfifílica, que incluyen antibióticos, colorantes, detergentes, 

metales pesados y solventes (79). Esta familia es la que tiene un mayor rango de 

especificidad de sustratos (79) que la de los exportadores de mamíferos como MDR y 

MRP, que exportan principalmente cationes orgánicos (28) y aniones orgánicos (47), 



respectivamente. Esta amplia especificidad por sustrato se debe principalmente a la 

estructura propia de estos transportadores.  

 

 

 

 
Fig. 3.- Esquema representativo de la multifuncionalidad de TolC al interactuar con diversos sistemas 
de transporte. En este caso se representa su función como exportador de α-hemolisina en conjunto con un 
sistema de transporte tipo ABC (A) y en la resistencia a drogas diversas actuando con transportadores tipo 
RND (B). Tomado de (51) 
 

 

 

 

 



1.3 Modelo de acción del sistema de transporte ternario RND-MFP-OMF 

La estructura tridimensional de AcrB de E. coli, un miembro representativo de las 

proteínas tipo RND, indica que estas proteínas forman homotrímeros y cada subunidad está 

formada por la secuencia de más de 1000 residuos de aminoácidos, con 12 segmentos 

transmembranales y dos grandes horquillas periplásmicas compuestas cada una de 

aproximadamente 300 residuos de aminoácidos lo cual genera una enorme cavidad central. 

La punta de este domino periplásmico trimérico forma un embudo y su borde tiene las 

dimensiones apropiadas para que AcrB pueda interactuar con la punta del barril de hélices 

que tiene TolC. La cavidad central formada por las horquillas periplásmicas es muy amplia 

(35 Å de diámetro) pero el poro central parece estar esencialmente cerrado, o muy estrecho. 

En la unión entre subunidades, a la altura de la parte periplásmica de la bicapa lipídica 

interna, se forma un pequeño agujero llamado vestíbulo, que se dirige hacia la cavidad 

central. La estructura tridimensional cristalizada de AcrB en presencia de drogas, indica 

que diferentes residuos dentro de la cavidad central pueden interactuar con diferentes 

moléculas, lo cual sugiere que esa región tiene un papel preponderante en la selección del 

sustrato. 

Por otro lado, se ha propuesto que los tres componentes de las bombas de exclusión 

de drogas tipo RND se encuentran en forma independiente una de la otra, de tal forma que 

la porina se encuentra unida al peptidoglicano de la membrana externa, mientras que la 

proteína de fusión de membrana (MFP: membrane fusion protein) se encuentra unida a la 

parte superior de la bomba RND pero parcialmente plegada. En presencia del sustrato, la 

conformación de la bomba RND se modifica permitiendo el anclado de la porina OMF por 

medio de la MFP. Cuando el complejo ternario se encuentra unido, se refuerzan estas 

interacciones. Una vez que esto ocurre, los protones son capturados en los pares iónicos 

transmembranales y ocurre una conformación remota acoplada que hace que el poro central 

se abra. Esto es seguido por un transporte activo desde la cavidad central del embudo y 

posteriormente a través del OMF (Fig. 4). 



 
Fig. 4. Esquema representando el proceso mediante el cual las bombas de exclusión de drogas tipo RND 
llevan a cabo su función. Tomado de (71). 
 



2.- ANTECEDENTES 

 

2.1 Rhizobium etli y la secreción de factores de nodulación 

Rhizobium etli CE3 (83, 111) es una bacteria Gram-negativa con seis plásmidos de 

alto peso molecular nombrados a, b, c, d, e y f (17). La mayoría de los genes de nodulación 

en R. etli se han localizado en el plásmido d o pSym (35). En nuestro laboratorio estamos 

interesados en la caracterización de genes que son de importancia para la interacción 

simbiótica que establece esta bacteria con la leguminosa Phaseolus vulgaris. Entre los 

trabajos reportados en este laboratorio se encuentra la descripción de la organización 

genómica de los genes de nodulación comunes nodABC de R. etli (127), la caracterización 

de los transportadores de los factores de nodulación nodIJ  (20, 128) o la identificación del 

gen nodS (130), entre otros. 

El gen nodI codifica para una proteína de 311 aa del tipo ABC, con una predicción 

en su masa molecular de 34.3 kDa. El gen nodJ codifica para una proteína hidrofóbica de 

259 aa, con una probable masa molecular de 27.7 kDa (29). nodIJ han sido localizados en 

las especies rhizobianas estudiadas genéticamente, y parecen no ser indispensables para la 

nodulación (29, 107, 128, 135). NodI está asociada a la membrana citoplásmica interna de 

R. leguminosarum (108) y presenta similitud significativa con KpsT, BexA y CtrD de E. 

coli, Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis, respectivamente. Estas proteínas 

participan en la secreción de polisacáridos capsulares y conservan los sitios de unión a ATP 

, características de la familia de proteínas transportadoras tipo ABC. Por otro lado, NodJ es 

una proteína hidrofóbica transmembranal sin similitud significativa con proteínas 

transmembranales dedicadas al transporte de polisacáridos; sin embargo, su perfil 

hidropático es muy similar al de las proteínas transmembranales KpsM, BexB y CtrC que 

participan, junto con KpsT, BexA y CtrD, respectivamente, en la secreción de compuestos 

(128). nodJ presenta en su extremo amino una secuencia similar al motivo de cierre de 

leucina que podría estar involucrado en la formación del multímero de NodJ o en la 

interacción con otras proteínas. 

 En nuestro laboratorio, por medio de una cinética de secreción de los FNs en R. etli 

se observó que en mutantes nodI o nodJ estos compuestos se detectan en el medio 

extracelular 4 horas después de la inducción de la expresión de los genes nod con 



naringenina cuando en la cepa silvestre ocurre a tiempos tan cortos como una hora (20). 

Resultados similares fueron reportados en R. leguminosarum bv. viciae (116).  Además, los 

FNs se acumulan intracelularmente en las mutantes, reflejando que nodI y nodJ tienen un 

papel relevante en la secreción de esos compuestos. Por otro lado, las mutantes en nodI y 

nodJ de R. etli presentan un retraso en el tiempo de aparición de nódulos, así como una 

reducción en el número que de éstos se forma en la raíz de P. vulgaris.  

 

2.2 Identificación y caracterización molecular de los genes nodT en Rhizobiaceas. 

 El gen nodT fue inicialmente identificado en R. leguminosarum bv. viciae formando 

parte de un operón con los genes nodMN y en R. leguminosarum bv. trifolii con nodABCIJ 

(120). En R. leguminosarum bv. phaseoli este gen fue localizado fuera del plásmido 

simbiótico y no se ha encontrado que esté formando parte de un operón con genes de 

nodulación o que tenga elementos reguladores cercanos parecidos a cajas nod (99). En R. 

leguminosarum bv. trifolii se localizó aproximadamente a 125 nucleótidos después del gen 

nodJ, sin que se observara alguna región de regulación en esa secuencia. En R. 

leguminosarum bv. viciae se localizó un ORF con una similitud a nivel de aminoácidos del 

60% con el producto del gen nodT, aunque en lugar de iniciar con el codón ATG, inicia con 

el codón TTG, el cual ha sido observado como codón de inicio en aproximadamente el 1% 

de los genes bacterianos. Tampoco en esta zona se localizó alguna caja de nodulación u 

otro tipo de regulador transcripcional descrito para este gen. En cambio, se observó una 

región que podría servir como sitio de unión a ribosomas. Mutaciones en nodT de R. 

leguminosarum bv. viciae y R. leguminosarum bv. trifolii no presentan un fenotipo claro en 

el proceso de nodulación y se ha propuesto que esto es probablemente debido a la presencia 

de copias homólogas a nodT presentes en las bacterias estudiadas (las cuales han sido 

localizadas por hibridación tipo Southern). Estas copias no han sido caracterizadas 

funcionalmente y podrían complementar el fenotipo de las mutaciones reportadas 

previamente (120). En el caso de R. leguminosarum  bv. viciae, una mutación en este gen 

no provoca un efecto en la nodulación, pero en R. leguminosarum bv. trifolii cepa TA1, una 

cepa a la cual le falta en forma natural nodT y que nodula a una variedad de tréboles, la 

complementación con nodT le permite nodular un trébol subterráneo llamado Woogenellup, 

sin embargo los autores no discuten cual podría ser la causa de este efecto (56, 57). Por lo 



tanto, el papel de nodT aun es desconocido. Hasta ahora no existen datos publicados en 

donde se obtengan dobles mutantes de los genes nodT en las diferentes Rhizobiales donde 

ha sido descrita la presencia de estos genes (99). 

 NodT tiene un péptido señal de tránsito en el extremo amino terminal, característico 

de las lipoproteínas de membrana externa y muestra similitud hacia el extremo carboxilo 

terminal con dominios conservados en las proteínas de membrana externa  TolC, AprF, 

HlyD y CyaE (100), las cuales están involucradas en el transporte de diversas moléculas. Se 

propuso que NodT podría participar junto con NodI y NodJ en la excreción de FNs (100); 

sin embargo, los experimentos reportados por Spaink et al (116) no apoyan esta idea. 

 Los análisis de secuencia de las proteínas NodT han dado como resultado el 

clasificarlos dentro de la familia de proteínas OMF (outer membrane factors),  la cual está 

formada por genes que se han localizado formando parte de operones que producen 

complejos proteicos encargados de la secreción de diversos compuestos como 

lipopolisacáridos en procariontes Gram-negativos, ácidos teicóicos que están asociados con 

las membranas y las paredes de bacterias Gram-positivas, polisacáridos capsulares y 

exopolisacáridos de bacterias Gram-positivas y negativas, y los lipooligosacáridos 

secretados como moléculas señales por bacterias que forman nódulos en plantas 

leguminosas (133).  

La ubicación de NodT dentro de esta familia se realizó en base al análisis 

filogenético de las secuencias de aminoácidos de NodT comparándolos con los de 

diferentes transportadores de membrana externa (88). Los genes NodT también han sido 

clasificados como pertenecientes a la familia de transportadores TolC (112). 

En el presente trabajo se presenta la identificación de dos copias del gen nodT en R. 

etli CE3. Una copia está localizada en el cromosoma y la otra en el plásmido c (38). El gen 

nodT cromosomal (nodTch), forma un operón con genes que presentan identidad con genes 

que codifican para proteínas de los sistemas de exclusión de diversas drogas tipo RND. 

nodTch, además, se transcribe en forma independiente del operón y esto hace sentido con el 

hecho de que este gen presenta una función esencial para la bacteria. En concordancia con 

los niveles de identidad que presenta con proteínas de la familia OMF, NodTch fue 

localizada en la fracción de membrana externa. Mutaciones en los genes ubicados río arriba 

de nodTch, a los cuales denominamos rmiRAB por razones que se explicarán 



posteriormente, no presentan un fenotipo en nodulación o en resistencia a compuestos 

dañinos (antibióticos, colorantes, detergentes, etc.). Sin embargo, basados en análisis in 

silico de filogenia y de los residuos de interacción de estas proteínas con ligandos, 

proponemos que su función puede estar relacionada con la exclusión de compuestos 

propios de los procesos de interacción planta-microorganismos.   

 Finalmente, el gen nodT de plásmido c (nodTpc) presenta una expresión basal en las 

condiciones en que realizamos los experimentos. La mutación de este gen no presenta un 

fenotipo en la nodulación o en la resistencia a compuestos tóxicos y probablemente no 

complementa funcionalmente a nodTch. 

 



3.- OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar funcionalmente a los genes nodT presentes en Rhizobium etli  

 

 

 

 

 

 

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1) Aislar y secuenciar los loci de nodT en R. etli. 

 

 

2) Analizar la organización transcripcional de los genes nodT. 

 

 

3) Mutagenizar los genes nodT, y en dado caso, aquellos genes con los que se estén co-

transcribiendo, para identificar su posible función. 

 

 

4) Hacer análisis in silico de los genes nodT, así como de los genes con los cuales puedan 

formar operones con el fin de sugerir sus posibles funciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.- MATERIALES Y METODOS 

 

4.1 Cepas bacterianas, plásmidos y condiciones de crecimiento 

 Las cepas bacterianas y los plásmidos usados en este estudio se muestran en la tabla 

1. Las cepas de R. etli se cultivaron en medio de cultivo “Peptone Yeast” (PY) (83) a 30 oC. 

E. coli se cultivó en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) (106) a 37 °C. Los plásmidos se 

mantuvieron en E. coli con antibióticos de selección apropiados: plásmido pBluescript II 

KS(+) (Stratagene), 100 µg/ml ampicilina (Amp); plásmido pRK415 (46), y sus derivados, 

10 µg/ml tetraciclina (Tc); plásmido pJQ200SK (97), y sus derivados, 30 µg/ml 

gentamicina (Gm); 30 µg/ml kanamicina (Km) o 100 µg/ml espectinomicina (Sp). La cepa 

silvestre de R. etli y sus derivadas fueron seleccionadas usando combinaciones apropiadas 

de los siguientes antibióticos: ácido nalidíxico (Nal) 20 µg/ml; estreptomicina (Sm) 100 

µg/ml; Sp100 µg/ml; Km 30 µg/ml; Gm 30 µg/ml o Tc 5 

µg/ml.  

 

4.2 Secuencia nucleotídica y análisis filogenéticos 

La secuencia de nucleótidos del DNA plasmídico o de productos de PCR así como 

el diseño y generación de oligonucleótidos fue realizado en la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología-U.N.A.M usando un secuenciador 

Applied Biosystems Inc. (ABI) modelo 373. Las secuencias de DNA fueron ensambladas y 

procesadas usando la paquetería de los software AbiView y BioEdit. El algoritmo BLAST 

y PSI-BLAST fueron usados para la búsqueda de similitudes con bases de datos de DNA y 

proteínas (5). Las predicciones de secuencias con características de promotores y 

terminadores de transcripción fueron realizadas usando el programa Neural Network 

Promoter Prediction (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) y el programa 

Terminador de la paquetería GCG (15). Los alineamientos de proteínas fueron generados 

usando el algoritmo CLUSTAL X tal y como está implementado por la paquetería del 

mismo nombre y usando los parámetros estándar (121). Los árboles filogenéticos fueron 

generados con la paquetería presentes en PHYLIP (30) y visualizados con el software 

TreeView (86) 

 



4.3 Técnicas de Genética y Biología Molecular 

Los procesamientos de DNA, incluyendo digestiones con endonucleasas de 

restricción, ligaciones, transformaciones y electroforesis en geles de agarosa fueron 

desarrollados como se ha descrito previamente (106). Las endonucleasas de restricción que 

se usaron provenían de de New England Biolabs, Inc., y la ligasa T4 DNA de Roche 

Diagnostics, GmbH, la transcripatasa reversa AMV de Roche Diagnostics, GmbH, y la 

polimerasa Taq Platinum de Invitrogen, Life Technologies, todas fueron usadas de acuerdo 

con las recomendaciones de los proveedores. La extracción de plásmidos de cepas de E. 

coli y DNA genómico de R. etli se realizó por medio de lisis alcalina (106), o usando los 

componentes del Plasmid Midi Kit (Qiagen Inc., Mississauga, Ontario, Canadá) o High 

Pure Plasmid Purification Kit (Boheringer Mannheim Inc, Mannheim). Los fragmentos de 

DNA fueron purificados de los geles de agarosa con los componentes del Geneclean Kit 

(Bio 101, Inc.) y se marcaron radiactivamente con el sistema rediprime II random prime 

labeling system (Amersham Pharmacia Biotech) usando las instrucciones de los 

proveedores. El RNA total fue aislado de cultivos en fase logarítmica de las diferentes 

cepas de R. etli con los componentes del Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen) o con la 

metodología reportada por Chomczynski (23) y tratados con DNAsa libre de RNAsas 

(Roche; 2 U de enzima por µg de RNA, 60 min a 37 °C). Se utilizaron 5 µg de RNA tratado 

con DNasa como templado para reacciones de transcriptasa reversa acoplado a PCR (RT-

PCR) o de “extensión de prímero” usando los reactivos para RT-PCR de Roche o de 

Biolabs. En todos los casos se siguieron los protocolos descritos por los fabricantes.  

 

4.4 Aislamiento de los genes nodTch y nodTpc de Rhizobium etli 

Los genes nodT de R. etli fueron aislados de una librería genómica de esta bacteria 

(44), por medio de hibridación en colonia usando protocolos estandarizados (106). Un 

cósmido conteniendo nodTch fue seleccionado y llamado pLAFRTch; este cósmido fue 

digerido con varias enzimas de restricción. Un fragmento HindIII-BamHI de 2.2 kilo bases 

(kb) con el gen nodTch completo y un fragmento de 7.8 kb NotI llevando la región 

cromosomal completa que incluye además de nodTch, a otros ORFs (que posteriormente se 

describirán), fueron aislados y subclonados en el plásmido pBluescript SK generando los 

plásmidos pHME22 y pHME8, respectivamente. Para clonar a nodTch en un vector de 



expresión, un fragmento de 1.8 kb  XhoI-BamHI derivado del pHME22 fue subclonado en 

el plásmido pRK415 (46) para generar el plásmido pRK415::nodTch (Tabla 1).  

El cósmido que lleva el gen nodTpc fue seleccionado y llamada pLARFTpc. Un 

fragmento EcoRI de 3.7 kb fue subclonado en el pBluescript SK para generar el plásmido 

pHME40 (Tabla 1). 

 

4.5 Intentos de mutagénesis de nodTch  

Para mutagenizar nodTch por remoción de parte del gen en un solo paso de 

recombinación, un fragmento de 934 pb, obtenido por digestión del plásmido pHME22 con 

FspI fue subclonado en el vector suicida pJQ200SK (97) para generar el plásmido pJQ934. 

Este vector fue introducido en E. coli S17.1 para realizar cruzas biparentales con R. etli, sin 

embargo no se obtuvieron transconjugantes. Para obtener una mutante nodTch letal 

condicionada, un fragmento de 1.8 kb XhoI-BamHI llevando el gen nodTch fue subclonado 

en el plásmido pBluescript SK. Un elemento interposon Ω-Km (4) fue introducido en el 

sitio AatII localizado en la región intragénica de nodTch. El gen interrumpido fue 

subclonado en el plásmido pJQ200SK y la construcción resultante, pHMTch::Km, fue 

introducida por cruza biparental en R. etli. Varias recombinantes sencillas fueron 

seleccionadas por resistencia a antibióticos. El plásmido pRK415::nodTch fue usado para 

transformar E. coli  S17.1 para después introducirlo en una de las transconjugantes 

mencionadas por cruza biparental. Una transconjugante seleccionada conteniendo el 

pHMTch::Km integrado en el cromosoma y el plásmido  pRK415::nodTch fue cultivada 

toda la noche. El cultivo se esparció sobre medio PY suplementado con sacarosa al 10% 

(w/v) para seleccionar derivadas donde se hubiera llevado a cabo un proceso de doble 

recombinación. Células merodiploides fueron obtenidas con una frecuencia de 

recombinación de 10-4. De estás células que llevaban el gen nodTch interrumpido por un 

casete de resistencia a Km, y simultáneamente estaban complementadas con el plásmido 

pRK415::nodTch, se seleccionaron 5 para analizarlas por hibridación tipo Southern. 10 de 

ellas fueron crecidas en medio PY sin antibiótico para seleccionar posteriormente clonas 

que se hubieran curado del plásmido pRK415::nodTch.  

 



4.6 Análisis de la estabilidad del plásmido pRK415::nodTch en diferentes fondos 

genéticos de R. etli 

Para analizar la estabilidad de este plásmido en el fondo genómico de la cepa 

mutante en nodTch en comparación con la cepa silvestre, se introdujo el plásmido en la 

cepa silvestre, y se determinó la permanencia del marcador de resistencia a Tc del plásmido 

durante 10 días (aproximadamente 60 generaciones) a intervalos de 1 día (aprox. cada 6 

generaciones). Cultivos en fase estacionaria fueron diluidos en medio fresco sin antibióticos 

de selección a una densidad óptica de 0.05 (600 nm de λ) y crecidas por 6, 12, 18, 24, 30, 

36, 42, 48, 54 y 60 generaciones. De cada uno de estos cultivos se tomó un inóculo que se 

diluyó en forma serial y se esparció en medio sólido para cuantificar el número de células 

en las siguientes condiciones: a) sin antibiótico de selección, b) en la presencia de Nal para 

seleccionar cepas de Rhizobium, c) en Km para seleccionar mutantes en nodTch y d) en Tc 

para seleccionar cepas que llevaran el plásmido pRK415::nodTch. El número de colonias 

obtenidas en cada condición fue cuantificado y los resultados graficados como fracciones 

de unidad tomando como valor 1 a la población total (sin antibiótico de selección). Los 

resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. La presencia 

del plásmido pRK415::nodTch fue confirmada por hibridación tipo Southern.  

 

4.7 Mutagénesis de los genes nodTpc, rmiR, rmiA y rmiB 

Para obtener mutantes en nodTpc, rmiR, rmiA y rmiB, los fragmentos de restricción 

correspondientes (2.2 kb EcoRI-BamHI para nodTpc, 0.8 kb EcoRI para rmiR, 1.2 kb 

HindIII para rmiA y 2.6 kb XhoI para rmiB) obtenidos de los plásmidos pLARFTpc y 

pLAFRTch fueron subclonados independientemente en el plásmido pBluescript SK. Un 

casete de resistencia a Sp flanqueado con elementos Ω (4) fue introducido en cada uno de 

los genes arriba mencionados. Cada uno de los 4 genes interrumpidos fueron subclonados 

en forma independiente en el vector pJQ200SK. Los plásmidos resultantes pHMR::Sp, 

pHMA::Sp, pHMB::Sp o pHMTpc::Sp (Tabla 1) fueron introducidos por transformación en 

E. coli S17.1 y movilizados por conjugación a la cepa silvestre de R. etli. Las 

transconjugantes fueron seleccionadas en medio PY conteniendo Gm y Nal. Las 

transconjugantes fueron seleccionados en medio sólido PY suplementado con 10% (w/v) de 

sacarosa y las doble recombinantes en medio sólido en la presencia de los antibióticos 



apropiados. Para confirmar la interrupción de los genes por los casetes de resistencia a 

antibióticos, se realizaron hibridaciones tipo Southern usando como sondas los genes 

nodTpc y rmiRAB así como el casete de resistencia a Sp. 

 

4.8 Análisis de extensión de prímero (PE), Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

y PCR acoplada a transcriptasa reversa (RT-PCR).  

Las RT-PCR y PCR se hicieron usando pares de prímeros específicos de las 

regiones internas de los genes, diseñados para amplificar las regiones intergénicas de rmiR 

y rmiA (rmiRPCR: 5’GGGACGACAAGGAGACAC 3’ y rmiARTPCR: 5’ 

AGGGCCGAGGAGATGAAC 3’), rmiA y rmiB (rmiAPCR: 

5’AAACCAGTCCCGATGAAG 3’ y rmiBRT-PCR: 5’ GAAATCGACAGCGTGAAG 

3’), rmiB y nodTch (rmiBPCR: 5’ AAGGACCGGATGGAAAGC 3’ y nodTchRT: 5’ 

ATTTCAGGAGGAGCATGA 3’) o de la región que cubre desde el gen nodTch y su 

probable región promotora (nodTchRT: 5’ ATTTCAGGAGGAGCATGA 3’ y 

nodTchprPCR: 5’TTCGGAGTGGGTGTTATT3’). El DNA complementario (cDNA) fue 

obtenido usando transcriptasa reversa del Virus de Mieloblastosis Aviar (AMV Reverse 

Transcriptase) usando los protocolos del proveedor (Roche diagnostics, GmbH). Las 

condiciones de los ciclos de amplificación fueron las siguientes: un ciclo de calentamiento 

a 94 °C por 3 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 52 °C por 45 s, y 72 °C por 45 s seguido por 

una extensión final a 72 °C por 10 min. Los oligonucleótidos nodTchRT y nodTpcPE 

(5’ATTCTTGTGCGAAGCGAC3’) fueron también usados como prímeros en 

experimentos de PE. Los prímeros (2 µM) fueron marcados radiactivamente en una 

reacción de 50 µl (Buffer de Reacción Forward 5X, 10 µl; T4 Polynucleotide Kinase 

(Gibco BRL) 2 µl (20 units); [γ-32P] ATP (10 µCi/µl, 3000 Ci/mmol), 5 µl y agua estéril, 

28 µl). Cada uno de esos prímeros fue usado en reacciones de PE separadas. Los cDNA 

generados fueron separados por co-electroforesis con una escalera de DNA secuencial 

generado a partir de una clona genómica apropiada usando los mismos oligonucléotidos en 

un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6%. 

 

4.9 Pruebas de susceptibilidad a drogas en R. etli y mutantes derivadas 



La susceptibilidad a antibióticos (ampicilina, carbanecilina, cloranfenicol, 

gentamicina, ácido nalidíxico, tetraciclina y kanamicina), detergentes (SDS, sarcosil, Triton 

X-100) y colorantes (bromuro de etidio, acriflavina y naranja de acridina) fue analizada en 

medio de cultivo PY conteniendo diferentes concentraciones de estos compuestos, 

realizando diluciones seriales. También se probó la susceptibilidad a compuestos fenólicos 

de plantas o a flavonoides tales como naringenina, catecol, ácido elágico, ácido gálico y al 

antibiótico vegetal catequina (+). Los datos se presentaron como MIC, que refleja la 

concentración de antibiótico más baja que inhibía el crecimiento celular visible después de 

48 hrs de incubación a 30 °C. Adicionalmente , las susceptibilidades a drogas también 

fueron  determinadas colocando pequeñas piezas de papel Whatmann 3MM embebidas con 

varias concentraciones de drogas colocadas sobre una capa de agar mezclado con una 

suspensión de bacterias (D.O. de 0.1 a 600 nm λ) para observar la formación de halos de 

inhibición.  

 

4.10 Aislamiento de fracciones enriquecidas de membrana externa de R. etli 

Las fracciones enriquecidas con membrana externa de R. etli (66, 95, 109) se 

obtuvieron de la siguiente manera: se creció toda la noche un cultivo bacteriano con los 

antibióticos de selección. El cultivo celular fue centrifugado a 10,000 g por 5 min y 

resuspendido en buffer PBS (pH 7.4), sonicado 2 veces por 30 s (con un ajuste de 3 según 

el sonicador Branson Sonifier 200) y se centrifugó a 10,000 g por 5 min para separar los 

restos celulares. El sobrenadante fue centrifugado a 10,000 g por 1 hr para separar las 

proteínas citosólicas (sobrenadante) de las proteínas de membrana (pastilla). La pastilla fue 

resuspendida en buffer PBS (pH 7.4) en la presencia de Triton X-100 al 2% (v/v) e 

incubada a 37 oC por 1 hr seguido por 1 hr de centrifugación a 10,000 g para separar la 

fracción insoluble (membrana externa) de la fracción soluble (membrana interna y fracción 

periplásmica). Las fracciones purificadas  fueron corridas por electroforesis en SDS-PAGE 

como se ha descrito previamente (106). 

4.11 Análisis de genomas y asignaciones de familias de proteínas 

Los genomas eubacterianos completamente secuenciados disponibles fueron 

tomados del GenBank versión 155.0 (11). De los 270 originalmente tomados, el conjunto a 

analizar se redujo a 166 por eliminación de organismos que compartieron más del 80% de 



proteínas ortólogas. Para asignar cada una de las proteínas a su respectiva familia se usaron 

los modelos Pfam (10) Outer-membrane Exporter Protein (OEP, PF02321), ATP binding-

cassette ABC transporter (PF00005), Major Facilitator Superfamily (MFS, PF07690), y 

familia AcrB/AcrD/AcrF (PF00873) cuyo modelo es el más cercano para las proteínas 

RND. Cada proteína de las 166 bacterias no redundantes fue analizada con estos modelos 

usando HMMER (http://hmmer.wustl.edu/) 

En el caso del modelo OEP, sólo se consideraron aquellas proteínas que tuvieran 2 

dominios OEP como es el caso de las proteínas NodT. 

 

4.12 Correlación entre el tamaño del genoma y familias de proteínas 

Con la participación de Cei Abreu realizamos un análisis con escrituras Perl ad hoc 

usando BioPerl (117), el software gnuplot (http://www.gnuplot.info/) y varios módulos Perl 

(http://www.cpan.org/). El coeficiente de correlación linear Pearson (R) fue calculado con 

el módulo Estadístico:Descriptivo y su valor p fue estimado desarrollando 1,000 

permutaciones de los datos del eje x, calculando la media y la desviación estándar de la 

nueva R, a partir de la cual los valores de z fueron obtenidos. Los valores de z fueron 

convertidos en valores p usando el módulo Estadístico:Descriptivo. 

 

4.13 Metodología para la predicción in silico de los probables ligandos para las 

proteínas RND 

La secuencia de aminoácidos de AcrB de E. coli fue usada como semilla para 

identificar miembros de la familia RND. Se realizó un PSI-BLAST usando un valor de 

corte de 10-5 contra la base de datos no redundante del CGBI. Se obtuvieron 565 proteínas 

de las cuales se seleccionaron sólo 44, en base a que estas habían sido caracterizadas 

funcionalmente con respecto a qué sustratos expulsan. RmiB y ORF2plc de R. etli, así 

como ORF2 de R. leguminosarum bv. viciae fueron incluidas también en este estudio 

debido a nuestro interés en dichas proteínas. 

 Los alineamientos múltiples de secuencia (MSA por sus siglas en inglés)  de 44 

proteínas seleccionadas fueron construidos con el programa Clustal X usando sus 

condiciones normales (121, 122), y fueron editadas manualmente para corregir problemas 

de introducciones de espacios y de secuencias no alineadas. 



 La estructura de AcrB (archivo PDB 1iwg) de E. coli K12 que se ha resuelto a 3.5 

Å, fue utilizada para identificar, y al mismo tiempo extraer los 14 residuos que están 

reportados en la literatura como aquellos que interaccionan con diferentes tipos de droga: 

aquellos que están localizados en la cavidad central y que son: L25, K29, D99, D101, 

V382, A385, F386, F388, F458 y F459 (137) o que están localizados en el poro central, 

entre los que se encuentran: D101, V105, N109, Q112 y P116, que tienen un papel en la 

selección de sustratos y que por su ubicación podrían interaccionar con los compuestos que 

expulsan (70). Estos residuos fueron realineados y analizados por Máxima Parsimonia 

(MP) para generar grupos con estos “péptidos” artificiales. De esta manera, nuestra 

hipótesis predice que los grupos que se formen lo harán en base a la presencia de aquellos 

residuos que tienen mayor probabilidad de interactuar con un ligando dado.  

Con  la colaboración del Dr. E. Pérez-Rueda se evaluó el funcionamiento de la 

predicción de unión a ligando, comparando los agrupamientos realizados por Máxima 

Parsimonia (grupos observado) con sus correspondientes ligandos anotados. Con esto se 

calcularon los siguientes valores: a) verdaderos positivos (VP): grupo de proteínas con al 

menos un ligando en común; b) falsas positivas (FP): proteínas con ligandos diferentes al 

resto del grupo; c) Falsas negativas (FN): proteínas incluidas en un grupo con ligando 

diferente.; d) sensibilidad, Sn= VP/(VP+FN), fracción de proteínas recuperadas del grupo 

inferido;  e) valor de predicción positiva, VPP= VP/(VP+FP), es la fracción de las proteínas 

y ligandos de un grupo inferido en donde concuerda la proteína y el ligando; y f) Precisión, 

P= (Sn+VPP)/2, que es el promedio de VPP y de la Sn. No se utilizó la clásica definición 

de especificidad Sp=VN/(VN+FP) porque el criterio de evaluación se baso en la tasa de 

verdaderas negativas (VN), definidas como aquellas proteínas cuyo ligando no ha sido 

descrito experimentalmente. El número de ligandos es menor que el número de grupos (16) 

y entonces el porcentaje de VN siempre será cercano a 1, lo cual podría influir en la 

tendencia. 

 

4.14 Número de acceso a la secuencia nucleotídica 

Las secuencias nucleotídicas reportadas en esta tesis se enviaron a la base de datos 

GenBank bajo el número de acceso AY786417 para rmiRABnodTch y DQ115788 para 

nodTpc. 
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4.14 Número de acceso a la secuencia nucleotídica 

Las secuencias nucleotídicas reportadas en esta tesis se enviaron a la base de 

datos GenBank bajo el número de acceso AY786417 para rmiRABnodTch y DQ115788 

para nodTpc.

5.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Identificación de los genes nodTch y nodTpc.

Para aislar el gen homólogo a nodT ubicado en el cromosoma de R. etli, se 

identificó y purificó un fragmento NruI de 7.8 kb del cósmido pLAFRTch (38). Este 

fragmento fue subclonado en el plásmido pSK y se generó el plásmido pHME8. La 

secuencia completa de este fragmento revela la presencia de cuatro marcos de lectura 

abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) (Fig. 5A), cada uno precedido por un sitio de 

unión a ribosomas o región Shine-Dalgarno. El ORF1 codifica para una proteína de 182 

aminoácidos (aa) y una masa molecular que se predice de 20.490 kDa. La proteína 

codificada por este ORF tiene una similitud significativa con las proteínas de la familia 

de reguladores transcripcionales tipo TetR, en particular con AmeR (48%) de A. 

tumefaciens, AcrR (25%) de E. coli, MexR (21%) de P. aeruginosa y TtgR (26%) de 

Pseudomonas putida (Fig. 5 C). El ORF2 codifica para una proteína de 403 aa y se 

predice que tendría un peso molecular de 42.312 kDa. Presenta una similitud significativa 

con las lipoproteínas de fusión de membrana que pertenecen a los sistemas de exclusión 

de drogas. Las similitudes más significativas se observan con AmeA (60%) de A.

tumefaciens; AcrA (41%) y AcrE (36%) de E. coli, MexA (39%) y MexC (33%) de P.

aeruginosa,  TtgA (40%), ArpA (37%) y TtgD (34%) de P. putida; y con SmeD (40%) y 

con SmeA (35%) de Stenotrophomonas maltophilia (Fig. 5 C). El ORF3 se predice que 

tiene 1,036 aa y una masa molecular de 110.635 kDa. La similitud más significativa que 

presenta la proteína codificada por este gen se observa con bombas de exclusión de 

drogas diversas, específicamente con aquellas que pertenecen a los transportadores de la 

superfamilia RND, especialmente con AmeB (78%) de A. tumefaciens; AcrB (56%) y 

AcrD (55%) de E. coli; MexB (55%) y MexD (47%) de P. aeruginosa; TtgB (55%) 

ArpB (55%) y TtgE (50%) de P. putida, y con SmeE (51%) y SmeB (50%) de S.
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maltophilia (Fig. 5 C). Finalmente, el ORF4 corresponde al gen que originalmente 

identificamos como nodT de R. etli (38). Se predice que la proteína codificada por este 

ORF tiene 483 aa y un peso molecular de 50.822 kDa. Como se esperaba, las similitudes 

más altas se presentaron con las proteínas NodT reportadas en las diferentes cepas de 

Rhizobium: NodT de R. leguminosarum bv. phaseoli (89%), NodT de R. leguminosarum 

bv. trifolii  (66%) y NodT de R. leguminosarum bv. viciae (64%).  En A. tumefaciens, que 

es un patógeno de plantas relacionado cercanamente a Rhizobium, se ha descrito AmeC 

que presenta también una similitud alta con el ORF4 (61%). También se observa 

similitud con proteínas o lipoproteínas de membrana externa como TolC (21%) de E. 

coli, OprJ (32%), OprN (30%) y OprM (29%) de P. aeruginosa; TtgC (29%), TtgF 

(29%), y ArpC (29%) de P. putida, así como SmeF (28%) y SmeC (25%) de S.

maltophilia que tienen una función en el transporte de compuestos (Fig. 5 C). El análisis 

de la secuencia nucleotídica en las regiones intergénicas de los ORF1, 2, 3 y 4 no 

revelaron la presencia de regiones terminadoras de la transcripción, excepto en la región 

ubicada río abajo del ORF4, lo cual sugiere que estos ORF’s podrían estar formando un 

operón. Basados en los niveles de similitud encontrados para cada uno de los ORF de R. 

etli antes descritos, decidimos llamarlos rmiR, rmiA, rmiB (Rhizobium multidrug identity)

y nodTch (nodT chromosome) 

 Previamente, se describió en nuestro laboratorio (38) un fragmento EcoRI de 4 kb 

aislado del cósmido pLAFRTpc que lleva una región del plásmido c de R. etli de aprox. 

20 kb que hibridó con una sonda nodT heteróloga. Dentro de este fragmento se localizan 

tres ORF’s orientados en la misma dirección. ORF1 y 2 presentan similitud con CpxR 

(40%) y CpxA (33%), respectivamente (Fig. 5B). CpxAR forman un sistema de 

transducción de señales de dos componentes el cual responde a choque térmico u 

osmótico en E. coli (25, 67, 68) (Fig. 5B). El ORF3 codifica para una proteína de 483 aa 

y 50.822 kDa. La proteína codificada por este ORF presenta similitud significativa con 

NodT de R. leguminosarum bv. phaseoli (61%), R. leguminosarum bv. trifolii (55%), R.

leguminosarum bv. viciae (55%) y con AmeC de A. tumefaciens (56%). También se 

observó similitud con TolC (21%) de E. coli, OprJ (34%), OprN (30%) y OprM (30%) de 

P. aeruginosa; TtgC (28%), TtgF (28%) y ArpC (28%) de P. putida, así como con SmeF 
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(26%) y SmeC (26%) de S. maltophilia (Fig. 5 C). Basados en el análisis de la secuencia, 

el ORF3 ubicado en el plásmido c fue nombrado nodTpc (nodT de plásmido c). 

Fig. 5.- Organización genética y mapas de restricción de las regiones rmiRABnodTch y nodTpc de 
Rhizobium etli. (a) Mapa de restricción de un fragmento de DNA de 7,820 pb de una región cromosomal 
de R. etli conteniendo los ORF’s indicados. (b) Mapa de restricción de fragmento de DNA de 3,703 pb 
correspondiente al plásmido c de R. etli que lleva una copia de nodT (nodTpc). Las flechas indican 
predicción de marcos de lectura abierta. Las cabezas de flecha indican sitios de interrupción por casetes de 
resistencia a Sp o Km en las mutantes rmi y nodTch de R. etli. RBS= Probables sitios de unión a ribosoma
(c) Descripción molecular de posibles proteínas codificadas por rmiRABnodTch y nodTpc. Las abreviaturas 
de los microorganismos son: At, Agrobacterium tumefaciens; Pa, Pseudomonas aeruginosa; Pp, 
Pseudomonas putida; Ec, Escherichia coli; Sm, Stenotrophomonas maltophilia; Rl Rhizobium 
leguminosarum biovar ph: phaseoli, tr: trifolii, vi: viciae. Los números de acceso a GeneBank se indican: 
AmeR AmeABC (AF232237), AmrR AmrAB (AF072887), TtgR (AF238479) TtgABC (AF031417), 
TtgDEF (AFY19106), ArpABC (AF183959), SmeRSABC (AF173226),  SmeDEF (AJ252200), MexRAB-
OprM (L11616); MexCD-OprJ (U57969); AcrAB (AE000152); NodTtrifolii (P24145); NodTviciae 
(P15727); NodTphaseoli (PD466172). a Masa Molecular expresada en Daltons. b Como se predice con PSI-
BLAST. B: BamHI, E: EcoRI, H: HindIII, N: NotI X: XhoI
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Con la finalidad de explorar las características de los homólogos a NodT, 

realizamos un alineamiento múltiple entre estas proteínas (Fig. 6A). Sin el uso de 

algoritmos especializados, a lo largo de la secuencia se observan varios aminoácidos 

conservados. En el extremo amino terminal se observaba la presencia de un péptido señal 

de tránsito característico de las proteínas de membrana externa.  También se observan 3 

regiones muy conservadas a lo largo de toda la secuencia (residuos 140-160; 282-302 y 

344-364) (Fig. 6A). Previamente se había reportado que estos dominios se encuentran 

conservados en proteínas NodT así como en proteínas transportadoras de membrana 

externa, como TolC, AprF, HlyD y CyaE (100) que son transportadores de péptidos 

pequeños (Fig. 6A). Los niveles de identidad, usando la matriz BLOSUM62, son 

relativamente altos con un promedio de 68% de identidad (Fig. 6B). Las proteínas con 

mayor identidad son NodTch de R. etli, NodT de R. leguminosarum bv. phaseoli y ORF4 

de R. leguminosarum bv. viciae con un promedio de 90% de identidad (Fig. 6B). Estas 

proteínas están codificadas por genes ubicados en cromosomas. Las proteínas NodT 

codificadas en los plásmidos de R. etli (nodTpc), R. leguminosarum bv. viciae y R. 

leguminosarum bv. trifolii presentan un promedio de identidad del 61% entre ellas (Fig. 

6B). La proteína más divergentes es AmeC que está localizada en A. tumefaciens y la 

cual presentó un promedio de 56% de identidad con los NodT (Fig. 6B). Con este 

resultado concluimos que los genes nodT ubicados en cromosoma están más conservados 

que los de plásmido, los cuales pueden estar sometidas con mayor facilidad a una 

transferencia horizontal. AmeC presenta una mayor similitud con los NodT codificados 

en genes cromosómicos (58% de identidad) que con los codificados por genes ubicados 

en plásmidos (53% de identidad) (Fig. 6B), lo cual sugiere que ameC podría ser el 

ortólogo de nodTch.
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B

Fig. 6.- Conservación de los genes nodT presentes en Rhizobiales  
A) Alineamiento múltiple de los genes nodT presentes en Rhizobiales. Clustal Co: Secuencia consenso 
generado con el programa ClustalX. El péptido señal de tránsito y los dominios conservados están 
subrayados. B) Tabla de identidades de los genes nodT calculada con la matriz de substitución BLOSUM62 
usado por el programa Bioedit. 
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Para analizar la presencia de dominios en NodT y compararlos con otras proteínas de 

la familia TolC, procedimos a realizar una búsqueda de dominios con el programa 

MEME/MAST disponible en la red (http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html). Usando 43 

secuencias de proteínas de esta familia, incluyendo a los NodT,  requerimos al programa 

que hiciera una búsqueda de 10 dominios como máximo. El valor combinado de p 

(probabilidad de que un dominio se localice al azar) más bajo fue de 2.69e-12 (una lipasa 

de Helicobacter pylori) y el mayor fue de 3.96e-149 (CusC de E. coli). En el grupo de 

proteínas NodT se localizaron 10 dominios, mientras que las proteínas que se encargan 

del transporte de diversas drogas como MtrE, OprM, AdeC, OpmD, OprN y OpcM, entre 

otras, presentan 9 dominios (Fig. 7). Solo SrpC, una proteína transportadora de 

membrana externa P. putida que está involucrada con la resistencia a solventes y 

antibióticos (49), presenta los 10 dominios, lo cual sugiere que esta proteína puede tener 

una función similar a NodT o que NodT pudiera estar involucrada con el transporte de 

diversa drogas. Sin embargo, se requieren experimentos adicionales para corroborar esta 

hipótesis. La búsqueda de este dominio usando la matriz de valores de posición específica 

generada con MEME, en la base de datos SwissProt o en la de péptidos no redundantes 

ligados a MAST, dio como resultado a las proteínas NodT, AmeC, SrpC y otras 

hipotéticas (datos no mostrados). Con esto concluimos que NodT se diferencia del resto 

de las proteínas de la familia TolC por la presencia de un solo dominio (dominio 7) 

localizado en la región media, el cual pudiera tener un papel importante en la nodulación 

o en algún proceso común de las bacterias del grupo Rhizobiaceae. 
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Fig. 7.- Presencia de dominios conservados en diferentes proteínas de la familia 
TolC. Basados en la información disponible hasta el momento de la familia NodT/TolC, se aislaron 43 
secuencias de esta familia, incluyendo los genes que nosotros reportamos y homólogos localizados en las 
bases de datos de especies pertenecientes al grupo Rhizobiaceae. Estas secuencias fueron usadas para una 
búsqueda de dominios (regiones muy conservadas) con el programa MEME/MAST disponible en línea 
solicitando que encontrara como máximo 10 dominios. El nombre de la proteína se muestra tal y como se 
conoce. Abreviaturas: Abauma (Acinetobacter baumannii); Aeutrhophus (Alcaligenes eutrophus); Atume 
(Agrobacterium tumefaciens); Bcepaciae (Burkholderia cepacia); Bpseudomallei (Burkholderia 

pseudomallei); Ccrescentus (Caulobacter crescentus); Cjejun (Campylobacter jejuni); Ecoli (Escherichia 
coli); Hinfluenzae (Haemophilus influenzae); Hpylori (Helicobacter pylori); Lpneumophila (Legionella 

pneumophila); Mloti (Mesorhizobium loti); Nmeningitidis (Neisseria meningitidis); Paeru (Pseudomonas 

aeruginosa); Pbrassicacearum (Pseudomonas brassicacearum); Pchlororaphis (Pseudomonas 
chlororaphis); Pfluorescens (Pseudomonas fluorescens); Pputi (Pseudomonas putida); Pstutz 
(Pseudomonas stutzeri); Retli (Rhizobium etli); Rlegp (R. leguminosarum bv. phaseoli); Rlegt (Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii); Rlegviciae (Rhizobium leguminosarum bv. viciae); Smeli (Sinorhizobium 
meliloti); Smaltophilia (Stenotrophomonas maltophilia) y Styphimurium (Salmonella typhimurium). 
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5.2 nodTch tiene una función esencial en R. etli

 Con el fin de caracterizar funcionalmente a los genes nodT en R. etli, se procedió 

a mutagenizar ambos genes. Para obtener una mutante con interrupción del gen nodTch

en un evento de recombinación sencilla, un fragmento FspI de 934 pb que lleva una 

región interna de nodTch se clonó en el vector pJQ200SK (el cual es resistente a 

Gentamicina [Gm] y lleva el gen sacB que se induce en presencia de sacarosa y cuyo 

producto es tóxico en bacterias Gram-negativas), generando el plásmido pJQ934 

(Material y Métodos). Este vector fue introducido por transformación en E. coli S17-1 

para posteriormente transferirlo a R. etli por conjugación biparental. La selección de las 

posibles recombinantes fue hecha con Gm. Este experimento fue repetido al menos 6 

veces y en ningún caso se obtuvieron colonias resistentes a Gm, lo cual sugiere 

fuertemente que nodTch tiene un papel en la sobrevivencia en R. etli. Posteriormente 

intentamos interrumpir el gen nodTch con un enfoque similar, ahora con un casete de 

resistencia a Km. Para esto, el fragmento de 2.2 kb EcoRI-BamHI que lleva el gen 

nodTch completo se interrumpió con un casete de resistencia a Km y se subclonó el 

fragmento completo en el vector pJQ200SK para generar el plásmido pHMETch::Km 

(Material y Métodos). Esta construcción se introdujo por transformación en E. coli S17.1 

y posteriormente se transfirió a R. etli por conjugación biparental. Se obtuvieron 

recombinantes sencillas (Gmr, Kmr, Nalr) con una frecuencia de 10-4. Para iniciar el 

proceso de seleccionar a una doble recombinante, una sola colonia fue crecida toda la 

noche en medio de cultivo líquido sin presión selectiva. Posteriormente se hicieron 

diluciones seriales y se tomaron 100 l para esparcirlos en placas de medio con agar en 

presencia de 5 ó 10% de sacarosa con o sin antibiótico de selección (Gm). En todos los 

casos, la frecuencia de colonias resistentes a sacarosa y Km observadas fue de 10-5. Al 

analizar el crecimiento de estas colonias (aproximadamente 300) con marcadores de 

resistencia, el 100% de ellas resultaron ser Gmr, indicando que al menos la parte del 

vector pJQ200SK que confiere la resistencia a Gm aún se mantenía en esas colonias. Al 

analizar el DNA de estas colonias por medio de una hibridación tipo Southern, se observó 

que el gen nodTch permanecía intacto, lo cual refuerza la idea de que este gen tiene un 

papel esencial en las condiciones en que realizamos nuestros ensayos. 
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La única forma en que fue posible interrumpir a nodTch con un casete de 

resistencia a un antibiótico (en este caso Km), fue cuando las células llevaban in trans

una copia de nodTch intacta. Para generar esta mutante condicional, un fragmento de 1.8 

kb BamHI-HindIII que lleva el gen nodTch fue clonado bajo el control del promotor plac

en el plásmido pRK415, generando el plásmido pRK415::nodTch. Este plásmido se usó 

para transformar E. coli S-17.1 y, posteriormente, introducirlo por conjugación biparental 

en una cepa de R. etli que previamente adquirió por conjugación y recombinación sencilla 

el plásmido pHMETch::Km. Después de la complementación con el plásmido  

pRK415::nodTch, la nueva cepa se creció en medio líquido y se esparció en medio sólido 

con sacarosa (5%) para seleccionar  colonias doble recombinantes. En este caso, la 

frecuencia de recombinación observada fue de 10-4. Los análisis del DNA genómico de 

18 presuntas colonias doble recombinantes indicaron que el 100% de los eventos 

ocurrieron en el gen nodTch ubicado en el cromosoma y no en la copia que complementa 

in trans (datos no mostrados). Este resultado muestra al mismo tiempo que es poco 

probable que la letalidad observada al tratar de interrumpir a nodTch se deba a un efecto 

polar sobre genes localizados río abajo de nodTch, ya que con sólo introducir este gen en 

un vector de expresión es posible revertir el efecto de letalidad observada en una 

mutación en nodTch.

En el siguiente paso intentamos obtener una cepa curada del plásmido que 

complementa la mutación de nodTch. Para esto, cinco colonias fueron crecidas por 

separado en medio líquido sin antibiótico de selección por varios ciclos de generación y 

la población fue esparcida en medio sólido con o sin antibióticos de selección. De cada 

población se eligieron 100 colonias para crecerlas en medio sólido buscando colonias que 

fueran Tc sensibles, indicador de que habían perdido el plásmido pRK415::nodTch.  Sin 

embargo, ninguna colonia perdió el plásmido que complementa a la mutación en nodTch

(datos no mostrados). También se analizó la estabilidad de este plásmido introduciéndolo 

en la cepa silvestre de R. etli para compararla con la cepa mutante nodTch::Km 

complementada con el plásmido. Ambas cepas fueron crecidas en medio líquido sin 

antibiótico de selección por varias generaciones y cada 6 ciclos de generación se tomó 

una alícuota del cultivo para seleccionar a la población en medios sólidos con antibióticos 

que permitieran observar qué fracción de la población había perdido el plásmido 
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pRK415::nodTch. El resultado que se observó es que el plásmido pRK415::nodTch se va 

perdiendo en la cepa silvestre conforme va pasando el tiempo de generación en que crece 

la bacteria sin antibiótico de selección (Fig. 8A). Sin embargo, en la cepa que lleva 

interrumpido el gen nodTch, el plásmido pRK415::nodTch se mantuvo en el 100% de la 

población (Fig. 8B). Este experimento se corroboró seleccionando 18 colonias al final del 

experimento y extrayendo su DNA genómico para analizar la presencia del plásmido por 

medio de hibridación tipo Southern.  

Fig. 8. – Análisis de la estabilidad del plásmido pRK415::nodTch en la cepa silvestre de R. etli y en la 
mutante nodTch::Km complementada con pRK415::nodTch en R. etli. Se muestra mediante barras la 
población bacteriana resistente a diferentes antibióticos crecidas en medio líquido sin presión selectiva 
(antibiótico Tc) durante 10 días. Se observa la herencia del plásmido pRK415::nodTch en la cepa silvestre 
de R. etli (A) y en la cepa de R. etli mutada en nodTch::Km previamente complementada con el mismo 
plásmido (B). PY.- Medio de crecimiento sin antibióticos para seleccionar la población total; o con Nal 
(Ácido Nalidíxico) para seleccionar la población de R. etli; Km (Kanamicina), o Tc (Tetraciclina).  
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La incapacidad de obtener una mutación en el gen nodTch a menos que estuviera 

presente un gen nodTch silvestre y el no poder curar el plásmido pRK415::nodTch en una 

cepa mutada en nodTch a pesar de ser inestable en la cepa silvestre, nos permite proponer 

que nodTch es un gen esencial para R. etli. Debo señalar que en el transcurso de este 

trabajo no realizamos una complementación con el gen nodTpc clonado en el vector 

pRK415. Sin embargo, dado que nuestros datos indicaban que nodTpc se transcribía en 

forma basal, consideramos que no era necesario llevar a cabo este experimento.  

En contraste a nodTch, nodTpc fue mutagenizado fácilmente por la interrupción 

del gen con un casete de resistencia a Sp usando una metodología similar a la descrita 

arriba, sin necesidad de complementar previamente con el gen nodTpc in trans. En base a 

estos datos, concluimos que nodTpc no es un gen esencial para R. etli. El fenotipo de la 

mutante fue analizado durante el proceso de nodulación, y determinando si era más 

sensible a la presencia de diversos compuestos dañinos tales como antibióticos, 

detergentes, colorantes, etc. No se observaron diferencias entre la mutante y la cepa 

silvestre en ninguno de los ensayos llevados a cabo. Esto sugiere que sin importar el 

grado de similitud observado entre nodTpc y nodTch, nodTpc no complementa la función 

esencial codificada por nodTch pero al mismo tiempo no podemos excluir la posibilidad 

de que nodTch pueda complementar algunas de las funciones de nodTpc. Ante la 

incapacidad de obtener una doble mutante nodTch/nodTpc, no se puede definir si ambos 

genes son funcionalmente homólogos o no. 

Por otro lado, se analizaron las velocidades de crecimiento tanto de la mutante 

nodTch complementada como la mutante en nodTpc, comparándolas contra la cepa 

silvestre. Las curvas de crecimiento no mostraron diferencias cuando se midió el 

crecimiento de estas cepas en medio PY o en medio mínimo (datos no mostrados). En 

estos ensayos se midió tanto la densidad óptica con un espectrofotómetro como los 

miligramos de proteína/mililitro.  

Dentro de las proteínas analizadas con MEME/MAST anteriormente, que puedan 

tener una función esencial están HI1462 de Haemophilus influenzae que tiene un papel en 

la resistencia a diversas drogas según reportes recientes (123), y que por muchos años fue 

considerado un gen esencial (3). Otro caso es OpmD, ya que mutaciones en opmD de P.

aeruginosa provocan problemas de crecimiento (1, 2).  En ambos casos, estas proteínas 
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presentan la misma disposición de dominios que los NodT. Sin embargo, también les 

falta el dominio 7 que describimos anteriormente, lo que sugiere que éste dominio no es 

el responsable del papel esencial observado en NodTch.   

Está demostrado que la duplicación de genes es la fuente primaria de nuevos 

genes. Los genes duplicados que son establemente preservados en los genomas 

usualmente tienen funciones divergentes (37). Un escenario probable ante los resultados 

arriba descritos, es que una vez que ocurrió la duplicación del gen ancestral nodT, los 

genes duplicados sean más susceptibles a adquirir mutaciones y dividir sus actividades en 

comparación con el gen ancestral. Posteriormente, uno de los genes retiene la función 

ancestral mientras que el otro adquiere nuevas funciones. Esta hipótesis tendría que ser 

explorada posteriormente en forma experimental. 

5.3 Posibles homólogos de los genes nodT se localizan en diferentes aislados 

geográficos de R. etli así como en R. tropici

 Con la finalidad de ver la conservación de nodT en R. etli se procedió a realizar 

experimentos tipo Southern usando como sonda nodTch o nodTpc sobre DNA genómico 

digerido con EcoRI de diferentes aislados geográficos de R. etli, así como de R. tropici,

otro simbionte de P. vulgaris (65). Como control positivo se utilizó además DNA 

genómico de R. leguminosarum bv. viciae, una de las bacterias de donde originalmente se 

aislaron los genes nodT (120). Como se observa en la Fig. 9A, la hibridación con el gen 

nodTch dio una fuerte señal en el DNA genómico de R. etli CE3 a la altura de un 

fragmento EcoRI de 7.7 kb que corresponde al tamaño de la región de nodTch y una 

señal más tenue en un fragmento EcoRI de 4 kb que corresponde al tamaño de la región 

de nodTpc. En R. leguminosarum bv. viciae se observan tres señales que corresponden a 

una de las copias completas y a otra copia que se fragmenta en dos debido a un sitio de 

restricción EcoRI interno. En R. tropici es posible observar un único fragmento de 

aproximadamente 6 kb, sugiriendo la presencia de un único homólogo a nodT en este 

organismo. Con respecto a los diferentes aislados geográficos de R. etli se observan 

generalmente 2 fragmentos con diferentes intensidades y distintos tamaños con respecto a 

R. etli CE3. El único caso en el que se observó un fragmento de 7.7 kb fue en R. etli

VIKING aunque en esta cepa no se observa ningún fragmento adicional. Existe una señal 
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conservada de aproximadamente 3 kb en R. etli Nitragin, KIM5, F14, CFNI y Brasil 

aunque en estos aislados geográficos también se observa una señal de aproximadamente 6 

kb excepto en R. etli Brasil y CFNI donde sólo se observa la señal de 3 kb. Esto podría 

indicar que una de las copias se ha perdido en estos aislados geográficos o se ha ganado 

en otros y dado nuestros resultados es posible especular que ésta copia podría ser la 

ubicada en el plásmido c. Resultados similares se observaron cuando se usó como sonda 

a nodTpc, aunque por razones obvias en R. etli CE3 la señal a la altura de 4 kb es más 

intensa que la de 7.7 kb (Fig. 9B). Con esta sonda el patrón de bandas que se observó es 

similar al que se observó con nodTch, aunque las señales más débiles detectadas con 

nodTch eran difíciles de observar cuando se usó como sonda nodTpc, probablemente 

debido a que este gen presenta la identidad más baja entre todos los genes nodT (59%, 

Fig. 5 C). Sin embargo, en R. etli TAL812 se observa una señal muy intensa de 4 kb y en 

vez de una de 7.7 kb, se observa una señal de alrededor de 2.9 kb. Cuando se usa como 

sonda nodTch, la intensidad de las señales se invierte. Esto sugiere que en R. etli TAL812

nodTpc está conservado y que el locus nodTch de 7.7 kb adquirió un fragmento EcoRI.

Con los resultados combinados de la presencia de las señales de hibridación y sus 

intensidades, concluimos que es muy posible que nodTch se encuentre conservado en los 

diferentes aislados geográficos de R. etli, aunque existen polimorfismos de estos loci 

dependiendo de la cepa. También se identificó un homólogo a nodT en R. tropici y dos 

homólogos en R. leguminosarum bv. viciae como se esperaba. Además, nodTpc solo está 

conservado en R. etli CE3 y en R. etli TAL812. Para corroborar esto se requiere aislar y 

secuenciar los genes de los diferentes aislados geográficos para analizar directamente su 

secuencia. El que solo se conserve nodTpc en un aislado geográfico además de R. etli

CE3, sugiere que este gen es dispensable del genoma bacteriano. Debido a su 

localización en plásmido,  la posibilidad de que esta copia pueda haberse ganado o 

perdido por transferencia horizontal en cualquiera de las cepas es muy alta. Por otro lado, 

el bajo número de copias de nodT en los diferentes aislados geográficos sugiere que en 

los organismos en donde sólo se detecta una copia, este gen también podría tener una 

función esencial tal y como observamos con la cepa R. etli CE3. 
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A

nodTch

B

nodTpc

Fig. 9.- Genes homólogos a nodT se encuentran conservados en diferentes aislados de R. etli y en R.

tropici

Hibridación tipo Southern sobre DNA genómico de diferentes aislados geográficos de Rhizobium etli
digerido con EcoRI, así como de otras especies de Rhizobium como se indica. Se usaron como sondas 
fragmentos radiomarcados con 32P de 1.8 kb que lleva el gen nodTch (A) o de 4 kb que lleva el gen nodTpc

(B). Los números a la derecha indican el peso molecular en kilobases. 
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5.4 Análisis transcripcional de los genes rmiRABnodTch y nodTpc

Debido a que no se encontraron estructuras propias de los terminadores de la 

transcripción tipo Rho-independiente (113) usando el programa Terminator (15, 16), ni se 

observaron secuencias con características de los terminadores Rho-dependiente dentro de 

las secuencias intergénicas entre rmiR, rmiA, rmiB y nodTch, se sugiere que podrían 

formar un operón. Sin embargo, río abajo de nodTch se observa una secuencia con 

características de un terminador de la transcripción tipo Rho-independiente 

(GAATACGAACCCCGCGATCGCCTCGCGGGTTTTTTC), lo que sugiere que es el 

último gen del posible operón. 

Para definir la organización transcripcional de rmiRAB y nodTch, realizamos RT-

PCRs de las regiones intergénicas entre rmiR y rmiA, rmiA y rmiB, así como rmiB y 

nodTch, usando oligonucleótidos específicos diseñados de esas regiones. En cada uno de 

los casos se obtuvieron productos de RT-PCRs que correspondían al tamaño esperado 

(Fig. 10). Esto nos indica que rmiR, rmiAB y nodTch forman un operón. Es interesante 

observar que el análisis de la secuencia proteica sugiere que RmiR podría ser el regulador 

de este operón. El hecho de que RmiR forme parte del mismo operón con rmiABnodTch 

puede ser un caso raro pero no único. En general los genes codificando para proteínas 

reguladoras no están agrupados en el mismo operón con los genes estructurales, sin 

embargo en B. japonicum se reportó que ragABrpoH3ragCD forma un solo operón que 

se transcribe desde el promotor ubicado río arriba de ragA (53), y se observó que RagAB 

son miembros de un sistema regulador de dos componentes, en tanto que RpoH3 es un 

factor transcripcional tipo sigma32 y RagCD son proteínas con similitud a las familias de 

transportadores RND y MFP. Además, VarR de Streptomyces virginiae muestra 

homología con  los represores de la familia TetR y regula la transcripción de varS, que 

codifica para el transportador específico de virginiamicina S. En este caso, varR se

cotranscribe con varS que está ubicado río arriba, formado un transcrito de 2.4 kb (73).
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Fig. 10.- Análisis de RT-PCR indican que rmiR, rmiA, rmiB y nodTch forman un operón. 
Productos de RT-PCR obtenidos con los pares de prímeros rmiRPCR/rmiART, rmiPCR/rmiBRT y 
rmiBPCR/nodTchRT indican la cotranscripción de rmiR y rmiA, rmiA y rmiB así como rmiB y nodTch, 

respectivamente. Los cDNAs usados como templados fueron obtenidos con reacciones de transcriptasa 
reversa (RT) usando RNA total de R. etli CE3. También se muestran las reacciones control sin RT (RT-) o 
llevando como templado el plásmido pHME8 con la región completa rmiRABCnodTch (DNA). Los 
números indican los tamaños esperados/observados de los fragmentos obtenidos por PCR en pb. 

Previamente obtuvimos mutaciones de los genes rmiRAB interrumpiéndolos por 

separado con un casete de resistencia a Km con elementos omega en cada uno de sus 

extremos (ver abajo) sin que hubiera un efecto polar sobre la expresión de nodTch, ya que 

estas mutaciones no fueron letales. Esto sugirió que, además de estar formando un operón 

con los genes rmiRAB, nodTch podría transcribirse en forma independiente. Para probar 

esta hipótesis, se hizo un RT-PCR con RNA extraído de la cepa silvestre y de la cepa 

mutada en rmiB, usando como cebadores oligonucleótidos para amplificar la región final 

de rmiB y el principio de nodTch o sólo una región correspondiente a nodTch.  Al usar 

RNA de la cepa silvestre se puede observar la amplificación de productos de 519 pb y de 

174 pb correspondientes a la región ubicada entre rmiB y nodTch o solamente a la región 

de nodTch, respectivamente, pero en la cepa mutada en rmiB se observa un solo producto 

que corresponde a la región de nodTch (Fig. 11a). Esto demuestra que, además de 

cotranscribirse con rmiRAB, nodTch puede ser expresado a partir de una región 

promotora ubicada entre rmiB y nodTch. Los mismos resultados se observaron con las 

mutantes en rmiR y rmiA.

Con el objetivo de corroborar que nodTch se puede transcribir en forma 

independiente de todo el operón, se realizaron ensayos de extensión del cebador. Los 

resultados obtenidos muestran la presencia de un sitio de inicio de la transcripción para 

nodTch ubicado a 106 pb del codón de inicio propuesto para este gen (Fig. 11b). 
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Mediante el uso del programa de predicción de secuencias promotoras NNPP se 

identificó un probable promotor tipo 70 ubicado río arriba del sitio de inicio de la 

transcripción localizado. Estos resultados indican que nodTch tiene una expresión basal 

independiente del operón completo. Estos datos son congruentes con el hecho de que 

nodTch tuviese una función esencial. El hecho de que nodTch pueda cotranscribirse con 

el operón completo rmiRABnodTch sugiere que NodTch podría estar interactuando en la 

bacteria junto con RmiA y RmiB como un complejo tripartito tipo RND. Sin embargo, el 

que además pueda transcribirse en forma independiente, abre la posibilidad de que por sí 

solo tenga una función como proteína de membrana externa sin interactuar con otras 

proteínas o formando complejos con otras proteínas que no sean tipo RmiAB, tal y como 

lo hacen TolC de E. coli y OprM de P. aeruginosa (52, 131, 138). 

Por otro lado, se realizaron análisis de RT-PCR con cebadores que amplifican la 

región intergénica entre el final del ORF2 y el principio de nodTpc en el plásmido c. Los 

datos indican que nodTpc no se transcribe junto con los ORF’s localizados río arriba, y 

que muy probablemente esté formando una unidad transcripcional independiente (datos 

no mostrados). Los análisis de extensión del cebador mostraron que este gen presenta un 

sitio de inicio de la transcripción localizado 28 bp río arriba del codón de inicio GUG 

predicho para este gen y que tiene una expresión basal en las condiciones de crecimiento 

usadas en este trabajo (Fig. 11c). Estos datos indican indirectamente que la expresión de 

nodTpc no complementa la función esencial que se observa para NodTch. Otra 

posibilidad para explicar la falta de complementación entre nodTpc y nodTch es que la 

proteína codificada por este mensajero se esté traduciendo a bajos niveles y no exista la 

suficiente cantidad de NodTpc para complementar la función esencial que se observa 

cuando falta NodTch.
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Fig. 11. Los genes nodTch y nodTpc se transcriben en forma monocistrónica.  
(a) Productos de RT-PCR amplificados usando pares de prímeros dentro de la región intergénica entre rmiB

y nodT (1 y 3: rmiBRT/nodTRT) y la región río abajo de la posible zona promotora de nodTch (2 y 4: 
nodTchprPCR/ nodTchRT). El cDNA fue generado a partir de una reacción de RT usando como templado 
RNA total de R. etli CE3 y una mutante rmiB::Sp. También se llevaron a cabo reacciones similares sin RT 
(RT-), o con el plásmido pHME8 (que lleva la región rmiRABnodTch). (b) Análisis de reacciones de 
extensión del prímero (PE) para ubicar la posición del sitio de inicio de la transcripción de nodTch a partir 
de RNA total extraído de R. etli CE3 (línea 1). (c) Análisis de reacciones de PE para ubicar la posición del 
sitio de inicio de la transcripción de nodTpc a partir de RNA total extraído de R. etli CE3 (línea 1). Líneas 
G, A, T, y C, corresponden a DNA marcado con 32P de una escalera secuencial de DNA generada con una 
reacción de PCR con los prímeros usados para las reacciones de PE (PEnodTch y PEnodTpc) con DNA del 
plásmido pHME22 como templado. La secuencia río arriba de ambos genes nodT se muestra a la derecha 
de las figuras B y C. El sitio de inicio de la transcripción se indica con un “+1”. Se muestran las propuestas 
cajas -10 y -35. 

5.5 Localización subcelular de NodTch 

El análisis que se realizó de la secuencia de aminoácidos indica que las proteínas 

NodT podrían ser lipoproteínas y por sus características estar localizadas en la membrana 

externa. Dada la alta identidad de NodTch de R. etli con NodT de R. leguminosarum bv. 

viciae, decidimos utilizar un anticuerpo generado contra esta última proteína (una 
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donación del Dr. A. Downie) con el objetivo de identificar a NodTch en R. etli. Como 

antecedente se ha reportado que este anticuerpo reconoce a NodT de R. leguminosarum

bv. phaseoli (99), por lo tanto decidimos usarlo para inmunodetectar a NodT en R. etli.

Sólo una proteína de 50 kDa con un pI de 6.1, que corresponde a las características 

predichas para NodTch fue inmunodetectada en extractos totales de R. etli de la cepa 

silvestre y en la cepa CFNX184 que está curada del plásmido c (datos no mostrados) lo 

que sugiere que el anticuerpo no reconoce a NodTpc o bien que NodTpc tiene un pI fuera 

del rango de pH que usamos para los geles bidimensionales o que la proteína se expresa a 

niveles tan bajos que no es inmunodetectada. NodTch también fue detectada en 

fracciones enriquecidas de proteínas de membrana externa (66, 95, 109) y en la fracción 

correspondiente a extractos totales de esta bacteria, pero no en las fracciones 

correspondientes al citosol y a la membrana interna, apoyando la idea de que NodTch es 

una proteína de membrana externa (Fig. 12a y b). El mismo anticuerpo fue capaz de 

reconocer a NodTch en cada uno de los extractos de proteínas totales extraídos de las 

mutantes en rmiR, rmiA y rmiB (Fig. 12c), confirmando que nodTch es capaz de 

transcribirse en forma independiente del operón. Con este anticuerpo también se 

corroboró que la cepa mutante en nodTch complementada con el plásmido 

pRK415::nodTch produce esta proteína a niveles bajos pero suficientes para permitir la 

viabilidad de R. etli y que este plásmido  también expresa NodTch en E. coli (Fig. 12c).
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Fig. 12. NodTch de R. etli se localiza en la fracción enriquecida de la membrana externa y se expresa 
en las mutantes nulas rmiR::Sp, rmiA::Sp and rmiB::Sp y en la mutante letal condicionada 
nodT::Km. 
(A)  Muestras de diferentes fracciones enriquecidas de R. etli CE3 fueron analizadas en SDS-PAGE y las 
proteínas se detectaron por azul brillante de Coomassie. (línea 1), extracto total; (línea 2), fracción soluble; 
(línea 3) fracción soluble en Tritón X-100; (OM), fracción insoluble en Tritón X-100 [considerada como la 
fracción enriquecida de proteínas de membrana externa] (66, 95, 109).  (B) Análisis por western blot de 
muestras obtenidas y transferidas como se describe en el panel A usando como anticuerpo anti-NodT 
generado en conejo (99). (C) Análisis por western blot de extractos de proteínas totales de R. etli CE3 
(línea 1), CE3/nodTch::Km/pRK415::nodTch (línea 2); rmiA::sp (línea 3); rmiB::Sp (línea 4); rmiR::Sp
(línea 5) usando como anticuerpo, anti-NodT. Se cargaron cantidades equivalentes de proteína total en cada 
pozo del gel. También se muestran las fracciones de proteína total de E. coli llevando el plásmido 
pRK415::nodTch sin inducir (línea 6) o inducido (línea 7) con 10 mM IPTG. MWM: patrones de 
marcadores de peso molecular para proteínas. 

5.6 Las Rhizobiales presentan una menor redundancia genómica de la familia de 

factores de membrana externa. 

Las proteínas NodT son miembros de la familia TolC (112), que pertenecen a la 

familia de proteínas OMF (88) y han sido clasificadas como miembros de la familia de 

proteínas de exclusión de membrana externa (Outer membrana Efflux Protein, OEP) por 

Pfam (10). Con el objetivo de identificar cuántas proteínas OEP existen en R. etli, se hizo 

un análisis de la presencia de esta familia en genomas bacterianos completos, el cual 

demostró que existe una correlación positiva entre el tamaño del genoma y el número de 
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genes con dominios OEP en bacterias Gram-negativas (Fig. 13a). En patógenos de 

plantas y de animales como Pseudomonas y Burkholderia se observa un gran número de 

OEP’s, lo cual concuerda con su elevada resistencia a compuestos dañinos (110). Sin 

embargo, las Rhizobiales parecen codificar menos OEPs de los esperados dado el tamaño 

de sus genomas. Ya que las proteínas OEP pueden interactuar física y funcionalmente 

con uno o varios miembros de las familias de transportadores ABC, RND, o Major 

Facilitator Superfamily (MFS) (88, 96, 133, 139), decidimos realizar un análisis del 

número de proteínas con estos dominios en el conjunto de genomas bacterianos 

completamente secuenciados que recabamos y descritos en Materiales y Métodos. Los 

resultados indican que el número de estos transportadores también correlacionan con el 

tamaño de los genomas (Fig. 13b-c). En el caso de las Rhizobiales, se observa que hay un 

mayor número de transportadores tipo ABC que en otros organismos y este resultado se 

acentúa cuando se compara el número total de proteínas con dominios ABC, RND o MFS 

contra el número de proteínas con dominios OEP (Fig. 13d). Estos resultados podrían 

implicar que los transportadores ABC, RND, y MFS dan la adaptabilidad de exclusión de 

drogas necesaria para estos organismos en combinación con una extremadamente versátil 

(y así esencial) proteína OEP. En apoyo de esta hipótesis, las proteínas OEP han 

mostrado ser multifuncionales, como se ha observado previamente en E. coli, donde la 

mayoría de los transportadores RND, además de algunos exportadores tipo ABC y MFS, 

cooperan con TolC (81). Alternativamente, podría ser ventajoso para las Rhizobiales no 

depender de proteínas de membrana externa para el transporte, dado que en su fase de 

vida en simbiosis, una vez que penetra la bacteria a las células infectadas en el nódulo, la 

membrana externa del bacteroide interactúa físicamente con la membrana peribacteroidal 

(14) y las funciones en el intercambio de metabolitos es compartida por ambas fracciones 

membranales, aunque se ha observado que la mayoría de las funciones recaen en la 

membrana peribacteroidal proveniente de la planta  (125).



48

Fig. 13. Análisis del número de proteínas con dominios OEP, ABC, RND Y MFS en bacterias Gram-
negativas. El tamaño de genoma correlaciona con el número de duplicaciones de los transportadores en 
bacterias Gram-negativas excepto para los miembros de la familia OEP en algunas alfa-proteobacterias. El 
número de proteínas totales codificadas por cada genoma, correlaciona significativamente con el número de 
proteínas conteniendo dominios OEP (a), ABC (b), y RND (c). Muchas Rhizobiales parecen tener pocas 
proteínas con dominios OEP (a) y más con dominios ABC (b) de las esperadas dado el tamaño del genoma. 
Este efecto se amplifica cuando se compara el número de proteínas con dominios ABC, RND o MFS contra 
aquellas con dominios OEP (d). La línea continua representa la línea de mínimos cuadrados de los datos de 
organismos Gram-negativos, excluyendo Rhizobiales, mientras que las líneas punteadas los incluyen. R es 
la correlación linear de Pearson y p representa la probabilidad de obtener una buena correlación al azar. 

En resumen, presentamos evidencia experimental que muestra la existencia de dos 

homólogos a nodT en R. etli, ambos localizados fuera del plásmido simbiótico: nodTch y

nodTpc. nodTch fue localizado en el cromosoma de R. etli y presenta una función 

esencial para la bacteria en las condiciones de laboratorio analizadas. Además, este gen 

está formando parte de un nuevo operón que tiene identidad con las bombas para la 

exclusión de drogas tipo RND, aunque nodTch puede transcribirse en forma 
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independiente al operón completo. El hecho de que NodTch esté localizada en la 

membrana externa y de que pertenece a la superfamilia de proteínas de membrana 

externa TolC, nos permite sugerir que NodTch tiene un papel en la estabilidad de la 

membrana externa o en procesos más generales como la segregación de cromosomas en 

lugar de, o además de participar en el proceso de exclusión de drogas. Con respecto al 

gen localizado en el plásmido c, nodTpc, presenta una transcripción basal en nuestras 

condiciones de crecimiento, aunque no detectamos NodTpc con el anticuerpo que 

reconoce a NodTch. Mutaciones en este gen no presentaron ningún fenotipo en el proceso 

de nodulación o en el proceso de exclusión de drogas. Para definir el papel que estos dos 

genes tienen en R. etli es necesario obtener una doble mutante viable nodTpc/nodTch. Por 

otro lado, dado que nunca observamos cambios en los niveles basales de transcripción de 

estos genes, se vuelve importante clonar ambos genes en vectores que se repliquen y 

puedan expresen proteínas en R. etli para observar los fenotipos de una inducción o 

represión transcripcional de estos genes.

5.7 Caracterización de las mutantes rmiRAB de R. etli

Para analizar la función de los genes rmiRAB en R. etli, cada uno de ellos fue 

interrumpido por un interposon -Sp (4). Para investigar el posible papel de RmiR, 

RmiA y RmiB en la exclusión de diversas drogas, se ensayaron las sensibilidades de estas 

mutantes a diferentes compuestos tóxicos (incluyendo detergentes, antibióticos, solventes 

y compuestos fenólicos de plantas). Los resultados obtenidos no mostraron diferencias 

significativas con respecto a la cepa silvestre. Tampoco observamos un efecto 

significativo de estas mutantes en el proceso de nodulación dado que el número de 

nódulos por planta, así como la morfología y las cinéticas de nodulación fueron similares 

en estas tres mutantes en comparación con la cepa silvestre.  

  En A. tumefaciens, existen dos sistemas de exclusión de drogas del tipo RND, que 

están codificados por los genes ifeAB (87) y por ameRameABC  (89). En este último 

sistema, AmeC muestra similitud a NodT. Mutaciones en ameC incrementan la 

sensibilidad a detergentes y antibióticos, pero las mutaciones en ameA y ameB no 

presentan un fenotipo en este proceso (89). En forma similar, mutaciones en rmiA y rmiB

tampoco tienen un fenotipo en la resistencia a drogas. Una posibilidad, es que este tipo de 
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proteínas esté expulsando algún compuesto muy específico de la interacción planta 

microorganismo que nosotros no incluimos en nuestro análisis o que no está presente en 

nuestros ensayos de nodulación llevados a cabo en maceta, pero que si estén presentes en 

el suelo. Otra posibilidad, es que exista redundancia genética. Por ejemplo, en bacterias 

Gram-negativas tales como E. coli, P. aeruginosa o P. putida (78, 92, 98) existen varios 

sistemas de exclusión. Es posible que en R. etli, otros sistemas de exclusión tipo RND o 

bombas de exclusión de drogas diversas puedan compensar la falta de expresión de 

rmiRAB. En R. etli se ha reportado la presencia de un sistema de exclusión de drogas 

llamado rmrA y rmrB (34). Mutaciones en estos genes en comparación con la cepa 

silvestre aumentan la sensibilidad a fitoalexinas, flavonoides y ácido salicílico (34). Es 

posible que el fenotipo de las mutantes rmiAB sea enmascarado por sistemas similares a 

rmrAB.

5.8 Análisis de los aminoácidos de las proteínas de la familia RND que interaccionan 

con distintos ligandos. 

 Dado que no fue posible identificar un fenotipo de los genes ubicados río arriba 

de nodTch a pesar de que se lograron obtener mutantes en ellos, se procedió a un análisis 

in silico que nos permitiera poder predecir el tipo de ligandos que interactúan con estás 

proteínas. Para lograr este objetivo se tomaron en cuenta varios aspectos que se describen 

a continuación. La ausencia de un fenotipo para RmiB puede deberse a que exista 

redundancia genética y que otro tipo de sistema de expulsión de drogas compense la 

ausencia de RmiB aunque también es posible que no hayamos seleccionado el compuesto 

adecuado para observar algún efecto. El análisis de la secuencia proteica de RmiB sugiere 

que pertenece a la familia de transportadores tipo RND. Para poder investigar qué tanta 

redundancia presentan estas proteínas en las bacterias, realizamos un análisis exhaustivo 

de secuencias en los genomas bacterianos con la ayuda del programa GeConT (21) y 

localizamos un promedio de seis sistemas de exclusión de drogas por genoma analizado, 

lo que indica que existe redundancia en estos sistemas estudiados. Por ejemplo, tanto en 

P. aeruginosa como en P. putida se han localizado doce copias de estos sistemas de 

exclusión de drogas, de los cuales sólo se han caracterizado funcionalmente siete en cada 

organismo (92, 94, 98), mientras que en E. coli K12, se ha propuesto la presencia de siete 
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transportadores basados en el análisis de la secuencia y la mayoría han sido 

completamente caracterizados (79). En el caso de A. tumefaciens se han identificado ocho 

probables bombas de exclusión del tipo RND, pero sólo dos de ellas han sido analizadas 

experimentalmente (87, 89). Los homólogos de AcrB de E. coli están organizados en su 

mayoría en operones con genes de la familia de proteínas de fusión a membrana (MFP, 

por sus siglas en inglés) (27), y ocasionalmente con genes que están codificados por 

proteínas o lipoproteínas de membrana externa de la familia de los factores de membrana 

externa (OMF, por sus siglas en inglés) (88) (Fig. 14) .  

Fig. 14. Organización genética de los sistemas de transporte tipo RND.  
Se muestran los reguladores y los componentes estructurales de los sistemas de exclusión de drogas más 
representativos de bacterias Gram-negativas. Las proteínas pertenecientes a la misma familia se representan 
con la misma flecha. Aunque el gen TolC no forma parte de ninguna de los sistemas de exclusión de 
múltiples drogas, la porina TolC se asocia a los sistemas de bombeo AcrAB, AcrEF, EmrKY, YhiUV y 
MdtABC de E. coli. De la misma forma, la porina OprM codificada por el operón mexABoprM de P.
aeruginosa también se asocia con los sistemas de bombeo MexXY yMexJK. Los microorganismos se 
abrevian como sigue: Ab: Acinetobacter baumanii; Ae: Alcaligenes eutrophus; At: Agrobacterium 

tumefaciens; Bc: Burkholderia cepacia; Bj: Bradyrhizobium japonicum; Bp: Burkholderia pseudomallei;
Ec: Escherichia coli; Ng: Neisseria gonorrhoeae; Pa Pseudomonas aeruginosa; Pp: Pseudomonas putida;
Re: Rhizobium etli; Sm: Stenotrophomonas maltophilia; St: Salmonella typhimurim.
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Esto sugiere que en R. etli podría haber más sistemas tipo RND. Aplicando el 

programa GeconT al genoma de R. etli, identificamos 11 sistemas tipo RND, 9 en 

cromosoma, 1 en el plásmido c y otro en el plásmido f (Fig. 15). Por otro lado, los 

análisis filogenéticos de esta familia indican que el patrón de agrupamiento correlaciona 

con especificidad por el sustrato expulsado. Por ejemplo, algunas proteínas que 

pertenecen a la familia 1 exportan metales pesados, mientras que las de la familia 2 

expulsan drogas diversas (124). Se realizó un análisis filogenético usando estas proteínas 

de R. etli y se comparó con los sistemas de transporte tipo RND. Como resultado de este 

análisis RmiB se agrupó junto a proteínas que no tienen una función previamente 

descrita.

Fig. 15. Redundancia genética de los trasportadores RND en R. etli. Se observa la presencia de 11 

bombas de exclusión de drogas tipo RND (rojo) acompañadas de genes que codifican para proteínas tipo 

MFP (amarillo). Sólo en 2 operones se observó la presencia de genes de la familia OMF (azul) que 

corresponden a los dos únicos genes nodT reportados en este trabajo. 

Existen reportes que indican que las proteínas homólogas comparten una función 

biológica común, pero diferente especificidad hacia los sustratos, ligandos, efectores, 

DNA, proteínas u otras moléculas con las cuales interactúan. Esas interacciones deben ser 

altamente específicas, y la identificación de residuos que participan en esa especificidad 

podría ser útil para determinar su preferencia por cierto tipo de compuestos (39, 48, 55, 

58, 62, 80, 82, 118). Por otro lado, existe una correlación entre los aminoácidos que 

determinan la especificidad por un ligando y la posición que éstos ocupan dentro de un 

alineamiento múltiple de secuencias, donde la distribución de aminoácidos también 
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puede estar asociada con un agrupamiento por especificidad. En base a esto, se han 

diseñado una serie de algoritmos para resolver el problema de la predicción de ligandos, 

como el método de Traza evolutiva que explota la información acerca de las estructuras 

de las proteínas y de los sitios funcionales (62), mientras que otros métodos usan sólo la 

secuencia de proteínas (12).

En esta parte del trabajo, intentamos predecir cuál es el ligando más probable para 

las proteínas del tipo RND y ver si de esa manera se podría asignar una función para 

RmiB. Si nuestra hipótesis es correcta, es posible suponer que un ancestro genérico del 

dominio de la cavidad central de las proteínas RND ha divergido para expulsar diferente 

tipo de sustratos y que los residuos donde se lleva a cabo la unión a ligandos se han 

conservado en la evolución de cada grupo de proteínas con un sustrato común. Nuestra 

predicción se basa en la extracción de 14 residuos, a partir de un alineamiento múltiple, 

involucrados en interacciones con ligandos en una de las proteínas del tipo RND. Estos 

residuos están localizados en el poro central y en la cavidad central que se forma en el 

homotrímero funcional de la proteína AcrB de E. coli  (Fig. 16) (70, 137). Además de que 

su estructura cristalina ya ha sido resuelta, AcrB tiene la ventaja de que exhibe una 

amplia variedad de especificidad de sustratos: antibióticos, desinfectantes, colorantes, 

detergentes y solventes (79). 

Los residuos se alinearon manualmente y se reagruparon usando el algoritmo de 

máxima parsimonia implementado en el paquete Phylip. Los grupos de proteínas 

presentaban al menos un sustrato en común. Nuestros resultados podrían ser utilizados 

para predecir con qué ligandos van a interactuar aquellas proteínas que aún no han sido 

funcionalmente caracterizadas o predecir cuál es el ligando más probable para aquellas 

proteínas codificadas por ORFs en los genomas anotados y que aún no han sido 

estudiadas.
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Fig. 16.- Mapeo de los residuos seleccionados en la estructura de AcrB 

A) Diagrama de cinta generado con PyMol de la bomba de exclusión de diversas drogas AcrB de E. coli

(reproducido a partir del archivo 1IWG.PDB) que muestra los residuos seleccionados para este estudio: L 

(25), K (29), D (99), D (101), V (382), A (385), F (386), F (388), F (458) y F (459) que son los residuos 

que se han reportado que pueden interactuar con ligandos (137) y V(105), N (109), Q (112), así como P 

(116), son los residuos que forman parte del poro central extramembranal de AcrB, el cual tiene un papel 

importante en el transporte de drogas. B) Diagrama de residuos con PyMol de dos subunidades de AcrB 

para indicar la localización de los residuos seleccionados dentro de la región de la cavidad central. La 

tercera subunidad fue eliminada para tener una mayor representación gráfica. 

5.9 Selección de las proteínas de la superfamilia RND 

 Para seleccionar a miembros de la familia RND usando a AcrB como semilla, se 

realizó una búsqueda por Psi-BLAST en la base de datos del NCBI. Los homólogos de 

AcrB están ampliamente distribuidos en bacterias, y confieren una tolerancia intrínseca a 

diferentes drogas en los microorganismos. Con esta metodología se obtuvieron 516 

proteínas, pero sólo se seleccionaron 43, en base a que han sido previamente 

caracterizadas funcionalmente y se conoce la especificidad o la preferencia que cada una 

de ellas tiene por cierto tipo de substrato. Además, seleccionamos 4 proteínas que no 

están completamente caracterizadas pero que son de nuestro interés, por ser proteínas 
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ubicadas en el grupo de bacterias de Rhizobia. Con estas secuencias, realizamos un 

alineamiento múltiple (Apéndice 1). Las proteínas seleccionadas presentan un nivel de 

identidad del 40% en promedio entre ellas y una longitud de 1190 aa en promedio. 

Dentro de los compuestos que pueden ser expulsados por algunas de estas proteínas se 

encuentran hidrocarburos, antibióticos, detergentes y colorantes. Algunas proteínas 

pueden expulsar un solo tipo de compuestos y otras tienen un espectro más amplio de 

especificidad.

5.10 Análisis de los grupos formados por el alineamiento de los 14 residuos 

seleccionados

Los residuos que se encuentran localizados en la región de la cavidad central de 

AcrB, que es donde se propone que se acumulan las drogas que serán expulsadas, se 

encuentran distribuidos a lo largo de toda la secuencia, de tal forma que no hay una 

secuencia en particular asociada con una función de unión. A partir de un alineamiento de 

múltiples secuencias (MSA) donde se incluyeron las cuarenta y cuatro proteínas tipo 

RND seleccionadas previamente, se escogieron catorce columnas que contenían 

información sobre la unión a ligandos. Uno de los resultados más interesantes que 

obtuvimos fue que estas catorce columnas, extraídas del alineamiento de alrededor de mil 

doscientas, contienen la suficiente información para predecir cuál es el ligando más 

probable asociado a una proteína en particular. También realizamos un análisis generando 

logotipos de secuencias con el programa WebLogo (22) para computar el contenido de la 

información de las 14 columnas con residuos separándolas en los grupos que observamos 

y podemos observar la conservación de los residuos seleccionados una vez aislados del 

alineamiento total múltiple (Apéndice 2). Como un control del análisis, también se 

realizaron ensayos seleccionando 14 columnas en posiciones independientes localizadas 

al azar para reconstruir los grupos observados previamente, sin embargo no se observaron 

los resultados obtenidos previamente, lo cual descarta que nuestras observaciones previas 

hayan sido producidas al azar y confirman que existe una correlación entre los residuos 

que interaccionan con ciertos ligandos y su localización en el sitio de unión. Basados en 

esta metodología, nosotros identificamos al menos quince grupos de proteínas en los 
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cuales la mayoría de sus miembros comparten un sustrato común, de los cuales 

describiremos a continuación algunos de ellos: 

GRUPO AcrB (Amplio espectro de selección de compuestos). 

 El grupo que incluye a AcrB de E. coli y Salmonella enterica serovar

Typhimurium y MexB de P. aeruginosa, exhibe una especificidad amplia por 

compuestos tales como colorantes, detergentes y antibióticos (54, 59, 72) (Fig. 17). Como 

se predijo, en este grupo se conserva un alto número de residuos con respecto a la 

proteína seleccionada como semilla para el Psi-Blast (AcrB de E. coli) y sólo un residuo, 

K29 es variable (Tabla 2). Algunas de las proteínas que se localizan en este grupo (AcrB 

de E. coli y MexB de P. aeruginosa) son capaces de expulsar, además de antibióticos o 

detergentes, compuestos como hidrocarburos aromáticos (HA) con un bajo coeficiente de 

partición (e. gr. benceno) (8, 60). También se ha observado que AcrB de S. enterica

serovar Typhimurium y MexB podrían tener un papel importante en el proceso de 

infección celular (41, 54). Nuestro análisis nos permite predecir que es muy probable que 

AcrB de S. enterica serovar Typhimurium esté involucrada en la resistencia a cierto tipo 

de solventes.

GRUPO TbtB (Expulsión de solventes).

 Las proteínas TbtB, TtgH, SrpB, SepB, y TtgE se localizan en un mismo grupo. 

La mayoría de estas proteínas están involucradas en reducir las concentraciones 

intracelulares de HA (90, 102, 103, 132). Sin embargo, TbtB de P. stutzeri es una 

proteína que se encarga del transporte de Tributiltina (TBT) (45), que proviene de 

compuestos de organotina (Fig. 17).  La TBT se usa como fungicida y alguicida y se 

utiliza en algunas pinturas para evitar las adherencias de algas y otros organismos 

marinos al casco de las embarcaciones. De este grupo, se conservan once residuos con 

respecto al grupo de alta especificidad de ArcB, pero se observan cambios en los residuos 

V382L, A385Y, y F388L/I (Tabla 2). Esto sugiere que esos cambios son fundamentales 

en la selectividad del ligando, mientras que el resto podría reconocer sustratos similares 

para expulsarlos. Nuevamente, se pone de manifiesto la capacidad de predicción de 

nuestro método, porque varias proteínas que exhiben un patrón de conservación de 
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residuos se agrupan en un mismo clado y presentan la misma preferencia por un sustrato. 

Esto, nos permite proponer que TbtB tiene un papel en la expulsión de HA, hecho que no 

ha sido explorado aún.

GRUPO CnrA (Expulsión de metales pesados) 

En este grupo de proteínas se encuentran CnrA, CzcA, CusA, SilA, y MexK. La 

mayoría de estas proteínas se unen a ligandos similares, que en este caso son metales 

pesados (63, 69, 75), a excepción de MexK que está involucrada en la resistencia a 

tetraciclina y a una droga anfifílica biocida de amplio espectro que es el Triclosán 

(24)(Fig. 17). Haciendo el agrupamiento de acuerdo con la selección de los catorce 

residuos de interacción con ligandos, encontramos que ningún residuo está 

universalmente conservado en este grupo (Tabla 2). Una pregunta interesante es ¿por qué 

MexK, que no ha sido reportada que tenga un papel en la resistencia a metales pesados, 

se incluye en el grupo de proteínas que transporta metales pesados? es probable que 

dichas proteínas tengan una estructura con características fisicoquímicas en la cavidad 

central que permita la interacción con moléculas con tamaños o propiedades muy 

similares. 

GRUPO ORF2pc (Expulsión de fluoroquinolonas) 

Las proteínas ORF2pc, AdeB y MexD es otro ejemplo de cómo podemos usar 

este método para hacer una predicción. AdeB y MexD son capaces de expulsar 

principalmente fluoroquinolonas (36, 64, 93) (Fig. 17). En este grupo, la comparación de 

las secuencias generadas con los catorce residuos indica que son cinco residuos los que se 

conservan (Tabla 2). Esas posiciones pueden estar jugando un papel importante para 

seleccionar a las fluoroquinolonas sobre el resto de compuestos. El gen que codifica para 

la proteína ORF2pc fue identificada en nuestro laboratorio sólo por análisis de la 

secuencia. Hasta la fecha no existe evidencia experimental sobre su participación en la 

expulsión de un compuesto en particular. En base a este análisis, es posible proponer que 

esta proteína puede interactuar con compuestos como fluoroquinolonas o con 

características fisicoquímicas y/o estructurales similares a este tipo de compuestos.  
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GRUPO AmeB (Sustrato desconocido) 

A este clado pertenecen RagC, RmiB, AmeB y ORF2 de R. leguminosarum bv. 

viciae (38, 53, 89). Todas estas proteínas están localizadas en bacterias de la familia 

Rhizobiaceae y ninguna se ha caracterizado funcionalmente (Fig. 17). RagC ha sido 

probada en la resistencia a metales pesados y a compuestos orgánicos, así como en el 

proceso de simbiótico que se establece entre Bradyrhizobium y leguminosas sin observar 

un efecto significativo (53). AmeB de A. tumefaciens y RmiB de R. etli no presentan un 

efecto claro en la resistencia a varios compuestos probados (53). La proteína RagC es la 

que exhibe mayor diversidad con respecto al resto de las proteínas de este grupo. Sin 

embargo, las proteínas que han conservado más residuos entre ellas (RmiB, AmeB y 

ORF2) presentan más cambios con respecto al grupo de AcrB. Uno de esos cambios es el 

de la prolina 116 por una serina (Tabla 2). Este cambio ocurre en el poro central cuya 

apertura podría estar alterada por el tamaño del nuevo residuo. Es interesante que todas 

las proteínas incluidas en este grupo sean del grupo de las Rhizobiales y es posible 

especular que los residuos seleccionados están muy conservados en este grupo debido a 

que comparten un sustrato común presente en las interacciones planta-microorganismo, 

lo cual explicaría el por qué ninguno de los compuesto que se han probado hasta ahora 

presenta un efecto sobre estas proteínas y hace sentido con el hecho de que tampoco 

fuimos capaces de encontrar un compuesto que tuviera algún efecto en las mutantes 

rmiAB.

Finalmente, se ha propuesto teóricamente que NolG es una proteína que exporta 

lipoquitooligosacáridos (FNs Rhizobiales) (105) y por lo mismo se dice que esta 

superfamilia de transportadores tiene un papel en el proceso de nodulación. Sin embargo, 

basados en nuestro análisis, proponemos que su papel principal es la expulsión de 

antibióticos del tipo de la fluoroquinolonas más que en el proceso de la simbiosis 

Rhizobium-leguminosa. 

 En resumen, en las 44 proteínas RND analizadas identificamos catorce residuos 

que pueden interactuar con diversos sustratos y que extrajimos de un alineamiento 

múltiple que comprendió alrededor de 1300 columnas. Estos residuos son lo 

suficientemente informativos para predecir cuál es su ligando más probable para un grupo 

en particular. Basados en esta metodología, se definieron diversos grupos con una 
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especificidad por un cierto ligando. Con estos resultados obtenidos in silico, proponemos 

que los sustratos expulsados por las proteínas de la familia RND son seleccionados 

dependiendo de los residuos que se localizan en su cavidad central y a lo largo del poro 

central. Esto no excluye la posibilidad de que los residuos que se localizan en la entrada 

de los vestíbulos, o los residuos que forman parte del poro que se proyecta hacia el 

citoplasma en la parte baja de la estructura, tengan un papel en la selección de los 

compuestos que van a llegar hasta la región de la cavidad central, tal y como ha sido 

propuesto con anterioridad (136). A pesar de la utilidad de esta herramienta, el papel de 

RmiB de R. etli permanece sin determinarse. 

 Para terminar parte de los resultados descritos en esta tesis fueron publicados en 

el artículo “Diminished Redundancy of Outer Membrane Factor Proteins in 

Rhizobiales: a nodT Homolog is Essential for Free Living Rhizobium etli” y que 

actualmente se encuentra en prensa en Journal of Molecular Microbiology and 

Biotechnology Vol. 11, No. 6, 2006 (Apéndice 3).



6. CONCLUSIONES 

1.- En el cromosoma de R. etli CFN42 se identificó un nuevo operón al que hemos 

denominado rmiRABnodTch. En el plásmido c de este mismo organismo se identificó otro 

homólogo de nodT al que se le dio el nombre de nodTpc. 

2.- El gen nodTch se comporta como un gen esencial en las condiciones de crecimiento que 

utilizamos para cultivar a R. etli en el laboratorio.  

3.- Además de cotranscribirse como parte del operón, nodTch también se transcribe 

independientemente del operón a partir de un promotor cuyo inicio de la transcripción se 

localiza 106 pb río arriba del codón de inicio. 

4.- La familia de proteínas OMF presenta una correlación positiva en bacterias Gram 

negativas, ya que a mayor tamaño del genoma aumenta el número de copias presentes. Esta 

correlación no se mantiene en Rhizobiales, por que el número de proteínas OMF 

codificadas en estos genomas es sensiblemente menor.  

5.- NodTch se localiza en la fracción de la membrana externa en concordancia con las 

predicciones hechas in silico. 

6.- Las mutaciones obtenidas en los genes rmiR, rmiA y rmiB, no presentan un fenotipo 

claro en las exclusiones de las diversas drogas analizadas (antibióticos, detergentes, 

colorantes y solventes) o en el proceso de nodulación. 

7.- nodTpc tiene un posible inicio de la transcripción ubicado 26 pb río arriba del codón de 

inicio y no se cotranscribe con otros genes, lo que sugiere que se transcribe como una 

unidad transcripcional independiente. 

8.- La mutación en nodTpc no tiene un fenotipo alterado en nodulación, en resistencia a 

estrés calórico o en presencia de etanol.   

9.- En diversos aislados geográficos de R. etli y en R. tropici se identificaron posibles 

homólogos a los genes nodTch y  nodTpc  

10.- Existe una correlación entre la filogenia de las proteínas transportadoras tipo RND y el 

sustrato que expulsan, la correlación se mantiene si sólo se toman en cuenta los residuos 

ubicados en el interior de la cavidad central y del poro central que se forma en el 

homotrímero funcional RND y que están involucrados en la interacción con los ligandos 

que expulsan. Gracias a esto, es posible definir grupos de proteínas RND que tienen 

preferencia por sustratos similares. 



7. PERSPECTIVAS 

1.- Generar una mutante letal condicionada para nodTch.  

2.- Si es posible generar una mutante en nodTch, intentar obtener una doble mutante 

nodTch/nodTpc  

3.- Generar una construcción que pueda regular la expresión del gen nodTch en un vector 

regulable en R. etli para poder controlar la cantidad de transcrito y al mismo tiempo de 

proteína. La sobreproducción o disminución de la concentración intracelular de NodTch 

podría sugerir un fenotipo.  

4.- Sobre expresar y purificar las proteínas NodT para acoplarlas a membranas lipídicas con 

el fin de determinar si su papel pudiera ser el de un canal, tal y como se ha observado en el 

caso de OprM y TolC (7, 134). 

5.- Con respecto a RmiRAB, ampliar la gama de compuestos a analizar para intentar 

identificar nuevos ligandos que interactúen con estas proteínas enfocándose a la búsqueda 

de nuevos compuestos que posiblemente estén presentes en la rizósfera, ya que las 

proteínas de la familia RND con las que RmiB tiene mayor relación se encuentran presentes 

en el grupo de las Rhizobiales.  

6.- Purificar y cristalizar la proteína RmiB para posteriormente llevar a cabo una 

metodología de tamizado computacional en masa con diferentes compuestos químicos para 

identificar con cuáles pudiera estar interactuando usando programas especiales como 

BioCoRE (http://www.ks.uiuc.edu/Research/biocore/) o DrugSite (6).  

7.- La presencia de 11 sistemas tipo RND hace también necesario la generación de 

mutantes múltiples que permitan determinar si existe complementación funcional entre los 

sistemas localizados en R. etli. 

8.- Tratamientos directos de células intactas de R. etli en presencia de formaldehído podrían 

en teoría lograr un entrecruzamiento estable de NodTch con las proteínas con las que 

pudiera estar interactuando. Posteriormente se pueden purificar estos complejos con 

anticuerpos mediante ensayos de “pulldowns”. 

9.- Para definir si RmiR es un activador transcripcional se pueden hacer ensayos con 

fusiones transcripcionales de las posibles regiones reguladoras a genes reporteros, o RT-

PCR comparando los análisis que se obtengan de R. etli silvestre y la mutante en rmiR. 



Posteriormente se puede purificar la proteína RmiR y hacer análisis de retardo en gel para 

identificar si actúa como una proteína con propiedades de unión a DNA. 
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Tabla 1 

 

 

 

 

 
Cepas   

R. etli    

CE3 Cepa resistente natural a Sp Derivada de CFN42  (83) 

CE3/pRK415::nodTch CE3 complementada con plásmido pRK415::nodTch Este estudio  

CE3nodTch::Km/ 

pRK415::nodTch 

CE3 llevando un casete de resistencia a Km interrumpiendo a nodTch y complementada in trans con plásmido 

pRK415::nodTch 

Este estudio 

CE3rmiR::Sp  CE3  llevando un casete de resistencia a Sp interrumpiendo a rmiR Este estudio 

CE3rmiA::sp  CE3  llevando un casete de resistencia a Sp interrumpiendo a rmiA Este estudio 

CE3rmiB::Sp  CE3 llevando un casete de resistencia a Sp interrumpiendo a rmiB Este estudio 

CFNX184 R. leguminosarum bv. phaseoli CFN42 curada de pc (17) 

   

E. coli      

XL1Blue  recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lacI, [F proAB, lacIqZDM15, Tn10(Tcr)]  Stratagene  

S17.1  thi, pro, hsdR (rm+), recA (derivada de E. coli 294); lleva el plasmido RP4 (amp; tet::Mu; km::Tn7) integrado 

dentro del cromosoma Tcs; Kms; Apr; Tpr; tra+ 

(114) 



Plásmidos    

pLAFRTch pLAFR1 llevando un fragmento de DNA de 20 kb de R. etli con la región nodTch  Este estudio  

pLAFRTpc pLAFR1 llevando un fragmento de DNA de 20 kb de R. etli con la región nodTpc  Este estudio 

pBluescriptSK  Vector Fagémido de clonación, 2.96 kb, MCS, Apr  Stratagene  

pHME8 pBluescriptSK llevando la región  rmiRABnodTch en un fragmento de 7.8 kb NotI  Este estudio 

pHME22  pBluescriptSK llevando la región nodTch en un fragmento de 2.2 kb BamHI-HindIII  Este estudio 

pHME40 pBluescriptSK llevando a nodTpc en un fragmento de 3.7 kb EcoRI  Este estudio 

pRK415  Vector de clonación de amplio rango; plac, MCS, Tcr  (46) 

pRK415::nodTch  Derivado de pRK415 llevando a nodTch en un fragmento de 1.8 kb XhoI-BamHI  Este estudio 

pJQ200SK  Vector suicida, sacB Gmr  (97) 

pHMTch::Km Derivado de pJQ200SK con nodTch interrumpido con un casete de resistencia a Km Este estudio 

pHMTpc::Sp Derivado del pJQ200SK llevando a nodTpc interrumpido con un casete de Sp Este estudio 

pHMA::Sp  Derivado del pJQ200SK llevando a rmiA interrumpido con un casete de Sp Este estudio 

pHMB::Sp  Derivado del pJQ200SK llevando a rmiB interrumpido con un casete de Sp Este estudio 

pHMR::Sp Derivado del pJQ200SK llevando a rmiR interrumpido con un casete de Sp Este estudio  

pJQ934 Derivado del pJQ200SK llevando un fragmento interno de nodTch de 934 bp Fsp I   Este estudio  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 2.  Conservación de aminoácidos en los grupos identificados por Máxima Parsimonia. Los residuos universales fueron definidos como aquellos 100 

% idénticos en cada grupo. Columnas: en la primera se describe un nombre representativo para cada grupo. De la segunda a la quinceava se colocan los residuos 

y su conservación por posición. Por ejemplo, L25, Q112 y F458 están conservados en todas las proteínas que se incluyen en el grupo AmeB. Letras entre 

paréntesis son residuos conservados en un grupo en particular pero que difiere con respecto al consenso general del grupo AcrB que es el más conservado. CC.- 

Cavidad Central. CP.- Poro Central  

Cluster\ 

Position 

L25 

CC 

K29   

CC 

D99  

CC 

D101  

CC/CP 

V105  

CP 

N109  

CP 

Q112  

CP 

P116  

CP 

V382  

CC 

A385  

CC 

F386  

CC 

F388  

CC 

F458  

CC 

F459  

CC 

AcrD   X X X (Q) X    X X X (Y) X  

MexW      X (A) X (N)    X    

AmeB X      X      X  

ORF2plC X  X   X      X X  

SmeE* X   X X X X X    X X X (M) 

SdeY    X X X X (S)  X (I)   X X  

EmhB X X X (N) X X X X (N) X X (I) X  X X X 

AcrF X  X X X X X X X (I)  X  X X 

SmeB    X X X       X X 

SdeB X (I)  X X  X     X (L) X X  

NolG     X (Q)      X (L) X X X (M) 

AcrB X  X X X X X X X X X X X X 

TbtB X X  X X X X X X (L) X (Y) X  X X 

CnrA               
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XepB|P. gingivalis
MtrD| . N gonorrhoeae

AcrD|E. coli
CeoB|B. cepacia 

MexW|P.aeruginosa
MdtC| E. coli

AcrB|H. influenzae
MexI|P. aeruginosa

RagC|B. japonicum
RmeB|R. etli

AmeB|A. tumefaciens
RmeB|  bv. R. leg. viciae

ORF2plC|R. etli
AdeB|A. baumannii
MexD|P. aeruginosa

SmeE|S. maltophila
YhiV|E. coli

SdeY|S. marcesces
BpeB|B. pseudomallei
IfeB|A. tumefaciens
EmhB|P. fluorescens cLP6a

ArpB|P. putida
TtgB|P. putida

AcrB|E. aerogenes
AcrB|E. amylovora
AcrF|E. coli

SmeB|S. maltophila
MexY|P. aeruginosa
AmrB|B. pseudomallei

SdeB|S. marcesces
CmeB|C. jejuni
MexF|P. aeruginosa

NolG|S. meliloti
MdtB|E. coli

MexB|P. aeruginosa
AcrB|E. coli
AcrB|S. typhimurium

TbtB|P. stutzeri
TtgH|P. putida
SrpB|P. putida

SepB|P. putida
TtgE|P. putida

MexK|P. aeruginosa
CnrA|R. eutropha
CzcA|A. eutrophus

SilA|S. typhi
CusA|E. coli

PROTEIN SUBSTRATE ORGANISM ACCESION no.
XepB EB, PU, RF Porphyromonas gingivalis AAQ65732

MtrD EB, BL, FA, TX Neisseria  gonorrhoeae U60099

AcrD AG , BS , FU, NO Escherichia coli P24177
CeoB FQ, CM, TM (all operon) Burkhodelia cepacia AAB58161

MexW CM, FQ, TC, EB, AC, BL Pseudomonas aeruginosa AAG07763
MdtC NO, BS Escherichia coli BAC06609
AcrB NO, ML, CV, EB Haemophilus influenzae AAC22555
MexI V, BL , AG. A mutation is fully resistant to Tc Pseudomonas aeruginosa AAG07594

RagC UK Bradyrhizobium japonicum CAA12353
rmeB UK Rhizobium etli in process
AmeB UK Agrobacterium tumefaciens AAG09746
ORF2 UK Rhizobium leguminosaroum bv. viciae rhiz600e08.q1n

ORF2plC UK Rhizobium etli
AdeB FQ , TC, CM, AG , ML , BL , EB, TM Acinetobacter baumannii AAL14440
MexD FQ, TC, CM, AG, CP,  TR Pseudomonas aeruginosa NP_253288

SmeE ML , EB, FQ, TC, CM Stenotrophomonas maltophila CAC14595
YhiV ML, EB, BS , R6G, TPP, SDS, Escherichia coli AAC76539

SdeY ML, AC, EB, TC, FQ, TR, BKC,  RH6G, H33342 Serratia marcesces AB104882
BpeB ML, AG Burkholderia pseudomallei AAQ94110
IfeB COU (IF) Agrobacterium tumefaciens AAC25691

EmhB CM, FQ, PAH Pseudomonas fluorescens cLP6a AAQ92181
ArpB CM, BL, TC, ML, AG, NO Pseudomonas putida AAF73832
TtgB CM, BL, FQ, TC, AH Pseudomonas putida AAC38671

AcrB SDS, AC, CM, FQ, MC, TC, NO Enterobacter aerogenes CAC35725
AcrB SDS, TC, FQ, CV, MB, EB, PLANT COMPOUNDS. Erwinia amylovora AAQ21216
AcrF BS, AC, NO, EB, BL, CV, FA, TX, R6G, TPP, DOX Escherichia coli NP_417732

SmeB AmeC mutant hypersensitive Stenotrophomonas maltophila AF173226
MexY AG, ML, AC, EB, FQ, TC Pseuodmonas aeruginosa AB015853
AmrB AG, ML Burkholderia pseudomallei AAC27754

SdeB (MexF) FQ Serratia marcesces AAO18187
CmeB FQ, BL, ML ,  RF, TC, EB, SDS, BS DC, CHA, CHE, TAU Campylobacter jejuni AAL74245
MexF FQ, BL, CM, TM Pseudomonas aeruginosa NP_251184

NolG UK Sinorhizobium meliloti NP_435726
MdtB UK Escherichia coli  BAC06608

MexB AC, BL, EB, CM, CV, ML, NO, SDS,  AH, SF, TC, TM, TR, AG Pseudomonas aeruginosa AAG03815
AcrB/AcrE AC, BL, EB, CM, CV, ML, NO, SDS, AH, RF, TX, FA, BS Escherichia coli P31224

AcrB AC, BS, FQ, TC Salmonella typhimurium NP_459470

TbtB AH, TBT Pseudomonas stutzeri AAD15664
TtgH AH Pseudomonas putida AAK69564
SrpB AH Pseudomonas putida AAD12176

SepB AH Pseudomonas putida AAO49779
TtgE AH Pseudomonas putida CAB72258

MexK EM, TC, TR Pseudomonas aeruginosa NP_252366
CnrA HM Ralstonia eutropha G47056
CzcA HM Alcaligenes eutrophus P94177
SilA HM Salmonella tiphy AAD11749

CusA HM Escherichia coli P38054
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SmeE ML , EB, FQ, TC, CM Stenotrophomonas maltophila CAC14595
YhiV ML, EB, BS , R6G, TPP, SDS, Escherichia coli AAC76539

SdeY ML, AC, EB, TC, FQ, TR, BKC,  RH6G, H33342 Serratia marcesces AB104882
BpeB ML, AG Burkholderia pseudomallei AAQ94110
IfeB COU (IF) Agrobacterium tumefaciens AAC25691

EmhB CM, FQ, PAH Pseudomonas fluorescens cLP6a AAQ92181
ArpB CM, BL, TC, ML, AG, NO Pseudomonas putida AAF73832
TtgB CM, BL, FQ, TC, AH Pseudomonas putida AAC38671

AcrB SDS, AC, CM, FQ, MC, TC, NO Enterobacter aerogenes CAC35725
AcrB SDS, TC, FQ, CV, MB, EB, PLANT COMPOUNDS. Erwinia amylovora AAQ21216
AcrF BS, AC, NO, EB, BL, CV, FA, TX, R6G, TPP, DOX Escherichia coli NP_417732

SmeB AmeC mutant hypersensitive Stenotrophomonas maltophila AF173226
MexY AG, ML, AC, EB, FQ, TC Pseuodmonas aeruginosa AB015853
AmrB AG, ML Burkholderia pseudomallei AAC27754

SdeB (MexF) FQ Serratia marcesces AAO18187
CmeB FQ, BL, ML ,  RF, TC, EB, SDS, BS DC, CHA, CHE, TAU Campylobacter jejuni AAL74245
MexF FQ, BL, CM, TM Pseudomonas aeruginosa NP_251184

NolG UK Sinorhizobium meliloti NP_435726
MdtB UK Escherichia coli  BAC06608

MexB AC, BL, EB, CM, CV, ML, NO, SDS,  AH, SF, TC, TM, TR, AG Pseudomonas aeruginosa AAG03815
AcrB/AcrE AC, BL, EB, CM, CV, ML, NO, SDS, AH, RF, TX, FA, BS Escherichia coli P31224

AcrB AC, BS, FQ, TC Salmonella typhimurium NP_459470

TbtB AH, TBT Pseudomonas stutzeri AAD15664
TtgH AH Pseudomonas putida AAK69564
SrpB AH Pseudomonas putida AAD12176

SepB AH Pseudomonas putida AAO49779
TtgE AH Pseudomonas putida CAB72258

MexK EM, TC, TR Pseudomonas aeruginosa NP_252366
CnrA HM Ralstonia eutropha G47056
CzcA HM Alcaligenes eutrophus P94177
SilA HM Salmonella tiphy AAD11749

CusA HM Escherichia coli P38054



Fig. 17.- Análisis de la familia RND basados en los residuos de interacción a ligando y especificidad de sustrato. 

A) Árbol filogenético generado con el programa Phylip usando los residuos correspondientes a la interacción a ligando reportados en AcrB 

B) Tabla con la información relevante de las bombas de exclusión de drogas seleccionadas y sus sustratos expulsados. La nomenclatura es como sigue: AH: 

Hidrocarburos aromáticos, AC: Acriflavina, AG: Aminoglicosidos, BKC: Cloruro de Benzalconio, BL: β-Lactamas, BS: Sales biliares, CM: Cloramfenicol, CP: 

Cefalosporina, CV: Cristal violeta, COU: Comestrol, CHA: Ácido Cólico, CHE: Ácido quenodeoxicholico, DC: Deoxilcloato, EB: Bromuro de etidio, EM: 

Eritromicina, FA: Ácidos grasos FQ: Fluoroquinolonas, H33342: Hoechst 33342,  HM: Metales pesados, ML: Macrolidos, MB: Azul de metileno, NO: 

Novobiocina, PU: Puromicina, RH6G: Rodamina 6G, RF: Rifampicina, SDS: Sulfato dodecil de sodio, TAU: Ácido Taurocolico, TBT: Tributiltina, TC: 

Tetraciclina, TM: Trimetropina, TR: Triclosan, TX: Triton X-100, TPP: Bromuro de tetrafenilfosfonio, UK: Desconocido, V:Vanadio 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Apéndice 1 
 Alineamiento múltiple de las 47 proteínas RND utilizadas para el análisis de interacción de residuos con ligandos. Las 14 columnas 
con los residuos seleccionados están marcados con (+) en la secuencia consenso  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      10         20         30         40         50         60         70         80         90        100        110        120        130        140        150                      
MexI|Paeru   ---------M TFTDLFVRRP VLALVVSTLI LLLGLFSLGK LPIRQYPLLE SSTITVTTEY PGASADLMQG FVTQPIAQAV SSVEGIDYLS STSVQGRS-V VTIRMLLNRD STQ--AMTET MAKVNSVRYK LPERAYDSVI ERSSGETTAV  
MexW|Paeru   ---------M AFTDPFIRRP VLASVVSLLI VLLGMQAFSK LVIREYPQME NALITVTTLY AGANAETIQG YITQPLQQSL ASAEGIDYMT SVSRQNYS-T ISIYARIGAN TDR--LVTEL LAKSNEVKSQ LPPDAEDPVL QKEAADASAL  
AcrB|Hinfl   ---MYEEIRM KFTDIFIRRP VLAVSISLLM IILGLQAISK LAVREYPKMT TTVITVSTAY PGADANLIQA FVTSKLEESI AQADNIDYMS STSAPSSS-T ITIKMKLNTD PAG--ALADV LAKVNAVKSA LPNGIEDPSV SSSSG-GSGI  
AcrB|Styph   ---------- -MPNFFIDRP IFAWVIAIII MLAGGLAILK LPVAQYPTIA PPAVTISATY PGADAKTVQD TVTQVIEQNM NGIDNLMYMS SNSDSTGTVQ ITLTFESGTD ADI--AQVQV QNKLQLAMPL LPQEVQQQGV SVEKSSSSFL  
AcrB|Ecoli   ---------- -MPNFFIDRP IFAWVIAIII MLAGGLAILK LPVAQYPTIA PPAVTISASY PGADAKTVQD TVTQVIEQNM NGIDNLMYMS SNSDSTGTVQ ITLTFESGTD ADI--AQVQV QNKLQLAMPL LPQEVQQQGV SVEKSSSSFL  
AcrB|Eaero   ---------- -MPNFFIDRP IFAWVIAIII MLAGGLSIMK LPVAQYPTIA PPAVTISATY PGADAKTVQD TVTQVIEQNM NGIDNLMYMS SNSDSTGTVQ ITLTFQSGTD ADI--AQVQV QNKLQLAMPL LPQEVQQQGV SVEKSSSSFL  
AcrB|Eamyl   ---------- -MAKFFIDRP IFAWVIAIIV MLAGTLSILK LPIEQYPNVA PPAIEITATY PGADAKTLQD SVTQVIEQNM NGIDGLMYMG SSSDSSGTLQ LTLTFESGTD ADI--AQVQV QNKLQLATPL LPQEVQQQGI SVQKSSSSFL  
SdeY|Smarc   ---------- -MAKFFIDRP IFAWVIAIIV MLAGVLAIMK LPIAQYPTIA PPAVSISANY PGADAKTVQD TVTQIIEQNM NGIDNLMYMS STSDSSGSVT ITLTFESGTD PDI--AQVQV QNKLSLATPL LPQEVQQQGL KVEKSSSSFL  
AcrF|Ecoli   ---------- -MANFFIRRP IFAWVLAIIL MMAGALAILQ LPVAQYPTIA PPAVSVSANY PGADAQTVQD TVTQVIEQNM NGIDNLMYMS STSDSAGSVT ITLTFQSGTD PDI--AQVQV QNKLQLATPL LPQEVQQQGI SVEKSSSSYL  
YhiV|Ecoli   ---------- -MANYFIDRP VFAWVLAIIM MLAGGLAIMN LPVAQYPQIA PPTITVSATY PGADAQTVED SVTQVIEQNM NGLDGLMYMS STSDAAGNAS ITLTFETGTS PDI--AQVQV QNKLQLAMPS LPEAVQQQGI SVDKSSSNIL  
BpeB|Bpseu   ---------- -MAKFFIDRP IFAWVIAIIL MLAGVAAIFT LPIAQYPTIA PPSIQITANY PGASAKTVED TVTQVIEQQM SGLDNFLYMS STSDDSGNAT ITITFAPGTN PDI--AQVQV QNKLSLATPI LPQVVQQLGL SVTKSSSSFL  
ArpB|Pputi   ---------- -MSKFFIDRP IFAWVIALVI MLVGALSILK LPINQYPSIA PPAIAIAVTY PGASAQTVQD TVVQVIEQQL NGIDNLRYVS SESNSDGSMT ITATFEQGTN PDT--AQVQV QNKLNLATPL LPQEVQQQGI RVTKAVKNFL  
TtgB|Pputi   ---------- -MSKFFIDRP IFAWVIALVI MLVGALSILK LPINQYPSIA PPAIAIAVTY PGASAQTVQD TVVQVIEQQL NGIDNLRYVS SESNSDGSMT ITATFEQGTN PDT--AQVQV QNKLNLATPL LPQEVQQQGI RVTKAVKNFL  
EmhB|Pfluo   ---------- -MSRFFIDRP IFAWVIALVI MLVGALSILK LPINQYPSIA PPAIAIQVTY PGASAQTVQD TVVQVIEQQL NGIDNLRYVS SESNSDGSMT ITATFEQGTN SDT--AQVQV QNKLNLATPL LPQEVQQQGI RVTKSVKNFL  
MexB|Paeru   ---------- -MSKFFIDRP IFAWVIALVI MLAGGLSILS LPVNQYPAIA PPAIAVQVSY PGASAETVQD TVVQVIEQQM NGIDNLRYIS SESNSDGSMT ITVTFEQGTD PDI--AQVQV QNKLQLATPL LPQEVQRQGI RVTKAVKNFL  
SrpB|Pputi   ---------- -MSRFFIDRP IFAWVLAIVA MLAGALSLAK MPISQYPNIA APAVSIQVSY PGASAQTVQD TVVQVIEQQL SGLDGFRYMS AESASDGSMT IIVTFEQGTD PDI--AQVQV QNKLQLATPR LPEEVQRQGL RVVKYQMNFF  
TtgH|Pputi   ---------- -MSRFFIDRP IFAWVLAIVA MLAGALSLAK MPISQYPNIA APAVSIQVSY PGASAQTVQD TVVQVIEQQL SGLDGFRYMS AESASDGSMT IIVTFEQGTD PDI--AQVQV QNKLQLATPR LPEEVQRQGL RVVKYQMNFF  
TtgE|Pputi   ---------- -MSRFFIDRP IFAWVLAIIA MLAGALSLTK MPISQYPNIA APAVSIQVVY PGASAKTVQD TVVQVIEQQL NGLDGFRYMA AESASDGSMN IIVTFEQGTN PDI--AQVQV QNKLQLATPR LPEEVQRQGL RVVKYQMNFF  
SepB|Pputi   ---------- -MSRFFIDRP IFAWVLAIIA MLAGALSLTK MPISQYPNIA APAVSIQVVY PGASAKTVQD TVVQVIEQQL NGLDGFRYMA AESASDGSMN IIVTFEQGTN PDI--AQVQV QNKLQLATPR LPEEVQRQGL RVVKYQMNFF  
TbtB|Pstut   ---------- -MSRFFIDRP IFAWVLAIVA MLAGALSLVK MPISQYPNIA APAVSIQVTY PGASAQTVQD TVVQVIEQQL SGLDGFRYMS AESASDGSMT IIVTFEQGTD PDI--AQVQV QNKLQLATPR LPEEVQRQGL RVVKYQQNFF  
AcrD|Ecoli   ---------- -MANFFIDRP IFAWVLAILL CLTGTLAIFS LPVEQYPDLA PPNVRVTANY PGASAQTLEN TVTQVIEQNM TGLDNLMYMS SQSSGTGQAS VTLSFKAGTD PDE--AVQQV QNQLQSAMRK LPQAVQNQGV TVRKTGDTNI  
SmeE|Smalt   ---------- -MARFFIDRP IFAWVIAIII MLAGGLALFK LPVSMYPNVA PPAVEISATY PGASAKVVED SVTQIIEQNM KGLDGLIYFS SNSSSNGQAT ITLTFESGTN PDI--AQVQV QNKLQLAMPL LPQEVQRQGI NVAKSSSGFL  
RmeB|Retli   ---------- -MAKFFIRRP IFAWVIAITI MLAGLLAIFT LSISQYPDIA PTTVRINATY RGASAETVEK SVTTIIEDGM TGLDDLTYMT S-TSSTGSAS IQLTFGTSID PDI--AQVQV QNKLQLVQSQ LPGDVIDAGI SVTRSTSSIL  
RmeB|Rlegv   ---------- -MAKFFIRRP IFAWVIAITI MLAGLLAIFT LSISQYPDIA PTTVRINATY RGASAETVEK SVTTIIEDGM TGLDDLTYMT S-TSSTGSAS IQLTFGTSAD PDI--AQVQV QNKLQLVQSQ LPSDVIDAGI SVTRSTSSIL  
AmeB|Atume   ---------- -MAHFFIRRP VFAWVIAIVI MLGGVLAIWT LSISQYPDIA PTTVRVSATY NGASAETVEK SVTTIIEDGM TGLDDLTYMT S-SSSTGSAE VTLTFGNSIL PDI--AQVQV QNKLQLVQSQ LPDTVQQQGL QVSRSTSSIL  
IfeB|Atume   ---------- -MARFFIDRP IFAWVIAIII MGLGVLSIMR LPISQYPSIA GPSVVIGATY PGASAETVAD TVVQIIEKEM TGLDGLRYID SSTTSTGRAT VTLTFNLGTD PDI--AQVQV QNKLSQAEAS LPSEVTRQGV TVEKSTTGFL  
SmeB|Smalt   ---------- -MVRFFIDRP IFAWVIAIAV SLLGLLAILI LPVDRYPQIA PPTITIRATY TGASSQTVEN AVTQVIEQSQ QSLDHLMYMT STSASDGSAQ VNLVFATGTN PDT--AQVQV QNQLQAAMAT LPQAVQQNGL TITKSSGSIF  
AdeB|Abaum   ---------- -MSQFFIRRP VFAWVIAIFI IIFGLLSIPK LPIARFPSVA PPQVNISATY PGATAKTIND SVVTLIEREL SGVKNLLYYS ATTDTSGTAE ITATFKPGTD VEM--AQVDV QNKIKAVEAR LPQVVRQQGL QVEASSSGFL  
MexD|Paeru   ---------- -MSEFFIKRP NFAWVVALFI SLAGLLVISK LPVAQYPNVA PPQITITATY PGASAKVLVD SVTSVLEESL NGAKGLLYFE STNNSNGTAE IVVTFEPGTD PDL--AQVDV QNRLKKAEAR MPQAVLTQGL QVEQTSAGFL  
MtrD|Ngono   ---------- -MAKFFIDRP IFAWVISIFI IAAGIFGIKS LPVSQYPSVA APTITLHAIY PGASAQVMEG SVLSVIERNM NGVEGLDYMS TSADSSGSGS VSLTFTPDTD ENL--AQVEV QNKLSEVLRT LPATVQQYGV TVSKARSNFL  
AmrB|Bpseu   ---------- -MARFFIDRP VFAWVISLFI MLGGIFAIRA LPVAQYPDIA PPVVSLYATY PGASAQVVEE SVTAVIEREM NGVPGLLYTS ATS-SAGQAS LSLTFKQGVS ADL--AAVDV QNRLKIVEAR LPEPVRRDGI SIEKAADNAQ  
MexY|Paeru   ---------- -MARFFIDRP VFAWVISLLI VLAGVLAIRF LPVAQYPDIA PPVVNVSASY PGASAKVVEE AVTAIIEREM NGAPGLLYTK ATS-STGQAS LTLTFRQGVN ADL--AAVEV QNRLKIVESR LPESVRRDGI YVEKAADSIQ  
CmeB|Cjeju   ---------- MFSKFFIERP VFASVVAIII SLAGAIGLTN LPIEQYPSLT PPTVKVSATY TGADAQTIAS TVASPIEDAI NGADNMIYMD STSSSSGTMS LTVYFDIGTD PDQ--ATIDV NNRISAATAK MPDAVKKLGV TVRKTSSTTL  
CeoB|Bcepa   ---------M NISKFFIDRP IFAGVLSVII LLGGVIAMFL LPISEYPEVV PPSVIVKAQY PGANPKVIAE TVASPLEEQI NGVENMLYMQ SQANSDGNMT ITVTFKLGTD PDK--ATQLV QNRVNQALPR LPEDVQRLGI TTVKSSPTLT  
MexF|Paeru   ---------M NFSQFFIQRP IFAAVLSLLI LIGGAISLFQ LPISEYPEVV PPTVVVRANF PGANPKVIGE TVASPLEQAI TGVENMLYMS SQSTSDGKLT LTITFALGTD LDN--AQVQV QNRVTRTEPK LPEEVTRLGI TVDKASPDLT  
SdeB|Smarc   ---------M DFSRFFIDRP IFAAVLSILI FVAGVIAIPL LPISEYPDVV PPSVQVRAEY PGANPKEIAE TVATPLEEAI NGVENMMYMK SVAGSDGVLV TTVTFRPGTD PDQ--AQVQV QNRVAQAEAR LPEDVRRQGI TTQKQSPALT  
MdtB|Ecoli   MQVLPPSSTG GPSRLFIMRP VATTLLMVAI LLAGIIGYRA LPVSALPEVD YPTIQVVTLY PGASPDVMTS AVTAPLERQF GQMSGLKQMS SQS-SGGASV ITLQFQLTLP LDV--AEQEV QAAINAATNL LPSDLPNPPV YSKVNPADPP  
MdtC|Ecoli   MKFFA----- ----LFIYRP VATILLSVAI TLCGILGFRM LPVAPLPQVD FPVIIVSASL PGASPETMAS SVATPLERSL GRIAGVSEMT SSS-SLGSTR IILQFDFDRD ING--AARDV QAAINAAQSL LPSGMPSRPT YRKANPSDAP  
ORF2plC|Re   ---------M NFSAWSIRNP VPAILLFLML TVGGLLAFKQ LPIQNFPDMD LPTINVTATL EGAAPAQLET EVARKIEDSL AALSYLDHIT T-TITDGTVS IKVSFKLEKD SET--ALNEV RNAVDSVKGD LPAQMETPSV SKVTVQSSAL  
NolG|Smeli   ---------M FLTRISINHP VFATMMMVMI LVLGLFSYGR LGVDHYPETD LPVVVVATTY TGASPESVES EISRPIEAAL NTIGGIDTIT S-ESYEGRSI VVVQFEVDVD SQD--AAQEV RDRVARLETK FPDGVATPQV TRYKPEGQAI  
CnrA|AReut   -------MIE SILSGSVRYR WLVLFLTAVV AVIGAWQLNL LPIDVTPDIT NKQVQINSVV PTMSPVEVEK RVTYPIETAI AGLNGVESTR SMS-RNGFSQ VTVIFKESAN LYF--MRHEV SERLAQARPN LPENVEPQMG PVSTGLGEVF  
CzcA|Aeutr   -------MFE RIISFAIQQR WLVLLAVFGM AGLGIFSYNR LPIDAVPDIT NVQVQVNTSA PGYSPLETEQ RVTYPIEVVM AGLPGLEQTR SLS-RYGLSQ VTVIFKDGTD VYF--ARQLV NQRIQEAKDN LPEGVVPAMG PISTGLGEIY  
CusA|Ecoli   -------MIE WIIRRSVANR FLVLMGALFL SIWGTWTIIN TPVDALPDLS DVQVIIKTSY PGQAPQIVEN QVTYPLTTTM LSVPGAKTVR GFS-QFGDSY VYVIFEDGTD PYW--ARSRV LEYLNQVQGK LPAGVSAELG PDATGVGWIY  
SilA|Styph   -------MIE WIIRRSVANR FLVMMGALFL SIWGTWTIIN TPVDALPDLS DVQVIIKTSY PGQAPQIVEN QVTYPLTTTM LSVPGAKTVR GFS-QFGDSY VYVIFEDGTD LYW--ARSRV LEYLNQVQGK LPAGVSSEIG PDATGVGWIF  
XepB|Pging   ---------M SIYESAVKKP VTTILIFVAI AIFGLFSLSR LSIDLYPKIE TSNIMVVTSY AGASASDIEN NVTKVLENTL NGVSNLKHIT SKS-RENASV ITLQFNEGVD IEV--ATNDV RDKLDAVSNF LPDDVNKPMI FKFGTDDIPI  
RagC|Bjapo   --------MI ALVRIALSRP YTFVVLALLL LIIGPLAALR TPTDIFPDIR IPVIGVVWQY TGLPPDQMSG RITTPFQRAL TTTVNDIEHI VANSYNGFGI IKIFFQPNVD IRT--ANAQV TAISQTLLKQ MPPGATPPLI LNYSASTVPI  
MexK|Paeru   -------MSF NLSAWALQNR QIVLYLMILL GAVGALSYSK LGQSEDPPFT FKAMVVQTNW PGASAEEVAR QVTERIEKKL METGDYDRIV SFSRPGVSQV TFMAREDIHS SEIPELWYQI RKKISDIRAT LPQSIQGPFF N-DEFGTTYG  
Clustal Co                    :                  * +   +      *       : :         .       :   :                                     + +      +    +  +   + :*                     
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     160        170        180        190        200        210        220        230        240        250        260        270        280        290        300                      
MexI|Paeru   AYVGFSSKT- ---------- ---------- ---------- -LPIPALTDY LSRVVEPMFS SIDGVAKVQT FGGQRLAMRL WLDADRLAGR GLTASDVAEA IRRNNYQAAP GMV------K GQYVLSNVRV NTDLTNVDDF REMVIRNDGN  
MexW|Paeru   MYISFYSEQ- ---------- ---------- ---------- -MNNPQITDY LSRVIQPKLA TLPGIAEAEI LGNQVFAMRL WLDPVKMAAF GVTAGEINQA VQQYNFLAAA GEV------K GQLVVTSVNA STDLKSPQAF AAIPVKTDGD  
AcrB|Hinfl   MYISFRSKK- ---------- ---------- ---------- -LDSSQVTDY INRVVKPQFF TIEGVAEVQV FGAAEYALRI WLDPQKMAAQ NLSVPTVMSA LSANNVQTAA GND------N GYYVSYRNKV ETTTKSVEQL SNLIISSNGD  
AcrB|Styph   MVVGVINTD- ---------- ---------- ---------G TMTQEDISDY VAANMKDPIS RTSGVGDVQL FGSQ-YAMRI WMNPTELTKY QLTPVDVINA IKAQNAQVAA GQLGGTPPVK GQQLNASIIA QTRLTSTDEF GKILLKVNQD  
AcrB|Ecoli   MVVGVINTD- ---------- ---------- ---------G TMTQEDISDY VAANMKDAIS RTSGVGDVQL FGSQ-YAMRI WMNPNELNKF QLTPVDVITA IKAQNAQVAA GQLGGTPPVK GQQLNASIIA QTRLTSTEEF GKILLKVNQD  
AcrB|Eaero   MVVGVINTN- ---------- ---------- ---------G TMTQEDISDY VGANMKDAIS RTSGVGDVQL FGSQ-YAMRI WMDPTKLNNF QLTPVDVINA IKAQNAQVAA GQLGGTPPVK GQQLNASIIA QTRLTSADEF SKILLKVNQD  
AcrB|Eamyl   MVAGFINDS- ---------- ---------- ---------G TMTQNDISDY VGSNIKDPLS RVSGVGDTQL FGAQ-YAMRI WMDPHKLNNY QLTPVDVISA INTQNAQVAA GQLGGSPPVK GQQLNASIIA QTRLTSTEEF GKILLKVNAD  
SdeY|Smarc   MVAGFVSDD- ---------- ---------- ---------P NMTQDDIADY VASNIKDPIS RSSGVGEVQL FGAQ-YAMRI WLDPNKLNNY QLTTTDVTSA ITEQNNQIAA GKLGGLPGGR GQQLNASIIA QTRLTSPEEF GKILLKVNTD  
AcrF|Ecoli   MVAGFVSDN- ---------- ---------- ---------P GTTQDDISDY VASNVKDTLS RLNGVGDVQL FGAQ-YAMRI WLDADLLNKY KLTPVDVINQ LKVQNDQIAA GQLGGTPALP GQQLNASIIA QTRFKNPEEF GKVTLRVNSD  
YhiV|Ecoli   MVAAFISDN- ---------- ---------- ---------G SLNQYDIADY VASNIKDPLS RTAGVGSVQL FGSE-YAMRI WLDPQKLNKY NLVPSDVISQ IKVQNNQISG GQLGGMPQAA DQQLNASIIV QTRLQTPEEF GKILLKVQQD  
BpeB|Bpseu   LVLAFNSED- ---------- ---------- ---------G SMNKYDLANY VALHVKDPIS RINGVGTVTL FGSQ-YAMRI WLDPTKLTNY GLTPVDVTSA ISAQNVQIAG GQLGGTPAVP GTVLQATITE ATLLQTPEQF GNILLKVNQD  
ArpB|Pputi   LVIGLVSED- ---------- ---------- ---------G SMTKDDLANY IVSNMQDPIS RTAGVGDFQV FGAQ-YAMRI WLDPAKLNKF QLTPVDVKTA VAAQNVQVSS GQLGGLPALP GTQLNATIIG KTRLQTAEQF ESILLKVNKD  
TtgB|Pputi   LVIGLVSED- ---------- ---------- ---------G SMTKDDLANY IVSNMQDPIS RTAGVGDFQV FGAQ-YAMRI WLDPAKLNKF QLTPVDVKTA VAAQNVQVSS GQLGGLPALP GTQLNATIIG KTRLQTAEQF ESILLKVNKD  
EmhB|Pfluo   LVIGVVSRD- ---------- ---------- ---------G SMTKDDLSNY IVSNMQDPIS RTAGVGDFQV FGSQ-YAMRV WLDPAKLNNF SLTPVDVKAA IAAQNIQVSS GQLGGLPAAP GQQLNATIIG KTRLQTAEQF NKILLKVNKD  
MexB|Paeru   MVVGVVSTD- ---------- ---------- ---------G SMTKEDLSNY IVSNIQDPLS RTKGVGDFQV FGSQ-YSMRI WLDPAKLNSY QLTPGDVSSA IQAQNVQISS GQLGGLPAVK GQQLNATIIG KTRLQTAEQF ENILLKVNPD  
SrpB|Pputi   LVMSLVDRS- ---------- ---------- ---------G KLDNFDLGNL IASQLQDPIS RIPGVGDFQL FGSP-YAMRI WLDPGKLNSY QLTPTDVASA IREQNVQVSS GQLGGLPTRS GVQLNATVLG KTRMTTPSQF DEILVKVNPD  
TtgH|Pputi   LVMSLVDRS- ---------- ---------- ---------G KLDNFDLGNL IASQLQDPIS RIPGVGDFQL FGSP-YAMRI WLDPGKLNSY QLTPTDVASA IREQNVQVSS GQLGGLPTRS GVQLNATVLG KTRMTTPSQF DEILVKVNPD  
TtgE|Pputi   MVVGLVDKT- ---------- ---------- ---------G KMTNFDLGNL IASQLQDPIS RINGVGDFLL FGSP-YAMRI WLDPGKLNSY QLTPGDVAQA IREQNVQVSS GQLGGLPTRS GVQLNATVVG KTRMTTPAEF EEILVKVKAD  
SepB|Pputi   MVVGLVDKT- ---------- ---------- ---------G KMTNFDLGNL IASQLQDPIS RINGVGDFLL FGSP-YAMRI WLDPGKLNSY QLTPGDVAQA IREQNVQVSS GQLGGLPTRS GVQLNATVVG KTRMTTPAEF EEILVKVKAD  
TbtB|Pstut   LIIGLADST- ---------- ---------- ---------G KMSNFDLGNV IASQLQDPIS RIDGVGDYML FGSP-NAMRI WLDPAKLNSY QLTPGDVADA IREQNVQVSS GQLGGLPTRT GVQLNATVLG KTRMTTPAEF EEILVKVKTD  
AcrD|Ecoli   LTIAFVSTD- ---------- ---------- ---------G SMDKQDIADY VASNIQDPLS RVNGVGDIDA YGSQ-YSMRI WLDPAKLNSF QMTAKDVTDA IESQNAQIAV GQLGGTPSVD KQALNATINA QSLLQTPEQF RDITLRVNQD  
SmeE|Smalt   NAIAFVSEN- ---------- ---------- ---------G SMDANDIADY VGSNVVDRLS RVPGVGNIQV FGGK-YAMRI WLDPNKLHTY GLSVPEVTAA IKAQNAQVAI GQLGGAPSVK GQQLNATINA QSRLQTPEQF RNIIVRGAQD  
RmeB|Retli   LVGSLVSTD- ---------- ---------- ---------G KRNSVDLGNI MSTSIEDQIQ RLEGVGSINV FGSG-YAMRI WLDPFKLVKY QLTPSDVTAA IQAQNTQVSV GSLGAQPTTP GQQLNVTITA QSQLTTVADF EHIILKVEKD  
RmeB|Rlegv   LVGSLVSTD- ---------- ---------- ---------G KRNSVDLGNI MSTSIEDQIQ RLEGVGSINV FGSG-YAMRV WLDPFKLLKY QLTPSDVTSA IQAQNTQVSV GSLGAQPTIP GQQINVTITA QSQLTTVADF EHIILKVEKD  
AmeB|Atume   MVGALISTD- ---------- ---------- ---------G KRNSADLGDV FSSRVEDQIK RLEGVGSINV FGSE-YAMRI WLDPFKLNKY QLTTADVTGA IQSQNTQVSV GSLGAVPAVK GQQLNVTVTA QSQLTTVADF EKVILKVEKD  
IfeB|Atume   MVIALISDD- ---------- ---------- ---------G ARSAIDLADY LNSYMVEPVS RLKGVGKVEV FGSE-YAMRI WLDPQKLKYY GLSPTTVIHA ISAQNAQISA GSFGAMPAPE GQQLNATVTA QSLLKTPQDF ERIVLRADTD  
SmeB|Smalt   EVLSFTSED- ---------- ---------- ---------G SMDNFDVANF MEARIDDQIS RVSGVGNIQP IGQE-YAMRI WLDPEKMRQY ALMPWDIETA LQAQNTDVSA GELGGQPALK GQQLDATVTA RSRLHTPEQF AQVVLKADAN  
AdeB|Abaum   MLVGINSPN- ---------- ---------- ---------N QYSEVDLSDY LVRNVVEELK RVEGVGKVQS FGAE-KAMRI WVDPNKLVSY GLSISDVNNA IRENNVEIAP GRLGDLPAEK GQLITIPLSA QGQLSSLEQF KNISLKSKTN  
MexD|Paeru   LIYALSYKEG A--------- ---------- ---------Q RSDTTALGDY AARNINNELR RLPGVGKLQF FSSE-AAMRV WIDPQKLVGF GLSIDDVSNA IRGQNVQVPA GAFGSAPGSS AQELTATLAV KGTLDDPQEF GQVVLRANED  
MtrD|Ngono   MIVMLSSDV- ---------- ---------- ---------- -QSTEEMNDY AQRNVVPELQ RIEGVGQVRL FGAQ-RAMRI WVDPKKLQNY NLSFADVGSA LSAQNIQISA GSIGSLPAVR GQTVTATVTA QGQLGTAEEF GNVILRANTD  
AmrB|Bpseu   IIVSLTSED- ---------- ---------- ---------G RISGVELGEY ASANVLQALR RVEGVGKVQF WGAE-YAMRI WPDPVKMAAL GLTASDIASA VRAHNARVTI GDVGRSAVPD SAPIAATVLA DAPLTTPDAF GAIALRARAD  
MexY|Paeru   LIVTLTSSS- ---------- ---------- ---------G RYDAMELGEI ASSNVLQALR RVEGVGKVET WGAE-YAMRI WPDPAKLTSM NLSASDLVNA VRRHNARLTV GDIGNLGVPD SAPISATVKV DDTLVTPEQF GEIPLRIRAD  
CmeB|Cjeju   AAISMYSSD- ---------- ---------- ---------G SMSAVDVYNY ITLNVLDELK RVPGVGDANA IGNRNYSLRI WLKPDLLNKF GITATDVISA VNDQNAQYAT GKIGEEPVTQ KSPYVYSITM QGRLQNPSEF ENIILRTNND  
CeoB|Bcepa   MVVHLISPD- ---------- ---------- ---------N RYDMTYLRNY ALINVKDRLS RIQGVGQVQL WGSGDYAMRV WLDPQKVAQR GLSAEDVVQA IREQNVQVAA GVIGASPSLP GTPLQLSVNA RGRLQTEDEF GDIVVKTTPD  
MexF|Paeru   MVVHLTSPD- ---------- ---------- ---------N RYDMLYLSNY AVLNVKDELA RLDGVGDVQL FGLGDYSLRV WLDPNKVASR NLTATDVVNA IREQNRQVAA GTLGAPPAPS DTSFQLSINT QGRLVTEEEF ENIIIRAGAN  
SdeB|Smarc   LVVHLVSPS- ---------- ---------- ---------G KYDSLYLRNY ATLKVKDELA RLPGVGQVQI FGAGEYAMRI WLDPNKVAAR GLTASDVVSA MQEQNVQVSA GQLGAEPMPT RSDYLLSINA QGRLQTEEEF GNIILKSGDN  
MdtB|Ecoli   IMTLAVTST- ---------- ---------- ---------- AMPMTQVEDM VETRVAQKIS QISGVGLVTL SGGQRPAVRV KLNAQAIAAL GLTSETVRTA ITGANVNSAK GSLD------ GPSRAVTLSA NDQMQSAEEY RQLIIAY-QN  
MdtC|Ecoli   IMILTLTSD- ---------- ---------- ---------- TYSQGELYDF ASTQLAPTIS QIDGVGDVDV GGSSLPAVRV GLNPQALFNQ GVSLDDVRTA VSNANVRKPQ GALE------ DGTHRWQIQT NDELKTAAEY QPLIIHY-NN  
ORF2plC|Re   VTYAVRSTA- ---------- ---------- ---------- -LNETELSWF VDNDLTKALL SVPGVGQVNR IGGIDREVHV DLDAGTMASL GVTAATVSSQ LKAVQTDTSG GLG------E IGGTRQTLRT LGALPSVEAL KGLKIPL-AN  
NolG|Smeli   LSVAVSSTS- ---------- ---------- ---------- -RTLPEITTL ATRVINNRLS VISGVGQVSL IGSSERQVLV VVDPDRLGAY GLAVSTVIEA IRGENQDRAA GTL------I SGINQRIVTV EGRIANTSGF NRIIVAQ-RN  
CnrA|AReut   HYSVEYQYPD GTGASIKDGE PGWQSDGSFL TERGERLDDR VSRLAYLRTV QDWIIRPQLR TTPGVADVDS LGGYVKQFVV EPDTGKMAAY GVSYADLARA LEDTNLSVGA NFIR------ RSGESYLVRA DARIKSADEI SRAVIAHG--  
CzcA|Aeutr   LWTVEAE--- ---------E GARKADGTAY TP-------- ----TDLREI QDWVVRPQLR NVPGVTEINT IGGFNKQYLV APSLERLASY GLTLTDVVNA LNKNNDNVGA GYIE------ RRGEQYLVRA PGQVASEDDI RNIIVGTAQ-  
CusA|Ecoli   EYALVDR--- ---------- -SGKHD---- ---------- ---LADLRSL QDWFLKYELK TIPDVAEVAS VGGVVKEYQV VIDPQRLAQY GISLAEVKSA LDASNQEAGG SSIE------ LAEAEYMVRA SGYLQTLDDF NHIVLKASEN  
SilA|Styph   EYALVDR--- ---------- -SGKHD---- ---------- ---LSELRSL QDWFLKFELK TIPNVAEVAS VGGVVKQYQI QVNPVKLSQY GISLPEVKQA LESSNQEAGG SSVE------ IAEAEYMVRA SGYLQSIDDF NNIVLKTGEN  
XepB|Pging   TMLSVQAKES ---------- ---------- ---------- ---TMALSKI LEDKVTNALA RLDGVGAVSI MGTVKREIQV YCDPAKLEAY NLTVEAVSQI ISAENKNVPA GLID------ LGNKTSSIRI QGEFADARQL NQIVVAS-VG  
RagC|Bjapo   IQVALSGDG- ---------- ---------- ---------- -LTEQNLADI GINNLRTPLV TVPGAAIPYP FGGKQRQVQI DLDPTALQAR GLSGQDVANA LAAQNLITPV GTQK------ IGTFEYNIQL NNSPLKIDEL GNLPIKT-VN  
MexK|Paeru   NIYALTGKG- ---------- ---------- ---------- -FDYAVMKDY ADR-LQLQLQ RIRNVGKVEL IGLQDEKIWI DLSNTKLATL GLPLAAVQKA LEEQNAVASS GFFET----- -ASDRVQLRV SGRFDSVEEI RDFPIRVG--  
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MexI|Paeru   G-LVRLRDVG TVELGAAAT- ETSALMDGDP AVH--LGLFP TPTGNPLVIV DGIRKLLPEI QKTLP-PDVR VDLAYETSRF IQASIDEVVR TLVEALLIVV LVIYLCLGSL RSVLIPVATI PLSMLGAAAL MLAFGFSVNL LTLLAMVLAI  
MexW|Paeru   R-RVLMGDVA RVELGAASY- DAISSFNGIP SVY--IGIKG TPSANPLDVI KEVRAKMPEL EEQLP-PNLK VSIAYDATRF IQASIDEVVK TLGEAVLIVI VVVFLFLGAF RSVLIPVVTI PLSMIGVLFF MQAMGYSINL LTLLAMVLAI  
AcrB|Hinfl   D-LVRLRDIA TVELNKEND- NSRATANGAE SVV--LAINP TSTANPLTVA EKIRPLYESI KTQLP-DSME SDILYDRTIA INSSIHEVIK TIGEATLIVL VVILMFIGSF RAILIPILAI PISLIGVLML LQSFNFSINL MTLLALILAI  
AcrB|Styph   GSQVRLRDVA KIELGGENY- DVIAKFNGQP AS--GLGIKL ATGANALDTA TAIRAELKKM EPFFP-PGMK IVYPYDTTPF VKISIHEVVK TLVEAIILVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFAV LAAFGFSINT LTMFGMVLAI  
AcrB|Ecoli   GSRVLLRDVA KIELGGENY- DIIAEFNGQP AS--GLGIKL ATGANALDTA AAIRAELAKM EPFFP-SGLK IVYPYDTTPF VKISIHEVVK TLVEAIILVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFAV LAAFGFSINT LTMFGMVLAI  
AcrB|Eaero   GSQVRLRDVA KVELGGENY- DIIAKFNGQP AS--GLGIKL ATGANALDTA NAIRAELAKM EPYFP-SGLK IVYPYDTTPF VKISIHEVVK TLVEAIILVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFAI LAVFGFSINT LTMFGMVLAI  
AcrB|Eamyl   GSRVRLSDVA HIELGGENY- EVIARYNGQP AS--GLGIKL ATGANALDTA AAVKAELVKL EPFFP-SGLK VVYPYDTTPF VKISINEVVK TLVEAIVLVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFAI ISAFGYSINT LTMFGMVLAI  
SdeY|Smarc   RFQVRLRDVA HIERGRKAM- PFTARYNGKP AA--GLGIKL ATGANALNTA KGVKDELAKM TPFFP-QGMK VVYPYDTTPF VKISINEVVK TLIEAIILVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFAI LAAFGFSINT LTMFGMVLAI  
AcrF|Ecoli   GSVVRLKDVA RVELGGENY- NVIARINGKP AA--GLGIKL ATGANALDTA KAIKAKLAEL QPFFP-QGMK VLYPYDTTPF VQLSIHEVVK TLFEAIMLVF LVMYLFLQNM RATLIPTIAV PVVLLGTFAI LAAFGYSINT LTMFGMVLAI  
YhiV|Ecoli   GSQVLLRDVA RVELGAEDY- STVARYNGKP AA--GIAIKL AAGANALDTS RAVKEELNRL SAYFP-ASLK TVYPYDTTPF IEISIQEVFK TLVEAIILVF LVMYLFLQNF RATIIPTIAV PVVILGTFAI LSAVGFTINT LTMFGMVLAI  
BpeB|Bpseu   GSQVRLKDVA QIGLGGETY- NFDTKYNGQP TA--ALGIQL ATNANALATA KAVRAKIDEM SAYFP-HGLV VKYPYDTTPF VRLSIEEVVK TLLEGIVLVF LVMYLFLQNL RATIIPTIAV PVVLLGTFAI MSMVGFSINV LSMFGLVLAI  
ArpB|Pputi   GSQVRLGDVA QVGLGGENY- AVSAQFNGKP AS--GLAVKL ATGANALDTA KALRETIKGL EPFFP-PGVK AVFPYDTTPV VTESISGVIH TLIEAVVLVF LVMYLFLQNF RATIITTMTV PVVLLGTFGI LAAAGFSINT LTMFAMVLAI  
TtgB|Pputi   GSQVRLGDVA QVGLGGENY- AVSAQFNGKP AS--GLAVKL ATGANALDTA KALRETIKGL EPFFP-PGVK AVFPYDTTPV VTESISGVIH TLIEAVVLVF LVMYLFLQNF RATIITTMTV PVVLLGTFGI LAAAGFSINT LTMFAMVLAI  
EmhB|Pfluo   GSQVRLSDVA DVGLGGENY- SINAQFNGAP AS--GLAVKL ANGANALDTA KALRNTINTL KPFFP-QGME VVFPYDTTPV VTESIKGVVE TLVEAIVLVF LVMFLFLQNF RATVITTMTV PVVLLGTFGI LAAFGFSINT LTMFGMVLAI  
MexB|Paeru   GSQVRLKDVA DVGLGGQDY- SINAQFNGSP AS--GIAIKL ATGANALDTA KAIRQTIANL EPFMP-QGMK VVYPYDTTPV VSASIHEVVK TLGEAILLVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFGV LAAFGFSINT LTMFGMVLAI  
SrpB|Pputi   GSQVRVKDVG RAELGADSF- AISAQYKDSP TA--SLALRL STGGNLLETV DAVKKLMEQQ KAYLP-DGVE VIYPYDTTPV VEASIESVVH TIFEAVVLVF LVMYLFLQSF RATLIPTLAV PVVLLATFAL LPYFGLNINV LTMYAMVLAI  
TtgH|Pputi   GSQVRVKDVG RAELGADSF- AISAQYKDSP TA--SLALRL STGGNLLETV DAVKKLMEQQ KAYLP-DGVE VIYPYDTTPV VEASIESVVH TIFEAVVLVF LVMYLFLQSF RATLIPTLAV PVVLLATFAL LPYFGLNINV LTMYAMVLAI  
TtgE|Pputi   GSQVRVKDLD RVVLASENF- AISAKYRGQD SAGLGLGLRL ASGGNLLETV KAVKAELEKQ KAYLP-EGVE VIYPYDTSPV VEASIDSVVH TILEAVVLVF LVMFLFLQSL RATIIPTLAV PVVLLAAFAL LPYFGISINV LTMYAMVLAI  
SepB|Pputi   GSQVRVKDLG RVVLASENF- AISAKYRGQD SA--GLGLRL ASGGNLLETV KAVKAELEKQ KAYLP-EGVE VIYPYDTSPV VEASIDSVVH TILEAVVLVF LVMFLFLQSL RATIIPTLAV PVVLLAAFAL LPYFGISINV LTMYAMVLAI  
TbtB|Pstut   GSQIRVKDVA QVALGADNF- SISSTHNGKP SA--GLALRL ASGGNLLETV EAVKAEMEKQ KAYLP-EGIE VFYPYDTTPV VEASISSVVQ TIVEAVALVF LVMYLFLQNF RATLIPTLAV PVVLLGAFAL LPYFGLSINV LTMYAMVLAI  
AcrD|Ecoli   GSEVRLGDVA TVEMGAEKY- DYLSRFNGKP AS--GLGVKL ASGANEMATA ELVLNRLDEL AQYFP-HGLE YKVAYETTSF VKASIEDVVK TLLEAIALVF LVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLMGTFSV LYAFGYSVNT LTMFAMVLAI  
SmeE|Smalt   GAELRLGDVA RVELGAESY- DFVTRYNGQP AS--GLAVTL ATGANALDTA AGVDAALEDM KGFFP-AGLK AEIPYDTTPF VRVSIKGVVQ TLIEAIVLVF VVMYLFLQNF RATLIPTIAV PVVLLGTFGV LAMLGFSVNM LTMFAMVLAI  
RmeB|Retli   GATVRLSDVS RIEIGQESY- GGSSRYNGLP SS--GFAVNL AIGANAIDTA ARVRSALDVI GRTLP-EGVK ITYPYDTTPF VELSIEKVVH TLIEAIVLVF VVLLVFLQNL RATLIPTIAV PVVLLGTFGV LAATGYSINT LTMFAMVLAI  
RmeB|Rlegv   GATVRLSDVS RIEIGQESY- GGSSRYNGQP ST--GFAVNL AIGANAIDTA ARVRSALEVI GRGLP-AGVE ITYPYDTTPF VELSIEKVVH TLIEAIVLVF VVLLVFLQNL RATLIPTIAV PVVLLGTFGV LAVTGYSINT LTMFAMVLAI  
AmeB|Atume   GATVRLSDVA RIEIGQETY- GGDSRSNGRP SA--GFAVNL ATGANALDTA ARVKAALTNV EGSLP-EGVS IEYPYDTTPF VKLSIEKVVH TLIEAIILVF VVLLVFLQNL RATFIPMIAV PVVLLGTFGV LALTGYSINT LTMFAMVLAI  
IfeB|Atume   GGLVLLRDVA RAELGTENY- EISSFYNGKP SS--GVAIQL ASGANALETA ELVKAKMADL GAFLP-AGVS YVIPYDTTPF VSLSIEAVIH TLIEAIVLVV FVMLIFLHNF RATLIPTLAV PVVLLGTFGI MAALGFSINT LTMLAMVLAI  
SmeB|Smalt   GSVVRLGDVA KIGLGPESY- DSISTFNGKP SA--SLGIEL NAGANAIAVS KAIDARLQQL QKYWP-HGYT AHVAFTTTPF VTISLKEVVI TLIEAIILVV LVMYLFLQNW RATLIPTIAV PVVLLGTFGV LAAFGYSINT LTMFALVLAI  
AdeB|Abaum   GSVIKLSDVA NVEIGSQAY- NFAILENGKP AT--AAAIQL SPGANAVKTA EVVRAKIEEL KLNLP-EGME FSIPYDTAPF VKISIEKVIH TLLEAMVLVF IVMYLFLHNV RYTLIPAIVA PIALLGTFTV MLLAGFSINV LTMFGMVLAI  
MexD|Paeru   GSLVRLADVA RLELGKESY- NISSRLNGTP TV--GGAIQL SPGANAIQTA TLVKQRLAEL SAFFP-EDMQ YSVPYDTSRF VDVAIEKVIH TLIEAMVLVF LVMFLFLQNV RYTLIPSIVV PVCLLGTLMV MYLLGFSVNM MTMFGMVLAI  
MtrD|Ngono   GSNIYLKDVA KVGLGMEDY- SSSTRLNGVN TT--GMAVML SNSGNAMATA KAVKERLAVL EKYFP-QGMS WKTPYDTSKF VEISIEKVIH TLIEAMVLVF VVMYLFLQNI RYTLIPTIVV PISLLGGFAF ISYMGMSINV LTMFAMILVI  
AmrB|Bpseu   GSTLYLRDVA RIEFGGNDY- NYPSFVNGKT AT--GMGIKL APGSNAVATE KRVRATMEEL AKFFP-PGVK YQIPYETASF VRVSMSKVVT TLVEAGVLVF AVMFLFMQNF RATLIPTLVV PVALLGTFGA MLAAGFSINV LTMFGMVLAI  
MexY|Paeru   GGAIRLRDVA RVEFGQSEY- GFVSRVNQMT AT--GLAVKM APGSNAVATA KRIRATLDEL SRYFP-EGVS YNIPYDTSAF VEISIRKVVS TLLEAMLLVF AVMYLFMQNF RATLIPTLVV PVALLGTFTV MLGLGFSINV LTMFGMVLAI  
CmeB|Cjeju   GSFLRLKDVA DVEIGSQQY- SSQGRLNGND AVP--IMINL QSGANALHTA ELVQAKMQEL SKNFP-KGLT YKIPYDTTKF VIESIKEVVK TFVEALILVI IVMYMFLKNF RATLIPMIAV PVSLLGTFAG LYVLGFSINL LTLFALILAI  
CeoB|Bcepa   GGVTHLRDIA RIQLDASEY- GLRSLLDNKP AV--AMAINQ SPGANSLQIS DEVRKTMAEL KQDMP-AGVD YKIVYDPTQF VRSSIKAVVH TLLEAIALVV IVVIVFLQTW RASLIPLIAV PVSIIGTFSL LLAFGYSINA LSLFGMVLAI  
MexF|Paeru   GEITRLRDIA RVELGSNQY- ALRSLLNNKP AV--AIPIFQ RPGSNAIEIS NLVREKMAEL KHSFP-QGMD YSIVYDPTIF VRGSIEAVVH TLFEALVLVV LVVILFLQTW RASIIPLAAV PVSLIGTFAV MHMLGFSLNA LSLFGLVLAI  
SdeB|Smarc   GEIVRLRDVA RIEMGSGSY- ALRAQLNNKD AV--GIGIFQ SPGANAIELS DAVRGKMAEL ATRFP-DGMS WKSPYDPTVF VRDSIRAVVD TLLEAVILVV LVVILFLQTW RASIIPLLAV PISVVGTFAA LYLLGFSLNT LSLFGLVLAI  
MdtB|Ecoli   GAPIRLGDVA TVEQGAENS- WLGAWANKEQ AIV--MNVQR QPGANIISTA DSIRQMLPQL TESLP-KSVK VTVLSDRTTN IRASVDDTQF ELMMAIALVV MIIYLFLRNI PATIIPGVAV PLSLIGTFAV MVFLDFSINN LTLMALTIAT  
MdtC|Ecoli   GGAVRLGDVA TVTDSVQDV- RNAGMTNAKP AIL--LMIRK LPEANIIQTV DSIRAKLPEL QETIP-AAID LQIAQDRSPT IRASLEEVEQ TLIISVALVI LVVFLFLRSG RATIIPAVSV PVSLIGTFAA MYLCGFSLNN LSLMALTIAT  
ORF2plC|Re   GQQVRLDDVA SVTDSFAER- SSMAYLDGKP VIA--VEIKR SNGFSDSGVA AAVDQAVKQF AAKHS--NVQ IDEAYSTIGP IIGNYDGSMH MLYEGAILAI IVVWLFLRDW RATILSAVAL PLSVIPTFLI MYFAGFSLNI VTLLALSLVV  
NolG|Smeli   GYPVYLSEVA TILDTGAEV- TSLANYQGQT TLG--LHIVK VQGANTVEVA SAVRREVSAL NAELTKDNVQ LTITRDNSRP IASQVSQVQR TLVEGGVLSV LIVFIFLNSW RSTVITGLTL PISVIGTFAA IYALGFTLNI MTLMALSLSI  
CnrA|AReut   KMSHHVGQVA RVKIGGELR- SGAASRNGNE TVVG-SALML V-GANSRTVA QAVGDKLEQI SKTLP-PGVV IVPTLNRSQL VIATIETVAK NLIEGALLVV AILFALLGNW RAATIAALVI PLSLLVSAIG MNQFHISGNL MSLG--ALDF  
CzcA|Aeutr   GQPIRIRDIG DVEIGKELR- TGAATENGKE VVLG-TVFML I-GENSRAVS KAVDEKVASI NRTMP-EGVK IVTVYDRTRL VDKAIATVKK NLLEGAVLVI VILFLFLGNI RAALITATII PLAMLFTFTG MVNYKISANL MSLG--ALDF  
CusA|Ecoli   GVPVYLRDVA KVQIGPEMR- RGIAELNGEG EVAGGVVILR S-GKNAREVI AAVKDKLETL KSSLP-EGVE IVTTYDRSQL IDRAIDNLSG KLLEEFIVVA VVCALFLWHV RSALVAIISL PLGLCIAFIV MHFQGLNANI MSLGGIAIAV  
SilA|Styph   GVPVYLRDVA RVQTGPEMR- RGIAELNGQG EVAGGVVILR S-GKNARDVI TAVRDKLETL KASLP-EGVE IVTTYDRSQL IDRAIDNLSS KLLEEFFVVA IVCALFLWHV RSALVAIISL PLGLCIAFIV MHFQGLNANI MSLGGIAIAV  
XepB|Pging   GRNVYLSDVA RVEDTHAEN- EQESYNNNVR GA--MIMINK QSGANSVAIS RAVRGALPEI QASLP-SDVE LGTIFDTSDN IVNTINSLRD TIAITFVIVI LVVLFFLGRW RATFIIGLTI PISLVASFIY LMATGNTLNI ISLSSLSIAI  
RagC|Bjapo   GAMVYVRDVA TVRDGNPPQ- TNIVHVDGNR SVL--MMVLK AGATSTLDII AGIKQKVIEV KDQLP-DALK IGFIGDQSVF VRGAIEGVAF EGVIAALLTS VMILLFLGSW RSTIIIAVSI PLSVLGAIIM LSAIGETLNI MTLGGLALAV  
MexK|Paeru   DRTFRIGDVA EVRRGFNDPP APRMRFMGED AIG--LAVAM KPGGDILVLG KALETEFARL QQSLP-AGLE LRKVSDQPAA VRTGVGEFIR VLAEALVIVL LVSFFSLG-L RTGLVVALSI PLVLAMTFAA MHYFGIGLHK ISLGALVLAL  
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MexI|Paeru   GLVVDDAIVV VENVHRHIEE ---------- -GKSPVAAAL IGAREVAGPV IAMTITLAAV YTPIGLMGGL TGALFREFAL TLAGAVIVSG VVALTLSPVM SSLLLQAHQN EGRMGRA--- ---------- -AEWFFGGLT RRYGQVLEFS  
MexW|Paeru   GLVVDDAIVV VENIHRHIEE ---------- -GKPPFEAAL EGAREIAVPV VSMTITLAAV YAPIGFLTGL TGALFKEFAF TLAGAVIISG IVALTLSPMM CSRLLRHEEN PSGLAHR--- ---------- -LDLIFEGLK QRYQRALHGT  
AcrB|Hinfl   GLVVDDAIVV LENIDRHIKA ---------- -GETPFRAAI IGTREIAVPV ISMTIALIAV YSPMALMGGI TGTLFKEFAL TLAGAVFISG VVALTLSPMM SSKLLKSNAK PTWMEER--- ---------- -VEHTLGKVN RVYEYMLDLV  
AcrB|Styph   GLLVDDAIVV VENVERVMTE ---------- EGLPPKEATR KSMGQIQGAL VGIAMVLSAV FIPMAFFGGS TGAIYRQFSI TIVSAMALSV LVALILTPAL CATMLKPVAK GDHGEGKK-- ------GFFG WFNRLFDKST HHYTDSVGNI  
AcrB|Ecoli   GLLVDDAIVV VENVERVMAE ---------- EGLPPKEATR KSMGQIQGAL VGIAMVLSAV FVPMAFFGGS TGAIYRQFSI TIVSAMALSV LVALILTPAL CATMLKPIAK GDHGEGKK-- ------GFFG WFNRMFEKST HHYTDSVGGI  
AcrB|Eaero   GLLVDDAIVV VENVERVMAE ---------- EGLPPKEATR KSMGQIQGAL VGIAMVLSAV FIPMAFFGGS TGAIYRQFSI TIVSAMALSV LVALILTPAL CATMLKPIQK GGHGEHK--- ------GFFG WFNRMFDKST HHYTDSVGNI  
AcrB|Eamyl   GLLVDDAIVV VENVERVMAE ---------- EGLSPKEATR KSMDQIQGAL VGIALVLSAV FIPMAFFGGS TGVIYRQFSI TIVSAMVLSV IVALILTPAL CATMLKPINK GDHGKTT--- ------GFFG WFNRLFDKST HHYTDSVGHI  
SdeY|Smarc   GLLVDDAIVV VENVERVMAE ---------- EGLPPKEATR KSMGQIQGAL VGIAMVLSAV FVPMAFFGGS TGAIYRQFSI TIVSAMALSV LVALILTPAL CATMLKPIPK GDHGVKT--- ------GFFG WFNRMFEKST HHYTDSVGNI  
AcrF|Ecoli   GLLVDDAIVV VENVERVMME ---------- DKLPPKEATE KSMSQIQGAL VGIAMVLSAV FIPMAFFGGS TGAIYRQFSI TIVSAMALSV LVALILTPAL CATLLKPVS- AEHHENKG-- ------GFFG WFNTTFDHSV NHYTNSVGKI  
YhiV|Ecoli   GLLVDDAIVV VENVERVIAE ---------- DKLPPKEATH KSMGQIQRAL VGIAVVLSAV FMPMAFMSGA TGEIYRQFSI TLISSMLLSV FVAMSLTPAL CATILKAAPE GGHKPNA--- -------LFA RFNTLFEKST QHYTDSTRSL  
BpeB|Bpseu   GLLVDDAIVV VENVERVMAE ---------- EGLPPKEATR KAMGQITGAL VGVALVLSAV FVPVAFSGGS VGAIYRQFSL TIVSAMVLSV LVALILTPAL CATILKPIPQ GHHEEKK--- ------GFFG WFNRTFNSSR DKYHVGVHHV  
ArpB|Pputi   GLLVDDAIVV VENVERVMSE ---------- EGLPPKEATK RSMEQIQGAL VGIALVLSAV LLPMAFFGGS TGVIYRQFSI TIVSAMGLSV LVALIFTPAL CATMLKPLKK GEHHTAKG-- ------GFFG WFNRNFDRSV NGYERSVGTI  
TtgB|Pputi   GLLVDDAIVV VENVERVMSE ---------- EGLPPKEATK RSMEQIQGAL VGIALVLSAV LLPMAFFGGS TGVIYRQFSI TIVSAMGLSV LVALIFTPAL CATMLKPLKK GEHHTAKG-- ------GFFG WFNRNFDRSV NGYERSVGTI  
EmhB|Pfluo   GLLVDDAIVV VENVERVMSE ---------- EGLSPKEATK KSMGQIQGAL VGIALVLSAV LLPMAFFSGS TGVIYKQFSI TIVSAMALSV LVALIFTPAL CATMLKAIPK GEHGTPKR-- ------GFFG WFNRSFDRGV KSYERGVGNM  
MexB|Paeru   GLLVDDAIVV VENVERVMAE ---------- EGLSPREAAR KSMGQIQGAL VGIAMVLSAV FLPMAFFGGS TGVIYRQFSI TIVSAMALSV IVALILTPAL CATMLKPIEK GDHGEHKG-- ------GFFG WFNRMFLSTT HGYERGVASI  
SrpB|Pputi   GLLVDDAIVV VENVERLMHD ---------- EGLSPLEATR KSMDQISGAL VGIGMVLSAV FVPMAFFGGS AGIIYQQFAI TIVVCMGLSI LVALVFTPAL CVTILKAPEG NSHHERK--- ------GFFG WFNRIFDRGT RRFERGVGAM  
TtgH|Pputi   GLLVDDAIVV VENVERLMHD ---------- EGLSPLEATR KSMDQISGAL VGIGMVLSAV FVPMAFFGGS AGIIYQQFAI TIVVCMGLSI LVALVFTPAL CVTILKAPEG NSHHERK--- ------GFFG WFNRIFDRGT RRFERGVGAM  
TtgE|Pputi   GLLVDDAIVV VENVERLMHD ---------- EGLSPLEATR KSMGQISGAL VGIGMVLSAV FVPMAFFGGS AGIIYKQFAV TIVICMSLSV LVALIFTPAL CATILKAPEN DAHHEKK--- ------GFFG WFNRSFDRNS ARFERGVGGI  
SepB|Pputi   GLLVDDAIVV VENVERLMHD ---------- EGLSPLEATR KSMGQISGAL VGIGMVLSAV FVPMAFFGGS AGIIYKQFAV TIVICMSLSV LVALIFTPAL CATILKAPEN DAHHEKK--- ------GFFG WFNRSFDRNS ARFERGVGGI  
TbtB|Pstut   GLLVDDAIVV VENVERLMHE ---------- EGLTPLEATR KSMGQIQGAL VGIGLVLSAV FVPMAFFGGS AGIIYKQFAV TIVLCMSLSV LVALIFTPAL CATILKKPKG DAHHEKK--- ------GFFG WFNRIFDRGT NRFERGVGGM  
AcrD|Ecoli   GLLVDDAIVV VENVERIMSE ---------- EGLTPREATR KSMGQIQGAL VGIAMVLSAV FVPMAFFGGT TGAIYRQFSI TIVAAMVLSV LVAMILTPAL CATLLKPLKK GEHHGQKG-- -------FFA WFNQMFNRNA ERYEKGVAKI  
SmeE|Smalt   GLLVDDAIVV VENVERIMSE ---------- EGLSPLEATR KSMGQITGAL VGIGLVLSAV FVPMAFMSGS TGVIYRQFSA TIVSAMALSV LVAIVLTPAL CATMLKPLKK GEHHVAHRG- ---LAGRFFN GFNRGFDRTS ESYQRGVRGI  
RmeB|Retli   GLLVDDAIVV VENVERIMSE ---------- EKLSPLEATE KSMGEITGAI VGIALVLTAV FIPMAFFGGS TGIIYRQFSI TIVSAMLLSA LVAIVLTPAL CATMLKPVSE HRKHR----- -------VGD WFNRNFTRST KGYVRTIGYL  
RmeB|Rlegv   GLLVDDAIVV VENVERIMSE ---------- EKLSPLEATE KSMGEITGAI VGIALVLTAV FIPMAFFGGS TGIIYRQFSI TIVSAMLLSA LVALVLTPAL CATMLKPVGE HRKHR----- -------VGD WFNRNFTRST NGYISTIGYL  
AmeB|Atume   GLLVDDAIVV VENVERIMSE ---------- EGLSPVEATE KSMGEITGAI IGIALVLTAV FIPMAFFGGS TGIIYRQFSI TIVSAMLLSA VVAIVLTPAL CATMLKPIDH HKKKRG---- -------PGA WFNRGFGKTT DGYVSSIGYL  
IfeB|Atume   GLLVDDAIVV VENVERIMRD ---------- EHLDPVAATK NRWEKSRARS WASPWWFPPS SCRWRFSAVQ QGEMYKQFSV TIVAAMALSV LVALIFTPAL CATMLKAHDH NAKSGLAS-- ------RFSN WFERNFSWLT TRYGNVVRAS  
SmeB|Smalt   GLLVDDAIVV VENVERVMTF ---------- EGLAPKPATL KAMGQITGAL VGIVLVLTAV FLPMAFFSGV TGVIYRQFSV TIAAAMILSV LVAMTITPAL CGSILHQIPK GGHPHGDHGG EPSLLGKFFI WFNHRFERTS NGLRHRVDRF  
AdeB|Abaum   GIIVDDAIVV VENVERIMAT ---------- EGLSPKDATS KAMKEITSPI IGITLVLAAV FLPMAFASGS VGVIYKQFTL TMSVSILFSA LLALILTPAL CATILKPI-D GHHQ-KKG-- -------FFA WFDRSFDKVT KKYELMLLKI  
MexD|Paeru   GILVDDAIVV VENVERIMAE ---------- EGISPAEATV KAMKQVSGAI VGITLVLSAV FLPLAFMAGS VGVIYQQFSV SLAVSILFSG FLALTFTPAL CATLLKPIPE GHHE-KRG-- -------FFG AFNRGFARVT ERYSLLNSKL  
MtrD|Ngono   GIVVDDAIVV VENVERIMAG ---------- EGLPPKEATK KAMGQISGAV IGITAVLISV FVPLAMFSGA AGNIYKQFAL TMASSIAFSA FLALTLTPAL CATMLKTIPK GHHEEKKG-- -------FFG WFNKKFDSWT HGYEGRVAKV  
AmrB|Bpseu   GILVDDAIVV VENVERLMVE ---------- EKLPPYEATV KAMKQISGAI VGITVVLTSV FVPMAFFGGA VGNIYRQFAF ALAVSIGFSA FLALSLTPAL CATLLKPVAD DHHE-KDG-- -------FFG WFNRFVARST HRYTRRVGRV  
MexY|Paeru   GILVDDAIIV VENVERLMAE ---------- EGLSPHDATV KAMRQISGAI VGITVVLVSV FVPMAFFSGA VGNIYRQFAV TLAVSIGFSA FLALSLTPAL CATLLRPIDA DHHE-KRG-- -------FFG WFNRAFLRLT GRYRNAVAGI  
CmeB|Cjeju   GIVVDDAIIV VENIDRILHE N--------- EQISVKDAAI QAMQEVSSPV ISIVLVLCAV FVPVSFISGF VGEIQRQFAL TLAISVTISG FVALTLTPSL CALFLRRNEG EPFK------ -------FVK KFNDFFDWST SVFSAGVAYI  
CeoB|Bcepa   GIVVDDAIVV VENVERNIEN ---------- -GMNARQATY KAMQEVSGPI IAIALTLVAV FVPLAFMSGL TGQFYKQFAM TIAISTVISA FNSLTLSPAL SAILLKGHGD KEDWLTRVMN RVLG--GFFR GFNKVFHRGA ENYGRGVRGV  
MexF|Paeru   GIVVDDAIVV VENVERNIGL ---------- -GLKPVEATK RAMREVTGPI IATALVLCAV FIPTAFISGL TGQFYRQFAL TIAISTVISA FNSLTLSPAL AAVLLKGHHE PKDRFSVFLD KLLGS-WLFR PFNRFFDRAS HGYVGTVNRV  
SdeB|Smarc   GIVVDDAIVV VENVERNIEE ---------- -GLSPLAAAH QAMREVSGPI IAIAVVLCAV FVPMAFLSGV TGQFYKQFAV TIAISTVISA INSLNLSPAL AARLLKPHGA PKDMPSRLID RLFG--WLFR PFNRFFASGS QRYQRGVSRV  
MdtB|Ecoli   GFVVDDAIVV IENISRYIEK ---------- -GEKPLAAAL KGAGEIGFTI ISLTFSLIAV LIPLLFMGDI VGRLFREFAI TLAVAILISA VVSLTLTPMM CARMLSQESL RKQNRFS--- ---------R ASEKMFDRII AAYGRGLAKV  
MdtC|Ecoli   GFVVDDAIVV LENIARHLEA ---------- -GMKPLQAAL QGTREVGFTV LSMSLSLVAV FLPLLLMGGL PGRLLREFAV TLSVAIGISL LVSLTLTPMM CGWMLKASKP REQKRL---- ---------R GFGRMLVALQ QGYGKSLKWV  
ORF2plC|Re   GILVDDAIVE IENIARHLQM ---------- -GKRPIDAAL EAANEIGLAV IATTFTLVSV FLPTAFMRGI PGLIFRQFGI TAAVAVLASL VVARLLTPMM AAYFMKAHPT EEKDG----- ---------- -------RIM RAYIAIVKAA  
NolG|Smeli   GILIDDAIVV RENITRHLQM ---------- -GKDPVRAAL DGTNEIGLAV LSTTLCIVAV FLPVAFMGGL IGRFFLQFGV TVAVAVVISL FVSFTLDPML SSVWCDPQSQ KTAKRGFFG- ------QLIE RFDQWFEGLA SRYRSVIYFT  
CnrA|AReut   GLIIDGAVII VENSLRRLAE RQHRE-GRLL TLDDRLQEVV QSSREMVRPT VYGQLVIFMV FLPSLTFQGV EGKMFSPMVI TLMLALASAF VLSLTFVPAM VAVMLR-KKV AETE------ ---------- --VRVIVATK ESYRPWLEHA  
CzcA|Aeutr   GIIIDGAVVI VENCVRRLAH AQEHH-GRPL TRSERFHEVF AAAKEARRPL IFGQLIIMIV YLPIFALTGV EGKMFHPMAF TVVLALLGAM ILSVTFVPAA VALFIG-ERV AEKE------ ---------- --NRLMLWAK RRYEPLLEKS  
CusA|Ecoli   GAMVDAAIVM IENAHKRLEE WQHQHPDATL DNKTRWQVIT DASVEVGPAL FISLLIITLS FIPIFTLEGQ EGRLFGPLAF TKTYAMAGAA LLAIVVIPIL MGYWIRGKIP PESS------ ---------- --NPLNRFLI RVYHPLLLKV  
SilA|Styph   GAMVDAAIVM IENAHKRLEE WDHRHPGEQI DNVTRWKVIT DASVEVGPAL FISLLIITLS FIPIFTLEGQ EGRLFGPLAF TKTYSMAGAA ALAIIVIPIL MGFWIRGKIP AETS------ ---------- --NPLNRVLI KAYHPLLLRV  
XepB|Pging   GMVVDDAIVV LENVTTHIER ---------- -GSYPKQAAI HGTNEVGISV IASTLTMLAV FLPLTMIQGL TGILFRQLGW IVSIIMIIST VAALSLTPML CSQLLQRDKK QGRLQQK--- -------LFV PIERFLDSVD RAYERFLNWT  
RagC|Bjapo   GILVDDATVT IENINYHLEQ ---------- -GKPVEQSIL DGANQIVTPA FVSLLCICIV FVPMFFLTGV ARFLFVPMAE AVMFAMIWSF ILSRTLVPTM ANYLLKAHVH HEGEPPKSRN ---PLVWFQR GFEKRFERIR GGYHDFLGLA  
MexK|Paeru   GLLVDDAIIA VEMMAVKMEQ ---------- -GYDRLKAAS FAWTSTAFPM LTGTLITAAG FLPIATAQSG TGEYTRSLFQ VVTIALVVSW FAAVVFVPYL GAKLLPDLAR LHAQKHGG-- -------SAD GYDPYATAFY QRFRRLVEWC  
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MexI|Paeru   LGHRWLTGGL ALLVCISLPL LYSMPKRELA PTEDQAAVLT AIKAPQHANL DYVELFARKL DQVYTSIPET VSTWIING-- ----T----- --DGPAASFG GINLAAWEKR ERDASAIQSE LQGKVGDVEG ----SSIFAF QLAALPGST-  
MexW|Paeru   LDTRPVVLVF AVLVLALIPV LLMFTKKELA PEEDQGIVFL MTNSPQTANL DYLNRYTAEF EGIFRSFPEY YSAFQING-- ----Y----- --NGVQAGIG GMLLKPWDER EKSQMELLHA VQAKLNEIPG ----VQIFAF NLPSLPGTG-  
AcrB|Hinfl   MLNRKSMLAF AVVIFSTLPF LFNSLSSELT PNEDKGAFIA IGNAPSSVNV DYIQNAMQPY MKNVMETPEV SFGMSIAG-- ----A----- --PTSNSSLN IITLKDWKER SRKQSAIMNE INEKAKSIPE ----VSVSAF NIPEIDTGE-  
AcrB|Styph   LRSTGRYLLL YLIIVVGMAY LFVRLPSSFL PDEDQGVFLT MVQLPAGATQ ERTQKVLDEV TDYYLNKEKA NVESVFAVNG FGFAG----- --RGQNTGIA FVSLKDWADR PGEKNKVEAI TQRATAAFSQ -IKDAMVFAF NLPAIVELGT  
AcrB|Ecoli   LRSTGRYLVL YLIIVVGMAY LFVRLPSSFL PDEDQGVFMT MVQLPAGATQ ERTQKVLNEV THYYLTKEKN NVESVFAVNG FGFAG----- --RGQNTGIA FVSLKDWADR PGEENKVEAI TMRATRAFSQ -IKDAMVFAF NLPAIVELGT  
AcrB|Eaero   LRSTGRYLVL YLIIVVGMAY LFVRLPSSFL PDEDQGVFLS MAQLPAGASQ ERTQKVLDEM TDYYLTKEKN NVESVFAVNG FGFAG----- --RGQNTGIA FVSLKDWSER PGSENKVEAI TGRAMARFSQ -IKDAMVFAF NLPAIVELGT  
AcrB|Eamyl   VRSTGRYLVI YLLIVVGMAF LFLRLPTSFL PEEDQGVFLT MAQLPAGATQ ERTQKVLDQV TDYYLNKEKT NVNSVFTVNG FGFAG----- --RGQNTGLA FVSLKPWDER SGAENKVPAI TGRAMGALSA -IKDAMVIPF NLPAIVELGT  
SdeY|Smarc   LRSTGRYLII YLLIVVGMGL LFLRLPSLVL PDEDQGILLT MVQARAGATE SRTNKVLEEC SDYFLNKEKD NVVSVFTVAG FGFNG----- --NGQNNGLA FVSLKDWGER PGSENKVEAI RGARGAHFSQ -IKVRPVFPF KLPAIIELGT  
AcrF|Ecoli   LGSTGRYLLI YALIVAGMVV LFLRLPSSFL PEEDQGVFLT MIQLPAGATQ ERTQKVLDQV TDYYLKNEKA NVESVFTVNG FSFSG----- --QAQNAGMA FVSLKPWEER NGDENSAEAV IHRAKMELGK -IRDGFVIPF NMPAIVELGT  
YhiV|Ecoli   LRCTGRYMVV YLLICAGMAV LFLRTPTSFL PEEDQGVFMT TAQLPSGATM VNTTKVLQQV TDYYLTKEKD NVQSVFTVGG FGFSG----- --QGQNNGLA FISLKPWSER VGEENSVTAI IQRAMIALSS -INKAVVFPF NLPAVAELGT  
BpeB|Bpseu   IKRSGRWLII YLAVIVAVGL LFVRLPKSFL PDEDQGLMFV IVQTPSGSTQ ETTARTLANI SDYLLTQEKD IVESAFTVNG FSFAG----- --RGQNSGLV FVKLKDYSQR QSSDQKVQAL IGRMFGRYAG -YKDALVIPF NPPSIPELGT  
ArpB|Pputi   LRNKVPFLLG YALIVVGMIW LFARIPTAFL PEEDQGVLFA QVQTPAGSSA ERTQVVVDQM REYLLKDEAD TVSSVFTVNG FNFAG----- --RGQSSGMA FIMLKPWDER -SKENSVFAL AQRAQQHFFT -FRDAMVFAF APPAVLELGN  
TtgB|Pputi   LRNKVPFLLA YALIVVGMIW LFARIPTAFL PEEDQGVLFA QVQTPAGSSA ERTQVVVDQM REYLLKDEAD TVSSVFTVNG FNFAG----- --RGQSSGMA FIMLKPWDER -SKENSVFAL AQRAQQHFFT -FRDAMVFAF APPAVLELGN  
EmhB|Pfluo   LAHKAPYLLA YLIIVVGMIW LFTRIPTAFL PEEDQGVLFA QVQTPAGSSA QRTQVVIDEM RSYLLDKESS AVASVFTVNG FNFAG----- --RGQSSGLA FIMLKPWDQR -DAENSVFKL AARAQQHFFT -FRDAMVFAF APPAVLELGN  
MexB|Paeru   LKHRAPYLLI YVVIVAGMIW MFTRIPTAFL PDEDQGVLFA QVQTPPGSSA ERTQVVVDSM REYLLEKESS SVSSVFTVTG FNFAG----- --RGQSSGMA FIMLKPWEER PGGENSVFEL AKRAQMHFFS -FKDAMVFAF APPSVLELGN  
SrpB|Pputi   LKGRGRYLLA FLLITGGTGY LFTQIPKAFL PNEDQGLMMI EVRTPANASA ERTEGVLQEV RDYLANDEGA LVEHFMTVNG FNFAG----- --RGQNSGLV LITFKDWKER HGAGQDVFSI AQRANQHFAK -IKDASVMAF VPPAILEMGN  
TtgH|Pputi   LKGRGRYLLA FLLITGGTGY LFTQIPKAFL PNEDQGLMMI EVRTPANASA ERTEGVLQEV RDYLANDEGA LVEHFMTVNG FNFAG----- --RGQNSGLV LITFKDWKER HGAGQDVFSI AQRANQHFAK -IKDASVMAF VPPAILEMGN  
TtgE|Pputi   LKHRGRYLLI FALITAGTGY LFTQIPKAFL PSEDQGLMMT EVRMPLNASA ERTEVVLQEV KDYLLKEEGQ LVDHVMTVNG FNFAG----- --RGQNSGLV LVVLKDWAAR QAAGEDVLSV AERANARFAR -IKDATVMAF VPPAVLEMGN  
SepB|Pputi   LKHRGRYLLI FALITAGTGY LFTQIPKAFL PSEDQGLMMT EVRMPLNASA ERTEVVLQEV KDYLLKEEGQ LVDHVMTVNG FNFAG----- --RGQNSGLV LVVLKDWAAR QAAGEDVLSV AERANARFAR -IKDATVMAF VPPAVLEMGN  
TbtB|Pstut   LKHRGRYLLA FMLITAGTGY LFTQIPKAFL PNEDQGLMMV EVRMPVNSSA ERTQAVLQEV SDYLGSEEDH LIDHVLSING FNFAG----- --RGQNSGLT LLMLKDWSVR QGDGEDVFSL AERANARFAQ -IKDATVMAF VPPAILEMGN  
AcrD|Ecoli   LHRSLRWIVI YVLLLGGMVF LFLRLPTSFL PLEDRGMFTT SVQLPSGSTQ QQTLKVVEQI EKYYFTHEKD NIMSVFATVG SGPGG----- --NGQNVARM FIRLKDWSER DSKTGTSFAI IERATKAFNQ -IKEARVIAS SPPAISGLGS  
SmeE|Smalt   IHRPWRFMGI VAALFVLMGV LFVRLPSSFL PNEDQGVLMA LVQAPVGATQ ERTLESIAAL ENHFLQNEKD AVDSVFSVQG FSFAG----- --MGQNAGMA FVKLKDWSER DADNG-VMPI TGRAMAALGQ -IKDAFIFAF PPPAIPELGT  
RmeB|Retli   LKRPIRVMLV FLLVGAGCAY LFTRLPSSFL PQEDQGVLLT IVTTPPGSTT QQTQAVVEKV ENYYRENEKD AVESVFGALG FGFNG----- --SGQNSAIV FTKLKDFSLR TDPNLSAQSV VNRALRSFFA -MREAQVFAL LPPAIQGLGV  
RmeB|Rlegv   LKRPIRVMLV FLLVGAGCAY LFTRLPSSFL PQEDQGVLLT IVTTPPGSTT QQTQAVVEKV EKYYRENEKD AVDSVFGALG FGFSG----- --SGQNSAIV FTKLKDFSLR TDPTLSAQSV VNRALGNFFA -IREAQVFAL LPPAIQGLGV  
AmeB|Atume   LKRPLRVMII FAVVIGGCVW FFSKLPSSFL PQEDQGVLLT IIQTPTGSNI ERTNEVVKQV ENYFREKEAA NVESVFGVLG FSFSG----- --SGQNNAIV FTKLKDFAER TAPDQHAGAI VQRAMGTFFG -FRDAQVFPL LPPAIQGMGT  
IfeB|Atume   AKRPLRMFLV YLLLVGAMVF LYQKTPTSFL PDEDQGTLMT IIQTPPGSTA QNTEAVLGKV ENYYMNAEAQ NVESVFSVSW FLLAG----- --QGQNMGMM FVKLKDWEER KGKENSAQAI AARAFGPLMG GIKEAIVVPL VPPAVTELGN  
SmeB|Smalt   LGRRTLGVLF YLVLSVATGL LLWHLPGAFL PDEDQGMLNA LVKLPAGSTL EQTRAVMDRL SAVAVKDDG- -VLSIQATAG FSVTG----- --SGQNVGQA FIRLKDWDDR KDDADTIAAR LTRAMASVPD ----AQVFIT SPPAILGLGD  
AdeB|Abaum   IKHTVPMMVI FLVITGITFT GMKYWPTAFM PEEDQGWFMT SFQLPSDATA ERTRNVVNQF ENNLK--DNP DVKSNTTILG WGFSG----- --AGQNVAVA FTTLKDFKER --TSSASKMT SDVNSSMANS --TEGETMAV LPPAIDELGT  
MexD|Paeru   VARAGRFMLV YAGLVAMLGY FYLRLPEAFV PAEDLGYMVV DVQLPPGASR VRTDATGEEL ERFLK--SRE AVASVFLISG FSFSG----- --QGDNAALA FPTFKDWSER GAEQSAAAEI AALNEHFALP --DDGTVMAV SPPPINGLGN  
MtrD|Ngono   LRKTFRMMVV YIGLAVVGVF LFMRLPTSFL PTEDQGFVMV SVQLPAGATK ERTDATLAQV TQLAK--SIP EIENIITVSG FSFSG----- --SGQNMAMG FAIFKDWNER TASGSDAVAV AGKLTGMMMG TLKDGFGIAV VPPPILELGN  
AmrB|Bpseu   LERPLRWLVV YGALTAAAAL LITKLPAAFL PDEDQGNFMV MVIRPQGTPL AETMQSVRRV EEYVR--THS PSAYTFALGG YNLYG----- --EGPNGGMI FVTMKDWKER KRARDQVQAI IAEINAHFAG -TPNTMVFAI NMPALPDLGL  
MexY|Paeru   LARPIRWMLV YTLVIGVVAL LFVRLPQAFL PEEDQGDFMI MVMQPEGTPM AETMANVGDV ERYLA--EHE PVAYAYAVGG FSLYG----- --DGTSSAMI FATLKDWSER REASQHVGAI VERINQRFAG -LPNRTVYAM NSPPLPDLGS  
CmeB|Cjeju   LKRTIRFVLI FCIMLGAIFY LYKAVPNSLV PEEDQGLMIS IINLPSASAL HRTISEVDHI SQEVLKTNGV KDAMAMIGFD LFTSS----- --LKENAAAM FIGLQDWKDR NVSADQIIAE LNKKFAFDRN ----ASSVFI GLPPIPGLSI  
CeoB|Bcepa   LSRKTLMLGV YLVLVGATVL VSKVVPGGFV PAQDKEYLIA FAQLPNGASL DRTEKVIRDM GSIALKQPGV ESAVAFPGLS VNGFT----- --NSSSAGIV FVTLKPFAER HGKALSAGAI AGALNQKYGA -MKDSFVAVF PPPPVLGLGT  
MexF|Paeru   LRGSSIALLV YGGLMVLTYF GFSSTPTGFV PQQDKQYLVA FAQLPDAASL DRTEAVIKQM SEIALAQPGV ADSVAFPGLS INGFT----- --NSPNSGIV FTPLKPFDER KDPSQSAGAI AAALNAKYAD -IQDAYIAIF PPPPVQGLGT  
SdeB|Smarc   LGRRGAVFIV YLLLLAAAGV MFKTVPGGFI PTQDKLYLIG GVKMPEGASL ERTDAVIRKM SAIGMSVDGV TDAVAFPGLN ALQFT----- --NTPNTGTV FFALESLSTR ---TRTAAQI NAEINARISQ -IQEGFAFSI MPPPILGIGQ  
MdtB|Ecoli   LNHPWLTLSV ALSTLLLSVL LWVFIPKGFF PVQDNGIIQG TLQAPQSSSF ANMAQRQRQV ADVIL--QDP AVQSLTSFVG VDGTN----- --PSLNSARL QINLKPLDER DDRVQKVIAR LQTAVDKVPG --VDLFLQPT QDLTIDTQVS  
MdtC|Ecoli   LNHTRLVGVV LLGTIALNIW LYISIPKTFF PEQDTGVLMG GIQADQSISF QAMRGKLQDF MKIIR--DDP AVDNVTGFTG GS-------- ---RVNSGMM FITLKPRDER SETAQQIIDR LRVKLAKEPG --ANLFLMAV QDIRVGGRQS  
ORF2plC|Re   MNRRKTTVAV TAVVVALSLA TIPLLKSGFL PASDDARTQI TLTMQPGATI EQTDATARRA ADIVGKLPDV THVFSAVGST SSGGGPDAST -TSDVGSATL VAVLPPVDER GRKQSEIESD IRQALSVLPG ------VRVE VGGG----GN  
NolG|Smeli   FDYRKTTIAI VLGMFVVSLL LVPRIGTEFL PPPDQGEVSI SLEANEGASL DYMAAKVGQI ERALREFNYV SSTYSTINSG EMRG------ ----FNKALV AVQLVHSSQR RLKTAETLGP IRRRLSRIAG ------LEIS VGQRSEVVGS  
CnrA|AReut   VARPMPFIGA GIATVAVATV AFTFVGREFM PTLDELNLNL SSVRIPSTSI DQSVAIDLPL ERAVLS-LPE VQTVYSKAGT ASLAADPMP- -PNASDNYII LKPKSEWPEG VTTKEQVIER IREKTAPMVG NNYDVTQPIE MRFNELIGGV  
CzcA|Aeutr   LANTAVVLTF AAVSIVLCVA IAARLGSEFI PNLNEGDIAI QALRIPGTSL SQSVEMQKTI ETTLKAKFPE IERVFARTGT AEIASDPMP- -PNISDGYIM LKPEKDWPEP KKTHAELLSA IQEEAGKIPG NNYEFSQPIQ LRFNELISGV  
CusA|Ecoli   LHWPKTTLLV AALSVLTVLW PLNKVGGEFL PQINEGDLLY MPSTLPGISA AEAASMLQKT DKLIMS-VPE VARVFGKTGK AETATDSAP- -LEMVETTIQ LKPQEQWRPG --MTMDKIIE ELDNTVRLPG LANLWVPPIR NRIDMLSTGI  
SilA|Styph   LHWPKTTLLV AALSIFTVVW PLSQVGGEFL PKINEGDLLY MPSTLPGVSP AEAAALLQTT DKLIKS-VPE VASVFGKTGK AETATDSAP- -LEMVETTIQ LKPEDQWRPG --MTIDKIID ELDRTVRLPG LANLWVPPIR NRIDMLSTGI  
XepB|Pging   VRHRTVTIVS AFIIFAASLM MTPLLKTEFF PQSDNGYIQI QAEYPVGTGV NLPRAFALRM IDSWEKEIPE IDRTSFSVGQ AEASSMFAAM QDNGTNIITF HIGLTGRNER KRSMNEVADQ IRTMLDDYPE ---IHSYKVT PGGSGGGMGG  
RagC|Bjapo   LAHRAVFVIG FLCVVGASFA LVPFLGRNFF PAVDAGNILM HVRTQVGTRV EETANQLADV QKAVRKLIPG EIETMTDNIG MPISGINMTY NNTGVIGPQD GDIQIKLREG HKPTEEHVKV LREQLPRLFP GVSFAFLPAD IVSQILNFGA  
MexK|Paeru   VRYRKTVIVL TLAAFVGALL LFRLVPQQFF PPSARLELLL DIKLAEGASL RSTGEEVQRL EKMLQGHDGI DNYVAYVGTG SPRFYLPLDQ QLPAASFAQV VVLAKDLESR EALRKWLIER MNEDFPHLRS ---------- -RISRLENGP  
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MexI|Paeru   -GGLPVQMVL RSPQDYPVLY RTMEEIKQKA RQSG---LFV VVDSDLDYNN PVVQVRIDRA KANSLGIRMQ DIGESLAVLV GEN--YVNRF GM---EGRSY DVIPQSLRDQ RFTPQALARQ FVRTQDGN-- ----LVPLST VVRVALQVEP  
MexW|Paeru   -EGLPFQFVL NTANDYESLL QVAQRVKQRA SESG---KFA FLDLDLAFDK PELVVDIDRE KAAQMGVSMQ DLGVALASLL GEG--EINRF TI---DGRSY KVIAQVERPY RDNPGWLGSY YVKSRNGQ-- ----LVALST LIETHERARP  
AcrB|Hinfl   -QGPPVSIVL KTAQDYKSLA NTAEKFLSAM KASG---KFI YTNLDLTYDT AQMTISVDKE KAGTYGITMQ QISNTLGSFL SGA--TVTRV DV---DGRAY KVISQVKRDD RLSPESFQNY YLTASNGQ-- ----SVPLSS VISMKLETQP  
AcrB|Styph   ATGFDFELID QAGLGHEKLT QARNQLFGEV AKYPDLLVG- -VRPNGLEDT PQFKIDIDQE KAQALGVSIS DINTTLGAAW GGS--YVNDF ID---RGRVK KVYVMSEAKY RMLPDDINDW YVRGSDGQ-- ----MVPFSA FSSSRWEYGS  
AcrB|Ecoli   ATGFDFELID QAGLGHEKLT QARNQLLAEA AKHPDMLTS- -VRPNGLEDT PQFKIDIDQE KAQALGVSIN DINTTLGAAW GGS--YVNDF ID---RGRVK KVYVMSEAKY RMLPDDIGDW YVRAADGQ-- ----MVPFSA FSSSRWEYGS  
AcrB|Eaero   ATGFDFQLID QGGLGHEKLT QARNQLFGMV AQHPDLLVG- -VRPNGLEDT PQFKIDIDQE KAQALGVSIS DINTTLGAAW GGS--YVNDF ID---RGRVK KVYVMSEAKY RMLPEDIGNW YVRGSDGQ-- ----MVPFSA FSTSHWEYGS  
AcrB|Eamyl   ATGFDFQLID QGALGHEKLT AARNQLLGMI AQHSDTLVG- -VRPNGLEDT PQYKLTIDQE KAQALGVSLS DINTTLAAAW GGS--YVNDF ID---RGRVK KVYVMGGAPY RMLPTDIGNW YVRATNGE-- ----MVSFNA FASAQWVYGS  
SdeY|Smarc   ATGFDFELID QGGLGHEKLT EARNQLLGMV AQHPYVLVG- -VRPNGLEDT PLFKLIVDQE KAKALGVSIT TINSTLSTAL GGS--YVNDF ID---RGRVK KVYVQADAPF RMLPEDINKW YVRGTSGQ-- ----MVPFSA FSSAKWEYGS  
AcrF|Ecoli   ATGFDFELID QAGLGHDALT QARNQLLGMA AQHPASLVS- -VRPNGLEDT AQFKLEVDQE KAQALGVSLS DINQTISTAL GGT--YVNDF ID---RGRVK KLYVQADAKF RMLPEDVDKL YVRSANGE-- ----MVPFSA FTTSHWVYGS  
YhiV|Ecoli   ASGFDMELLD NGNLGHEKLT QARNELLSLA AQSPNQVTG- -VRPNGLEDT PMFKVNVNAA KAEAMGVALS DINQTISTAF GSS--YVNDF LN---QGRVK KVYVQAGTPF RMLPDNINQW YVRNASGT-- ----MAPLSA YSSTEWTYGS  
BpeB|Bpseu   AAGFDFELTD NAGLGHDALM AARNQLLGMA AKDP-TLRG- -VRPNGLNDT PQYKVDIDRE KANALGVTAD AIDQTFSIAW ASK--YVNNF LDT--DGRIK KVYVQSDAPF RMTPEDMNIW YVRNGSGG-- ----MVPFSA FATGHWTYGS  
ArpB|Pputi   ATGFDVFLQD RGGVGHAKLM EARNQFLAKA AQSK-ILSA- -VRPNGLNDE PQYQLTIDDE RASALGVTIA DINNTLSIAL GAS--YVNDF ID---RGRVK KVYIQGEPSA RMSPEDLQKW YVRNGAGE-- ----MVPFSS FAKGEWTYGS  
TtgB|Pputi   ATGFDVFLQD RGGVGHAKLM EARNQFLAKA AQSK-ILSA- -VRPNGLNDE PQYQLTIDDE RASALGVTIA DINNTLSIAL GAS--YVNDF ID---RGRVK KVYIQGEPSA RMSPEDLQKW YVRNGAGE-- ----MVPFSS FAKGEWTYGS  
EmhB|Pfluo   ATGFDVFLQD RAGIGHEKLM EARNQFLGMA AQSK-VLYQ- -VRPNGLNDE PQYQLEIDDE KASALGITLS DINSTLSIAL GSS--YVNDF ID---RGRVK KVYVQGQPGS RMSPEDIKKW YVRNSAGT-- ----MVPFSA FAKGQWIYGA  
MexB|Paeru   ATGFDLFLQD QAGVGHEVLL QARNKFLMLA AQNP-ALQR- -VRPNGMSDE PQYKLEIDDE KASALGVSLA DINSTVSIAW GSS--YVNDF ID---RGRVK RVYLQGRPDA RMNPDDLSKW YVRNDKGE-- ----MVPFNA FATGKWEYGS  
SrpB|Pputi   AMGFNLYLQD NLGLGHEALM AARNQFLQLA SQNP-KLQA- -VRPNGKDDE PQFQVNIDDE KARALQVSIA SINETMSAAW GSM--YVNDF ID---RGRVK RVYVQGEDIS RISPEDFDKW YVRNSLGQ-- ----MVPFSA FATGEWVNGS  
TtgH|Pputi   AMGFNLYLQD NLGLGHEALM AARNQFLQLA SQNP-KLQA- -VRPNGKDDE PQFQVNIDDE KARALQVSIA SINETMSAAW GSM--YVNDF ID---RGRVK RVYVQGEDIS RISPEDFDKW YVRNSLGQ-- ----MVPFSA FATGEWVNGS  
TtgE|Pputi   AMGFDLYLQD NLGLGHESLM AARNQFLELA AENP-SLRA- -VRPNGKDDE PQFQVKIDDE KARALQVSIA SINDTMSAAW GSM--YVNDF ID---LGRVK RVYIQGVDSS RIAPEDFDKW YVRNALGE-- ----MVPFSA FATGEWIHGS  
SepB|Pputi   AMGFDLYLQD NLGLGHESLM AARNQFLELA AENP-SLRA- -VRPNGKDDE PQFQVKIDDE KARALQVSIA SINDTMSAAW GSM--YVNDF ID---LGRVK RVYIQGVDSS RIAPEDFDKW YVRNALGE-- ----MVPFSA FATGEWIHGS  
TbtB|Pstut   AMGFNLFLQD NSGVGHAALM DARNQFLQLA NGHP-HLRA- -VRPNGKDDE PQFQVNIDDE KARALQVSIA SINETMSAAW GSM--YVNDF ID---QGRVK RVYIQGQDDS RISPEDFGKW YVRNALGE-- ----MVPFSA FATGEWVFGS  
AcrD|Ecoli   SAGFDMELQD HAGAGHDALM AARNQLLALA AENP-ELTR- -VRHNGLDDS PQLQIDIDQR KAQALGVAID DINDTLQTAW GSS--YVNDF MD---RGRVK KVYVQAAAPY RMLPDDINLW YVRNKDGG-- ----MVPFSA FATSRWETGS  
SmeE|Smalt   ASGYTFFLKD NSGQGHEALV AARNQLLGLA AGSK-KLAN- -VRPNGQEDT PQFRIDIDAA KATSLGLSID QINGTLAAAW GSS--YIDDF VD---RGRVK RVFVQADQAF RMVPEDFDLW SVKNDKGE-- ----MVPFSA FATKHWDYGS  
RmeB|Retli   SSGFSMYLVD TGGHGNDALT AASKRLIQMG NSSG-KIVA- -LRSSNKEVE PQMRIVLDQE KIGAMGVDIA SVNSMLSIIF TGR--DVNDF TL---NGEIK PVYVQGDAPF RMQPDDLNHW YARNNSGE-- ----MVPFSA FTKTEWVKGA  
RmeB|Rlegv   SSGFSMYLVD TGGHGNDALT AASKRLIQMG NSSG-KIVA- -LRSSNKEVE PQMRIVLDQE KIGAMGVDIA SVNSMLSIIF TGR--DVNDF TL---NGEIK PVYVEGDAPF RMQPSDLNHW YARNNDGE-- ----MVPFSA FTRTEWVKGA  
AmeB|Atume   SSGFSMYLVD SGRNGTDALT ASSKELIALA TGNP-KISS- -LRSDSQDNE TQMKIVLDQE KMGAMGVDLS SVNLMLSTIF AGR--DVNDF TL---NGELK PVYVQGDAPY RMQPDDLKYW YARNTTGE-- ----MVPFSS FSEVKWVNAP  
IfeB|Atume   SNGFTAFLQA RSGQSHEQLL EARNMLLGLA AQSP-KLMA- -VRPNGVEDA SQFELNIDWG KAGAVGLSAA DVGSFLTTVW SSS--YVNDF LY---EGRMK RVYVQGEPLA RTGPEDLALW RVPNANGD-- ----FVDLST IASQNWVFGP  
SmeB|Smalt   AGGFTLELQD EGGAGHAAAV AARNTLLKEA AKDP-KLVN- -VRYASLEDA PVYAVKVDDA KAQAMGVNPQ DVNDTLNAAL GGD--FVNNF IY---KGRIK KVFIQGTAEA RMQPQDIERW SVRNQAGQ-- ----MVPLSS LISTHWTSAP  
AdeB|Abaum   FSGFSLRLQD RANLGMPALL AAQDELMAMA AKNK-KFY-- MVWNEGLPQG DNISLKIDRE KLSAFGVKFS DVSDIISTSM GSM--YINDF PN---QGRMQ QVIVQVEAKS RMQLKDILNL KVMGSSGQ-- ----LVSLSE VVTPQWNKAP  
MexD|Paeru   SGGFALRLMD RSGVGREALL QARDTLLGEI QTNP-KFL-- YAMMEGLAEA PQLRLLIDRE KARALGVSFE TISGTLSAAF GSE--VINDF TN---AGRQQ RVVIQAEQGN RMTPESVLEL YVPNAAGN-- ----LVPLSA FVSVKWEEGP  
MtrD|Ngono   GSGLSINLQD RNNTGHTGIA GEGNELIQKM RASG-LFDPS TVRAGGLEDS PQLKIDINRA AAAAQGISFA DIRTALASAL SSS--YVSDF PN---QGRLQ RVMVQADEDA RMQPADILNL TVPNKSGV-- ----AVPLST IATVSWENGT  
AmrB|Bpseu   TGGFDFRLQD RGGLGYGAFV AAREKLLAEG RKDP-VLT-- DLMFAGTQDA PQLKLDIDRA KASALGVSME EINATLAVMF GSD--YIGDF MH---GSQVR RVIVQADGRH RLDAADVTKL RVRNAKGE-- ----MVPLAA FATLHWTMGP  
MexY|Paeru   TSGFDFRLQD RGGVGYEALV KARDQLLARA AEDP-RLA-- NVMFAGQGEA PQIRLDIDRR KAETLGVSMD EINTTLAVMF GSD--YIGDF MH---GSQVR KVVVQADGAK RLGIDDIGRL HVRNEQGE-- ----MVPLAT FAKAAWTLGP  
CmeB|Cjeju   TGGFEMYVQN KSGKSYDEIQ KDVNKLVAAA NQRK-ELSR- -VRTTLDTTF PQYKLIIDRD KLKHYNLNMQ DVFNTMNATI GTY--YVNDF SM---LGKNF QVNIRAKGDF RNTQDALKNI FVRSNDGK-- ----MIPLDS FLTLQRSSGP  
CeoB|Bcepa   LGGFKMQIED RGAVGYAKLS DATNDFIKRA QQAP-ELGP- -LFTSYQINV PQLNVDLDRV KAKQLGVPVT DVFNTMQVYL GSL--YVNDF NR---FGRVY QVRVQADAPF RQRADDILQL KTRNDKGE-- ----MVPLSS LVTVTPTFGP  
MexF|Paeru   IGGFRLQIED RGNQGYEELF KQTQNIITKA RALP-ELEPS SVFSSYQVNV PQIDADIDRE KAKTHGVAIS DIFDTLQVYL GSL--YANDF NR---FGRTY QVNVQAEQQF RLEPEQIGQL KVRNNLGE-- ----MVPLAS FIKVSDTSGP  
SdeB|Smarc   GSGYSLYVQD RGGLGYGALQ TAINTMSGAI MQTP-GMGFP --ISSYQANV GQRDAKIDRD KAKAQGVPLN ALFSTLQTYL GSS--YINDF NR---YGRTW KVMAQADAQF RDSVEDIANL RTRNDKGE-- ----MVPIGS MVSIGTTYGP  
MdtB|Ecoli   RTQYQFTLQA TSLDALSTWV PQLMEKLQQL PQLS------ DVSSDWQDKG LVAYVNVDRD SASRLGISMA DVDNALYNAF GQR--LISTI YT---QANQY RVVLEHNTEN TPGLAALDTI RLTSSDGG-- ----VVPLSS IAKIEQRFAP  
MdtC|Ecoli   NASYQYTLLS DDLAALREWE PKIRKKLATL PELA------ DVNSDQQDNG AEMNLVYDRD TMARLGIDVQ AANSLLNNAF GQR--QISTI YQ---PMNQY KVVMEVDPRY TQDISALEKM FVINNEGK-- ----AIPLSY FAKWQPANAP  
ORF2plC|Re   GTKLEITLAG DDANVLDSAS TALEEQLRSL KGIG------ AVTSTAARQA PEIQITPDFA RSAALGVTSS AVAEAVRVAT NGE--YSSDL PKLNLPQRQI PIVVRFSPET RTNLDDIKNM RVAGTHGN-- -----VDLGS IADVRIGGSP  
NolG|Smeli   IKPLQLSILG DGDEELRRIS DHITSVLAAI PGAT------ EIESSIEKLR PTLAVRVRRE AASDLGVSIA TIGDTLRSLV AGD--AISVW NSP--DGETH DVVVRLPAAG RENAAQLRNL PIATARMDDN GKPIMVLLDQ VADVVESTAP  
CnrA|AReut   RSDVAVKVYG ENLDELAATA QRIAAVLKKT PGAT------ DVRVPLTSGF PTFDIVFDRA AIARYGLTVK EVADTISTAM AGR--PAGQI FD---GDRRF DIVIRLPGEQ RENLDVLGAL PVMLPLSEGQ AR-ASVPLRQ LVQFRFTQGL  
CzcA|Aeutr   RSDVAVKIFG DDNNVLSETA KKVSAVLQGI PGAQ------ EVKVEQTTGL PMLTVKIDRE KAARYGLNMS DVQDAVATGV GGR--DSGTF FQ---GDRRF DIVVRLPEAV RGEVEALRRL PIPLPKGVDA RT-TFIPLSE VATLEMAPGP  
CusA|Ecoli   KSPIGIKVSG TVLADIDAMA EQIEEVARTV PGVA------ SALAERLEGG RYINVEINRE KAARYGMTVA DVQLFVTSAV GGA--MVGET VE---GIARY PINLRYPQSW RDSPQALRQL PILTPMK--- ---QQITLAD VADIKVSTGP  
SilA|Styph   KSPIGIKVSG TVLSDIDATA QSIEAVAKTV PGVV------ SVLAERLEGG RYIDIDINRE KASRYGMTVG DVQLFVSSAI GGA--MVGET VE---GVARY PINIRYPQDY RNSPQALKQM PILTPMK--- ---QQITLGD VADINVVSGP  
XepB|Pging   QPTVNLDIYG YDFNKTGDLA ERFSRLMKED ARCA------ QATISRKDYV PEYQFVFDRT KLAENGLNST TAAMFLRNRV NGR--VASTY RE---EGDEY DIRVRLAPEF RRSLRDLENI LIYTPQGK-- ----GVRLGE LGKIEELYTP  
RagC|Bjapo   PAPIDLQIRG ANISANFAYA NNLLAKVRKI PGVA------ DARIQQSPNN PTFNIDVDRT RAQYVGLTER DVTNSLVVNL AGSSQVAPTY YLNPDNGVSY SIVMQTPQYQ IDSLGALQTL PITATGNAQ- ----SPILGG IADIKRSTSS  
MexK|Paeru   PVGYPVQFR- VSGEDIPQVR ELARKVADKM RENP---HVV NVHLDWEEPS KVVYLSIDQE RARALGVSTA SLSQFLQSAL TGS--HVSFF RE---DNELI EILLRGTEQE RRDLSLLPSL AVPTENGR-- ----SVALSQ IATLEYGFEE  
Clustal Co          .                                                                :         .                            :               .                      :               
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MexI|Paeru   NKLIQFDQQN AATLQAIPAP G-VSMGQAVA FLDDVARG-- -LPAGFSHDW QSDSRQYTQE GNTLVFAFLA ALVVIYLVLA AQYESLADPL IILITVPLSI CGALLPL--- --------AL GYATMNIYTQ IGLVTLIGLI SKHGILMVEF  
MexW|Paeru   RQLNQFQQLN SAIISGFPI- --VSMGEAIE TVQQIAREE- -APRGFAVDY AGASRQYVQE GSALLVTFGL ALAIIFLVLA AQFESFRDPL VIMVTVPLSI CGALIPL--- --------FL GVSSLNIYTQ VGLVTLIGLI SKHGILIVEF  
AcrB|Hinfl   TSLPRFSQLN SAEISAVPMP G-ISSGDAIA WLQQQATDN- -LPQGYTFDF KSEARQLVQE GNALAVTFAL AVIIIFLVLA IQFESIRDPM VIMISVPLAV SGALVSLNIL SFF-----SI AGTTLNIYSQ VGLITLVGLI TKHGILMCEV  
AcrB|Styph   PRLERYNGLP SMEILGQAAP G-KSTGEAMA MMEELASK-- -LPSGIGYDW TGMSYQERLS GNQAPALYAI SLIVVFLCLA ALYESWSIPF SVMLVVPLGV IGALLAATFR ---------- -GLTNDVYFQ VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
AcrB|Ecoli   PRLERYNGLP SMEILGQAAP G-KSTGEAME LMEQLASK-- -LPTGVGYDW TGMSYQERLS GNQAPSLYAI SLIVVFLCLA ALYESWSIPF SVMLVVPLGV IGALLAATFR ---------- -GLTNDVYFQ VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
AcrB|Eaero   PRLERYNGLP SMEILGQAAP G-RSTGEAMA MMEQLASK-- -LPSGVGYDW TGMSYQERLS GNQAPALYAI SLIVVFLCLA ALYESWSIPF SVMLVVPLGV VGALLAATFR ---------- -GLTNDVYFQ VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
AcrB|Eamyl   PRLERYNGLP SMELLGQPAA G-KSSGEAMN LMQELASK-- -LPTGIGYDW TGMSYQERLS GNQAPALYAI SLIVVFLCLA ALYESWSIPF AVMLVVPLGV IGALIFTTLR ---------- -GLSNDVYFV VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
SdeY|Smarc   PRLERYNGLP SMEILGQAAP G-KSTGEAMN LMEQLASK-- -LPSGIGYDW TGMSYQERLS GNQAPALYAI SILVVSLCLA ALYESWVVPF SVMLVLPLGV IGALAS-TMR ---------- -GMNNDVYSQ VGLLTTIGLF AKNAILIVEF  
AcrF|Ecoli   PRLERYNGLP SMEIQGEAAP G-TSSGDAMA LMENLASK-- -LPAGIGYDW TGMSYQERLS GNQAPALVAI SFVVVFLCLA ALYESWSIPV SVMLVVPLGI VGVLLAATLF ---------- -NQKNDVYFM VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
YhiV|Ecoli   PRLERYNGIP SMEILGEAAA G-KSTGDAMK FMADLVAK-- -LPAGVGYSW TGLSYQEALS SNQAPALYAI SLVVVFLALA ALYESWSIPF SVMLVVPLGV VGALLATDLR ---------- -GLSNDVYFQ VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
BpeB|Bpseu   PKLERYNGIS AMEIQGQAAP G-KSTGQAMT AMETLAKK-- -LPTGIGYSW TGLSFQEIQS GSQAPILYAI SILVVFLCLA ALYESWSIPF SVIMVVPLGV IGALLAATLR ---------- -GLENDVFFQ VGLLTTVGLS AKNAILIVEF  
ArpB|Pputi   PKLSRYNGVE AMEILGAPAP G-YSTGEAMA EVERIAGE-- -LPSGIGFSW TGMSYEEKLS GSQMPALFAL SVLFVFLCLA ALYESWSIPI AVVLVVPLGI IGALIATSLR ---------- -GLSNDVYFL VGLLTTIGLA AKNAILIVEF  
TtgB|Pputi   PKLSRYNGVE AMEILGAPAP G-YSTGEAMA EVERIAGE-- -LPSGIGFSW TGMSYEEKLS GSQMPALFAL SVLFVFLCLA ALYESWSIPI AVVLVVPLGI IGALIATSLR ---------- -GLSNDVYFL VGLLTTIGLA AKNAILIVEF  
EmhB|Pfluo   PKLSRYNGVE AMEILGAPAP G-YSTGEAMA EVEALAKK-- -LPAGVGISW TGLSYEERLS GSQAPALYAL SLLMVFLCLA ALYESWSIPI AVMLVVPLGI IGALLATSLR ---------- -GLSNDVYFQ VGLLTTIGLA AKNAILIVEF  
MexB|Paeru   PKLERYNGVP AMEILGEPAP G-LSSGDAMA AVEEIVKQ-- -LPKGVGYSW TGLSYEERLS GSQAPALYAL SLLVVFLCLA ALYESWSIPF SVMLVVPLGV IGALLATSMR ---------- -GLSNDVFFQ VGLLTTIGLS AKNAILIVEF  
SrpB|Pputi   PKLERYGGIS SLNILGEPAP G-YSTGDAMI AIAEIMQQ-- -LPAGIGLSY TGLSYEEIQT GDQAPLLYAL TVLIVFLCLA ALYESWSVPV SVIMVVPLGI LGAVLATLWR ---------- -DLTADVYFQ VGLMTTVGLS AKNAILIVEF  
TtgH|Pputi   PRLERYGGIS SLNILGEPAP G-YSTGDSMI AIAEIMQQ-- -LPAGIGLSY TGLSYEEIHA GDQAPLLYAL TVLIVVLCLA ALYESWSVPV SVIMVVPLGI LGAVLATLWR ---------- -DLTADVYFQ VGLMTTVGLS AKNAILIVEF  
TtgE|Pputi   PKLERYGGIS AVNILGEPAP G-FSTGDAMI AIAQIMQQ-- -LPSGIGLSY NGLSYEEIRT GDQAPMLYAL TVLIVFLCLA ALYESWSVPM SVILVVPLGI FGAVLATLWR ---------- -GLEADVYFQ VGLMTTVGLS AKNAILIIEF  
SepB|Pputi   PKLERYGGIS AVNILGEPAP G-FSTGDAMI AIAQIMQQ-- -LPSGIGLSY NGLSYEEIRT GDQAPMLYAL TVLIVFLCLA ALYESWSVPM SVILVVPLGI FGAVLATLWR ---------- -GLEADVYFQ VGLMTTVGLS AKNAILIIEF  
TbtB|Pstut   PKLERYGGIS SVEILGEPAP G-YSTGDAMV AIAEIMKE-- -LPPGIGLSY TGLSYEEIQT GDQAPMLYAL TVLIVFLCLA ALYESWSVPV SVMMVVPLGI LGAVLATLMR ---------- -ELNADVYFQ IGLMTTVGLS AKNAILIVEF  
AcrD|Ecoli   PRLERYNGYS AVEIVGEAAP G-VSTGTAMD IMESLVKQ-- -LPNGFGLEW TAMSYQERLS GAQAPALYAI SLLVVFLCLA ALYESWSVPF SVMLVVPLGV IGALLATWMR ---------- -GLENDVYFQ VGLLTVIGLS AKNAILIVEF  
SmeE|Smalt   PRLERYNGVS AMEIQGEPAP G-VASGDAMA EIEQLAKQ-- -LPAGFGIEW TAMSYQERQA GSQTPLLYTL SLMIVFLCLA AMYESWSVPT AVLLAAPLGI LGAVLANTFK ---------- -GLERDIYFQ VAMLTTVGLT SKNAILIVEF  
RmeB|Retli   PSLARFNAVS AIPLDGASAP G-VSSGDAMN EMEALTEQ-- -LGGGYTVAW QGISYQERLS GSQAPILYAI SVLVVFLCLA ALYESWSIPF SVIMAVPVGI LGALAAATLF ---------- -GQANDVYFK VGLLTTIGLA AKNAILIVEF  
RmeB|Rlegv   PSLARFNAVS AIPLDGASAP G-VSSGDAMN EMAALTNE-- -LGGGYTVAW QGISYQERLS GSQAPMLYAI SVLVVFLCLA ALYESWSIPF SVIMAVPVGI LGALTAATVF ---------- -GQANDVYFK VGLLTTIGLA AKNAILIVEF  
AmeB|Atume   PSLARFNGTG AISLEGTAGT G-VASGEAMN EMERLTAS-- -LPGGYTVAW QGISYQERLS GSQAQMLYAL SVLIVFLCLA ALYESWSIPF SVILAVPVGV LGALTAAHFF ---------- -GQTNDVYFK VGLLTTIGLA AKNAILIVEF  
IfeB|Atume   QQVIRYDALP AMSIEGSAAP G-FSSGEALA EIEALAAK-- -LPPGFSLQW TGMSLEEKDA GAGALPLYGL ALATMFLCLA ALYESWTIPV AVLLAMPVGI LGALLGAWIG ---------- -GQSNGVYFQ VGLLTVVGLT GKNGIMIVEF  
SmeB|Smalt   AAVQRYNGIS AMEITGQPAP G-VSSGEAMA EIARLADT-- -LPEGFSHAW SDMAYQEQLS GNQAPMLYAI SLLFVFLCLA ALYESWAVPF AVMLAVPVGM FGAVLMMNLR ---------- -GLNNDVYFQ VGLLTTIGLA AKNGILIVEF  
AdeB|Abaum   QQYNRYNGRP SLSIAGIPNF D-TSSGEAMR EMEQLIAK-- -LPKGIGYEW TGISLQEKQS ESQMAFLLGL SMLVVFLVLA ALYESWAIPL SVMLVVPLGI FGAIIAIMSR ---------- -GLMNDVFFK IGLITIIGLS AKNAILIVEF  
MexD|Paeru   VQLVRYNGYP SIRIVGDAAP G-FSTGEAMA EMERLASQ-- -LPAGIGYEW TGLSYQEKVS AGQATSLFAL AILVVFLLLV ALYESWSIPL SVMLIVPIGA IGAVLAVMVS ---------- -GMSNDVYFK VGLITIIGLS AKNAILIVEF  
MtrD|Ngono   EQSVRFNGYP SMKLSASPAT G-VSTGQAME AVQKMVDE-- -LGGGYSFEW GGQSSEEAKG GSQTLILYGL AVAAVFLVLA ALYESWSIPL AVILVIPLGL IGAAAGVTGR NLFEGLLGSV PSFANDIYFQ VGFVTVMGLS AKNAILIIEF  
AmrB|Bpseu   PQLTRYNGFP SFTINGAASA G-HSSGEAMA AIERIAST-- -LPAGTGYAW SGQSYEERLS GAQAPMLFAL SVLVVFLALA ALYESWSIPF AVMLVVPLGV IGAVAGVTLR ---------- -GMPNDIYFK VGLIATIGLS AKNAILIVEV  
MexY|Paeru   PQLTRYNGYP SFNLEGQAAP G-YSSGEAMQ AMEQLMQG-- -LPEGIAHEW SGQSFEERLS GAQAPALFAL SVLIVFLALA ALYESWSIPL AVILVVPLGV LGALLGVSLR ---------- -GLPNDIYFK VGLITIIGLS AKNAILIIEV  
CmeB|Cjeju   DDVKRFNLFP AAQVQGQPAP G-YTSGQAIE AIAQVAKET- -LGDDYSIAW SGSAYQEVSS KGTASYAFAL GMIFVFLILA AQYERWLIPL AVVTAVPFAV FGSFLLVYLR ---------- -GFSNDIYFQ TGLLLLIGLS AKNAILIVEF  
CeoB|Bcepa   EMVVRYNGYT AADINGGPAP G-FSSGQAQA AVERIADET- -LPRGVRFEW TDLTYQQILA GDSAMWVFPI SVLLVFLVLA ALYESLTLPL AVILIVPMSI LSALTGVWLT ---------- -QGDNNIFTQ IGLMVLVGLS AKNAILIVEF  
MexF|Paeru   DRVMHYNGFI TAELNGAPAA G-YSSGQAQA AIEKLLKEE- -LPNGMTYEW TELTYQQILA GNTALFVFPL CVLLAFLVLA AQYESWSLPL AVILIVPMTL LSAITGVILA ---------- -GSDNNIFTQ IGLIVLVGLA CKNAILIVEF  
SdeB|Smarc   DPVIRYNGFP AADLIGDADP RVLSSTQAMG ALTQMADKL- -LPNGMNIQW TDLSYQQSTQ GNAALVVFPV AVLLAFLALA ALYESWTLPL AVILIVPMTM LSALFGVWLT ---------- -GGDNNVFVQ VGLVVLMGLA CKNAILIVEF  
MdtB|Ecoli   LSINHLDQFP VTTISFNVPD N-YSLGDAVQ AIMDTEKTL- NLPVDITTQF QGSTLAFQSA LGSTVWLIVA AVVAMYIVLG ILYESFIHPI TILSTLPTAG VGALLALLIA G--------- --SELDVIAI IGIILLIGIV KKNAIMMIDF  
MdtC|Ecoli   LSVNHQGLSA ASTISFNLPT G-KSLSDASA AIDRAMTQL- GVPSTVRGSF AGTAQVFQET MNSQVILIIA AIATVYIVLG ILYESYVHPL TILSTLPSAG VGALLALELF N--------- --APFSLIAL IGIMLLIGIV KKNAIMMVDF  
ORF2plC|Re   SEIDRIDRMR NVTVSVELNG R--ILGDVNR EAQALSALR- HLPPGVTLVE QGELQRSSEL FQSFALAMAI GVFCIYAVLV VLFHDFLQPL TLLMALPLSL GGALVPLVVT ---------- -GTSFSMPAV IGLLMLMGVV TKNSILLIEY  
NolG|Smeli   AQITRKDLSR DIRISSNIEG R--TLGDVVA DLKAAMTKM- DIPVGFRISF GGDAENLTES TAYALQSLAM AVIFIYIILA SQFGSFIQPI AIIMTMPLSL MGVLLGLLFT ---------- -GSTLNMFSM IGIMMLMGLV TKNAILLVDY  
CnrA|AReut   NEVSRDNGKR RVYVEANVGG R-DLGSFVDD AAARIAKEV- KLPPGMYIEW GGQFQNLQAA TKRLAIIVPL CFILIAATLY MAIGSAALTA TVLTASPLAL AGGVFALLLR ---------- -GIPFSISAA VGFIAVSGVA VLNGLVLISA  
CzcA|Aeutr   NQISRENGKR RIVISANVRG R-DIGSFVPE AEAAIQSQV- KIPAGYWMTW GGTFEQLQSA TTRLQVVVPV ALLLVFVLLF AMFNNIKDGL LVFTGIPFAL TGGILALWIR ---------- -GIPMSITAA VGFIALCGVA VLNGLVMLSF  
CusA|Ecoli   SMLKTENARP TSWIYIDARD R-DMVSVVHD LQKAIAEKV- QLKPGTSVAF SGQFELLERA NHKLKLMVPM TLMIIFVLLY LAFRRVGEAL LIISSVPFAL VGGIWLLWWM ---------- -GFHLSVATG TGFIALAGVA AEFGVVMLMY  
SilA|Styph   TMLKTENARP ASWIYVDARG R-DMVSVVND IKTAISEKV- KLRPGTSVAF SGQFELLEHA NKKLKLMVPM TVMIIFILLY LAFRRVDEAL LILMSLPFAL VGGIWFLYWQ ---------- -GFHMSVATG TGFIALAGVA AEFGVVMLMY  
XepB|Pging   PTIERKDRQR VVIVASTAVK G-AALSDLVE VAKEKIAQL- EIPDGIDYKI SGTYEDQQKT FADLSTLMLL IVILVFIVMA AQFESLVDPF VIMFSIPFAF TGVIVGLIIT ---------- -NTTFSAMSF IGLIMLMGIV VKNGIVLIDY  
RagC|Bjapo   AVVSQYDIQS MVQIFATTSG RDLGAVAADI RQVIADTAK- EVPKGSSVVL LGQVQTMNSA FTGLLFGLLG AVVLIYFLIV VNFQSWSDPF VIITALPAAL AGIVWMLFMT ---------- -ETTLSVPAL TGAIMCMGVA TANSVLVISF  
MexK|Paeru   GIIWHRNRLP TVTVRADIYD DSLPATLVAQ IAPTLEPIRA ELPDGYLLEV GGTVEDAAKG QSSVNAGVPL FIVVVLSLLM VQLRSFSRMA MVFLTAPLGL IGVTLFLLLF R--------- --QPFGFVAM LGTIALAGMI MRNSVILVDQ  
Clustal Co                 :                                                               .      :              :.   *     .                         .      . :   *:     .:::     
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                     1060       1070       1080       1090       1100       1110       1120       1130       1140       1150       1160       1170       1180       1190                          
MexI|Paeru   ANELQLHER- ---------L DRRAAILRAA QIRLRPVLMT TAAMVFGLVP LLFASGAG-A ASRFGLGVVI VSGMLVGTLF TLFVLPTVYT LLARNHAEVD KSPRSRQLAE ADLLVNKA-- ---------- ----------  
MexW|Paeru   ANQLRHEQG- ---------L GRREAIEQAA AIRLRPVLMT TAAMVLGVIP LILATGAG-A VSRFDIGIVI ATGMSVGTLF TLFVLPCIYT LVAR----PD APPGVTQAAN AH-------- ---------- ----------  
AcrB|Hinfl   AKEEQLNHG- ---------K TRIEAITHAA KVRLRPILMT TAAMVAGLIP LLYATGAG-A VSRFSIGIVI VAGLSIGTIF TLFVLPVVYS YVAT---EHK PLPVFDENKT TH-------- ---------- ----------  
AcrB|Styph   AKDLMDKEG- ---------K GLVEATLEAV RMRLRPILMT SLAFMLGVMP LVISSGAG-S GAQNAVGTGV LGGMVTATVL AIFFVPVFFV VVRRRFSRKS EDIEHSHSTE HR-------- ---------- ----------  
AcrB|Ecoli   AKDLMDKEG- ---------K GLIEATLDAV RMRLRPILMT SLAFILGVMP LVISTGAG-S GAQNAVGTGV MGGMVTATVL AIFFVPVFFV VVRRRFSRKN EDIEHSHTVD HHHHHH---- ---------- ----------  
AcrB|Eaero   AKDLMEKEG- ---------K GLIEATLEAV RMRLRPILMT SLAFILGVMP LVISSGAG-S GAQNAVGTGV MGGMVTATVL AIFFVPVFFV VVRRRFTKKT EDIEHNHPVE HH-------- ---------- ----------  
AcrB|Eamyl   AKDLMEKEG- ---------K GLVEATLEAV RMRLRPILMT SLAFILGVLP LAISSGAG-S GAQNAVGTGV MGGMVTATVL AIFFVPVFFV VVRRRFSKNK DDIEHSHPVD KH-------- ---------- ----------  
SdeY|Smarc   AKDLMEKEG- ---------K GLTEATLEAV RMRLRPILMT SLAFILGILP LVISSGAG-S GAQNAVGTGV MGGMTTATVL AIFFVPVFFV VVRRRFSKKN EDLEHSHPVE QPLIAQ---- ---------- ----------  
AcrF|Ecoli   AKDLMEKEG- ---------K GVVEATLMAV RMRLRPILMT SLAFILGVLP LAISNGAG-S GAQNAVGIGV MGGMVSATLL AIFFVPVFFV VIRRCFKG-- ---------- ---------- ---------- ----------  
YhiV|Ecoli   AVEMMQKEG- ---------K TPIEAIIEAA RMRLRPILMT SLAFILGVLP LVISHGAG-S GAQNAVGTGV MGGMFAATVL AIYFVPVFFV VVEHLFARFK KA-------- ---------- ---------- ----------  
BpeB|Bpseu   ARELQQTEK- ---------M GPIEAALEAA RLRLRPILMT SLAFILGVMP LAISNGAG-S ASQHAIGTGV IGGMITATFL AIFMIPMFFV KVRAVFSGEK EDADEALRLA HEHMHRDDKP EHGDDAGKKD ----------  
ArpB|Pputi   AKELHE-QG- ---------R SLYDAAIEAC RMRLRPIIMT SLAFILGVVP LTIASGAG-A GSQHAIGTGV IGGMISATVL AIFWVPLFFV AVSSLFGSKE PEKDVTPENP RYEAGQ---- ---------- ----------  
TtgB|Pputi   AKELHE-QG- ---------R SLYDAAIEAC RMRLRPIIMT SLAFILGVVP LTIASGAG-A GSQHAIGTGV IGGMISATVL AIFWVPLFFV AVSSLFGSKE PEKDVTPENP RYEAGQ---- ---------- ----------  
EmhB|Pfluo   AKELHE-QG- ---------R SLRDAAIEAC RMRLRPIIMT SLAFVLGVVP LAISTGAG-S GSQHAIGTGV IGGMITATVL AIFWVPLFFV TVSSIGQRKT ADQDDAIE-P SKEAG----- ---------- ----------  
MexB|Paeru   AKELHE-QG- ---------K GIVEAAIEAC RMRLRPIVMT SLAFILGVVP LAISTGAG-S GSQHAIGTGV IGGMVTATVL AIFWVPLFYV AVSTLFKDEA SKQQASVEKG Q--------- ---------- ----------  
SrpB|Pputi   AKELYEKEG- ---------Y PIVKAAIEAA KLRLRPILMT SLAFTFGVLP MAIASGAG-A GSQHSIATGV VGGMITATVL AVFFVPLFYV VVVKLFEGLM KRKPNAVKEV THEV------ ---------- ----------  
TtgH|Pputi   AKELYEKEG- ---------Y PIVKAAIEAA KLRLRPILMT SLAFTFGVLP MAIASGAG-A GSQHSIATGV VGGMITATVL AVFFVPLFYV VVVKLFEGLM KRKPNAVKEV THEV------ ---------- ----------  
TtgE|Pputi   AKELYEKEG- ---------V PLVKAAIEAA RLRLRPIIMT SLAFTFGVLP MARATGAS-A GSQHSIATGV VSGMITATVL AVFFVPLFYV VVVKVFERNR KPAALAEEEL A--------- ---------- ----------  
SepB|Pputi   AKELYEKEG- ---------V PLVKAAIEAA RLRLRPIIMT SLAFTFGVLP MARATGAG-A GSQHSIATGV VGGMITATVL AVFFVPLFYV VVVKVFERNK KPAALAEEEL A--------- ---------- ----------  
TbtB|Pstut   AKDLYEKEG- ---------M PLVDAAVHAA RLRLRPIVMT SLAFTFGVLP MALASGAG-A GSQHSIATGV VGGMVTATVL AVFFVPLFYV VVVKLFEGRK KAQADGEGES A--------- ---------- ----------  
AcrD|Ecoli   ANEMNQ-KG- ---------H DLFEATLHAC RQRLRPILMT SLAFIFGVLP MATSTGAG-S GGQHAVGTGV MGGMISATIL AIYFVPLFFV LVRRRFPLKP RPE------- ---------- ---------- ----------  
SmeE|Smalt   AKENLE-KG- ---------A SLIESIMHAV RDRLRPIVMT SLAFGMGVVP LAISTGAG-S GAKQAIGTGV LGGMIVGTVL GVFFVPLFFV VVQRVFKRRS TT-------- ---------- ---------- ----------  
RmeB|Retli   AKDRM-ESG- ---------L GLYEATLEAA RLRLRPIIMT SLAFILGVVP LAVATGAG-S AAQNAIGIGV LGGMLAATML GIFFVPSFFV VIRRIFATRG KNAASV---- ---------- ---------- ----------  
RmeB|Rlegv   AKDRM-ESG- ---------M GLYEATLEAA RLRLRPIIMT SLAFILGVVP LAIATGAG-S AAQNAIGIGV LGGMLAATML GIFFVPSFFV VIRRIFATRG KNAAGP---- ---------- ---------- ----------  
AmeB|Atume   AKERQ-EHG- ---------L SLVEAALEAA KLRLRPIIMT SLAFILGVVP LAIATGAG-S AAQNAIGIGV LGGMLSATLL GIFFVPSFFV IIRRLSRR-- ---------- ---------- ---------- ----------  
IfeB|Atume   ARERMAQLG- ---------E SAFEAVCQAA KLRFRPILMT SLAFGLGVIP LVISTGAG-A GARQAIGYAT FFGTVTGTLL AIVFVPVFFV LISGIFSRRS VKAAEPKTA- ---------- ---------- ----------  
SmeB|Smalt   ARILEQ-QG- ---------K STREAILQAV YLRLRPIVMT SLAFLMGVLP LVFATGAG-S AARRSLGTGV AGGTVASMVL GMFFVPLFYL LVRRLFPGRA PADATVPETS P--------- ---------- ----------  
AdeB|Abaum   AKMLKE-EG- ---------M SLIEATVAAA KLRLRPILMT SLAFTCGVIP LVIASGAS-S ETQHALGTGV FGGMISATIL AIFFVPVFFI FILGAVEKLF SSKKKISS-- ---------- ---------- ----------  
MexD|Paeru   AKELWE-QG- ---------H SLRDAAIEAA RLRFRPIIMT SMAFILGVIP LALASGAG-A ASQRAIGTGV IGGMLSATFL GVLFVPICFV WLLSLLRSKP APIEQAASAG E--------- ---------- ----------  
MtrD|Ngono   AKDLQA-QG- ---------K SAVEAALEAA RLRFRPIIMT SFAFILGVVP LYIAAGAS-S ASQRAIGTTV FWGMLVGTLL SVFLVPLFYV VVRKFFKETA HEHEMAVRHA SKAGITGSDD KQY------- ----------  
AmrB|Bpseu   AKDLVA-QR- ---------M SLADAALEAA RLRLRPIVMT SLAFGVGVLP LAFATGAA-S GAQIAIGTGV LGGVISATLF AIFLVPLFFV CVGRVFDV-- VPRRPGGAQA ALEAK----- ---------- ----------  
MexY|Paeru   AKDHYQ-EG- ---------M SLLQATLEAA RLRLRPIVMT SLAFGFGVVP LALSSGAG-S GAQVAIGTGV LGGIVTATVL AVFLVPLFFL VVGRLFRLRK APRTGNSPQI PTEQA----- ---------- ----------  
CmeB|Cjeju   AMEERFKKG- ---------K GVFEAAVAAA KLRFRPIIMT SLAFTFGVLP MIFATGAG-S ASRHSLGTGL IGGMIAASTL AIFFVPLFFY LLENFNEWLD KKRGKVHE-- ---------- ---------- ----------  
CeoB|Bcepa   ARELEH-DG- ---------R TPLEAAIEAS RLRLRPILMT SIAFIMGVVP LVTSTGAG-S EMRHAMGVAV FFGMLGVTLF GLI------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
MexF|Paeru   AKDKQE-EG- ---------M DRVAAVLEAC RLRLRPILMT SIAFIMGVVP LVISTGAG-A EMRHAMGVAV FSGMIGVTFF GLLLTPVFYV LIRRFVENRE ARRAANDKGL PEVHA----- ---------- ----------  
SdeB|Smarc   ARELEM-QG- ---------K GIVEAALEAC RLRLRPIVMT SIAFIAGTIP LILGHGAG-A EVRGVTGITV FSGMLGVTLF GLFLTPVFYV TLRRLVARKA QPQTA----- ---------- ---------- ----------  
MdtB|Ecoli   ALAAEREQG- ---------M SPREAIYQAC LLRFRPILMT TLAALLGALP LMLSTGVG-A ELRRPLGIGM VGGLIVSQVL TLFTTPVIYL LFDRLALWTK SRFARHEEEA ---------- ---------- ----------  
MdtC|Ecoli   ALEAQRHGN- ---------L TPQEAIFQAC LLRFRPIMMT TLAALFGALP LVLSGGDG-S ELRQPLGITI VGGLVMSQLL TLYTTPVVYL FFDRLRLRFS RKPKQTVTE- ---------- ---------- ----------  
ORF2plC|Re   AIMSRH-QG- ---------M SRFDALVDAC HKRARPIVMT TIAMAFGMLP AALSLTGGDS SFRQPMAIVV IGGVIMSTLL SLIVIPVIFT FVDDLHEWLK RLVHWSDPHD KTDDEEPQAS NDHAAIAFHP EQSRRGQGQR  
NolG|Smeli   SNLGVR-EG- ---------K SLRQSLADAG AVRLRPIVMT TLAMIFGMLP TALGLGEG-G AQRAPMAHAI IGGLISSTLL SLVFVPVVLT YLDAFAGRVR RWVPSPTGSN ASAQHDGSDK TKTPACALTS QDQLGTTIM-  
CnrA|AReut   IRKRLDDG-- ---------M APDAAVIEGA MERVRPVLMT ALVASLGFVP MAIATGTG-A EVQKPLATVV IGGLVTATVL TLFVLPALCG IVLKRRTAGR PEAQAALEA- ---------- ---------- ----------  
CzcA|Aeutr   IRSLREEG-- ---------H SLDSAVRVGA LTRLRPVLMT ALVASLGFVP MAIATGTG-A EVQRPLATVV IGGILSSTAL TLLVLPVLYR LAHRKDEDAE DTREPVTQTH QPDQGRQPA- ---------- ----------  
CusA|Ecoli   LRHAIEAVPS LNNPQTFSEQ KLDEALYHGA VLRVRPKAMT VAVIIAGLLP ILWGTGAG-S EVMSRIAAPM IGGMITAPLL SLFIIPAAYK LMWLHRHRVR K--------- ---------- ---------- ----------  
SilA|Styph   LRHAIEAHPE LSRKETFTPE GLDEALYHGA VLRVRPKAMT VAVIIAGLLP ILWGTGAG-S EVMSRIAAPM IGGMITAPLL SLFIIPAAYK LIWLRRHKKS VS-------- ---------- ---------- ----------  
XepB|Pging   TRLCRERG-- ---------M GILSAVVQAG RSRLRPVLMT TLTTILGMVP MAIGIGEG-S ELWQPMGVTV AWGLSVSTLI TLIIVPTVYA VFASNGMRRQ RRLLAKKYAK KENKSRVWNR K--------- ----------  
RagC|Bjapo   ARERYAELG- ---------- DPVAAALEAG FVRFRPVLMT ALAMIIGMAP MALGLGEG-G EQNAPLGRAV IGGLIFATFA TLMFVPVVFS MVHKKQGAEA AAPLETPHVA H--------- ---------- ----------  
MexK|Paeru   IEQDIS-HG- ---------L DRWHAIIEAT VRRFRPIVLT ALAAVLAMIP LSRSVFFG-- ----PMAVAI MGGLIVATVL TLLFLPALYA AWFRVKKDEA RA-------- ---------- ---------- ----------  
Clustal Co                             :   .    * **  :*   .   .  *    .   .         .      *         :                                                              
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Apéndice 2 
 Representación gráfica de los residuos de los grupos de interacción con 
ligandos específicos con logotipos de secuencias generados con el programa 
WebLogo. En algunos casos se reunieron 2 o más grupos de la fig. 17 si 
compartían ligandos similares.  Se eliminaron aquellas proteínas que formaban 
grupos huérfanos. Para comparar los residuos y los grupos, ver fig. 17 
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Apéndice 3  
Artículo publicado en la revista Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, en el 
Volumen 11, No. 6, 2006, actualmente en prensa. 
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 Diminished Redundancy of Outer Membrane 
Factor Proteins in Rhizobiales: A  nodT  Homolog 
Is Essential for Free-Living  Rhizobium etli  
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 Introduction 

 The symbiotic association between soil bacteria of the 
genera  Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 
Rhizobium , and  Sinorhizobium  (collectively referred to as 
rhizobia) and legume plants in nitrogen-fixing nodules 
permits host plants to grow without added nitrogen fer-
tilizer. Both legume and non-legume roots exude com-
pounds such as flavonoids that induce the expression of 
some rhizobial nodulation genes  (nod ,  nol  and  noe)  which 
are essential for nodulation, and these products help to 
determine host range. Rhizobia are Gram-negative soil 
free-living  � -proteobacteria that carry most of the nodu-
lation genes either on large plasmids [Broughton et al., 
2000] or on chromosomal segments termed symbiosis is-
lands [Sullivan and Ronson, 1998]. These genes specify 
the synthesis of lipochitooligosaccharide signal mole-
cules called Nod factors [Denarie et al., 1996] that play a 
pivotal role in the initial stages of symbiosis.

   Rhizobium etli  is the predominant symbiont found 
in nodules of  Phaseolus vulgaris  in Mesoamerica. The 
6,530,228-bp genome sequence of  R. etli  has recently been 
reported [Gonzalez et al., 2006]. Most of the genes neces-
sary for cell growth are encoded in the chromosome, 
whereas only a few essential genes or complete metabolic 
pathways are encoded in some of the six large plasmids, 

 Key Words 
  Rhizobium etli   �  Essential genes  �  NodT  �  RND efflux systems 

 Abstract 
  Rhizobium etli  is a gram-negative soil bacterium that induces 
nitrogen-fixing nodules on common bean roots  (Phaseolus 
vulgaris) .  R. etli  encodes two genes homologous to  nodT  of 
 Rhizobium leguminosarum .  nodTch  is chromosomal and 
forms an operon with new genes resembling a multi-drug 
efflux pump of the resistance-nodulation-cell division (RND) 
family.  nodTch  is the last gene of this operon and can also be 
independently transcribed; the gene product is located in 
the bacterial outer membrane. Cell survival requires  nodTch  
under all conditions tested. A second  nodT  gene,  nodTpc , is 
encoded by plasmid c; it is constitutively transcribed but 
does not complement the essential function encoded by 
 nodTch . NodT proteins belong to the outer membrane efflux 
proteins of the TolC superfamily. The number of duplications 
in the  tolC  gene family positively correlates with genome 
size in gram-negative bacteria. Nonetheless, some  � -pro-
teobacteria, including  R. etli , encode fewer outer membrane 
factor exporters than expected suggesting further roles in 
addition to detoxification. 
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named p42a to p42f. The majority of the nodulation genes 
are encoded on symbiotic plasmid p42d [Gonzalez et al., 
2003].

  Several  R. etli   nod  genes including  nodABCS  and  nodIJ  
have previously been identified and characterized in our 
laboratory [Cardenas et al., 1996; Vazquez et al., 1991; 
Villalobos et al., 1994]. The isolation and analysis of two 
 R. etli   nodT  homologs is described in this work. In  Rhi-
zobium leguminosarum  bv.  trifolii   nodT  forms an operon 
with  nodABCIJ , and with  nodMN  in  R. leg . bv.  viciae  [Su-
rin et al., 1990]. The function of  nodT  is not fully under-
stood. It was reported that inactivation  nodT  in  R. leg.  bv. 
 trifolii  had no effect on the nodulation of  Vicia  spp., but 
caused a delay in the nodulation of  Trifolium subterra-
neum  [Canter Cremers et al., 1989]. In contrast, Surin et 
al. [1990] observed no effect of  nodT  mutation either in 
 R. leg.  bv.  viciae  or  R. leg . bv.  trifolii  on any of the plants 
tested, including  T. subterraneum . In a third study [Lew-
is-Henderson and Djordjevic, 1991], it was reported that 
the cloned  nodT  gene from  R. leg . bv.  trifolii  ANU843 al-
lowed the  R. leg . bv.  trifolii  strain TAI (a strain naturally 
lacking  nodT ) to nodulate one specific cultivar (Woo-
genellup) of  T. subterraneum . In  R. leg . bv.  phaseoli , a gene 
homologous to  nodT  was identified outside the symbi-
otic plasmid, but mutations in this gene were not obtained 
after several attempts [Rivilla and Downie, 1994]. It has 
also been established that  nodT  is not involved in the syn-
thesis or secretion of known Nod factors [Spaink et al., 
1995]. Because their amino acid sequences resemble out-
er membrane proteins involved in secretion, including 
TolC, PrtF, CyaE and AprF [Rivilla et al., 1995], NodT 
proteins have been classified as members of the TolC fam-
ily, which belong to the outer membrane factor family 
[Paulsen et al., 1997].

  The present work shows that  R. etli  encodes for two 
paralogs of  nodT  located outside the symbiotic plasmid, 
one on the chromosome and the other on p42c. The chro-
mosomal copy  (nodTch)  is located downstream of three 
contiguous open reading frames (ORFs), the predicted 
protein products of which show high similarity to resis-
tance-nodulation-cell division (RND) efflux systems in 
Gram-negative bacteria. The second  nodT  homolog, pres-
ent on plasmid c  (nodTpc) , was constitutively transcribed. 
 nodTch  is essential for viability under all conditions test-
ed, yet  nodTpc  did not complement this vital function.  R. 
etli , as well as some other  � -proteobacteria, appears to 
code for less TolC-like paralogs than would be expected 
given its genome size suggesting additional roles for 
 nodTch .

  Results and Discussion 

 Identification of nodT Homologs in R. etli 
 To confirm that  nodT  is encoded by  R. etli  CE3, total 

genomic DNA digested with  Eco RI was analyzed by DNA 
blot hybridization using  R. leg.  bv . phaseoli   nodT  as probe. 
Two hybridization fragments of 7.7 and 3.7 kb   were visu-
alized (data not shown). Subsequent DNA blot analysis of 
Eckhardt gels containing  R. etli  wild-type and plasmid-
cured derivatives [Brom et al., 1992] demonstrated that 
the 7.7 kb  Eco RI hybridization fragment was located on 
the bacterial chromosome and the 3.7 kb  Eco RI fragment 
on plasmid c (data not shown). Therefore  R. etli  CE3 
strain contains two  nodT  genes. These results were fur-
ther confirmed by the analysis of the recently available 
complete genome of  R. etli  [Gonzalez et al., 2006].

  To isolate and functionally characterize these  nodT  
genes, a  R. etli  genomic library [Huerta-Zepeda et al., 
1997] was screened using the  R .  leg . bv.  phaseoli   nodT  
probe. Six colonies carrying a 7.7 kb  Eco RI fragment and 
four colonies carrying a 3.7 kb  Eco RI fragment were re-
covered. Colonies pLARFTch (carrying the 7.7 kb  Eco RI 
fragment) and pLARFTpc (carrying the 3.7 kb  Eco RI 
fragment) were selected for further analysis. A 7.82-kb 
 Not  I DNA fragment isolated from pLARFTch ( fig. 1 a) 
was entirely sequenced. This sequence contained four 
contiguous ORFs, each preceded by a potential ribosome 
binding site ( fig. 1 a). The final ORF (ORF4) was located 
152-bp downstream of ORF3 ( fig. 1 a) and encodes a pro-
tein with similarity to NodT proteins from  R. leg.  bvs. 
 trifolii  (78% similarity),  viciae  (80%), and  phaseoli  (93%). 
It also shows high similarity (74%) to the AmeC protein 
from  Agrobacterium tumefaciens , a plant pathogen also 
member of the Rhizobiaceae family ( fig. 1 c).

  The 3.7 kb  Eco RI fragment isolated from pLARFTpc 
contained a single ORF ( fig. 1 b) with the most probable 
start codon being a GTG preceded by a good potential 
ribosome binding site. This ORF showed high similarity 
to the  nodT  genes from  R. leg.  bvs.  trifolii  (72%),  viciae  
(73%), and  phaseoli  (77%). It also presented 77% similar-
ity to ORF4 from  R. etli  and 72% to AmeC from  A. tume-
faciens  ( fig. 1 c).

  The predicted translation products of both genes   con-
tain N-terminal transit signal peptides of 17 and 25 aa, 
respectively (data not shown). This transit signal peptide 
is typical of outer membrane lipoproteins that are acyl-
ated following cleavage of the signal peptide [Inouye, 
1979]. Based on sequence similarity to reported NodT 
proteins, these  R. etli  ORFs were named chromosomal 
 (nodTch)  and plasmid c  nodT   (nodTpc)  .  The products of 
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both genes also show significant similarity to other outer 
membrane efflux lipoproteins from Gram-negative bac-
teria ( fig. 1 c).

  Chromosomal nodT Encodes an Essential Function in 
R. etli 
 To define the functional role of NodTch in  R. etli , sev-

eral attempts were made to obtain a  nodTch  mutant. A 
934-bp  Fsp I internal fragment of  nodTch  was cloned into 

the suicide vector pJQ200SK to generate pJQ934 ( table 1 ). 
This plasmid can be mobilized but fails to replicate in  R. 
etli . pJQ200SK carries  gtmR  (gentamicin resistance) and 
the  sacB  gene from  Bacillus subtilis  that codes for levan 
sucrase;  sacB  expression confers lethality in Gram-nega-
tive strains grown in sucrose. pJQ934 was transferred by 
conjugation to the  R. etli  wild-type strain to disrupt the 
 nodTch  gene, but we were unable to obtain transformants 
on rich or chemically defined media (data not shown). To 

  Fig. 1.  Genetic organization of the  Rhizobium etli   rmiRABnodTch  
region   and the  nodTpc  restriction map.  a  Restriction map of a 
7,820 bp chromosomal  R. etli  DNA fragment.  b  Restriction map 
of a 3,703 bp  R. etli  plasmid c DNA fragment. Solid arrows indicate 
predicted open reading frames. RBS = Putative ribosome binding 
sites. Arrowheads indicate sites of insertion of spectinomycin or 
kanamycin resistance cassettes in  R. etli   rmi  and  nodTch  mutants. 
 c  Molecular characterization of proteins encoded by  rmiRAB-
nodT  and  nodTpc.  Microorganisms are abbreviated and printed 
in boldface. At =  Agrobacterium tumefaciens ; Pa =  Pseudomo-
nas eruginosa ; Pp =  Pseudomonas putida ; Ec =  Escherichia coli ; 

Sm =  Stenotrophomonas maltophila ; Rl =  Rhizobium leguminosa-
rum  biovar,   ph =  phaseoli,  tr =  trifolii,  vi =  viciae . GeneBank ac-
cession numbers: AmeR AmeABC (AF232237); AmrR AmrAB 
(AF072887); TtgR (AF238479); TtgABC (AF031417); TtgDEF 
(AFY19106); ArpABC (AF183959); SmeRSABC (AF173226); 
SmeDEF (AJ252200); MexAB-OprM (L11616); MexCD-OprJ 
(U57969); AcrAB (AE000152); NodTtrifolii (P24145); NodTviciae 
(P15727); NodTphaseoli (PD466172).  a Molecular mass expressed 
in Daltons.  b As predicted by PSI-BLAST. B =  Bam HI; E =  Eco RI; 
H =  Hin dIII; N =  Not I, X =  Xho I. 
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disrupt  nodTch  by insertion of a Km resistance cassette, 
plasmid pHMTch::Km was constructed ( table 1 ) and in-
troduced into  R. etli  by biparental mating. Single recom-
binants (Km r , Gm r , Nal r ) were obtained with a 10 –4  re-
combination frequency. A single recombinant colony was 
grown overnight in liquid medium and plated on solid 
medium in the presence of 5% sucrose with or without 
Km. In both cases, the frequency of the Suc r  Km r  colonies 
observed was 10 –5 . All of these populations were Gm r , 
indicating that parts of the pJQ200SK vector are retained 
in these cells. The genomic DNA of these cells analyzed 
by DNA blot hybridization showed that  nodTch  did not 
contain an inserted cassette (data not shown). Inactiva-
tion of the  nodTch  gene by insertion of a Km antibiotic 
cassette was possible only when the cells carried a func-

tional  nodTch  gene in  trans  (see Experimental Proce-
dures). The frequency of the double recombination events 
observed by this method was 10 –4 . Southern blot analysis 
from 18 presumptive double recombinants indicated that 
all insertions occurred in the  nodTch  gene and not in the 
complementing copy. These results also indicate that po-
lar effects caused by the Km cassette insertion on genes 
located downstream of  nodTch  are unlikely. To obtain 
strains cured of the complementing plasmid, a double re-
combinant  nodTch ::Km complemented with pHMTch::
Km was grown in liquid medium without antibiotic se-
lection for several cell division cycles and then plated on 
agar medium with or without antibiotic selection. No 
bacteria cured from the vector carrying  nodTch  were ob-
tained, even though the same plasmid was unstable in the 

Table 1. Strains and plasmids

Strains   

R. etli
CE3 A natural streptomycin-resistant derivative of CFN42 [Noel et al. 1984]
CE3/pRK415::nodTch CE3 complemented with plasmid pRK415::nodTch This study
CE3nodTch::Km/
pRK415::nodTch

CE3 harboring a kanamycin cassette inserted in nodTch complemented 
in trans with plasmid pRK415::nodTch

This study

CE3rmiR::Sp CE3 carrying a spectinomycin cassette inserted in rmiR This study
CE3rmiA::sp CE3 carrying a spectinomycin cassette inserted in rmiA This study
CE3rmiB::Sp CE3 carrying a spectinomycin cassette inserted in rmiB This study
CFNX184 R. leguminosarum bv. phaseoli CFN42 cured of pc [Brom et al., 1992]

E. coli
XL1Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lacI, [F proAB, 

lacIqZDM15, Tn10(Tcr)]
Stratagene

S17.1 thi, pro, hsdR (rm+), recA (derived from E. coli 294); carries plasmid RP4 
derivative (amp; tet::Mu; km::Tn7) integrated into chromosome Tcs; Kms; 
Apr; Tpr; tra+

[Simon et al., 1983]

Plasmids  

pLARFTch pLARF1 carrying a ca. 20-kb R. etli DNA fragment containing the nodTch region This study
pLARFTpc pLARF1 carrying a ca. 20-kb R. etli DNA fragment containing the nodTpc region This study
pBluescriptSK Phagemid cloning vector, 2.96 kb, MCS, Apr Stratagene
pHME8 pBluescriptSK carrying rmiRABnodTch region on a 7.8-kb NotI fragment This study 
pHME22 pBluescriptSK carrying nodTch on a 2.2-kb BamHI-HindIII fragment This study
pHME40 pBluescriptSK carrying nodTpc on a-3.7 kb EcoRI fragment This study
pRK415 Broad-host-range cloning vector; plac, MCS, Tcr [Keen et al., 1988]
pRK415::nodTch pRK415 derivative carrying nodTch on a 1.8-kb XhoI-BamHI fragment This study
pJQ200SK sacB suicide vector Gmr [Quandt and 

Hynes, 1993]
pHMTch::Km pJQ200SK derivative carrying nodTch gene interrupted with a kanamycin cassette This study
pHMTpc::Sp pJQ200SK derivative carrying nodTpc gene interrupted with a spectinomycin cassette This study
pHMA::Sp pJQ200SK derivative carrying rmiA gene interrupted with a spectinomycin cassette This study
pHMB::Sp pJQ200SK derivative carrying rmiB gene interrupted with a spectinomycin cassette This study
pHMR::Sp pJQ200SK derivative carrying rmiR gene interrupted with a spectinomycin cassette This study
pJQ934 pJQ200SK derivative carrying a 934-bp Fsp I internal fragment of nodTch This study
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wild-type strain (data not shown). Hybridization analy-
ses using  nodTch  as a probe on genomic DNA isolated 
from 18 colonies at the end of the experiment con-
firmed this result (data not shown). By all these criteria 
(inability to obtain a  nodTch  mutant in the absence of 
 a complementing wild-type copy and the stability of 
pRK415:: nodTch  in the mutant strain but not in the wild-
type), we conclude that  nodTch  in  R. etli  is required for 
cell survival under the conditions tested. A similar result 
was reported in  R. leg.  bv.  phaseoli  ORF471, where a  nodT  
homolog was impossible to knock out [Rivilla and Down-
ie, 1994]. In addition, AmeC from  A. tumefaciens  seems 
to behave similarly, since an  ameC  mutant was obtained 
only by complementation with  ameC  in  trans  and subse-
quently cured of the complementing plasmid. This  ameC  
mutant shows a hypersensitive drug resistance pheno-
type. Since the pWT201 plasmid (carrying the  A. tume-
faciens   ameC  gene) and the  A. tumefaciens  At13006 strain 
(an  ameC ::Km r  mutant) [Peng and Nester, 2001] are no 
longer available [Nester, personal communication], it was 
not possible to conduct a complementation test in  R. etli . 
Nevertheless, these results strongly support the idea that 
members of the NodT/TolC family may have alternative 
functions, not only involved in the transport of noxious 
compounds.

  In contrast to  nodTch ,  nodTpc  was easily mutated by 
the insertion of a Sp resistance cassette using methodol-
ogy similar to that described above. The mutant pheno-
type was analyzed during nodulation and for sensitivity 
to diverse noxious compounds, as described in Experi-
mental Procedures. No changes were observed in either 
assay when compared to the wild-type strain. These re-
sults suggest that despite their protein identity,  nodTpc  
does not complement the essential function encoded by 
 nodTch .   Gene duplication is the primary source of new 
genes. Duplicate genes that are stably preserved in ge-
nomes usually have divergent functions [He and Zhang, 
2005]. A likely scenario is that once the ancestral  nodT  
gene duplication occurred, the duplicate genes were more 
susceptible to acquire mutations, which split their activi-
ties compared to the single ancestral gene. Subsequently, 
one daughter gene retained the ancestral function while 
the other acquired new functions. This hypothesis should 
be further explored experimentally.

  Diminished Redundancy of Outer Membrane Factor 
Proteins in Rhizobiales 
 NodT proteins are members of the TolC family [Sharff 

et al., 2001], belonging to the outer membrane factor fam-
ily [Paulsen et al., 1997]. As classified by Pfam [Bateman 

et al., 2004], these proteins are members of the outer 
membrane efflux protein (OEP) family. An analysis of 
the presence of this family in complete bacterial genomes 
showed a positive correlation between genome size and 
the number of genes with OEP domains in Gram-nega-
tive bacteria ( fig. 2 a), nevertheless there are some excep-
tions. Animal and plant pathogens such as  Burkholderia  
and  Pseudomonas  contain an extremely large number of 
OEPs, which agrees with their elevated resistance to nox-
ious compounds [Schweizer, 2003]. In contrast, Rhizo-
biales appear to encode quite fewer OEPs than those ex-
pected given their genome size. Since OEP proteins can 
physically and functionally interact with one or several 
members of the ATP-binding cassette (ABC), resistance/
nodulation/cell division (RND), or major facilitator su-
perfamily (MFS) class proteins [Paulsen et al., 1997; Put-
man et al., 2000; Yen et al. 2002; Zgurskaya and Nikaido, 
2000], we decided also to analyze the number of proteins 
with these domains in our set of fully sequenced bacteria. 
The results indicate that the number of these transporters 
also correlates quite well with genome size ( fig. 2 b, c). 
Rhizobiales appear to be slightly more enriched in ABC 
transporters than other organisms and this result is ac-
centuated when we compare the total number of proteins 
with ABC, RND or MFS domains against the number of 
proteins with OEP domains ( fig. 2 d). These results could 
imply that ABC, RND, and MFS transporters provide the 
efflux adaptability needed by these organisms in combi-
nation with an extremely versatile (and thus essential) 
OEP. In support of this hypothesis, OEPs are known to 
be multifunctional, as shown previously in  Escherichia 
coli , where all RND drug exporters, in addition to some 
ABC and MFS drug exporters, cooperate with TolC 
[Nishino et al., 2003]. Alternatively, it might be advanta-
geous for Rhizobiales not to depend on outer membrane 
proteins for export, given their symbiotic phase, during 
which the outer membrane’s importance is clearly re-
duced in favor of the peribacteroidal membrane [Udvardi 
and Day, 1997]. If this were the case, these organisms 
would only keep the most essential OEPs.

  nodTch Is Located Immediately Downstream of 
Genes Homologous to Members of the RND Efflux 
Transporter Family in Gram-Negative Bacteria 
 To gain additional insights into the functional role of 

 nodTch , we analyzed sequences flanking this gene. Se-
quences upstream of  nodTch  encode ORF1, 2 and 3 ori-
ented in the same direction as  nodTch  ( fig. 1 a). These 
three ORFs were analyzed using PSI-BLAST [Altschul et 
al., 1997]. ORF1 encodes a protein with high similarity to 
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  Fig. 2.  Analysis of the number of proteins with OEP, ABC, RND 
and MFS domains in Gram-negative bacteria. Genome size cor-
relates with the number of duplicated transporters in Gram-neg-
ative bacteria, except for members of OEP family in some  � -pro-
teobacteria. The number of total proteins encoded in each genome 
(genome size) significantly correlates with the number of proteins 
containing OEP ( a ), ABC ( b ), and RND ( c ) domains. Many Rhi-
zobiales appear to have fewer proteins with OEP ( a ) and more 

with ABC ( b ) domains than is expected given their genome size. 
This effect is amplified when comparing the number of proteins 
with ABC, RND or MFS domains against those with OEP do-
mains ( d ). The continuous line represents the least squares fit of 
the data from Gram-negative organisms, excluding Rhizobiales, 
whilst the dotted line includes them. R is the Pearson linear cor-
relation coefficient and p represents the probability of obtaining 
as good a correlation by chance. 
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repressor proteins of the TetR family ( fig. 1 c) showing the 
highest similarity (61%) with AmeR, which has been re-
ported as a repressor of a putative RND-type efflux sys-
tem in  A. tumefaciens.  The most conserved domain in 
this ORF corresponds to the DNA-binding region (data 
not shown). Upstream of ORF1, a putative promoter se-
quence was predicted (tcggcTTGGCAgttttcgctgaata-
gcgcTAGCATcggcaAAAGGGGTAT) with the neural 
network promoter prediction (NNPP) program [Reese, 
2001]. ORF2 begins 154 bp downstream of ORF1. The 
predicted product of ORF2 exhibited high similarity to 
proteins of the membrane fusion protein family ( fig. 1 c). 
The best match (78% similarity) was with  A. tumefaciens  
AmeA. ORF3 is 81 bp downstream of ORF2 ( fig. 1 b) and 
encodes a protein with significant similarity to members 
of the RND efflux transporter family; the highest match 
(88% similarity) was observed with AmeB of  A .  tumefa-
ciens  ( fig. 1 c). On the basis of the significant sequence 
similarity with RND-type efflux systems from Gram-
negative bacteria ( fig. 1 c), we named ORF1, ORF2, and 
ORF3 as  rmiR ,  rmiA , and  rmiB  (  R hizobium    m  ultidrug 
efflux   i  dentity), respectively.

  Characterization of R. etli rmiRAB Mutants 
 To examine their functions, mutations were intro-

duced into each of the  rmiRAB  genes by inserting an  � -
Sp interposon [Alexeyev et al., 1995]. To assay roles of 
RmiR, RmiA and RmiB in drug efflux, the strains with 
individual gene inactivation were tested for drug suscep-
tibility (see Experimental Procedures). No differences 
were observed in these mutants when compared to the 
wild-type strain (data not shown). RmiRAB proteins 
have no detectable contribution to nodulation, because 
the number of nodules per plant, nodule morphology, 
and kinetics of nodulation were similar in all mutants 
and wild-type strains (data not shown).

  In  A. tumefaciens , two putative RND-type efflux 
 systems encoded by  ifeAB  [Palumbo et al., 1998], and 
 ameRameABC  [Peng and Nester, 2001] have been report-
ed, in which AmeC shows similarity to NodT and other 
outer membrane proteins. Mutations in  ameC  increase 
sensitivity to both detergents and antibiotics [Peng and 
Nester, 2001], while disruptions of  ameAB  do not affect 
sensitivity. Similarly,  R. etli rmiA  and  rmiB  lack a demon-
strable role in drug efflux, perhaps reflecting gene redun-
dancy. For example, in Gram-negative bacteria including 
 E. coli,   P. aeruginosa  and  P. putida  [Nikaido and Zgur-
skaya, 2001; Poole, 2001; Ramos et al., 2002], several RND 
efflux systems are functional. It might be that in  R. etli , 
other RND-like efflux systems or a multidrug efflux 

pump different from the RND family compensate for the 
lack of  rmiRAB  expression. In  R. etli,  an efflux system 
comprised of  rmrA  and  rmrB  shows enhanced sensitivity 
to plant metabolites (phytoalexins, flavonoids, and sali-
cylic acid) compared with the wild-type strain [Gonza-
lez-Pasayo and Martinez-Romero, 2000]. It is possible 
that the phenotype of  rmiAB  mutants is complemented 
by  rmrAB  or another efflux pump. The analysis of the  R. 
etli  complete genome using the GeConT program [Ciria 
et al., 2004] also indicates the presence of 11 paralogous 
RND systems. Most of them are located on the chromo-
some, but one is located on plasmid p42c close to  nodTpc  
in the opposite orientation, and another on plasmid p42f 
(data not shown). The presence of several RND paralogs 
in  R. etli  could explain the absence of a phenotype for 
 rmiA  and  rmiB  mutants, because any one of them could 
mask the phenotype of these mutants.

  nodTch Forms an Operon with rmiRAB and Is Also 
Transcribed Independently of the rmiRABnodTch 
Operon 
 The  nodT  genes were originally found forming part of 

operons with nodulation genes in  R .  leg . bv.  trifolii  and 
 viciae  [Surin et al., 1990]. In  R .  leg . bv.  phaseoli ,  nodT  is 
located outside the symbiotic plasmid and its transcrip-
tional organization has not been defined. Sequence anal-
ysis of the  R. etli   rmiRAB  and  nodTch  suggests that these 
genes could be part of a single operon. No obvious intrin-
sic terminator structures or Rho-dependent terminator 
sequences [Sharp and Platt, 1984] within the intergenic 
regions of  rmiR ,  rmiA ,  rmiB  and  nodTch  were predicted 
using the Terminator program [Brendel, 1985; Brendel 
and Trifonov, 1984]. Based on this analysis we propose 
that  rmiR ,  rmiA ,  rmiB  and  nodTch  comprise an operon. 
A potential Rho-independent terminator sequence 
( GAATACGAACCCCGCGA TCGCC TCGCGGGTTT-
TTTC ) was found 19-bp downstream  nodTch , suggesting 
that this is the final gene of the operon.

  To define the transcriptional organization of  nodTch 
 and  rmiRAB  genes, RT-PCR products from the intergen-
ic regions of  rmiR ,  rmiA ,  rmiB  and  nodTch  were gener-
ated using primers described in Experimental Proce-
dures. RT-PCR products of the sizes expected for an op-
eron were obtained ( fig. 3 ), even though sequence 
analysis indicates that RmiR could be a regulator of the 
operon.

  Interestingly,  rmiRAB  mutants were obtained by  � -Sp 
interposon insertion despite the essential role observed 
for  nodTch , implying that  nodTch  is also independently 
transcribed. To prove this, RT-PCR analysis was per-
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rmiBPCR/
NodTchRT

DNA

rmiAPCR/
rmiBRT

DNA

rmiRPCR/
rmiART

DNA

519 bp

272 bp
238 bp

RTRT RTRT– RT– RT–

  Fig. 3.  RT-PCR analysis indicates that  rmiR ,  rmiA ,  rmiB  and 
 nodTch  form an operon. RT-PCR products obtained with rmiR-
PCR/rmiART, rmiPCR/rmiBRT and rmiBPCR/rmiCRT primer 
pairs indicate the cotranscription of  rmiR  and  rmiA ,  rmiA  and 
 rmiB  as well as  rmiB  and  nodTch,  respectively. Template cDNAs 

were generated by Reverse Transcriptase (RT) reactions using  R. 
etli  CE3 total RNA. Control reactions without RT (RT–) or with 
pHME8 plasmid DNA carrying the complete  rmiRABCnodTch 
 region (DNA) are shown. Numbers indicate the observed PCR 
fragment sizes (basepairs). 
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  Fig. 4.   nodTch  and  nodTpc  are independently transcribed.  a  RT-
PCR products amplified using pairs of primers within the inter-
genic  rmiB  and  nodT  region (lanes1 and 3: rmiBRT/nodTRT) and 
downstream of the putative  nodTch  promoter zone (lanes 2 and 4: 
nodTchprPCR/ nodTchRT). cDNA was generated from a reverse 
transcriptase (RT) reaction using total RNA from  R. etli  CE3 and  
rmiB ::Sp mutant as template. Similar reactions without RT (RT–), 
or with plasmid pHME8 (carrying  rmiRABnodTch ) were used as 
controls.  b  Primer extension analysis of the  nodTch  transcription-

al start position (arrow) analyzed in total RNA isolated from  R. 
etli  CE3 (lane 1).  c  Primer extension analysis of the  nodTpc  tran-
scriptional start position (arrow) using total RNA isolated from 
 R. etli  CE3 (lane 1). Lanes G, A, T, and C are a  32 P-labeled DNA 
sequencing ladder generated with the primers used for primer ex-
tension reactions (PEnodTch and PEnodTpc) and plasmid 
pHME22 DNA as template. Sequence upstream of  nodT  is shown 
on the right. The start site of  nodT  transcription is indicated by 
+1. The proposed –10 and –35 motifs are boxed. 
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formed as described in Experimental Procedures. A 519-
bp PCR product containing both  rmiB  and  nodTch  re-
gions was obtained using total RNA of the wild-type 
strain ( fig. 4 a, lane 1), but not from an  rmiB  mutant 
( fig. 4 a, lane 3). A 174-bp PCR product corresponding to 
 nodTch  was observed in both strains ( fig. 4 a, lanes 2 and 
4). These results indicate that  nodTch  is co-transcribed 
with  rmiB , but also expressed from a putative promoter 
located between  rmiB  and  nodTch . As expected, the same 
results were obtained using  rmiR  and  rmiA  mutants (data 
not shown).

  Documentation of independent transcription was fur-
ther confirmed by primer extension analysis, in which a 
transcription initiation site was mapped at 106 bp up-
stream of the  nodTch  AUG codon ( fig. 4 b). Using the 
NNPP program, a putative region with identity to  �  70  
promoters was identified ( fig. 4 b). Collectively, these re-
sults suggest that  nodTch  is expressed constitutively and 
independently of the entire operon.

  RT-PCR analysis indicated that  nodTpc  is transcribed 
independently of other ORFs located upstream (data not 
shown). Primer extension analysis mapped a transcrip-
tion start site located 28 bp upstream of the predicted 
 nodTpc  GUG start codon ( fig. 4 c) that is utilized consti-
tutively under our growth conditions. Although  nodTpc  
is constitutively transcribed under the conditions tested, 
it does not complement the essential function of  nodTch , 
therefore these two genes are more likely to be involved 
in different cellular functions as discussed above.

  Subcellular Localization of NodTch 
 NodTch is encoded in an operon that resembles a mul-

tidrug efflux pump. In Gram-negative bacteria, these 
pumps are tripartite complexes comprising a proton an-
tiporter protein, an inner membrane adaptor protein,  
 and an outer membrane protein. Extensive sequence 
analysis suggests that NodT is an outer membrane lipo-
protein of the TolC superfamily. To determine NodTch 
localization,  R. etli  subcellular fractions ( fig. 5 a) were 
prepared and analyzed by Western blotting. A polyclonal 
antibody raised to  R. leg.  bv.  viciae  NodT (provided by Dr. 
A. Downie) that also recognized  R. leg . bv.  phaseoli  NodT 
[Rivilla and Downie, 1994] was used to immunodetect 
NodTch in  R. etli  in protein extracts. To confirm specific-
ity, NodTch was immunodetected with this antibody 
when induced with IPTG in  E. coli  harboring pRK415:: 
 nodTch  ( fig. 5 c, lane 7). A protein of the expected size 
(50 kDa) was immunodetected in the fraction enriched 
for outer membrane proteins [Matsuyama et al., 1984; 
Puente et al., 1995; Schnaitman, 1971] and in total protein 

extracts ( fig. 5 b, lanes 1 and OM, respectively). These 
data support the idea that NodTch is an outer membrane 
protein. The same antibody recognized NodTch in total 
protein extracts from each  rmiRAB  mutant, corroborat-
ing that NodTch   is individually produced ( fig. 5 c, lanes 
3–5). NodT was synthesized in an  R. etli   nodTch  condi-
tional mutant complemented with pRK415:: nodTch  (car-
rying  nodTch ;  fig. 5 c, lane 2). The antibody recognizes 
NodTch exclusively, since only one protein of 50 kDa, pI 
6.1, was observed after two-dimensional SDS-PAGE of 
total protein extracts from  R. etli  wild-type or CFNX184 
[Brom et al., 1992], where plasmid c is absent (data not 
shown). It is possible that the GUG start codon proposed 
for  nodTpc  might affect the translational rate of NodTpc, 
affecting the level of the protein. The NodTpc concentra-
tion could thus be insufficient to complement the absence 
of NodTch.

b
47.5

62

a
kDa 1 2 3 OM

40
57.5

MWM

c 50

1 2 3 4 5 6 7

  Fig. 5.   a   R. etli  NodT is located in the outer membrane enriched 
fraction and is expressed in  rmiR ::Sp,  rmiA ::Sp, and  rmiB ::Sp null 
mutants and in the CE3/ nodT ::Km conditional null mutant. Sam-
ples from different  R. etli  CE3 fractions were analyzed on SDS-
PAGE gels and stained by Coomassie brilliant blue: lane 1 = total 
extract; lane 2 = soluble fraction; lane 3 = Triton X-100 soluble 
fraction; OM = Triton X-100 insoluble fraction considered to 
be an outer membrane protein enriched fraction (15, 22, 27). 
 b  Western blot analysis of samples obtained as in  a  reacted with 
a rabbit anti-NodT antibody (19).  c  Western blot analysis of total 
protein extracts from  R. etli  CE3 (lane 1), CE3/ nodTch ::Km/
pRK415:: nodTch  (lane 2);  rmiA ::sp (lane 3);  rmiB ::Sp (lane 4); 
 rmiR ::Sp (lane 5) using anti-NodT antibody. Equivalent amounts 
of total protein were loaded per lane.  E. coli  total protein fraction 
from a strain carrying pRK415:: nodTch  uninduced   (lane 6) or in-
duced with 10 m M  IPTG (lane 7). M: Protein molecular weight 
marker standards. Numbers with arrows indicate the calculated 
molecular mass of the proteins detected. 
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  In summary, we have strong experimental evidence 
showing that there are two  nodT  homologs in  R. etli  lo-
cated outside the symbiotic plasmid , nodTch  and  nodTpc . 
 nodTch  is an essential gene in  R. etli  and this gene forms 
part of a new operon,  rmiRABnodTch , although  nodTch  
can also be independently transcribed. NodTch was 
found exclusively in outer membrane enriched fractions. 
We propose that NodTch may play a role in outer mem-
brane stability or in chromosome segregation instead of 
(or in addition to) drug efflux, since the number of OEP 
members present in the  R. etli  genome is exclusively lim-
ited to  nodTch  and  nodTpc ; however additional experi-
mental evidence is needed to explore these possibilities. 
 nodTpc  appears to be constitutively transcribed under the 
growth conditions tested, although the protein was not 
readily detected. Mutations in this gene do not show a 
phenotype in nodulation or in detoxification. A viable 
 nodTch  mutant and a viable  nodTch / nodTpc  double mu-
tant are required to define the roles of both genes in  R. 
etli , although it is challenging to select a conditional 
 nodTch  allele, given its essential nature.

  Experimental and Computational Procedures 

 Bacterial Strains, Plasmids and Growth Conditions 
 The bacterial strains and plasmids used in this study are 

shown in  table 1 .  R. etli  strains were grown in peptone yeast (PY) 
broth [Noel et al., 1984] at 30   °   C.  E. coli  were grown in Luria-Ber-
tani broth [Sambrook et al., 1989] at 37   °   C. Plasmids were main-
tained in  E. coli  with appropriate antibiotic selection: plasmid 
pBluescript II KS(+) (Stratagene), 100  � g/ml ampicillin (Amp); 
plasmid pRK415 [Keen et al., 1988] and derivatives, 10  � g/ml tet-
racycline (Tc); plasmid pJQ200SK [Quandt and Hynes, 1993] 
30  � g/ml gentamicin (Gm); pHMTch::Km (this work) 30  � g/ml 
Gm and 30  � g/ml kanamycin (Km); pHMA::Sp, pHMB::Sp, and 
pHMR::Sp   30  � g/ml Gm and 100  � g/ml spectinomycin (Sp).  R. 
etli  wild-type and derivatives were selected using appropriate 
combinations of the following antibiotics: 20  � g/ml nalidixic acid 
(Nal); 100  � g/ml streptomycin (Sm), 100  � g/ml Sp; 30  � g/ml Km, 
30  � g/ml Gm or 5  � g/ml Tc.

  Nucleotide Sequencing, Homology and Phylogenetic Analysis 
 Nucleotide sequencing of plasmid DNA or PCR products was 

performed on an Applied Biosystems Inc. model 373 sequencer at 
the Instituto de Biotecnología-UNAM Sequencing Facility using 
universal or custom primers. DNA sequences were assembled and 
processed using the AbiView (Tim Carver, MRC Rosalind Frank-
lin Centre for Genomics Research Wellcome Trust Genome Cam-
pus, Hinxton, Cambridge, CB10 1SB, UK) and BioEdit (Tom Hall, 
Ibis Therapeutics) software packages. The BLAST algorithm was 
used to search for similarity with DNA and protein databases 
[Altschul et al., 1997].

  Promoter and transcription terminator motif predictions were 
carried out using the Neural Network Promoter Prediction soft-

ware (http://www.fruitfly.org/seq_tools /promoter.html) and the 
Terminator program of the GCG package [Brendel, 1985; Brendel 
and Trifonov, 1984], respectively.

  Genomes and Protein Family Assignations 
 Available wholly sequenced eubacterial genomes were taken 

from GenBank [Benson et al., 2005]. From the original 270, a re-
duced set of 166 were obtained by eliminating organisms that 
shared more than 80% of orthologous proteins. In order to find 
out which proteins belonged to different families, Pfam models 
were used [Bateman et al., 2004], consisting of the OEP (PF02321), 
the ABC transporter (PF00005), the MFS (PF07690), and the 
AcrB/AcrD/AcrF family (PF00873) which is the closest available 
model for RND proteins. Every protein from the 166 non-redun-
dant bacteria was analyzed with these models using HMMER 
(http://hmmer.wustl.edu/). In the case of the OEP model, only 
proteins containing two OEP domains were considered.

  Correlations between Genome Size and Particular Protein 
Families 
 The analysis was performed with ad hoc Perl scripts, making 

use of BioPerl [Stajich et al., 2002], gnuplot software (http://www.
gnuplot.info/) and several Perl modules (http://www.cpan.org/). 
The Pearson linear correlation coefficient (R) was calculated with 
the Statistics::Descriptive module and its p value was estimated 
by performing 1,000 permutations of the x axis data, calculating 
the mean and standard deviation of the new R, from which z 
scores were obtained. The z scores were converted into p values 
using the Statistics::Distributions module.

  Genetic and Molecular Techniques 
 Basic DNA procedures, including restriction endonuclease di-

gestions, ligations, transformations, and agarose gel electropho-
resis were performed as described [Sambrook et al., 1989]. Re-
striction endonucleases (New England Biolabs Inc.), T4 DNA li-
gase (Roche Diagnostics GmbH), AMV Reverse Transcriptase 
(Roche Diagnostics GmbH), and Platinum  Taq  polymerase (Invi-
trogen, Life Technologies) were acquired commercially and used 
according to the supplier’s recommendations. The alkaline lysis 
method [Sambrook et al., 1989], a Plasmid Midi kit (Qiagen Inc.) 
or High Pure Plasmid Purification kit (Boheringer Mannheim 
Inc.) were used to isolate  R. etli  genomic DNA and plasmids from 
 E. coli  strains. DNA fragments were purified from agarose gels 
using the Geneclean kit (Bio 101, Inc.) and radiolabeled using the 
 redi prime II random prime labeling system (Amersham Pharma-
cia Biotech) according to the manufacturer’s instructions. Total 
RNA was isolated from log-phase cultures of  R. etli  using the 
RNeasy Mini Kit (Qiagen) or the method of Chomczynski and 
Sacchi [1987] and treated with RNase-free DNase (Roche; 2 U 
enzyme/ � g RNA for 60 min at 37   °   C). A 5- � g sample of DNase-
treated RNA was used as a template for RT-PCR or primer exten-
sion with the Roche or Biolab RT-PCR kit according to the proto-
col supplied by the manufacturer.

   R. etli nodT  homologous genes were isolated from an  R. etli 
 genomic library [Huerta-Zepeda et al., 1997]. Colony hybridiza-
tion was performed using the  R. leg.  bv.  phaseoli nodT  gene as a 
probe labeled with  32 P, using standard protocols [Sambrook et al., 
1989].   A cosmid clone carrying  nodTch  was selected and named 
pLARFTch. This cosmid was digested with several restriction en-
zymes. A 2.2-kb  Hin dIII- Bam HI fragment carrying the complete 
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 nodTch  sequence and a 7.8-kb  Not I fragment carrying the entire 
chromosomal region, including  rmiRAB  and  nodTch  genes were 
isolated and subcloned into pBluescript SK to construct plasmids 
pHME22 and pSK8, respectively. For cloning  nodTch  in an ex-
pression vector, a 1.8-kb  Xho I- Bam HI fragment derived from 
pHME22 was subcloned into pRK415 to yield pRK415:: nodTch .

  A cosmid clone carrying  nodTpc  was selected and named 
pLARFTpc. A 3,703-bp  Eco RI fragment was subcloned into pBlue-
script SK to construct pHME40.

  To obtain a  nodTch  disruption in a single recombination step, 
a 934-bp  Fsp I fragment obtained from pHME22 was subcloned 
into suicide vector pJQ200SK, generating the pJQ934 vector. This 
vector was introduced into  E. coli  strain S17.1. Attempts to intro-
duce this construct into  R. etli  were performed by bacterial mat-
ing, without success.

  To obtain a conditional lethal  nodTch  mutant, a 1.8-kb  Xho I-
 Bam HI fragment carrying  nodTch  was subcloned into pBluescript 
SK. An  � -Km interposon element [Alexeyev et al., 1995] was in-
troduced into an  Aat II site located in the intragenic region of 
 nodTch . The interrupted gene was subcloned into pJQ200SK, and 
the resulting plasmid (pHMTch::Km) was introduced into  R. etli  
by biparental mating. Single recombinant strains were selected 
using the antibiotic resistance marker. Plasmid pRK415:: nodTch 
 in  E. coli  S17.1 was then introduced into one transconjugant. A 
transconjugant carrying pRK415:: nodTch  was grown overnight 
and plated on solid PY media supplemented with 10% (w/v) su-
crose to induce a double recombination process. Merodiploid cells 
were obtained at a recombination frequency of 10 –4 . Plasmid 
pRK415:: nodTch  was also introduced   into  R. etli  wild-type. The 
stability of pRK415:: nodTch  was estimated in  R. etli  wild-type and 
in the conditional lethal  nodTch  mutant by measuring plasmid 
inheritance over a 10-day period (approx. 60 generations). To do 
this, stationary-phase   cultures were diluted in fresh medium 
without any antibiotic selection to an optical density of 0.05 at 
620 nm. An aliquot of this culture was removed every six genera-
tions. An inoculum of each of these time samples was serially di-
luted and plated onto solid medium in the following conditions: 
(i) without antibiotic selection; (ii) in the presence of Nal to select 
 Rhizobium  strains; (iii) in Km to select double recombinants, and 
(iv) in Tc to isolate strains carrying the complementing plasmid. 
The number of colonies obtained under each condition was 
counted. The presence of the plasmid during these growth ex-
periments was also confirmed by Southern hybridization using 
total bacterial DNA samples.

  To obtain  nodTpc  as well as  rmiR  and  rmiA  and  rmiB  mutants, 
appropriate restriction fragments (2.2 kb  Eco RI- Bam HI for 
 nodTpc , 0.8 kb  Eco RI for  rmiR , 1.2 kb  Hin dIII for  rmiA  and 2.6 kb 
 Xho I for  rmiB ) from plasmid pLARFTch were subcloned into 
pBluescript SK. An Sp resistance cassette flanked with  �  elements 
[Alexeyev et al., 1995] was introduced independently into the 
  nodTpc ,  rmiR ,  rmiA  or  rmiB  genes. The four interrupted genes 
were then subcloned into the suicide vector pJQ200SK. The resul-
tant plasmids pHMR::Sp, pHMA::Sp or pHMB::Sp, pHMTpc::Sp 
( table 1 ) were introduced into  E. coli  S17.1 by transformation and 
mobilized into the wild-type  R. etli  strain via conjugation [Simon 
et al., 1983]. Transconjugants were selected on PY agar containing 
Gm and Nal for counterselection. Transconjugants were then 
plated onto PY agar containing 10% (w/v) sucrose. Double recom-
binants were selected in the presence of appropriate antibiotics. 
To confirm the insertion of antibiotic resistant cassettes, South-

ern hybridizations were carried out using  nodTpc  and  rmiRAB  
genes or the Sp resistance cassette as probes to total bacterial DNA 
[Sambrook et al., 1989].

  PCR, RT-PCR and Primer Extension Analysis 
 PCRs were performed using specific primer pairs designed to 

amplify internal regions of  rmiR  and  rmiA  (rmiRPCR 5 �  GGGAC-
GACAAGGAGACAC 3 �  and rmiART-PCR 5 �  AGGGCCGAG-
GAGATGAAC 3 �   ), 

rmiA and rmiB (rmiAPCR 5 � AAACCAGTCCCGATGAAG 3 �  
and rmiBRT-PCR 5 �  GAAATCGACAGCGTGAAG 3 � ), rmiB and 
nodTch (rmiBPCR: 5 �  AAGGACCGGATGGAAAGC 3 �   and nod 
TchRT: 5 �  ATTTCAGGAGGAGCATGA 3 � ) or from nodTch and 
the putative promoter region of nodTch (nodTchRT: 5 �  ATTTCAG-
GAGGAGCATGA 3 �  and nodTchprPCR: 5 �  TTCGGAGTGGGT-
GTTATT3 � ). cDNA was obtained using AMV Reverse Transcrip-
tase (Roche Diagnostics GmbH) according to the recommenda-
tions of the supplier. Amplification was performed using the 
following conditions: one cycle of heating at 94   °   C for 3 min; 35 
cycles at 94   °   C for 30 s, 52   °   C for 45 s, and 72   °   C for 45 s; followed 
by a final extension time at 72   °   C for 10 min. nodTchRT and nod-
TpcPE (5 �  ATTCTTGTGCGAAGCGAC3 � ), complementary oli-
gonucleotides, were also used in primer extension experiments. 
Briefly, primers (2  �  M ) were radiolabeled in a 50- � l reaction 
 containing 5 !  Forward Reaction Buffer, 10  � l; T4 Polynucleo-
tide Kinase (Gibco BRL) 2  � l (20 units); [ � - 32 P]ATP (10  � Ci/ � l, 
3,000 Ci/mmol), 5  � l; and sterile water, 28  � l. These primers were 
used in separate RT reactions. The generated cDNA was analyzed 
by co-electrophoresis in a 6% denaturing polyacrylamide gel with 
a DNA sequencing ladder generated from an appropriate genom-
ic clone using the same oligonucleotides described above.

  Susceptibility Tests 
 Susceptibility to antibiotics (ampicillin, carbanecillin, clor-

amphenicol, gentamicin, nalidixic acid, tetracycline and kana-
mycin), detergents (SDS, sarkosyl, Triton X-100), and dyes (ethid-
ium bromide, acriflavine and acridine orange) was analyzed in 
PY broth containing different concentrations of these com-
pounds. Susceptibilities to plant phenolic compounds or phenyl-
propanoids, such as naringenin, catechol, ellagic acid, gallic acid, 
and the plant antibiotic catechin (+) were also tested. Data were 
recorded as MICs, which reflects the lowest concentrations of an-
tibiotic inhibiting visible cell growth after 48 h of incubation at 
30   °   C. Additionally, drug susceptibilities were also checked by 
placing small pieces of 3 mm Whatmann paper embedded with 
several drug concentrations onto PY agar spread with tester bac-
terial suspensions to observe the formation of inhibition halos. In 
some cases, susceptibility tests were performed in liquid media 
using serial dilutions to measure culture growth in the presence 
of varying drug concentrations.

  Isolation of an Outer Membrane Fraction from R. etli 
 Fractions enriched for  R .  etli  outer membrane were obtained 

as previously described [Matsuyama et al., 1984; Puente et al., 
1995; Schnaitman, 1971]. Briefly, a cell culture was grown over-
night in the presence of appropriate antibiotics. Cell were col-
lected by centrifuging at (10,000  g  for 5 min) and then resuspend-
ed in PBS buffer (pH 7.4), sonicated twice fore 30 s at setting 3 
(Branson Sonifier 200) and centrifuged to separate cell debris. 
Cleared supernatants were then centrifuged at 10,000  g  for 1 h to 
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separate the cytosolic (supernatant) and membrane proteins (pel-
let). The pellets were resuspended in PBS buffer (pH 7.4) in the 
presence of Triton X-100 2% (v/v) and incubated at 37   °   C for 1 h 
followed by centrifugation (10,000  g  for 1 h) to separate the in-
soluble (outer membrane) and soluble (inner membrane and peri-
plasmic) fractions. Purified fractions were evaluated by electro-
phoresis on SDS-PAGE gels as described [Sambrook et al., 1989].

  Nucleotide Sequence Accession Number 
 The nucleotide sequences reported in this paper have been 

submitted to the GenBank DNA database under Accession No. 
AY786417 for  rmiRABnodTch  and DQ115788 for  nodTpc .
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