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Resumen 

El sistema Arc de dos componentes de Escherichia coli, que comprende a ArcB como la 

cinasa sensora y ArcA como el regulador de respuesta, juega un papel importante en la 

regulación del metabolismo energético a nivel transcripcional en bacterias. En condiciones 

anaeróbicas de crecimiento, ArcB es activada como cinasa y se autofosforila a expensas 

del ATP, mientras que en condiciones aeróbicas su actividad cinasa es silenciada por dos 

residuos de cisteína que participan en la formación de un enlace disulfuro intermolecular. 

ArcB pertenece a la familia de cinasas sensoras híbridas que contienen tres dominios 

catalíticos: un dominio transmisor (H1), un dominio receptor (D1) y un dominio de 

fosfotransferencia (H2). La cinasa sensora ArcB es una enzima bifuncional que fosforila a 

ArcA en condiciones estimulantes, y además defosforila a ArcA-P en condiciones no 

estimulantes. El hecho de que los dominios catalíticos D1 y H2 sean necesarios para las 

actividades opuestas de ArcB, plantea la pregunta de qué controla la dirección de la 

transferencia del grupo fosforilo y/o influencia los índices de transferencia individual 

respecto a la transmisión de la señal y el decaimiento de esta. 

En el presente trabajo, resultados de experimentos in vivo e in vitro indican que, después 

de la autofosforilación, la transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 ocurre 

intramolecularmente y de D1 a H2 ocurre preferencialmente de manera intermolecular. 

Los experimentos de la actividad fosfatasa indican que la transferencia del grupo fosforilo 

en el fosforelevo (H2 a D1) sucede intramolecularmente. En conclusión, proponemos un 

mecanismo que dicta la dirección de la transferencia del grupo fosfato entre los dímeros 

de ArcB y que permite la discriminación de las actividades cinasa y fosfatasa de ArcB. 
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Abstract 
 
The Arc two-component system of Escherichia coli comprising ArcB as the sensor kinase 

and ArcA as the response regulator plays an important role in regulating energy 

metabolism at the level of transcription in bacteria. Under anaerobic growth conditions 

ArcB is activated as a kinase and autophosphorylates at the expense of ATP, whereas 

under aerobic growth conditions its kinase activity is silenced by the two cysteine residues 

that participate in intermolecular disulfide bond formation. 

 

ArcB belongs to the family of hybrid sensor kinases that contain three catalytic domains: a 

transmitter domain (H1), a receptor domain (D1) and a histidine phosphotransfer domain 

(H2). The sensor kinase ArcB is a bi-functional enzyme that phosphorylates ArcA under 

stimulatory conditions, and it also dephosphorylates ArcA-P under nonstimulatory 

conditions. The fact that the catalytic domains D1 and H2 are required for both opposing 

activities of ArcB raises the question of what controls the direction of the phosphoryl-

group transfers and/or influence the individual phosphoryl-group transfer rates in regard 

to signal transmission and signal decay. 

  

In this work, the results from in vivo and in vitro experiments indicate that, after 

autophosphorylation, the H1 to D1 phosphoryl-group transfer occurs intramolecularly and 

the D1 to H2 phosphoryl-group transfer occurs preferentially intermolecularly. The 

phosphatase experiments indicate that the phosphoryl-group transfer in the reverse 

phosphorelay (H2 to D1) occurs intramolecularly. In conclusion, we present a mechanism 

that dictates the direction of the phosphoryl group transfer within ArcB dimers and that 

enables the discrimination of the kinase and phosphatase activities of ArcB. 
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Introducción 

Sistemas de transducción de señales de dos componentes bacterianos. 

Los organismos procariotas habitan ambientes en los cuales las condiciones del entorno,  

como la osmolaridad, la temperatura, el pH, el balance redox, la disponibilidad de 

nutrientes, etc, pueden variar rápida y repentinamente (2, 19, 20, 34, 57). Con el fin de 

sobrevivir y adaptarse a estos cambios, las bacterias monitorean las condiciones externas 

para ajustar su estructura y fisiología a través de circuitos de señalización llamados 

sistemas de dos componentes (SDC). Este término fue acuñado para describir un grupo de 

proteínas reguladoras encontradas en bacterias (55, 56, 66). Tales sistemas se han 

encontrado también en arqueas y algunos eucariotes como plantas y hongos (69). 

Mediante estos SDC, las bacterias modulan la expresión génica en respuesta a las 

fluctuaciones en su ambiente. Esto lo realizan regulando procesos como la adquisición de 

nutrientes (nitrógeno, fosforo, carbono), metabolismo energético, adaptación a variables 

físicas (pH, osmolaridad, cantidad de luz) y químicas del ambiente, comunicación celular, 

interacciones simbióticas y patogénicas, división celular y patrones de desarrollo, entre 

otros. (6, 29, 60, 70, 77). En E. coli se han reportado 29 cinasas sensoras (24 ortodoxas y 5 

híbridas) y 32 reguladores de respuesta (54). 

Estructura de los sistemas de dos componentes. 

Un SDC típico está formado por una cinasa sensora (CS) y una proteína reguladora de 

respuesta (RR). Generalmente, la CS se encuentra anclada a la membrana citoplásmica de 

la célula por su extremo amino terminal; su extremo carboxilo terminal se encuentra 

proyectado hacia el citosol. La proteína RR se encuentra como elemento soluble en el 

citosol (Fig. 1). Ambas proteínas presentan en su estructura dominios catalíticos 

funcionales. La CS posee un dominio transmisor caracterizado por un núcleo de cinasa que 

posee un residuo de histidina conservado. Con relación al RR típico, este contiene un 

dominio receptor con un residuo de aspartato conservado, así como un dominio de 

respuesta (42, 59, 60, 66). 
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Figura 1. Representación esquemática de un sistema de transducción de señales de dos componentes. En 

general, la cinasa sensora se encuentra anclada a la membrana citoplásmica, en presencia de la señal 

específica del sistema, ésta se autofosforila y fosforila al segundo componente que es una proteína 

citosólica que actúa como regulador transcripcional. 

Cinasa sensora. 

Las CSs contienen dos segmentos transmembranales hidrófobos que les permiten anclarse 

a la membrana citoplásmica, entre los cuales se incluye un dominio periplásmico de 

tamaño variable. El segmento transmembranal se une a la porción citoplásmica por medio 

de una porción linker que conecta la región transmembranal con el dominio transmisor. 

En esta porción se pueden encontrar otros elementos; por ejemplo, una hélice compuesta 

por residuos hidrofóbicos en una cara de la hélice e hidrofílicos en la otra cara, la cual se 

caracteriza por poseer cuatro residuos de leucina repetidos en cada séptima posición (LX6 

LX6 LX6 LX6). Son motivos involucrados en la formación de homo y heterodímeros, a través 

de la interacción intermolecular de las hélices. Se han encontrado principalmente en 

proteínas reguladoras de unión a DNA; además, en proteínas transmembranales como las 

CSs (1, 11, 46, 76). 
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Otro elemento que puede estar presente en esta porción linker es el dominio PAS 

(acrónimo formado por los nombres de proteínas en las cuales fueron identificadas 

secuencias repetidas imperfectas: PER de Drosophila – period clock protein-; ARNT de un 

vertebrado – aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator y SIM de Drosophila – single 

minded protein-) (78). Este dominio monitorea cambios en el potencial redox, luz, oxígeno 

y pequeños ligandos, dependiendo del cofactor asociado (64, 78). Los dominios PAS 

típicamente se encuentran adyacentes al segundo segmento transmembranal. 

Las CSs tripartitas son poco usuales en procariontes, su arquitectura es compleja, ya que 

además de contener las estructuras de una cinasa típica u ortodoxa, tienen un dominio 

receptor con un residuo de aspartato (Asp) y un dominio de fosfotransferencia con una 

histidina conservada (His) (Fig. 2). Ambos residuos pueden encontrarse en módulos 

independientes, como es el caso de la cinasa KinA de Bacillus subtilis (12), o pueden estar 

fusionadas entre sí, como por ejemplo BvgS de Bordetella pertussis (74) o ArcB de E. coli.  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. A) Las CS ortodoxas contienen un dominio transmisor donde ocurre la autofosforilación. B) Las CS 

tripartitas son más elaboradas, puesto que contienen módulos adicionales con residuos de aminoácidos 

conservados indicados como H=Histidina y D=aspartato.   

Regulador de respuesta. 

El RR contiene un dominio receptor donde se localiza un residuo de aspartato conservado, 

así como un dominio efector que generalmente es de unión a DNA, mediante el cual 
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activa o reprime la expresión de genes específicos (Fig. 3). Existen sistemas en los que el 

dominio efector funciona como enzima, como CheB de E. coli que es una metil esterasa 

(68), o RegA de Dictyostelium discoideum que es una fosfodiesterasa de AMPc (67). 

 

 

 

 

Funcionamiento de los SDC. 

En un SDC típico bacteriano, la percepción de una señal específica por la CS permite su 

autofosforilación dependiente de ATP en el residuo de His del dominio transmisor. 

Inmediatamente, el grupo fosforilo (~P) es transferido al Asp en el dominio receptor del 

RR. Este RR fosforilado (RR-P) media la respuesta celular mediante la regulación de la 

expresión de genes a nivel transcripcional. Por otra parte, cuando la señal específica está 

ausente, el RR-P pierde el ~P, inactivándose como regulador transcripcional. Por lo 

general, la defosforilación del RR es acelerada por la misma CS que, en ausencia de la 

señal, adquiere una actividad fosfatasa específica para su RR-P. Sin embargo, en algunos 

SDC bacterianos la CS cuenta con dominios proteicos adicionales que participan en la 

transducción de la señal. En estas CSs, denominadas híbridas o tripartitas, además del 

dominio transmisor existe un dominio receptor adicional con un Asp conservado y un 

dominio de fosfotransferencia (Hpt) con una His conservada (Fig. 2B). Cuando estos SDC 

son activados por una señal específica, la CS híbrida se autofosforila en el dominio 

transmisor y posteriormente transfiere el ~P secuencialmente al Asp del receptor y a la His 

del Hpt dentro de la CS, para finalmente fosforilar al Asp del RR. A este proceso se le 

conoce como fosforelevo. Cuando la señal está ausente, el RR-P se defosforila  (reacción 

catalizada por la misma CS), mediante un fosforelevo reverso, que involucra la 

transferencia de ~P desde el RR a la His del Hpt, luego al residuo de Asp del dominio 

receptor de la CS y finalmente la liberación de fosfato inorgánico (40) (Fig. 4).  

Figura 3. Modelo típico de un 

regulador de respuesta (RR). Proteína 

localizada en el citoplasma, comprende 

un dominio receptor con un residuo de 

aspartato (D) conservado y un dominio 

efector que en la mayoría de los casos 

es de unión a DNA.  
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Figura 4. Funcionamiento de los SDC. En A) y B) la CS se autofosforila en presencia de una señal específica  y 

transfiere el grupo fosforilo al RR. En las CSs híbridas, esta transferencia ocurre por medio del fosforelevo 

que involucra la fosfotransferencia dentro de los dominios catalíticos (B). En ausencia de la señal, estas 

proteínas catalizan la defosforilación del RR. 

Sistema de dos componentes Arc en E. coli. 

Los elementos de este SDC fueron descritos en la década de los 80´s por Iuchi y Lin. El gen 

arcA, localizado en el minuto cero del genoma de E. coli, codifica para la proteína 

citosólica de 29 kDa nombrada ArcA. Contiene un residuo de Asp en la posición 54 de la 

región N-terminal (denominado D2), el cual tiene como función recibir el grupo fosfato 

proveniente de la CS, así como un dominio hélice-vuelta-hélice de unión a DNA en la 

región C-terminal (33) (Fig. 5B). 

Se le han dado otros nombres dependiendo del enfoque de cada estudio; por ejemplo, 

dye, porque su deleción causa sensibilidad a ciertos colorantes que generan especies 

reactivas de oxígeno, como el azul de toluidina y azul de metileno (16), seg, porque al ser 

eliminado se observaron problemas en la replicación (47) y segregación del plásmido F 

(28, 37), o sfrA, por la regulación del factor sexual (o pili) (9, 10, 21). Sin embargo, Iuchi y 

Lin le llamaron arcA, porque relacionaron su rol central con la represión anaeróbica de 

genes asociados a la condición aeróbica de crecimiento (33).  
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La CS sensora de este sistema es la proteína transmembranal ArcB, de 778 aminoácidos. 

Esta proteína se encuentra anclada a la membrana por dos cruces transmembranales 

(TM1 y TM2), entre los cuales se encuentra un dominio periplásmico de tan solo 16 

aminoácidos (35, 45), mientras que en la mayoría de las CSs este dominio consta de 

alrededor de 150 aminoácidos. Se ha descrito que el dominio transmembranal de ArcB no 

participa directamente en la recepción de la señal, pero sirve para mantener a la proteína 

cerca de la señal de activación (45). A partir de TM2 se extiende una porción linker, la cual 

contiene un zipper de leucinas funcional (58) y un dominio PAS (78). Después de esta 

región se encuentra la porción citosólica de ArcB, la cual consiste de tres dominios 

catalíticos: un dominio transmisor (H1) con un residuo de His292 conservado, un dominio 

receptor central (D1) con un residuo Asp576 conservado y un dominio de 

fosfotransferencia (H2) con un residuo His717 (36, 31) (Fig. 5A).  

Bajo condiciones reductoras de crecimiento, ArcB se autofosforila a expensas del ATP, un 

proceso que es aumentado por metabolitos anaeróbicos, como el D-lactato, acetato y 

piruvato (22, 65); a su vez, la CS transfosforila a ArcA mediante el fosforelevo His292 → 

Asp576 → His717 → Asp54 (25, 43). ArcA fosforilado (ArcA-P) reprime la expresión de muchos 

operones involucrados en el metabolismo respiratorio y activa otros que codifican 

proteínas involucradas en el metabolismo fermentativo (4, 27, 48, 49,). En condiciones 

aeróbicas de crecimiento, ArcB actúa como fosfatasa específica de ArcA-P, catalizando la 

defosforilación mediante el fosforelevo reverso Asp54 → His717 → Asp576 →Pi (24, 62) (Fig. 

5B). 
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Figura 5.  A) Representación esquemática de la cinasa sensora ArcB de E. coli que pertenece a la familia de 

las CSs híbridas que contienen tres dominios catalíticos. Estos dominios participan en la transferencia del 

grupo fosforilo a ArcA mediante el fosforelevo (B) en condiciones estimulantes (flechas sólidas). En ausencia 

de la señal, ArcB es una fosfatasa específica, defosforilando a ArcA fosforilado mediante el fosforelevo 

reverso (flechas discontinuas). 

Por otro lado, ha sido demostrado que la actividad catalítica de ArcB se lleva a cabo por 

movimientos rotacionales que alteran la orientación de la porción citosólica de la CS (44). 

Además, el evento molecular para la regulación de ArcB involucra la oxidación-reducción 

de dos residuos de cisteína que participan en la formación de un enlace disulfuro 

intermolecular, una reacción en la cual los transportadores de electrones quinol/quinonas 

actúan como los oxidantes o reductores directos (5, 8, 23, 52,) (Fig. 6). 
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Figura 6. Modelo de la regulación de ArcB. En un cambio de condiciones anaeróbicas a aeróbicas de 

crecimiento, las ubiquinonas (UQ/UQH2) constituyen las principales quinonas en la cadena respiratoria en E. 

coli. Conforme los electrones fluyen hacía el oxígeno vía los citocromos, las UQ mantienen su estado oxidado  

permitiendo la transferencia de electrones desde los residuos de cisteína de ArcB hacia las quinonas. Esto 

resulta en la formación de enlaces disulfuro y el inmediato silenciamiento de la actividad cinasa de ArcB. 

Durante el crecimiento anaeróbico, las UQ son gradualmente reemplazadas por la menaquinonas (MQ) que 

permiten la trasferencia de electrones a los residuos de cisteína resultando en el rompimiento de los 

puentes disulfuro y la activación del modo cinasa de ArcB.  
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Justificación: 

La cinasa sensora ArcB ha sido ampliamente estudiada. Se conoce que se encuentra 

anclada a la membrana, su función y las señales que regulan su actividad así como el 

fosforelevo por el cual transfosforila y defosforila a ArcA. Sin embargo, no es claro cómo 

se lleva a cabo la transferencia del grupo fosforilo cuando se encuentra activa como cinasa 

o fosfatasa. El modelo generalmente aceptado es que las CSs se encuentran unidas a la 

membrana en forma de homodímeros (17, 71, 72, 75); por otro lado, ArcB es una proteína 

bifuncional, es decir, que actúa como cinasa en condiciones anaeróbicas y como fosfatasa 

en condiciones aeróbicas. Para realizar ambas funciones, ArcB utiliza los residuos de 

Asp576 e His717, lo anterior hace interesante conocer qué es lo que permite diferenciar la 

direccionalidad que toma el grupo fosforilo en ambas condiciones de crecimiento.  

Hipótesis: 

- Durante la actividad cinasa de ArcB, el grupo fosforilo es transferido entre los 

dominios catalíticos mediante una vía determinada (inter o intramolecular), esta 

vía es diferente cuando ArcB actúa como fosfatasa. 

Objetivos: 

1. Determinar si la reacción de fosfotransferencia del dominio H1 al dominio D1 de 

ArcB ocurre de manera intramolecular o intermolecular cuando se encuentra 

activa como cinasa. 

2. Determinar si la reacción de fosfotransferencia del dominio D1 al dominio H2 de 

ArcB ocurre de manera intramolecular o intermolecular cuando se encuentra 

activa como cinasa. 

3. Determinar si la reacción de fosfotransferencia del dominio H2 al dominio D1 

ocurre de manera intramolecular o intermolecular cuando ArcB funciona como 

fosfatasa. 
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Materiales y métodos. 

Para poder estudiar las vías de fosfotransferencia en la CS ArcB, se realizaron una serie de 

ensayos in vitro, combinando proteínas recombinantes consistentes en variantes de ArcB. 

Para confirmar y obtener evidencia fisiológica se realizaron ensayos in vivo evaluando la 

expresión de las fusiones reporteras λФ (lldP´-lacZ) y λФ (cydA´-lacZ), las cuáles en 

condiciones anaeróbicas son reprimida y activada respectivamente por ArcA-P. Además, 

se siguieron una serie de protocolos para el mantenimiento de las cepas y vectores 

utilizados, la obtención de proteínas recombinantes así como los ensayos in vitro e in vivo 

necesarios para realizar este trabajo, los cuales serán descritos a continuación.  

Cepas y plásmidos utilizados. 

 

Cepa Características relevantes Fuente 

E. coli Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80 lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 

Invitrogen 

E. coli BL21DE3 fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS 
λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B 
int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 

New England 
Biolabs 

E. coli M15 F-, lacZ M15, thi-1, lac-, mtl-, recA+ , KmR Qiagen 
E. coli MC4100 F´araD139 (argF-lac) U169 rpsL150 relA1 

flb5301 deoC ptsF25 rbsR 
(13) 

E. coli ECL 5002 MC4100 λФ (lldP´-lacZ), arcB
Wt 

(13) 
E. coli ECL5003 MC4100 Δfnr::Tn9(Cm

r
) λФ (cydA´-lacZ), arcB

Wt
 (45) 

E. coli ECL5004 MC4100 ΔarcB::Tet
r 
Δfnr::Tn9(Cm

r
) λФ (cydA´-

lacZ) 
(45) 

E. coli ECL5012 MC4100 ΔarcB::Tet
r 
λФ (lldP´-lacZ) (45) 

E. coli ECL5023 MC4100 arcB
D576A 

Kan
r 
λФ (cydA´-lacZ) 

Δfnr::Tn9(Cm
r
) 

(43) 

E. coli ECL5024 MC4100 arcB
H717Q  

Kan
r 
λФ (cydA´-lacZ) 

Δfnr::Tn9(Cm
r
) 

(43) 

E. coli ECL5032 MC4100 arcB
H717Q  

Kan
r 
λФ (lldP´-lacZ)  (43) 

E. coli IFC2001 MC4100 arcB
D576A 

Kan
r 
λФ (cydA´-lacZ) 

Δfnr::Tn9(Tet
r
) 

Este trabajo, (73) 

E. coli IFC2002 MC4100 arcB
H717Q 

Kan
r 
λФ (cydA´-lacZ) 

Δfnr::Tn9(Tet
r
) 

Este trabajo, (73) 

Plásmido Características relevantes Fuente 
pEXT22 Vector de bajo número de copias, Kan

r 
(18) 

pEXT22Cm Vector de bajo número de copias, Kan
r
, Cm

r 
Este trabajo, (73) 

pACT3 Vector de bajo número de copias, Cm
r
 (18) 

pMX712 Gen arcB
Wt

  bajo el control del promotor nativo 
en pBluescript KS II (+) Amp

r 
(58) 



17 
 

pMX517
 

Gen arcB 
Wt 

bajo el control del promotor 
inducible con L-arabinosa en pBad30, Amp

r
 

(58) 

pQE30ArcB
78-778 

His6-ArcB
78-778

 bajo el control del promotor 
inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(25) 

pMX028 His6-ArcB
78-778, H292Q

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(61) 

pQE30ArcB
78-778, D576A, H717Q

 His6-ArcB
78-778, D576A, H717Q

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(22) 

pQE30ArcB
78-661, D576A

 His6-ArcB
78-661, D576A

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(22) 

pQE30ArcB
521-778, H717Q

 His6-ArcB
521-778,H717Q 

bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(24) 

pQE30ArcA His6-ArcA bajo el control del promotor 
inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(49) 

pQE30ArcA
1-136 

His6-ArcA
1-136

 (ArcA´) bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

(24) 

pQE30ArcB
78-778, D576A

 His6-ArcB
78-778, D576A

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pQE30ArcB
78-778, H717Q

 His6-ArcB
78-778, H717Q

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pQE30ArcB
78-778, H292Q, H717Q

 His6-ArcB
78-778, H292Q, H717Q

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pQE30ArcB
78-778, H292Q, D576A

 His6-ArcB
78-778, H292Q, D576A

 bajo el control del 
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pQE30ArcB
78-778, H292Q, D576A, H717Q

 His6-ArcB
78-778, H292Q, D576A, H717Q

 bajo el control 
del promotor inducible con IPTG en pQE30, 
Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pBADHis-ArcB
78-778, H292Q

 His6-ArcB
78-778, H292Q 

bajo el control del 
promotor inducible con L-arabinosa en 
pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pBADHis-ArcB
78-778, H292Q, D576A

 His6-ArcB
78-778, H292Q, D576A  

bajo el control del 
promotor inducible con L-arabinosa en 
pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pBADHis-ArcB
78-778, H292Q, D576A, 

H717Q
 

His6-ArcB
78-778, H292Q, D576A, H717Q  

bajo el control 
del promotor inducible con L-arabinosa en 
pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pBADHis-ArcB
78-778, H717Q

 His6-ArcB
78-778, H717Q  

bajo el control del 
promotor inducible con L-arabinosa en 
pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pBADHis-ArcB
78-778, H292Q, H717Q

 His6-ArcB
78-778, H292Q,  H717Q  

bajo el control del 
promotor inducible con L-arabinosa en 
pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pMAL-ArcB MBP-ArcB
78-778 

bajo el control del promotor 
inducible con IPTG en pMALc2x, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pACT3MBP-ArcB
78-778 

MBP-ArcB
78-778 

bajo el control del promotor 
inducible con IPTG, Cm

r
 

Este trabajo, (73) 

pACT3MBP-ArcB
78-778, H292Q

 MBP-ArcB
78-778, H292Q 

bajo el control del 
promotor inducible con IPTG, Cm

r
 

Este trabajo, (73) 

pACT3MBP-ArcB
78-778, D576A

 MBP-ArcB
78-778, D576A 

bajo el control del 
promotor inducible con IPTG, Cm

r
 

Este trabajo, (73) 

pACT3MBP-ArcB
78-778, H292Q, D576A

 MBP-ArcB
78-778, H292Q, D576A 

bajo el control del 
promotor inducible con IPTG, Cm

r
 

Este trabajo, (73) 
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pMX546 arcB
H292Q

 bajo el control del promotor nativo 
en pBluescript KS II (+),Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pMX547 arcB
H292Q, D576A

 bajo el control del promotor 
nativo en pBluescript KS II (+),Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pMX548 arcB
 D576A, H717Q

 bajo el control del promotor 
nativo en pBluescript KS II (+),Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pEXT22CmArcB
wt 

arcB bajo el control del promotor nativo en 
pEXT22Cm, Cm

r
, Kan

r 
Este trabajo, (73) 

pEXT22CmArcB
H292Q

 arcB
H292Q

 bajo el control del promotor nativo 
en pEXT22Cm, Cm

r
, Kan

r
 

Este trabajo, (73) 

pEXT22CmArcB
H292Q, D576A

 arcB
H292Q, D576A

 bajo el control del promotor 
nativo en pEXT22Cm, Cm

r
, Kan

r
 

Este trabajo, (73) 

pBAD-ArcB
H292Q, D576A 

arcB
H292Q, D576A

 bajo el control del promotor 
inducible con L-arabinosa en pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

pBAD-ArcB
 D576A, H717Q

 arcB
 D576A, H717Q

 bajo el control del promotor 
inducible con L-arabinosa en pBAD30, Amp

r
 

Este trabajo, (73) 

 

Proteínas recombinantes utilizadas. 

Para realizar los ensayos in vitro necesarios en el presente trabajo, se utilizaron las 

variantes de ArcB enlistadas en la Tabla 1. Estas variantes contienen mutaciones puntuales 

en los sitios conservados de fosforilación. Para simplificar la purificación de estas 

proteínas, se eliminó la región correspondiente a los fragmentos transmembranales, que 

comprende los residuos 1-77. Es conocido que estas variantes citosólicas son funcionales 

porque en estudios previos se ha demostrado que la eliminación de estos segmentos no 

afecta la autofosforilación y la posterior transfosforilación al regulador de respuesta (25, 

30, 32, 38, 51, 63). 

Tabla 1.  

Péptido Característica principal Fuente 
His-H1-D1-H2 ArcB Wt con la etiqueta de 6x-His 

transfosforila y defosforila a ArcA. 
Este trabajo, (73) 

His-H1*-D1-H2 ArcB
H292Q

, incapaz de 
autofosforilarse. 

Este trabajo, (73) 

His-H1-D1*-H2 ArcB
D576A

, se autofosforila pero no 
transfosforila a ArcA 

Este trabajo, (73) 

His-H1*-D1*-H2 ArcB
H292Q, D576A

, no se autofosforila, es 
capaz de recibir el grupo fosforilo de 
ArcA-P 

Este trabajo, (73) 

His-H1-D1-H2* ArcB
H717Q

, se autofosforila pero no 
transfosforila a ArcA. 

Este trabajo, (73) 

His-H1*-D1*-H2* ArcB
H292Q, D576A, H717Q

. Proteína incapaz 
de autofosforilarse o recibir grupos 
fosforilo. 

Este trabajo, (73) 
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MBP-H1-D1-H2 ArcB Wt fusionada a MBP, 
transfosforila y defosforila a ArcA. 

Este trabajo, (73) 

MBP-H1-D1*-H2 ArcB
D576A

 fusionada a MBP, se 
autofosforila pero no transfosforila a 
ArcA 

Este trabajo, (73) 

MBP-H1*-D1*-H2* ArcB
H292Q, D576A, H717Q

 fusionada a MBP. 
Proteína incapaz de autofosforilarse o 
recibir grupos fosforilo. 

Este trabajo, (73) 

 

Medios y condiciones de crecimiento. 

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se cultivaron en agar o LB líquido (triptona 

10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, Cloruro de Sodio 10 g/L). Cuando fue necesario se 

adicionó ampicilina, kanamicina, tetraciclina o cloranfenicol a las concentraciones de 100, 

50, 12 o 10 µg/ml, respectivamente. En el crecimiento de pre-cultivos y colonias 

bacterianas transformantes se utilizó LB líquido adicionado con el antibiótico adecuado. 

Para la selección de células transformantes se utilizaron placas de LB-agar 1.5% y el 

antibiótico correspondiente.  

Para los ensayos de β-galactosidasa, las cepas portadoras de la fusión reportera λФ (cydA´-

lacZ) se cultivaron en LB líquido adicionado con 0.1 M de MOPS (ácido morfolin-propano-

sulfónico; pH 7.4), D-xilosa 20 mM y el antibiótico de selección adecuado. En el caso de la 

fusión reportera λФ (lldP´-lacZ), el medio fue suplementado con 20 mM de L-lactato como 

inductor (15). Cuando las células crecieron aeróbicamente, se agitaron a 300 rpm a 37 °C. 

En condiciones anaeróbicas las bacterias se cultivaron con agitación mediante un magneto 

en tubos llenos con medio y tapa de rosca. 

Preparación de células competentes. 

Las células competentes fueron preparadas adicionando 200 µl de un pre-cultivo a 50 ml 

de LB líquido. Se incubó a 37 °C hasta una DO600 de 0.3 y posteriormente se colocó 10 

minutos en hielo. Se centrifugó a 1800 g durante 15 min a 4 °C. La pastilla bacteriana fue 

resuspendida en 20 ml de solución RF1 (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, CH3CO2K 30 mM) 

esterilizada por filtración, incubando 30 min en hielo y centrifugando a 1800 g durante 15 

min a 4 °C. El sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en 2 ml de RF2 (RbCl 10 
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mM, MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, 15% de glicerol anhidro) esterilizada por filtración, 

haciendo alícuotas de la suspensión celular de 200 µl en microtubos. Inmediatamente se 

procedió a la congelación con N2 líquido y las alícuotas se almacenaron a -70 °C hasta su 

utilización para ser transformadas con DNA plasmídico. 

Transformación. 

Las células competentes se incubaron en hielo durante 10 min en hielo hasta su 

descongelación. Se agregó 1 µl del plásmido y la mezcla fue incubada 30 min en hielo. 

Después, se sometieron a un choque térmico a 42 °C durante 30 segundos. A cada tubo se 

le agregó 1 ml de medio LB líquido y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Las células 

recuperadas fueron centrifugadas a 2000 x g y posteriormente fueron sembradas en 

placas de LB-agar suplementadas con el antibiótico correspondiente según la resistencia 

del plásmido. Las placas de cultivo sembradas fueron incubadas durante toda la noche a 

37 °C. Una vez obtenidas colonias aisladas, se inoculó una en 5 ml de LB líquido con el 

antibiótico de selección hasta obtener un cultivo denso. 

Mantenimiento de las cepas. 

Para el mantenimiento de las cepas utilizadas en este estudio, se inoculó una colonia 

transformante en 5ml de LB líquido con el antibiótico de selección necesario. Cada cultivo 

se mantuvo en agitación constante durante 16 horas. Posteriormente se tomaron 750 µl 

de cada cultivo, se agregaron 300 µl de glicerol al 80% y se congelaron a -70 °C. 

Sobreexpresión y purificación de proteínas recombinantes. 

En este estudio fueron generados una serie de proteínas recombinantes derivadas de ArcB 

con mutaciones puntuales o múltiples en los sitios conservados de fosforilación, de tal 

manera que el fosforelevo se encuentra bloqueado en las proteínas codificadas. Estas 

proteínas se obtuvieron mediante sobreexpresión, utilizando los vectores pQE30, pACT3 y 

pMALc2x, los cuáles contienen un promotor inducible con isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG). El plásmido pQE30 que codifica las distintas variantes de 

ArcB, fue utilizado para la transformación de la cepa M15 (pREP4) siguiendo el protocolo 
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anteriormente descrito. De las transformantes obtenidas se tomó una colonia para 

realizar la sobreexpresión de la proteína. En primer lugar, se realizó un pre-cultivo en 5 ml 

de medio LB líquido adicionado con kanamicina y ampicilina e incubándolo durante toda la 

noche a 37 °C con agitación.  

Al siguiente día, fueron inoculados matraces con 250 ml de medio LB con 1 ml de pre-

cultivo. Los cultivos fueron incubados a 37 °C hasta obtener una DO600 de 0.6. En este 

punto se agregó IPTG a una concentración final de 1 mM y se continuó con la incubación 

durante 4 horas. Después de este tiempo, el cultivo fue centrifugado a 6000 x g durante 

20 min a 4°C, se decantó el sobrenadante y la pastilla celular se congeló a -20 °C hasta su 

posterior utilización. 

Cada pastilla de células obtenida, fue descongelada y resuspendida en 5 ml de solución de 

lisis (Na2HPO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8) fría. La resuspensión fue sometida a un 

tratamiento para lisar células con la prensa de French a 1500 psi. El lisado fue recuperado 

en un tubo de base redonda y centrifugado a 10000 x g durante 20 min. 

El sobrenadante fue transferido a otro tubo con 1 ml de resina de agarosa nitrilo-ácido 

triacético (Ni-NTA) previamente equilibrada con la solución de lisis. Esta resina se utilizó 

para unir la proteína mediante 6x-His localizadas en el extremo N-terminal de las 

proteínas de acuerdo al protocolo de Qiagen (The Qiaexpressionist). Tanto la resina como 

el sobrenadante, fueron mezclados mediante agitación e incubados a 4 °C durante 1 hora. 

La mezcla fue transferida en su totalidad en una columna de polipropileno de 15 ml, 

dejando el tiempo necesario para que la resina se asentara. Se realizaron tres lavados con 

la solución de lisis, después tres veces con solución de lavado (Na2HPO4 50 mM, NaCl 300 

mM, glicerol 10%, pH 8). Finalmente, la proteína fue eluida con 10 ml de solución de 

elución (Na2HPO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 300 mM, glicerol 10 %, pH 8), 

colectando fracciones de 1 ml. A cada fracción se le adicionó glicerol hasta obtener una 

concentración final de 30 %, se realizó la cuantificación y almacenamiento a -20 °C hasta 

su utilización. Este mismo protocolo fue utilizado para las variantes de ArcB comprendidas 
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en el vector pACT3, con la diferencia de que fue transformado en la cepa de E. coli BL21 

DE3 para realizar la sobreexpresión. 

En el caso de las variantes clonadas en pMalc2x, este vector permite fusionar la proteína 

de interés a la proteína de unión a maltosa (MBP), lo cual le proporciona un tamaño 

mayor que el de His-ArcB. En este caso, el fragmento que codifica MBP-ArcB78-778 fue 

subclonado en el vector pACT3, de tal manera que ahora MBP-ArcB78-778 y sus variantes 

fueron expresadas en este vector inducible. Para realizar la sobreexpresión, un pre-cultivo 

de 5 ml de la cepa BL21DE3 previamente transformada con cada plásmido, fue inoculado 

en 250 ml de LB líquido suplementado con cloranfenicol y glucosa al 0.2%. El cultivo se 

incubó a 37 °C con agitación a 250 rpm hasta obtener una DO600 de 0.6, en este punto se 

le agregó IPTG a una concentración final de 1 mM y se continuó con la incubación durante 

4 horas. El cultivo fue centrifugado a 6000 x g durante 20 min para obtener una pastilla de 

células que fue congelada hasta su uso.  

La pastilla obtenida fue resuspendida en solución A (TrisHCl 20 mM pH 7.0, NaCl 200 mM, 

EDTA 1 mM) fría y se sometió a 1500 psi en la prensa de French para lisar las células. A la 

vez, se tomó 1 ml de resina de amilosa y se colocó en una columna de polipropileno de 15 

ml, se equilibró pasando 5 volúmenes (10 ml cada uno) de solución A. El lisado celular fue 

transferido en su totalidad a la columna, dejando el tiempo necesario hasta que la resina 

se asentara. Se realizaron 5 lavados con solución A. Finalmente la elución de la proteína se 

realizó agregando 10 ml de solución A + 10 mM de maltosa colectando fracciones de 1 ml. 

A las fracciones obtenidas se les agregó glicerol hasta obtener una concentración final del 

30%, se cuantificó y almacenó a -20 °C hasta su utilización. 

Para la obtención de heterodímeros de ArcB, las cepas de E. coli ECL 5012 (ΔarcB) 

conteniendo los plásmidos pBAD-His-ArcB78-778 + pACT3-MBP-ArcB78-778 en las 

combinaciones pertinentes, fueron sometidas al mismo protocolo descrito anteriormente 

para sobreexpresar y purificar proteínas marcadas con 6x-His. Aquí la sobreexpresión de 

las proteínas fue inducida con 1 mM de L-arabinosa y 0.1 mM de IPTG. 
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Ensayos de fosforilación in vitro de ArcB.  

Las variantes y/o heterodímeros de ArcB fueron incubadas a 25 °C en presencia de [γ-32P] 

ATP 40 µM (actividad específica, 2 Ci/mmol, 1 Ci=37 Gbq), HEPES 33 mM (pH 7.5), KCl 50 

mM, MgCl2 5 mM, EDTA 0.1 mM, 1 mM de DTT, glicerol al 10% para evaluar su capacidad 

de transferir el grupo fosforilo. Por ejemplo,  se incubó His-H1-D1-H2 + ArcA para verificar 

la capacidad de ArcB de transfosforilar a ArcA. Las reacciones fueron iniciadas agregando 

[γ-32P] ATP. Muestras de 5 µl fueron tomadas y mezcladas con un volumen de 

amortiguador de carga a los 15, 30, 60, 120 y 180 segundos de reacción. Dichas muestras 

se analizaron por SDS-PAGE. Los geles fueron secados a 80 °C durante una hora y 

expuestos en la Storage Phosphor Screen y analizados con el equipo Typhoon FLA7000 (GE 

Healthcare). La intensidad de cada banda fue estimada utilizando el programa Image 

Quant (Molecular Dynamics).  

Transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 in vitro. 

Para probar si la transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1 es 

intramolecular o intermolecular, se realizaron cinéticas de fosforilación con las proteínas 

coexpresadas MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2 (vía intermolecular) y MBP-H1-D1-H2/His-

H1*-D1*-H2 (vía intramolecular). 10 pmol de cada heterodímero fueron incubados con 50 

pmol de ArcA. Las reacciones fueron iniciadas agregando [γ-32P] ATP. Muestras de 5 µl 

fueron tomadas a los 15, 30, 60, 120 y 180 segundos de reacción; mezcladas con un 

volumen de amortiguador de carga. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en geles al 

12%. Estos fueron secados a 80 °C durante una hora y expuestos en la Storage Phosphor 

Screen y analizados con el equipo Typhoon FLA7000 (GE Healthcare). La intensidad de 

cada banda fue estimada utilizando el programa Image Quant (Molecular Dynamics).  

Si la transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 es intermolecular ArcA-P sería detectado 

en la reacción con el heterodímero MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2, si la transferencia es 

intramolecular se detectaría ArcA fosforilado en la mezcla con MBP-H1-D1-H2/His-H1*-

D1*-H2. Cualquiera que sea el caso, se espera un nivel Wt de ArcA-P. 
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Transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 in vitro.  

Para probar si la transferencia del grupo fosforilo del dominio D1 al dominio H2 es 

intramolecular o intermolecular, se realizaron cinéticas de fosforilación con las proteínas 

coexpresadas MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2* (vía intermolecular) y MBP-H1-D1-H2/His-

H1*-D1*-H2* (vía intramolecular). 10 pmol de cada heterodímero fueron incubados con 

50 pmol de ArcA. Las reacciones fueron iniciadas agregando [γ-32P] ATP. Muestras de 5 µl 

fueron tomadas a los 15, 30, 60, 120 y 180 segundos; mezcladas con un volumen de 

amortiguador de carga. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en geles al 12%. Estos 

fueron secados a 80 °C durante una hora y expuestos en la Storage Phosphor Screen y 

analizados con el equipo Typhoon FLA7000 (GE Healthcare). La intensidad de cada banda 

fue estimada utilizando el programa Image Quant (Molecular Dynamics).  

Si la transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 es intermolecular ArcA-P sería detectado 

en la reacción con el heterodímero MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2*, si la transferencia es 

intramolecular se detectaría ArcA fosforilado en la mezcla con MBP-H1-D1-H2/His-H1*-

D1*-H2*. Cualquiera que sea el caso, se espera un nivel Wt de ArcA-P. 

Ensayos de defosforilación de ArcA-P in vitro. 

Con el fin de estudiar el fosforelevo reverso, se realizó una reacción de fosforilación con 2 

mM de MBP-H1-D1-H2 y 20 mM de ArcA1-136 en la presencia de solución de fosforilación 

(33 mM HEPES pH 7.5, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, glicerol al 10%) 

y  [γ-32P] ATP 40 µM (actividad específica, 2 Ci/mmol) e incubada a temperatura ambiente. 

Después de 10 minutos, la reacción fue detenida agregando 100 µl de amortiguador A 

(TRIS-HCl 50 mM pH 7.0, KCl 150 mM, EDTA 5 mM, Tritón X-100 3%). ArcA-P fue separado 

de MBP-H1-D1-H2 por ultrafiltración utilizando un filtro Nanosep 30 K el cual no retiene a 

ArcA-P, ATP, ni fosfato inorgánico (Pi). El eluido fue pasado en un Nanosep 10 K, lavado 4 

veces con 500 µl de amortiguador A y una vez con 500 µl de solución de defosforilación 

(33 mM HEPES pH 7.5, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, glicerol al 10%). El material 

retenido conteniendo ArcA-P esencialmente libre de MBP-H1-D1-H2, ATP y Pi fue 
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recuperado en 200 µl de solución de defosforilación, alicuotada y usada en los ensayos de 

actividad fosfatasa.  

Para estudiar la transferencia del grupo fosforilo del dominio H2 al dominio D1 en ArcB, 10 

pmol de los heterodímeros MBP-H1*-D1-H2/His-H1*-D1*-H2* (vía intramolecular) y MBP-

H1*-D1*-H2/His-H1*-D1-H2* (vía intermolecular) o 5 pmol de MBP-H1-D1-H2 fueron 

incubados con 50 pmol de ArcA-P en solución de defosforilación. Se tomaron muestras de 

5 µl a los 0, 2.5, 5 y 10 minutos; las muestras fueron mezcladas con un volumen de 

amortiguador de carga y analizadas por SDS-PAGE en geles al 15 %. Estos fueron secados a 

80 °C durante una hora y expuestos en la Storage Phosphor Screen y analizados con el 

equipo Typhoon FLA7000 (GE Healthcare). La intensidad de cada banda fue estimada 

utilizando el programa Image Quant (Molecular Dynamics). 

Transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 in vivo.  

Para realizar este ensayo, utilizamos las cepas ECL 5003 (arcBwt), IFC2001 (arcBD576A) 

complementada con el plásmido pEXT22Cm-arcBH292Q, IFC2002 (arcBH717Q) 

complementada con el plásmido pEXT22Cm-arcBH292Q, D576A, estas cepas tienen la fusión 

reportera λФ (cydA´-lacZ) activable por ArcA-P. A partir de pre-cultivos, cada cepa fue 

inoculada en 10-50 ml de LB líquido suplementado con MOPS 0.1 M pH 7.4, D-xilosa 20 

mM y antibiótico de selección, los matraces fueron incubados a 37 °C en agitación a 300 

rpm. A una DO600 de 0.2, una muestra fue tomada para medir la actividad β-galactosidasa 

(0 min) en este punto el resto del cultivo fue dividido en dos, una parte se mantuvo bajo 

condiciones aeróbicas mientras que la otra fue cambiada a anaerobiosis llenando tubos 

con tapa de rosca y agitados con un  magneto; la expresión de la fusión reportera fue 

medida tomando muestras a los 15, 30, 45, 60 y 75 min para ambas condiciones de 

crecimiento. 
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Efecto del incremento de arcBH292Q, D576A y arcBD576A, H717Q en la expresión de la fusión 

reportera λФ (cydA´-lacZ) para el estudio de la transferencia del grupo fosforilo de D1 a 

H2 in vivo.  

En este ensayo se utilizaron las cepas ECL 5003 (arcBwt) complementada con el plásmido 

pBAD- arcBH292Q, D576A y con el plásmido pBAD- arcBD576A, H717Q. A manera de comparación, 

se usaron las cepas ECL 5003 (arcBwt) y ECL 5004 (ΔarcB). A partir de pre-cultivos, estas 

cepas fueron inoculadas en LB líquido suplementado con MOPS 0.1 M pH 7.4, D-xilosa 20 

mM y antibiótico de selección, el cultivo fue incubado en condiciones aeróbicas hasta una 

DO600 de 0.1. En este punto el cultivo fue dividido en 5 tubos con tapa de rosca para el 

crecimiento anaeróbico. Con el fin de inducir la expresión de las variantes de ArcB, se 

agregó L-arabinosa en las siguientes concentraciones: 0, 10, 15, 20 y 30 µM. Los cultivos 

fueron crecidos hasta una DO600 de 0.5 para tomar muestras y medir la actividad β-

galactosidasa. 

Transferencia del grupo fosforilo de H2 a D1 in vivo.  

La cepa ECL 5002 (arcBwt) y la cepa ECL 5032 (arcBH717Q) complementada con el vector 

pEXT22Cm-arcBH292Q, D576A fueron utilizadas para realizar este estudio, dichas cepas tienen 

la fusión reportera λФ (lldP´-lacZ) reprimible por ArcA-P. A partir de pre-cultivos, estas 

cepas fueron crecidas anaeróbicamente en LB líquido suplementado con MOPS 0.1 M pH 

7.4, D-xilosa 20 mM, L-lactato 20 mM y antibiótico de selección. A una DO600 de 0.2, una 

muestra fue tomada para medir la actividad β-galactosidasa (punto 0 min), el resto del 

cultivo fue dividido en dos: una parte se  mantuvo en anaerobiosis como control y la otra 

se cultivó en aerobiosis; la expresión del reportero fue medida tomando muestras a los 

15, 30, 45, 60, 75 y 90 min para ambas condiciones de crecimiento.  

Ensayos de la actividad β-galactosidasa. 

Para la detección de la expresión de λФ (cydA´-lacZ) o λФ (lldP´-lacZ) se siguió el método 

de Miller (53), que cuantifica la hidrólisis de o-nitrofenil-β-D-galactósido (ONPG) por la 

enzima β-galactosidasa. En el tiempo de crecimiento a evaluar se determinó la densidad 
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celular de los cultivos a una DO600 y se tomaron alícuotas de 0.1 ml del cultivo para 

agregarse a tubos de ensayo que contenían 0.9 ml de amortiguador Z (Na2HPO4 7H2O 0.6 

M, NaH2PO4 H2O 0.04 M, β-mercaptoetanol 0.05 M), 10 µl de SDS al 10% y 20 µl de 

cloroformo. Los tubos se agitaron en el vórtex para lisar las células y se inició la reacción 

por adición de 0.2 ml de ONPG a una concentración de 4 mg/ml. Se incubaron durante 10 

min a temperatura ambiente y se detuvo la reacción agregando 0.5 ml de Na2CO3 1 M. 

Después se determinó la densidad óptica a 420 y 550 nm para cada tubo. La actividad β-

galactosidasa se expresó en unidades Miller, de acuerdo con la siguiente fórmula: 

unidades Miller = 1000 [DO420 – (1.75)(DO550)]/[(10)(0.1)(DO600)]. 

Ensayos de inmunorréplica tipo Western blot. 

Para verificar la presencia y correcto tamaño de las variantes de ArcB codificadas por las 

cepas y los vectores utilizados en los experimentos in vivo se realizaron ensayos de 

inmunorréplica tipo Western blot. Cuando los cultivos llegaron a una DO600 de 0.5-0.6, se 

tomó 1 ml de muestra y se centrifugó a 12000 x g. Cada pastilla de células fue 

resuspendida en amortiguador de carga para proteínas y se hirvieron durante 10 min a 95 

°C. De esta suspensión se tomaron 10 µl y se sometieron a SDS-PAGE en geles al 10%. 

Posteriormente, las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 

(Hybond-ECL) durante 1 hora en una cámara sumergida en solución de transferencia (Tris 

25 mM, Glicina 250 mM, EDTA 1 mM, 20% de metanol). La membrana fue equilibrada en 

amortiguador TTBS (Tris 25 mM, NaCl 150 mM, con 0.05% de Tween 20) durante 10 min, 

después fue incubada en solución de bloqueo (1% de leche en TTBS) por 1 hora a 

temperatura ambiente. Los anticuerpos dirigidos contra ArcB fueron agregados en una 

dilución 1:10000 e incubados 1 hora a temperatura ambiente, el anticuerpo unido fue 

detectado siguiendo el protocolo de Amersham ECL Western Blotting Detection Kit. 

Cada uno de los ensayos de fosforilación in vitro y de β-galactosidasa, fueron realizados 

por triplicado. 
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Resultados. 

Las proteínas necesarias para ensayar los pasos del fosforelevo y el fosforelevo reverso en 

ArcB (enlistadas en la Tabla 1) en sus versiones tipo silvestre y mutantes, fueron obtenidas 

para realizar experimentos de fosforilación in vitro tal como se describió en la sección 

materiales y métodos, las cuales contienen la etiqueta de 6x-His o MBP (aquí referidas 

como His-H1-D1-H2 o MBP-H1-D1-H2). Tales proteínas contienen mutaciones puntuales 

en los residuos de aminoácidos conservados de fosforilación. Es decir, la His conservada 

en la posición 292 del dominio H1 fue reemplazada por glutamina (referida aquí como 

H1*), el Asp conservado en la posición 576 de D1 fue reemplazado por alanina (referido 

como D1*) y la His en la posición 717 de H2 por glutamina (referida aquí como H2*). 

Además, estas proteínas carecen del fragmento transmembranal que comprende los 

residuos 1-77 de ArcB. Se sabe que estas proteínas recombinantes citosólicas son 

funcionales, puesto que en estudios previos se ha demostrado que la eliminación de estos 

segmentos no afecta la autofosforilación y la posterior transfosforilación al regulador de 

respuesta (25, 30, 38, 51, 63). Todas las proteínas recombinantes utilizadas contienen los 

residuos de cisteínas en las posiciones 180 y 247, que se ha demostrado que participan en 

las reacciones oxido-reducción en la regulación de ArcB (52). 

La transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1 de ArcB es 

intramolecular. 

Peña Sandoval y cols. (2010) determinaron que la reacción de autofosforilación en ArcB 

ocurre mediante una reacción intramolecular, es decir que el sitio de autofosforilación y 

de unión a ATP deben estar en la misma molécula (61). Con el fin de saber cómo sucede el 

siguiente paso en el fosforelevo, es decir la transferencia del grupo fosforilo del dominio 

H1 al dominio D1, se purificaron las siguientes variantes de ArcB: His-H1-D1-H2, His-H1*-

D1-H2, His-H1-D1*-H2, His-H1*-D1*-H2 e His-H1-D1-H2*. Como un experimento control, 

las proteínas individuales fueron evaluadas por su capacidad para fosforilarse y 

transfosforilar al regulador de respuesta ArcA (Fig. 7). 
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Figura 7. Los aminoácidos conservados en los dominios catalíticos H1, D1 y H2, son necesarios para la 

actividad cinasa de ArcB. La proteína ArcA purificada fue incubada en mezclas de reacción de 30 µl con las 

versiones de ArcB indicadas en cada panel y con [γ-
32

P] ATP. En los tiempos indicados, una muestra de 5 µl 

fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de cada panel se muestra el gel de poliacrilamida 

teñido con azul de Coomassie para revelar las proteínas utilizadas. En la parte de abajo se muestran los 

autorradiogramas, del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho 

la posición de cada proteína. 

Observamos que ninguna de las proteínas mutantes fueron capaces de transfosforilar a 

ArcA, además la mutación del Asp en D1 y la His en H2 no afectaron la capacidad de 

autofosforilación de las versiones de ArcB H1-D1*-H2 y H1-D1-H2* (Fig. 7). Estos 

resultados indicaron que el fosforelevo se encuentra interrumpido debido a estas 

mutaciones y que los residuos de aminoácidos conservados en cada dominio son 

necesarios para la actividad cinasa de ArcB.  

Con estas proteínas realizamos dos mezclas de reacción para poder estudiar la 

transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1. La primer mezcla 

comprendió a His-H1*-D1-H2 + His-H1-D1*-H2 + ArcA (vía intermolecular), la segunda fue 

con His-H1*-D1*-H2 + His-H1-D1-H2* + ArcA (vía intramolecular). La primer mezcla no 
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generó ArcA-P; sin embargo, en la segunda mezcla de reacción se generó cierto nivel de 

ArcA-P, en un 30% en comparación con la reacción tipo silvestre, en esta mezcla la vía 

intramolecular de H1 a D1 está permitida (Fig. 8C y D). Estos resultados indicaron que la 

transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 es intramolecular. No obstante, esta 

afirmación no es concluyente debido a que ninguna de las combinaciones fue capaz de 

restaurar los niveles silvestres de ArcA-P, posiblemente esto se deba a la insuficiente 

formación de heterodímeros en las mezclas de reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. La transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1 es intramolecular. La proteína 

ArcA purificada fue incubada en mezclas de reacción de 30 µl con las versiones de ArcB indicadas en cada 

panel y con [γ-
32

P] ATP (A-C). (D) análisis densitométrico de ArcA-P obtenido en cada reacción. En los 

tiempos indicados una muestra de 5 µl fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de cada 

panel se muestra el gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie para revelar las proteínas utilizadas. 

En medio se muestran los autorradiogramas, en la parte de abajo se muestra un esquema de las 

fosfotransferencias permitidas en cada reacción, del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa 

molecular en kDa y del lado derecho las proteínas.   
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Tomando en consideración esta última posibilidad y con el fin de poder asegurar la 

formación de heterodímeros, se construyeron plásmidos inducibles con arabinosa que 

comprenden las variantes de ArcB fusionadas a MBP (Maltose Binding Protein). Estos 

plásmidos fueron transformados en la cepa ECL5012 (ΔarcB), expresando His-ArcB mutada 

en alguno de los residuos de fosforilación para obtener las combinaciones pertinentes. 

Observamos que la incubación de MBP-ArcB con la resina de Ni-NTA no retiene a la 

proteína; sin embargo, cuando MBP-ArcB es coexpresada con His-ArcB e incubada con la 

resina Ni-NTA, ambas proteínas son recuperadas después de realizar el paso de elución. Lo 

anterior indica que existe interacción física entre ambas versiones de ArcB, lo cual asegura 

la formación de heterodímeros (Fig. 9A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. MBP-ArcB copurifica con His-ArcB cuando es incubada con resina Ni-NTA. (A) Las proteínas 

sobreexpresadas (carril 1=His-ArcB, 2=MBP-ArcB, 3=MBP-ArcB/His-ArcB) fueron analizadas por SDS-PAGE y 

teñidas con azul de Coomassie. Las proteínas fueron purificadas por cromatografía de afinidad con resina Ni-

NTA y analizadas por SDS-PAGE. Carril 4=His-ArcB purificada, 5=MBP-ArcB no es recuperada con Ni-NTA, 

6=MBP-ArcB/His-ArcB copurificadas. En B-D, las versiones mutantes de ArcB indicadas son incapaces de 

fosforilar a ArcA. En los tiempos indicados una muestra de 5 µl fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la 

parte superior de cada panel se muestra el gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie revelando las 

proteínas utilizadas, en la parte inferior el autorradiograma correspondiente. De lado izquierdo la masa 

molecular en kDa y del lado derecho la posición de cada proteína. 
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Así, para estudiar el paso del grupo fosforilo de H1 a D1, se sobreexpresaron y purificaron 

los heterodímeros MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2 (vía intermolecular) y MBP-H1-D1-

H2/His-H1*-D1*-H2 (vía intramolecular). Estos heterodímeros fueron sometidos a 

fosforilación in vitro en presencia de ArcA así como de [γ-32P] ATP, para probar su 

capacidad de complementarse y restaurar los niveles silvestres de ArcA-P.  

Aun cuando MBP-H1-D1*-H2 fue capaz de autofosforilarse, His-H1*-D1-H2-P no fue 

detectada y prácticamente ArcA-P no fue generada, sugiriendo que la transferencia del 

grupo fosforilo de H1 a D1 no es intermolecular. Por otro lado, el heterodímero MBP-H1-

D1-H2/His-H1*-D1*-H2 rápidamente transfosforiló a ArcA, indicando que in vitro la 

fosfotransferencia de H1 a D1 ocurre mediante una reacción intramolecular (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. La transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 es una reacción intramolecular in vitro. ArcA fue 

incubada en mezclas de reacción de 30 µl con [γ-
32

P] ATP y (A)ArcB tipo silvestre pero fusionada a MBP, (B) 

MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2  o (C) MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-H2. En los tiempos indicados, una 
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muestra de 5 µl fue tomada y analizada por SDS-PAGE. En D, se muestra el análisis densitométrico de ArcA-P 

obtenida en cada reacción. En la parte superior de los paneles se muestran los geles de poliacrilamida 

teñidos con azul de Coomassie para revelar las proteínas utilizadas, en medio se muestran los 

autorradiogramas, abajo se muestran esquemas de las fosfotransferencias permitidas en cada 

heterodímero. Del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho la 

posición de las proteínas.  

In vivo, el grupo fosforilo es transferido del dominio H1 al dominio D1 en una reacción 

intramolecular.  

Con el fin de obtener evidencia fisiológica de la fosfotransferencia intramolecular de H1 a 

D1, se generaron los plásmidos de bajo número de copias pEXT22Cm-arcBH292Q, D576A y 

pEXT22Cm-arcBH292Q, los cuales contienen la región codificante de la variante de ArcB 

indicada bajo el control de su promotor nativo. Estos plásmidos fueron transformados en 

las cepas IFC2002 (arcBH717Q) e IFC2001 (arcBD576A) de E. coli, respectivamente. Entre 

paréntesis se indica la forma variante de ArcB codificada a nivel cromosomal en las cepas 

mencionadas.  

Las cepas complementadas obtenidas portan la fusión reportera λФ (cydA´-lacZ) activable 

por ArcA-P; por tanto, son adecuadas para estudiar la capacidad de complementación 

molecular de las variantes de ArcB y de restauración de los niveles silvestres de ArcA-P in 

vivo. Como un experimento control, las cepas IFC2001 e IFC2002, así como los plásmidos 

anteriormente mencionados pero ahora transformados en la cepa 5004 (ΔarcB), fueron 

probados mediante ensayos de β-galactosidasa, en los cuales ninguna de las mutantes de 

ArcB fueron capaces de activar la expresión de la fusión reportera (Fig.11), indicando que 

el fosforelevo se encuentra interrumpido tal como fue mostrado en los experimentos  in 

vitro de este trabajo. 
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Figura 11. Las versiones mutantes de ArcB no activan la expresión de la fusión reportera λФ (cydA´-lacZ). Las 

cepas (A) IFC2001, (B) IFC2002, (C) ECL5004 portando el plásmido pEXT22Cm-arcB
H292Q, D576A

 y (D) ECL5004 

con pEXT22Cm-arcB
H292Q

, todas con la fusión reportera λФ (cydA´-lacZ), fueron crecidas aeróbicamente en 

LB líquido amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH 7.4) y suplementado con 20 mM de D-xilosa. A una DO600 de 

0.2, una muestra fue tomada para medir la actividad β-galactosidasa (mostrada como tiempo 0 min) y el 

resto del cultivo fue dividido en dos. Una parte se mantuvo en condiciones aeróbicas (círculos) como 

control, mientras que la otra fue cambiada a anaerobiosis (cuadrados) y la actividad β-galactosidasa fue 

seguida en el tiempo tanto en condiciones aeróbicas (O2+) como anaeróbicas (O2-). En el lado derecho de 

cada gráfica se muestra un esquema de la versión mutante de ArcB expresada en las cepas indicadas. 

En el caso de la cepa complementada IFC2001 (arcBD576A) + arcBH292Q, en la cual el paso H1 

a D1 intermolecular está permitido, fue incapaz de activar la expresión del reportero, 

mostrando un fenotipo arcB-. En contraste,  la cepa IFC2002 (arcBH717Q) + arcBH292Q, D576A, 

en la cual la fosfotransferencia de H1 a D1 intramolecular es admitida, la expresión del 

reportero fue restaurada a niveles silvestres (Fig. 12), esto es consistente con los 

resultados obtenidos in vitro. Las cepas utilizadas expresan las versiones de ArcB a niveles 

silvestres, lo cual fue corrobado mediante inmunorreplica tipo Western blot (Fig. 12E). En 

su conjunto, estos experimentos indican que el grupo fosforilo es transferido en una 

reacción intramolecular del dominio H1 al dominio D1 en ArcB durante la actividad cinasa. 
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Figura 12. La co-expresión de arcB
H717Q

 y arcB
H292Q, D576A 

restaura la actividad cinasa de ArcB y la regulación 

de la expresión de la fusión reportera λФ (cydA´-lacZ). Las cepas (A) ECL 5003 (arcB
wt

), (B) ECL 5004 (arcB
-
), 

(C) IFC2001 (arcB
 D576A

) complementada con el plásmido pEXT22Cm-arcB
H292Q

, (D) IFC2002 (arcB
H717Q

) 

complementada con el plásmido pEXT22Cm-arcB
H292Q, D576A

 fueron crecidas aeróbicamente en LB líquido 

amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH 7.4) y suplementado con 20 mM de D-xilosa. Las cepas portan la fusión 

reportera λФ (cydA´-lacZ) activable por ArcA-P. A una DO600 de 0.2, una muestra fue tomada para medir la 

actividad β-galactosidasa (mostrada como tiempo 0 min) y el resto de cada cultivo fue dividido en dos. Una 

parte se mantuvo en condiciones aeróbicas (círculos) como control, mientras que la otra fue cambiada a 

anaerobiosis (cuadrados) y la actividad β-galactosidasa fue seguida en el tiempo tanto en condiciones 

aeróbicas (O2+) como anaeróbicas (O2-). En el lado derecho de las gráficas C y D se muestra un esquema de 

las versiones mutantes de ArcB co-expresadas así como las fosfotransferencias permitidas en cada caso. En 

E), ensayo de inmunorreplica tipo Western blot mostrando que la expresión de ArcB en las cepas utilizadas 

es a niveles silvestres. Carriles: 1=ArcB silvestre, 2=ΔarcB, 3=IFC 2001 (arcB
D576A

), 4=IFC 2002 (arcB
H717Q

), 

5=IFC2001 + arcB
H292Q

, 6=IFC2002 + arcB
H292Q, D576A

, 7=ECL 5004 (ΔarcB) + arcB
H292Q

, 8=ECL 5004 (ΔarcB) + 

arcB
H292Q, D576A

.  
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La transferencia del grupo fosforilo in vitro del dominio D1 al dominio H2 de ArcB, 

ocurre preferencialmente en una reacción intermolecular. 

Para estudiar si la transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 sucede en una reacción 

intramolecular o intermolecular en el dímero ArcB, los heterodímeros MBP-H1*-D1*-

H2/His-H1-D1-H2* (D1 a H2 vía intermolecular) y MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-H2* (D1 a 

H2 vía intramolecular) fueron purificados y sometidos a reacciones de fosforilación in vitro 

para evaluar si son capaces de complementarse y completar los pasos del fosforelevo 

mediante la generación así como la detección de ArcA-P. Como control, verificamos que 

las versiones mutantes de ArcB presentan la característica de tener interrumpido el 

fosforelevo y por tanto son incapaces de fosforilar a ArcA por sí solas (Fig. 7C, 9C y D). 

Por otro lado, observamos que el heterodímero MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2* fosforila 

a ArcA a niveles silvestres; sin embargo, en el heterodímero MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-

H2*, ArcA-P es generado a un índice reducido (Fig. 13). Estos resultados indican que el 

grupo fosforilo es transferido de D1 a H2 preferencialmente de manera intermolecular, al 

menos in vitro.  
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Figura 13. La fosfotransferencia del dominio D1 al dominio H2, preferencialmente es intermolecular. ArcA 

purificada fue incubada en mezclas de reacción de 30 µl con [γ-
32

P] ATP y (A) ArcB tipo silvestre fusionada a 

MBP, (B) MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2* o (C) MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-H2*. En los tiempos indicados, 

una muestra de 5 µl fue tomada y analizada por SDS-PAGE.  En D, se muestra el análisis densitométrico de 

ArcA-P obtenida en cada reacción. En la parte superior de los paneles se muestran los geles de 

poliacrilamida teñidos con azul de Coomassie para revelar las proteínas utilizadas, en medio se muestran los 

autorradiogramas, abajo se muestran esquemas de las fosfotransferencias permitidas en cada reacción. Del 

lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho la posición de las 

proteínas.  
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En condiciones fisiológicas, la transferencia del grupo fosforilo del dominio D1 al 

dominio H2 ocurre preferencialmente en una reacción intermolecular. 

Mientras estudiamos in vivo el paso intramolecular de H1 a D1, cuando utilizamos la cepa 

IFC2002 (arcBH717Q) + arcBH292Q, D576A (Fig. 12D), observamos que el fosforelevo fue 

completado, tal resultado sugirió además la posibilidad de que in vivo el paso D1 a H2 es 

intermolecular; sin embargo, la fosfotransferencia intramolecular no puede ser 

descartada.  

Los resultados in vitro mostraron una preferencia por la vía intermolecular. Con el fin de 

discriminar in vivo entre las dos vías de transferencia del grupo fosfato del dominio D1 al 

dominio H2, consideramos que el incremento de la versión arcBD576A, H717Q en una cepa con 

el fondo arcBWt deberá favorecer la formación del heterodímero arcBD576A, H717Q/ arcBWt. 

Tal combinación solo permite la fosfotransferencia intramolecular de D1 a H2, por lo 

tanto, una reducción en los niveles de ArcA-P serán obtenidos si la vía es intermolecular. A 

manera de control, la concentración de arcBH292Q, D576A fue incrementada en el fondo 

genético arcBWt para favorecer la formación del heterodímero arcBH292Q, D576A/ arcBWt, de 

tal forma que en este caso ambas posibilidades (intra- e intermolecular) son admitidas.  

Los plásmidos pBAD-arcBD576A, H717Q y pBAD-arcBH292Q, D576A, inducibles con L-arabinosa, 

fueron transformados en la cepa ECL5003 (arcBWt), la cual contiene la fusión reportera λФ 

(cydA´-lacZ). Estas cepas fueron crecidas en condiciones anaeróbicas en presencia de 

distintas concentraciones de L-arabinosa (0-30 µM), a una DO600 de 0.5 fue evaluada la 

actividad β-galactosidasa. El incremento del inductor en la cepa que porta el plásmido que 

expresa a arcBH292Q, D576A resultó en una disminución de los niveles de la expresión de la 

fusión reportera. Debido a que la fosfotrasferencia intramolecular de H1 a D1 y ambas vías 

de D1 a H2 están permitidas en el heterodímero arcBH292Q, D576A/ arcBWt, una posible 

explicación es que la cantidad incrementada de los homodímeros de ArcB H292Q, D576A 

puede conducir a la transferencia del grupo fosforilo desde ArcA-P al dominio H2 

disminuyendo su actividad reguladora. En un estudio previo (62) fue mostrado que la 

sobreexpresión de un péptido que comprende el dominio H2, bajo condiciones 
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estimulantes, genera una disminución en los niveles de ArcA-P debido a la transferencia 

del ~P a H2.  

Por otro lado, el incremento de arcBD576A, H717Q resultó en un efecto más notorio en la 

reducción de la expresión del reportero λФ (cydA´-lacZ); esta disminución fue del 40% en 

comparación con la cepa control (Fig. 14). Al parecer, de acuerdo con los resultados in 

vitro, la transferencia del grupo fosforilo del dominio D1 al dominio H2 preferencialmente 

ocurre a través de una reacción intermolecular bajo condiciones fisiológicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 tiene una preferencia por la reacción 

intermolecular. La cepa ECL 5003 (arcB
wt

) complementada con el plásmido pBAD-arcB
H292Q, D576A

 (barras 

negras) o con el plásmido pBAD-arcB
D576A, H717Q

 (barras grises) fue crecida en condiciones aeróbicas en LB 

líquido amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH 7.4) y suplementado con 20 mM de D-xilosa. A una DO600  de 

0.1, el cultivo fue dividido en 5 tubos con tapa de rosca llenos hasta el tope para el crecimiento anaeróbico, 

la L-arabinosa fue agregada a las concentraciones indicadas. A una DO600  de 0.5, la actividad β-galactosidasa 

fue evaluada. A manera de comparación, la actividad β-galactosidasa en condiciones anaeróbicas de ECL 

5003 (barras con líneas verticales) y de ECL 5004 (arcB
-
) (barras con líneas horizontales) son indicadas.  
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Durante la actividad fosfatasa de ArcB, la fosfotransferencia del dominio H2 al dominio 

D1 ocurre preferencialmente de manera intramolecular. 

La cinasa sensora ArcB es una proteína bifuncional, es decir que bajo condiciones 

estimulantes fosforila al regulador de respuesta ArcA, mientras que en condiciones no 

estimulantes ésta defosforila a ArcA-P. Para ambas funciones excluyentes, los residuos 

Asp576 e His717 son utilizados, por lo que surge la interesante pregunta de si en el 

fosforelevo reverso la transferencia del grupo fosforilo sucede en una vía diferente a la 

utilizada en la actividad cinasa de ArcB.  

Para estudiar esta posibilidad in vitro, generamos ArcA-P en una reacción de fosforilación 

en presencia de MBP-H1-D1-H2, ArcA fosforilada fue purificada de la reacción y utilizada 

como sustrato para los ensayos de fosfatasa. En primer lugar, realizamos reacciones de 

fosfatasa control, en las cuales las variantes individuales de ArcB se incubaron con ArcA-P, 

estos experimentos mostraron que MBP-H1*-D1-H2 defosforila rápidamente al sustrato. 

Por otro lado, His-H1*-D1-H2* e His-H1*-D1*-H2* fueron incapaces de recibir el grupo 

fosforilo de ArcA-P; a su vez, MBP-H1*-D1*-H2 recibió el ~P de ArcA pero es incapaz de 

liberarlo, debido a  la ausencia del dominio D1 funcional. De esta manera, verificamos 

también la participación de los dominios H2 y D1 en la actividad fosfatasa de ArcB como 

previamente se ha documentado (24) (Fig. 15).  
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Figura 15. Los dominios H2 y D1 de ArcB participan en la defosforilación de ArcA fosforilado (ArcA-P). La 

proteína ArcA-P purificada fue incubada con (A) MBP-H1*-D1-H2, (B) His-H1*-D1*-H2*, (C) His-H1*-D1-H2* 

o (D) MBP-H1*-D1*-H2 en mezclas de reacción de 25 µl. En los tiempos indicados una muestra de 5 µl fue 

tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de los paneles se muestran los geles de poliacrilamida 

teñidos con azul de Coomassie para revelar las proteínas utilizadas, en la parte inferior se muestran los 

autorradiogramas. Del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho 

la posición de las proteínas.  

ArcA-P purificada es estable y se mantiene en su estado fosforilado a lo largo del 

experimento (Fig. 16A), por tanto es adecuada para el estudio de la actividad fosfatasa de 

ArcB in vitro. Por consiguiente, para estudiar la transferencia del grupo fosforilo del 

dominio H2 al dominio D1, el heterodímero MBP-H1*-D1-H2/His-H1*-D1*-H2*, que solo 

permite la transferencia intramolecular del ~P de H2 a D1, defosforiló a ArcA-P a niveles 

semejantes a la reacción silvestre (Fig. 16C). Para evaluar la vía intermolecular, el 

heterodímero MBP-H1*-D1*-H2/His-H1*-D1-H2* fue incubado con ArcA-P y mostró una 

actividad fosfatasa menor respecto a la reacción silvestre (Fig. 16D, E)  
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Derivado de los resultados con los heterodímeros, pareciera que in vitro existe una 

preferencia intramolecular de la fosfotransferencia de H2 a D1 cuando ArcB funciona 

como fosfatasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. El grupo fosforilo es transferido del dominio H2 al dominio D1 de ArcB preferencialmente de 

manera intramolecular. ArcA-P purificada fue incubada (A) sin ArcB o con (B) MBP-H1-D1-H2, (C) MBP-H1*-

D1-H2/His-H1*-D1*-H2* o con (D) MBP-H1*-D1*-H2/His-H1*-D1-H2* en mezclas de reacción de 25 µl. En 

los tiempos indicados una muestra de 5 µl fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de los 

paneles se muestran los geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomassie para revelar las proteínas 

utilizadas, en la parte de en medio se muestran los autorradiogramas, abajo se muestran esquemas de las 

fosfotransferencias permitidas en las reacciones B-D. Del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa 

molecular en kDa y del lado derecho la posición de las proteínas. 
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In vivo, la transferencia del grupo fosforilo del dominio H2 al dominio D1 de ArcB opera 

intramolecularmente.  

Para estudiar la transferencia del grupo fosforilo de H2 a D1 in vivo en un cambio de 

condiciones de crecimiento de anaerobiosis a aerobiosis, las cepas ECL5032 (arcBH717Q) 

transformada con el plásmido pEXT22 Cm-arcBH292Q, D576A y ECL5002 (arcBWt), las cuales 

contienen la fusión reportera  λФ (lldP´-lacZ) reprimible por ArcA-P, fueron crecidas en 

condiciones anaeróbicas. A una DO600 de 0.2, una muestra fue tomada para evaluar la 

actividad β-galactosidasa. Tal como se esperaba, la expresión de la fusión reportera en 

ambas cepas fue muy baja, indicando la represión dependiente de ArcA-P. Este resultado 

demuestra que la coexpresión de arcBH717Q y arcBH292Q, D576A restaura la actividad cinasa de 

ArcB y la apropiada formación de heterodímeros. Posteriormente, una parte del cultivo de 

cada cepa fue cambiado a condiciones aeróbicas. En el caso de la cepa ECL5032 (arcBWt), 

un inmediato incremento en la expresión de la fusión reportera fue observada, indicando 

la defosforilación de ArcA-P y por tanto la liberación de la represión de la expresión de λФ 

(lldP´-lacZ). En contraste, un incremento escaso y retardado fue observado para la cepa 

ECL5032 (arcBH717Q) + arcBH292Q, D576A; en dicha cepa la transferencia del grupo fosforilo de 

H2 a D1 mediante la vía intermolecular está permitida (Fig. 17). 

Estos resultados indican fuertemente que bajo condiciones en las cuáles ArcB actúa como 

fosfatasa, la reacción de fosfotransferencia de H2 a D1 ocurre mediante una transferencia 

intramolecular. 
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Figura 17. La fosfotransferencia del dominio H2 al dominio D1 de ArcB, ocurre en una reacción 

intramolecular en condiciones no estimulantes. Las cepas ECL5002 (arcB
Wt

) (cuadrados) y ECL5032 

(arcB
H717Q

) + pEXT22Cm-arcB
H292Q, D576A

 (círculos), ambas con la fusión reportera λФ (lldP´-lacZ), fueron 

crecidas anaeróbicamente en LB líquido amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH7.4), suplementado con 20 

mM de D-xilosa y 20 mM de L-lactato. A una DO600 de 0.2, una alícuota fue tomada para medir la actividad β-

galactosidasa (mostrada como 0 min), el resto de los cultivos fue dividido en dos: un parte fue mantenida en 

anaerobiosis (símbolos abiertos) como control, mientras que la otra fue cambiada a aerobiosis (símbolos 

rellenos) y la actividad β-galactosidasa fue seguida en el tiempo. En el lado derecho de  la gráfica, se muestra 

un esquema de las versiones mutantes de ArcB co-expresadas, para el caso de ECL5032 (arcB
H717Q

) + 

pEXT22Cm-arcB
H292Q, D576A

 , así como la fosfotransferencia permitida en condiciones no estimulantes. 
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Discusión: 

El sistema ArcB/A de E. coli regula la expresión de una gran cantidad de genes en 

respuesta al estado redox del medio. Este SDC se encuentra activo en condiciones 

anaerobias y microaerobias de crecimiento, mientras que se inactiva cuando las células 

crecen en condiciones aerobias (3, 23, 49). ArcB es una cinasa híbrida y ha sido un modelo 

de estudio para este tipo de sensores, debido a que fue uno de los pocos en los que se 

demostró que existe un fosforelevo y un fosforelevo reverso tanto in vivo como in vitro 

(24, 25, 62). El ambiente reductor genera cambios conformacionales en la proteína, 

favoreciendo la reacción de autofosforilación a expensas del ATP. Ha sido demostrado que 

ArcB, en contraste con muchas CSs homodiméricas, se autofosforila a través de una 

reacción intramolecular, siendo requisito que el sitio de unión a ATP y de autofosforilación 

(His292) se encuentren en la misma molécula de ArcB (61). Sin embargo, en dicho estudio 

no se aclararon los pasos subsecuentes, respecto a la transferencia inter o intramolecular 

del grupo fosfato entre los monómeros.  

Además de la reacción de autofosforilación, los transportadores de electrones quinonas y 

menaquinonas actúan como oxidantes y reductores de ArcB, participando en su 

regulación mediante la formación de enlaces disulfuro entre monómeros (5, 52). Por otro 

lado, ha sido demostrado que la regulación catalítica es realizada a través de movimientos 

rotacionales que alteran la porción citosólica de esta proteína (44). 

Recientemente, ha sido de gran interés elucidar el modo de transferencia del grupo 

fosforilo en las cinasas híbridas, en particular ArcB. Jovanovic y cols (2015), analizaron el 

fosforelevo mediante predicciones matemáticas y estadísticas, así como experimentación 

in vivo. Las variantes de ArcB, con mutaciones puntuales en los sitios de fosforilación 

(His292, Asp576 e His717), fueron expresadas a partir de plásmidos de alto número de copias, 

bajo el control de promotores inducibles con IPTG. Los autores observaron que la co-

expresión de una copia mutante en His292, Asp576 o His717 con ArcB silvestre resultaba en 

un fenotipo comparable con una cepa mutante en arcB. Con estos resultados, los autores 

sugirieron que la fosfotransferencia en ArcB ocurre por un mecanismo cooperativo y 
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alostérico, en el que todos los dominios y sitios de fosforilación deben ser funcionales 

para permitir que ocurra la fosfotransferencia entre dominios (39).  

En un segundo reporte, a través de la estrategia Phos-tag usando geles de poliacrilamida, 

se analizó la capacidad de mutantes de ArcB de complementarse para restaurar el 

fosforelevo in vitro. Esta metodología consiste en observar un retardo en la migración de 

las formas fosforiladas de las proteínas en geles de poliacrilamida. Los resultados 

sugirieron que las dos transferencias del grupo fosforilo involucradas suceden en 

reacciones intermoleculares (41). Sin embargo, ambos reportes no permiten establecer 

una conclusión clara. El hecho de alterar la relación in vivo  de la CS respecto a su RR, 

resulta en una reducción de la actividad del regulador de respuesta como ha sido 

previamente descrito (7, 26), lo que puede explicar el fenotipo semejante a una cepa 

ΔarcB a pesar de que la CS está siendo expresada. Por otro lado, la metodología Phos-tag 

tiene una sensibilidad y reproducibilidad limitada y requiere el uso de grandes cantidades 

de proteína, lo cual puede incrementar la presencia de fosforilaciones no específicas.  

En el presente trabajo estudiamos las vías de fosfotransferencia en el dímero ArcB, por 

medio de ensayos de complementación in vivo e in vitro de variantes de ArcB con 

mutaciones en los residuos de fosforilación. La metodología in vitro que utilizamos 

permite el estudio tanto cualitativo como cuantitativo de la transferencia del grupo P, en 

este caso de 32P, sin el uso de cantidades excesivas de proteína. Esto nos permitió detectar 

y analizar las proteínas fosforiladas. Con el fin de estudiar la complementación in vivo, 

utilizamos plásmidos de bajo número de copias cuyo nivel de expresión es a niveles 

silvestres, lo cual verificamos mediante inmunorreplica tipo Western blot. (Fig. 12E). Las 

estrategias utilizadas aquí podrían resolver los problemas metodológicos mencionados, 

los cuáles dificultan el establecimiento de una conclusión. 

Nuestros resultados mostraron que durante el fosforelevo en la actividad cinasa de ArcB, 

la transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 ocurre exclusivamente en una reacción 

intramolecular, mientras que de D1 a H2 sucede preferencialmente de manera 

intermolecular, estos resultados también fueron verificados bajo condiciones fisiológicas. 
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En un estudio similar, Uhl y colaboradores (1996) estudiaron la complementación 

molecular in vivo de la cinasa sensora BvgS de B. pertussis para analizar la participación del 

dominio de fosfotransferencia en esta proteína, el cual al parecer recibe el grupo fosforilo 

por una vía intermolecular desde D1. Es probable que la vía de fosfotransferencia para 

este paso esté conservada en algunas CSs híbridas. Por otro lado, la actividad fosfatasa no 

fue estudiada en dicho reporte (74). 

El alcance de nuestro estudio incluyó estudiar la transferencia del grupo fosforilo en el 

fosforelevo reverso del dominio H2 al dominio D1 durante la defosforilación de ArcA-P. 

Los resultados obtenidos sugieren que la fosfotransferencia desde el dominio H2 al 

dominio D1 sucede de manera intramolecular. Al parecer, en la actividad cinasa de ArcB, 

la fosfotransferencia ocurre mediante una vía determinada, la cual es diferente a la vía 

utilizada en la actividad fosfatasa. 

Este hecho es interesante, puesto que en ArcB los residuos conservados Asp576 (en el 

dominio receptor) e His717 (en el dominio de fosfotransferencia) participan en ambas 

actividades excluyentes: cinasa y fosfatasa. Por lo tanto, nos interesamos en estudiar 

cómo es que pueden discriminarse dichas actividades. Nuestros resultados sugieren que 

las diferencias entre las vías de fosfotransferencia de ArcB, en el modo cinasa y fosfatasa, 

podrían estar asociadas a movimientos y ajustes conformacionales que permiten que los 

dominios D1 y H2 de monómeros adyacentes se aproximen para transferir el grupo 

fosforilo en trans. Por otro lado, en estado fosfatasa, estos dominios estarán próximos en 

un mismo monómero favoreciendo la transferencia en cis. Probablemente, estos ajustes 

conformacionales están favorecidos por la presencia o ausencia de la señal, determinando 

así la dirección del grupo fosforilo hacia ArcA o a la liberación como fosfato inorgánico 

(Fig. 18). Sin embargo, la obtención del análisis cristalográfico de ArcB será necesaria para 

elucidar los ajustes conformacionales que suceden en cambios en las condiciones redox y 

así comprender por completo las vías de transferencia del grupo fosforilo en ArcB. 
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Figura 18. Representación gráfica de las vías de fosfotransferencia propuestas en ArcB. En condiciones 

anaeróbicas de crecimiento, la autofosforilación a expensas del ATP ocurre en una reacción intramolecular 

resultando en la fosforilación del dominio H1, entonces el grupo fosforilo es transferido al dominio D1 por la 

vía intramolecular, después en una reacción intermolecular el grupo fosforilo es transferido al dominio H2. 

En condiciones aeróbicas de crecimiento, ajustes conformacionales de los módulos catalíticos de ArcB, que 

además permiten la formación de enlaces disulfuro en los residuos de cisteína, conducen a la transferencia 

del grupo fosforilo de H2 a D1 mediante la vía intramolecular. 

Si tomamos a ArcB como modelo, las CSs híbridas podrían operar de manera similar, 

determinando el destino del grupo fosforilo a través de ajustes conformacionales que 

favorecen determinadas vías de fosfotransferencia dentro del dímero. El conocer estas 

vías de transferencia en una CS híbrida permite sugerir características estructurales en 

estas proteínas, las cuáles determinan la dirección del grupo fosfato en los eventos de 

transducción de señales que resultan en respuestas adaptativas en bacterias (Fig. 18).  
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Conclusiones: 

- La vía de fosfotransferencia del dominio H1 al dominio D1 es intramolecular en 

ArcB cuando es activa como cinasa. 

- La vía de fosfotransferencia del dominio D1 al dominio H2 ocurre preferentemente 

de forma intermolecular cuando ArcB es activa como cinasa. 

- La vía de transferencia de grupo fosfato del dominio H2 al dominio D1 ocurre de 

forma intramolecular cuando ArcB actúa como fosfatasa. 

 

Perspectivas: 

Obtener la estructura cristalográfica y tridimensional de ArcB para elucidar los ajustes 

conformacionales que ocurren en el cambio de condiciones redox y así comprender por 

completo la transferencia del grupo fosfato entre los dominios catalíticos de esta cinasa 

sensora. 
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thC' rt'VC'r.iC' t) h o-"Ilh ()rr l ~y, r('Spoo~ i h IC' for ttlC' phfO:'<p hams.c 
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are luenlillab!e, Jll~y b ~ u pe l'uliu!( UU rlJlg An;B ~igu,d ing (39). 
O n rhe other hand, in n later study based on j" ,-'Uro comp!e
mentat lon 3nalyses, it was proposed t hat the -P Iransfel's fm m 
HI lu VI um! [rum VI lu H2 un;ur ill l ~fmu l l'Cu !arl y ¡:>li) , 

HC're. WC' Ilr,~nr rr~ll l t~ fmm ¡H ,'itro lln <"1 in I'¡W¡ expC'r1-
ments address inB the aboye mentioned d isc repaney and extend 
these S!Udle:s to mclude the charactenlation o( the H2 to D I - P 
l rallb ler ~ lep. ill'·o!vlo'u iu A rcA P ut' vhU!> phurylaliull uurill)!. 
s igna! decay. O ur resuhs demonSlratt'" that rhe --P t rans fer from 
111 lo D I oceur~ e xc1u sl\'<~ly intramoleculariy, whereas the fo l
luwillg sle v (j.t", [mm VI lu H21 OCCUTh prefe ren liJlJ)· illl~mlu 
1('!'ul ~r1~· . Finall )", t h!' H2 ro 01 - p t ran<:fC'r, rr spoo~ ihl (' for 
s igna! decay, shows a clear p reference for the in tramolecular 
reaetio n. TIte cOll>equeuees o f the pro~osed - p t rans(ers 
belwe~ ll lhe valiuu~ Arel) mud ul t's fUf lhe f t'gululioll uf sigllu! 
tTiln.~m i s"in n ~ !l(1 .~ i grm I <"1 ('C~y of t h!' ,\ re t.wo -eompmlC'nr sy<;
te m are dl 5CUSSed. 

Results 

Probing rhe mode of pho5photyl group ulln5fer from rh e 
tran5mitreraomain ro rh~ r~c~i~r domain of Are8 

Autophosphofy!alio n o f the t r ipart ite &!' nsor kinase Arell 
wns sho""n to be nn imrnmolecu lar reaction ( 3~, 38 ). wherens 
contrad lcto ry resulB we re reported fo r the rnodeof -1' t ransfer 
in the two 5ubsequenl sleps (::l l!, :>\)). T herefo re, we nllempted 
l o 1 "'~k· lI ,, · " " kit· "l ll l" S' · _.p I nUl., ln sl, ·I'S I ) ~ H" " I'I' ", ,,,, .¡, 
different from the ones used prt'"\·iollsly. 

T o th is end. "·e generated N-terminal 1 lis6 -tagged cytosohc 
W 'J' und mutanl Arcll \'a rianls (he reafte r refen ed to as H ISG 
H 1-n 1- H2), <'H f)' ing si ngl l' or nml ri pl<, ll11 nrtu ill muta r ion ~ 01 
the conserved phosphorylatlon sltes, 11\ other wOl'ds, Ihe con
sel'yed h istid ine :ln in H I was reph ced by ¡:;lutamine (hereaft er' 
r.-l,·nn l l " ~s H I '), 111<" "'",,, ...... , ,,] 3~ 1 "',.r H I '" 57F; i" 01 \\' H.' 

repl,lt"ed by aJanine (hereafte r refer red to as O l ' ), and Ihe con
served h istrd ine 7 17 in ] 12 was rephced by glutauu ne (hereaft er 
refen-ed to as H:¿'). WT aud single aud 1ll1l1l iple -mulant 
H i~- HI - o l - H2 prolein<; .... C're pu ritk <1 , ~1H1 thC'ir ahi lily ro 
autophosphoryJate and t rans phosphorylate I lls6 -ArcA (hereaf
le r re fer red !o as ArcA) was tesled, ArcA "NaS rap idly phosphor
ylll l, ·d h ) H i~h- HI - J) I-H2 (Fi!;. 111 ). 1" ' 1, "01 hy Hi',-.-H I ' -o l 
H 2, His6 -H I -OI ' -H2, His6 -H I-Dl -H2", or His6 -HI ' -D I'-H2 
muta nt proteills (Flg. Si. A - D ), in agreement wlt h pre" lo us 
reports ll:.l, 1::1). r he abilily of co mbinations oí mu tant H ISú-
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C) ::: ;; i ;§ ;;¡: Jornq'cc) 

)
2°D''' .. _H I._Dl'_H! ~~ - - - HI' ,,_H I_DI,l r:' 

'. ; 0 - - /t1 .. -Ar:A 

" D I¡¡'. ll l •. Il - • • 112." ~u - - , • 
50 fl ,'.- Il I-IJ ' -fl2· -P 

~~ - Ih e A","' .? 

o, 

.'!.-e,~.: •• )".e,e,',,,e7, .¡c,~,,. 
Ti. ,. ("-"") 

_ IlI_DI·l{l 

.... 1l 1' -Dl'-H:,]-l I -OI -Il2' ..... ",._,,,-,,,,,,.. ,-,,,'-,,;> 

FIg ~ re I.A J<A p ho.pho'yl .tlon bv HI •• -Ardl"' -" · ~nd b~ oombln ~tlon. 
o f H I .~_Ar<:B,a -". pl>o..,ho ,,,I.y mut. nl • . ?uriroed ArcA 'H~' inoub~tod in • 
30-,.1 r"action ,.,i><fure w.t h lr uPlA 11' and I h ,-I n ·IJ1 · 112 (A l. Hi:5c,-Il l ' U H 12 
aM Hi\;--H l-m ' -HJ (Il), or Hi:V H1' -rll'-H; ~nd Hi<ó-H1-rll -Hl' (1) _ r.t l he 
Ind lCJtcd lim e Intcr\"a ls. 5 ¡.tJ ~"""ICi wcrc: wlthd rJWII Jnd subJcctcd te SOS 
FAGE ... ,. I ~, i"-C"",n.,>i,, Bl u ..... l. llw ~.,¡, ,<'V"" l in~ ~ ,olrl" lo ... ,U. ilw IIUI" . 
~I<I , corre' pond lnq ~!oradi~qnm. \middlt p on,'.), a nd <eheme< .h~winq 
!M e pt'"rmitted --P t .. n,r...., inlo !\Ie8 d ime .. (ttolTom pa~~,) ",e P""""!ed 
Th e mnl~< LOI ", m."" <1~ nd",d v.ol"", ~t D.'1 ." 0 <hn'Hn nn t iw' Il'fI, :onM l he 
~i l,,,, , u f ... ¡J, p ul)'!"'ptid .. ill U,,, ..,..I h indic;¡¡ l .. d UII ti", ,j¡¡h! u f ~~d) ""'''",.. 
D, r~I .liy<, amo",,! al AKA-f formed , ~, q u~nl jfjed by den , ilomel, ic . ",,1)' ... 
e l Ihe a u1«l!dioql m. llll. ,t'"p,e.",,! t he ~ve'3Qt'"' t,om al 1"",1 tt1,,,,, inde· 
fl""ndf>nl ~'f"', im ..... r.. aM SU ' ·31, ... , "''0' /){)"l ~r~ ind i"nM _ 

H I -D I-H2 vu r iun ls Lo tm ll s¡.>hus¡.>hu ryla le Ar~A wa, lhell e\ ;u
UU IOO. No Arel'. phosphoryJa tion W9.~ obscrvoo in the rcaet io n 
m ixture containiog l lis" -] 11 ' - 0 1-1 12 aod I Iis"- I I1 -DI '-1 12, in 
which only in te rmolec ular HI !o LJ 1 phosphol ransfe r is allowed 
(Fig. 1. B unu Di. O u Lht' ut.he r h uml, u w~ak AleA phu~Vhuly
lal io n, ~ · 30% of t hllr o bservcd by rhe WT His6 -H l -DI -H2, was 
o btained in the reaction mixture contain ing llis6 -111'-0 1' -1 12 
and His.;-H I - LJ 1 -H~', III whieh o nl)' the inlra moleeula r H i lo 
J) 1 ~ P 1 r :l "sl" r i., I )~ r "" II"d (Fig_ 1 . e" '" I fl i , ¡" di, al in !; L Iml 1.111-' 
-- P t ransfer from Hi to 01 occurs int ramolecuJarJy Howt'"\'er, 
th is co nc!usion is ha mpered by the fact Ihat none of the com 
bmations was able to res to re the phospho reJay at \ ITI AreD 
levels, mos! likel)' <1ue lo the in5uffícienl heterooimer fO l"lllal io ll 
i" 1,10 .. rn,,"! io" '" i ,1 LO r< '. 

To t'"n sllrt'" hd erodimer fo rmat io n, a set of plasmid s car rri ng 
arabinose-ind uc lble MDP-tagged ] 1 I -D I- l 12" JTlanlswereeon
sl ructed and hansfo l'ln ed in strai1l5 halboring plasmid5 tha! 

J. 810,'. (tlern, (20 · ~ ) :<93(34) 13214 - 13223 13215 
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Flgu r" 2, Prob hl g Ih .. mode o fH1 lo 01 _ P yro~p tr,,""er by /11 .. /tn. pho.plwr~ l.oy ~"mp l~l1lQn t.tI ,, " ... .. y. u. rllg HI •• _AI ~B7a -7>"'IMBP_At~B7a _7>'" 
d lm . .. . A, cv ... e~,e"ion o/ Ili." -l n ' · Ul ·11 2 (Io,,~ ' 1, JII\w· 111 · LJ 1' ·112 (la ..... J I, a no Ha., -I11··LJ 1-II2IMU P-I 11·Ul '·112 (la ..... 3) "' •• • n .l ~ze:l 1>'1 ~~I' ... r..~ and 
(oo",",,¡ .. Bl u .. ,!a.inin'l. OVe,e :<p r",,""¡ protein, ",ere pu rifj"" ~y Ni--NTA ~ffi nity ch rom.l"9raphy, 3nd the ,,'!llion f,amen, el H ¡ ,~- H I · -Dl -Hl VM~ 4~ 
M8 P H 1 0 1· Hl (kI/I(' S), arld HI¡" H" 0 1 HllMSP H' DI" Hl (!or;~ 61 ~rc anaiyn'<l by SOS P¡\G:: JI'I d vl s.u allzeo by Cox:mJ5s l~ Blue ,Ulnlng. pUllncd MeA 
W~. i n~u b"l...J in • 30-11.1 , ,,,,~l iu,, ,,,,xlur .. "ilh r.,.."PlATP ~ , Id pu ,ifi"'¡.Icu· .. lut.-d MBP-H l-Ol ·H2 (/f." Hi>o·Hl ' ·0 1·H2JM8p·Hl·D 1 <·H2 {O , UJ Hi".-H1' ·01 ' . 
HliMBP·Hl ·0 l -H2 (O). Al lhe iod i<~led t ime interv" " 5·,,1 ' . 111>1 .. , W.' " wjlh d,~",n .nd s.ubjo<ted lo SOS-PAGE ~n")'S; " Coom~ .. ;e B: ue· .I~ nHl «el. 
,,,,,e~ ~n9 prol" ¡ n ti> nd, (top p<lM/<I, the e o rr"'pond ing auto'3 diog,am. (mi~~ pan.t, i. and .rneme. ,howi n g 111 " pe ,milted . - P t , ... , ten (be ttom p<ln.t,) ~,,, 
p, p'if'ntPd. nv. mnl .... , ~ ;v ""' '' " . nd., d v"'"." IkDM " f' ,n nwn nn th .. il'ft, . nd TIw' p".m" n d ..... h pnI)'M\T k1 ~ In the 'l~ l k lrvl'c""pd " n 'hp tfgflt ni PM" 
!iUf,d. E, ,,,,¡¡liv,, ~rn.,",rnl r.>f f,,~r, P furrn~'\J, "" ~wl1t;rll'tl lly ,*"",i lu ", ~'lrk ;'- lilIy>i. uf lhe i/ ul",;xJ iu~ I " " "" Oab I<.¡>,,,,,,,nt lhe il V~~ ~II"" ¡,ur ll ~ l 10i/.\ Ihr~e 
i nd~p"n d"nl ~~p .... imenl. , alld th .. S,O. valu ... i~rror 00,,1 are indicaled. 

express complementa r)" 1 I!s6-lagged III -D 1-1 12 mutanl pro
te ins, .\ he desif€d combilla tio ns of MIH'- tasged and His,,
tagged pw tein versiolls were simul lulIeously ove re.~pre5sed 

H,u l I Jl lr i li , ~ 1 u nd, ' r m. l iv.' " . " " Iil ion~, II s inJ\ N i- NT,\ Hllin il y 
c hromatognphy, According to this ~ pproach , o nly His,,
tagsed lMilP-tagsed p ro tem hele rodune rs and 1 I!s.,;- tagged 
p rotein hOlllodimels should I:>e purified , and ¡\l l:ll'-t .J.sg€d pro
( .. i" 1" " " " d i nw,,, ., lI o ulll nol lo" . A n , ' l H "'pi. , .. n .ll i, H ppm a! 11 j , 

prt'sented in rig. 2A. T he obta ined re-su lts demo nslral t' Ihal 
1 hs"- I IJ "-D I-I [2 J Ild M GP-I ll -D j ' - I 12 wt're readJ!y overex
p ressed (Fig. :lA , ¡'lfIfS:1 and 3 ) alld that oll ly Hisú-H l o- Ll l -H:.l, 
:IIu l no l. Vl RP-HI -fl l ' - H2, w"s r .. ¡" i,w tl lo) , ,, ,, 1 ,, 1 1J1.~d Imlfl l .h ~ 

nickel-nitrilotriacetic ac id re-s ill (rig 2;1 , limes :; a nd 6). How
ever, whe n bolh proleins were co -expressed (Flg, 2;1 , ial/e 4), 
the MIW_H I_Ll}O_ H2 prote in co -eluted wilh His,,-H I ' - JJ I-H2 
lo " 1",,,.,1. ~1 " ¡" lI i " "I ,,lri( ' " ",,, unl., (Fig. 2.-\ , ¡''''", 7), <-, n., " rinJ\ 
heterod imer fo rmation. 

Smgle MDP-tagged proteins , used fo r hete rod imer forma
tion , were pun fted and sub¡ec ted 10 111 ~ltro ph05phocylallo ll 
assays with [-f·Y I' IATl' and His(.-A rc A. U nly the M I:W-tasg€d 
p ,'O( .. i ,, ~ I",vi " p, :1 \"('T H 1 " .. r .. ,Ibl .. 1, 1 ' " IU )1'1" "'plu" yLll .. (Fig. 
SIr), and o nly the MBP-H l -DI -H2 wa'i ablt' 10 t ra tl'iphosphor
ylate ArcA (Fig, W l, indicatmg that the pUrl fled protetns have 
the exrecled ac tivit ies a nd Ihat the N-ternllnal M I:I l-' tag doe5 

1 3216 ; . a¡,j O 'l" 'I. (2ü )8) 203(31) . 321,1 13223 

no t interfere wit h the actlvity of Are Il . Subsequell t ly, Ihe Jbility 
of the His,,-H I ' -I)I -H21l\-\HI' -H l - JJ I ' -H l heterodimer, in 
which ollly internlolecular phospho ryl gro up t rJnsÍer ffOm HI 
1" ni i, \ )(' rIl IlU ". 1, l." 1II I1.-1i" '1II1I)' "' '''' p l'''' '' ',,1 ~ nd Ft", I" F< ' 11", 
phospho rt'lay 10 AreA was tested (n g. 2Q. Although the MBr -
1 lI -D 1'-1 [2 prote lll was ra pldly autophosphorylaled , no 1 lis"
H I o_JJI _H2_P was observed, a nd a lmost no ArcA-l' was formed 
(F ig .. 2, C~ lId n , s " gl'."sli" g llla I U,, ' H I lo fll l ,h "s l' lI ,,(r~ II ., lá 

does Ilot OCCllr inl t'rmolecularly. In cont r~ st, the His.,;-H l o
D J' -I [2/ MDP-l lI -DI- l 12 heterodlmer was found lo re Jdily 
transphos phorylate ArcA (Fig. 2 , D and 1:. ), ind lcating that the 
pl"" I,h m 'yl J\r< 111[> 1. .. :1 1l ~I .. r 1" "" H 1 l." f) I , 11 '('11 m i" l n l m, ,11" 11 -
Jarly, al least l.! vicTO. It has to be noted that phosphorrlation of 
1 hs6 -I I I '-D I'-1 [2 was also observed , most Ilkely d ue lo inler
molecula r phosphoryl group trall , fer from LlI to H2 0 1' frolll 
Á r('!\. lo H2. 

To verify ¡he i n V¡[ro rt' 'illlts by m viWJ exper ime ll ts, low
copy number plaSllllds carrying the a rcIr""ZQ.=76A (pEXT12 
CmA.rd J' IZ".,,,.v. ·, ...... ) alld arc8"LY .. '<J (pEXT22Cm.'l. rdJ' IZ".,,,) 

mutant aHeles were s ene rated and trallSformed, respective ly, 
i"lo I.Iw f1r<: RH 71 7Q (! FC 2i'¡( 2 ) :11,,1 "N.~5~ (IFC.200 1) mil i mil 
st rains, both cury illg a Áw(eydA' -i.uZ) reporter (40). P1asmid 
pEXT 22, WhKh was re po rted lo have 1- 2 copies lcell (41), and 
a r eS mutanl alle le:s unde r the control of the native <1 rcB 1'1'0-

d ASBMB 
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flg<J r~ 3, (o_""p.~ • • lo ll o f Qrc¡¡H11 1Q ~ nd o,cBH l 9 l Q,DS76A r~.t o r ~. 

Are O IIctlwltJ ~nd r~o l~tlon lA ~port .. , ooxp ' .... lon . Colru .... ot , tra in 
ro '>1)0 I (~,rl!""') (A) a nd ,« i ''''Jl'niL "rai", r Cl '>1 "14 (n,ril ) (/1) ~ "" 1f0 1ll ' 
( ~,cSu""") (O hJrborlnQ pI~5mld pUTllCml\rc3"""" <IIl d Ifarol 
(",<8"-" "') lO) I""bo,; n~ p l'''!lid ¡JEXT22(JJl A,<I!"'""" C', .~. ~II o.;¡¡ ' J}' in~ 1"" 
ArdI· P- . ct¡. ... ub:e ~ 'NC)'dA '.¡"d) rOl>Orte ' . ..... "'" .. ,o 'Hn .e,ooic'¡ ly in LB 
bulte.ed 'Hith 0.1 ,W MOI', I,pl I7.4) and .up~lemented ""';Ih 20 ITW 1>"")'Io .e. Al 
an ..t". .... 01 U.1. one al iquot wa. oHithd,a",n. lo meuure Ihe p-g>ll actillity 
(M"fIlnl'<1 ~, O ..... n), .nd Itv. .p,1 nt thf> r ,. n JJP w., n l\.1f11'd In , .... "'. Gnp p~rt 
W~> ~c~1 u n,.k~ aI.'.o l!i<. cOl1diliom (:.ifc lt:> l ~ >~ cOl1t,oI. "¡J<.~ ""> tll"ut"~~ .. ~, 
!Jl ift\!J tu ." .... 'oo . .",i' (",~Uf"), ,md lh~ l iffl~ cu .. ""o(IIl" lkriJI ;J{.liv i l~ w." 
tc. o .... 'ed. 1 ti<' d , l. , .. ~,....,rlI 1t1 .. '-'''-' '1.' Ifom Ih,..., ¡n<tepend ... 1 ""peri
men" . ..,d th .. 'iO. ~~lue, (~rmrbor<) are ind icilled 

m oter "'ere c hosen to avo id the overexpresslon of t he sensor 
kjIlJ5~. Th b i, beutu~ d~lur liu[[ u l l h~ Au;B¡Au;A ~uj a;~[[ l ['a 

cion balan('(' has b('('n reported to produce- u n pre<liccable cffC"Cts 
on reperter expresslon (42). Indeed , Western blot analysls 
using Arel:! poIrdonal a ntibodies, raised agamst purified His .. -
Ar( I$,·-520 (10 ), r~ v~J l~lI lha l all plusllliu -'-' u fJJ~ urcE u ll~I~5 
producc s imilar to \\íT I('vels oí ArcE protein (Hg, S2F). Sub
sequent ly, t he phenotyplc consequenees of the abo ... e tl escnbed 
st rains were ana lyzed by changes in the in "¡Y() levels af phos 
p hll r)'IMNl Arc,' , n.~ inrlic~tNl hy thr ('x p rc!i~ ion 01 rhC' Arr ,' 
P- ac!ivatab le ... ' I' (cydA' -facZ) re jxlrter (rig, 3'" As .. xpected, 
<l/'cE-null phenotypes were fou nd fer strains IFClOO2 
(ardr-°1 7Q) a mI IFC2:00 1 \" ",.!P5 76.A ) lIJKl ",, 1o .. n 11,,· I'I H ~JJI¡ tl 

bo rne arcsH717QD576A and nrcJtl
3 02A "'ere t"xpresst"d in !he 

I:J,n rcD mutanl strain ECLSOO4 (Fig. S2 , .4. - D ), in agreement 
"jlh l h ~ in I'Uro ]'~ulls a ll u pr~viou, r~ polt s (1 2 ), Mu['~uvel', 

express ion ef the plasmid-borne ilr cJ1ll'nQ in Ir C200 1 
(arc[/yS7,.,,). where only intennolecular ' - P t ransfer from 111 to 
VI is pef ll1 itted, l'esulted in an arcb'-n uJl phenotype (h g. 3, B 
~ n<"1 C). 1n conrmsr, C'X l>rC'!i~ion of chC' pln<;m id-horrw 
wcDH

::J9=,DS76A in IFC2002 (a"cDH7UO), ",here onlr intramo
lecular phos phoryl gro up t ra nsfer from 1 JI lo D I IS permitted, 
re , ulted in WT le\'els ol reponere-xpr"ss ion (Fig, 3, A and V ), in 
~ ('Cnrd R n('(' ""i th ! hC' ah,)\',' prr~ll t ,'« !11 1'! [m rC'~lI lt"- Th r rr fnrC', 
it ap pears reasonabl .. to condude Ihat an intramolecula r mode 
o f ~ P h'aJl5 ferop<'rates fwm H Ito 0 1. T hlS result also suggesls 
lhH!. 1.10 .. in vil'" _.p I.fH Jlslá lmm 0 1 lu H2 , W('lIr, i Jl !. ' "r" ",I , ~ ' u -
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larly, although the IIltramol '-'C ular mode cannet be "xduded. 
T"k,," 1." )\"II,,, r , 1.11<-' " I" ,vp r"~,, lb fro" " 111<-' ¡ .. vil", ",,, 1 in vil,,, 
C'x p.--rimC'nls p rfivirl C' Slrn ng ,--v irli'ncr rh~ t Ih.-. phosphord~y 

along Are B comprises an intramolecular H l ro DI .. P transfer. 

Probing rile mod~of ~p lrall5fo?rfrom D 1 lo H2 withirt rhe 
ArcB djmCf 

We then asked whether t he D ilo 1 [2 - P transfer step wit hm 
Ardl di lll~rs UClurs in lru - u r ill lt'rlllula:ulurlv. T u ll lls ~Jld. Lh .. 
His,,-H I -D I-H2'¡ MBP-H I'-DI '- H2 hctcrodimcr, jX'rmitting 
mtermolecular ' - P t ransfer, and l li s,; - l J 1"-DI"- II2" lMBP-I !l
l>1-H2 heteroclimer, pennilting intramolecular - 1' transfel', 
wC' r.' ohm inr rl , And Ih,' ir a hili ty to ('mn l' lC'rr rh C' phosphor,' lny 
and t rans phosphory late ArcA was evaluated. His6 -HI-DI-H2' ¡ 
M BP-Hl"-D I ' -H2 was found lo phos phorr lale ArcA al W T 
Ár< 'R l" v .. I", "l ... r,.; ,s 11,.. His., -H 1· -01·-H2' / MRP H l -D1 -H:! 
heterodimer phosphoryl~ted ArcA al a significamly lewer ru te 
lFlg, 4). In CG nlrast, hemoduners cempo>ed by anr of t he ArcB 
mul;U\1 \'ariallI5 w~r~ u llabl~ lo phu~¡¡hu r ylul~ ArcA trigo ~l). 

T 1o",,, r" su lb ¡JI di, a l" 11 ",1 Ilw D I lu H2 - P 1 " ",., 1 "r .,1 " 1" "~ ' u ,, 

prefe rt" nt ially inlermolecn larly in ViCTO, in agreement ",ith a 
previous study (38), Indeed, in lhe aboye prese nted J/I " /l'O 

cum¡¡l~m~n l ~l iull J55Uy, cU-~llpr .. ssiun of lh~ iU'd/"nQ ~11(1 
ilr cB"2?2Q.D57<iA mutant alld c:o; rc-snltc-d in WT Ie-vd s of r('
porter express lon lFig. 3D), indicalmg that an mte rmolecular 
l> ] to H2 phos¡¡hot runsíer does oc<:ur during Úl ";I'Q Arcl:! 
~i gnn l i n g. T hC' rl irC'ct. rVll lllnlÍfln 01 nn im rn mnlN'1I 1ar _ .p 
t ransfe r íw m DI 10 H2 l.! yil 't>, requiring the expression of 
ArcHlJ,1óh .l Lf J1L! and Arcl:!' 1:1.,,,,,, hO\H~\'er. IS unatt.J.inable 
IK'ca,,,,' 11 ... _ .p Ir"Jls lo' r s l, 'l' frm" H 1 lu 0 1 i ~ " lI l n~ i ," ' ) Y ¡"I ca
molecula r, rend t"ri ng the use of a WT ArcE ma ndatory, which, 
m turn , impedes Ih .. d lsc r iminal lon belween lhe lwo modes of 
-p L l'a ll sl~ r. Tu drculllvt'n l l hi~ ¡¡ ru bl ~lll, w~ r~~sumo'd lh ~l 

('x p r('~, ion of incr('asing amounts of arc~MA.H7'7Q in 
an arcD""- background slrain sheuld favor ArcBD57<iA.H7J70¡ 
ArcHwt heterodimer fo rmation. Hecause 5udl h €lerod imers 
allu w unly illlralllol~ culur 0 1 lu H2 Vll<,-'I>phulran!>f~r, a r~uuc 
t ien of the ArcA-P lco.'cls soould Ix- obrainro if an intcrl\lOlccular 
D I le l 12 ' - P transfer "'ere lo be favoced. Because o\'erexpresslo n 
oí a sensor kinase m,IY haY!' u nellpecled effects on lU> 5ignaling. 
iJl(" rrn~ mnr('nrmtinn ~ ni arcR""92Q,D576.A in Ih.' flrcW'" hart
grOlllld, fa\'o ring the formation of ArcBH:l'nu, ..... ·""A¡ArcB .... het
" roduners that pen nit both mtel - and intranwlecuLar l>1 to H~ 

I' hosl'h" l.rn II sl"" \\H' ""~ I "" H "" n i ro l. 
To th i'i end, plasmids pBADArcBH~i>:lQ,D57'A a nd pEAD 

ArcB ..... ""U.H" fh. carl"}1ng. respectIVely, the arcIl':!!}W.1J>,¿6.'o and 
",,:¡f'-''MA H7J7Q mulanl all d~s uJltl ~ r I h~ (unl ru! 01 lh~ U IUUC 

ible arab inose prom oter we re construc ted a nd transformed 
mto lhe ECLSOO3 strain. whieh carnes lhe ArcA-P- activatable 
A<I>(c)'lJA ' - (<lcL) repo rter (U ). 'J' he t ransfonllants "'ere grown 
nn ~.-.rn bkn lly in thC' l)r"",rllcC' of VR riml ~ Cllllc" n! rntion.~ of ~rnb

inose (0 - 30 J.LM ), a nd at midexpollen tial phase of growth, A600 
of· -05, lhe ¡J-gal acti\'lties we redNermined (Flg. J). Increasmg 
amau nu> a f ll1dudol in the glOwth medium o f the st rain 
cArrying r.hr A rrRH2I>2Q,D57t\A_ f'l (lr(,!i~i ng plH ~mid ri'SlI lr C'd in 
decreas ing leve l:; e f repe n er expression (n g, 5). Because the 
intramo lecub, r Hl to 01 phosphotrallSf"l and both modes of 
I'h'''I' I'''l mr., I''f lro", DI Lo H2 lIro ' l", rmiLl,'tI "" i!.h iJl U'" 
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FI 9U'" 4. P,obl"9 Ih~ mod~ 01 - p 9rouP tr • .,..I...-lrom 0 1 lo H2 /11 vltro . 
Pu nfied A,eA .. ~, i n~ ubated in a _ 1'.1 re...,ti"" milit_. in lhe p ,...,.",ee o f 
1'"( >:'P].'TP, wlrh plJllftNt rt.RP H' D' '·0 (A ). rn pLlrlft ed ... <, H' 1), H;l' ; 
~Bp·HI ' ·Ol·-H2 (g"¡. u, C<M! ... ir,...-J H>.-H I ' ·OI··H~ 'IMSP·H l · D l-H~ (e] . At 
lhe indicoted lime ,nlerv, t>, So,,", "mp les _,e 'l'I'ilhd ro,wn ..,d ,ubjected tlO 
SD5-rAG( """ 'Y. i' Coom."i .. Blu ..... "'ined gel, ",,,,,aling p 'Olein band, 
no; panelsl. lh~ COlrc! pcmdl ng ~ulorJdlogJms (m!ddli:' OOfI('/>).~d ich~mc~ 
, huwing u,~ p'lIlIlt..u - p I, ~,,,r,,,. ¡nlu "'reS dill"' •• (bol!"", P<oY,I'I>, .. ~ 
pre. enled. ! he me: .. ou lar m. u st .... OorO , ·a!ue. (1dJ. ¡ a,e .hown on Ihe Int, 
a~d rh" f"tIiti nn nr ~ ... h f"H"'!Ypl'plin~ in 1M .. g .. ' i:I ;n",~ T<'<I nn Ttw> 119M nf 
eoch po.~el. D. Te l ~t1'1l' ;¡mounl 01 II rcll ? lormcd, as ~ u.:mtlred byd~fl!llomcl 
,;,. "".Iy.i. <>f ti.., ¡¡ul,,¡ .-Ji"""",,,,. [);¡ t~ ' I>¡.>, e ","t Lhe .""'''11'''' rr"llI ~t le . ,1 
lto-ee indepm denl ~xperi rlWfll>, ~ nd lhe S.D. v"u ... le""f 00/1:' • ,e indio: , ( ;,d. 

Arc:BH~i>:lQ. OS76A :AflB'''''' h~ l ~rU{lilller, a lJu5.>iL>l~ ~.~pIaIl.tt iuIl 

C01l111 hr rhRt. rhi' inr rra.~ i ng nmOllnl of .... rdtH2?:lQ'OS76 ... 
homodimers may lead ID -. p transf€ r from ArcA-P tú H2, as has 
been shown earl ier (19), thereby lo"'enng lt;; regulatory actlYlt}". 
Nevertheless, Ihe slrain c: an)'Ulg Ihe ArcB°C.7r· · ·, r.':;Q. e_w ress
ing vlaomid eAhiL>i l~ d n lIIur~ lIuturiuus e[[lo'd. A 10* r lo'duc: 
rion o" r"l)Orf i'r i'xrr{'!;s ion ns ('ornr~ rrc1 wirh rh~t 0 1" rhr 
ArcBH2i>:lQ.OS76A. carrying sl ra in was observed nnder aH lested 
conditiollS (Fig. j). It Ihus appears Ihat , in agreement ..-ith the 
lIi " I tro results , th€ - P transfe r from DI to H2 has a d €3.r pref
erlo'ne~ fur lh~ intlo'rII,ullo'lular readlun In ,'¡ro. 

Probing th .. mod .. ofth .. Hl ro DI - P transfe r for ArcA·P 
deplwspiJorylatloll 

T he am plimde and dumtion of an adaptjve rcspons.c dc:-p~nd 
ún Ihe balance between Ihe r.J.tesof phosphorylation and dephos
phorylation ofthe response regu]:¡ lor. T he sensor kinase AreD 
is a bifunctlO nal enz;)"lll€ that phüspho1'ylale:s ArcA unde r stim-

13218 ;.5ioi. Cll/'lI l I2J 18) 2º3(31) 132 11 132;'3 

.~. 
-~ _ 'W"I 

1 ~ ,wc l 
~ 
~ 

L A",bin",;c 
ll ,M) 

_ urdr"l"rd~""'.<}- jh'~' 

_ ur.-fr' l"rc1J·"·"~· ."n'.! 

Flgu,g 5. EffKl 01 Inere ... ln!! ~oncent .. lkmo of AroB H .... ><L D> ' ... '" 
Arc8~ .... · .. ',.Q In ~ Il ""S- WT ol r. !n o n u,~ .n • ...-ob!c ArcA phoo. 
phorv!atl on In v1w> . 5t<ai n (Cl500J (<II"c8"''l. C~")iing p la>mjd p BAD 
f" rcB~"'",, ·"i,",. tlllQ("~ GQI1I ot p8,'0IlrcB""<C''''''''' (~fQy Nr.:J WJI ~ Jown 
.... ubi .... ' in l B uu¡¡", I'Il ',yj l ll 0.1 '" ,\'IOf' ;; [¡¡H 7,4) ~l1d .UW :"' · ... llte<J ",¡th 
20 m" .,."ylo •• lo ¡ n A".., otO. l. -! he cu!lure w .. oplit to tiv. oc,e'Nooap lub<>. 
(r~ l <'<I T<> th~ ,im) frl , a~3P,oh ;r 'l'Qvlth. ~ rvI ·"," n iM'~ w,,, .~<1fof1 ~T Ih., 
Ind lcJtcd {ot1~nItJlIoM. 111 t he ml d c~ponent~1 p ha;c of gro·Nth VI"" or 
!I.51 ¡l ..... 1 ~<.1 i".,¡ L' w ... ~ ..... )'\'d. F", ~um~ .. ""n ~ UlI'I'.e,. 1>-9:01 .... liviLi ... <>f 
CUSOO3 (biIn .,.,¡th v""'-c~! I.,~,¡ . nd lCLSOO4 (=" . loo" with horizon tal ¡""". ana e, oh" ",hu,~. a,~ ,"',. r '" <'<1_ 111 .. dñ la a,,, """'"9'" f ,nm Ihr .... in~ ... 
penden t ClPct1mcnt~. 3fld !he 5.D. ~~! lJ('1 (mor tICIl5) ¡¡re In o k:~Wd. 

ulalorycondlt ions. ~nd il also dephosphoryla les ArcA-P und€r 
nonstlmuJatory condJl ions /(2. 13. l B. 191. T he fact thal the 
conservoo His7l7 and AS~~7¡; are required for oolh o~~osing 
~div i lilo's uf AreB (1 8, 19) J"J iSt's lh~ inl riguing ~ussiL>ilil )' lh.tL 
rhr forward ~ nrl thi' rrvrr~,' ]lhfH;pllO)r('l~y fin nnt hRVC' rhC' smnC' 
pattern wilh rl'"'ip€"CI 10 mter- and int ralllOIl'"Cu lar phosphoryl 
group transfers. 

To lest Ihis. Hisó· ArcA 1_13l. (he r€aftell"eferl"ed to as AlcA 'j, 
Lunlaining lhe rIo'llo'i\"H uomain lHt l la~k ing lhlo' DNA-l>imling 
fl omain. was pnrificcl . .... reA ' WAS U>í'r1 i n sff~ad of t.hr full -IC" lgth 
His,,· .'I.rcA due to Ihe tendeoc)" of His,.,- ArcA-P tú aggregale 
during its purificatlon process (l S)_ The purified protein "'as 
illcuooted with MI:II' · H 1- J> l -H:l in Ihe ~resence of [".. :J2 l'lA TI' 
to gellerate A1'eA'-I'. 'I he producto ArcA'· I'. ",as s€paraled 
[10m MBP H l -DI -H2 ~ 1!(1 1_.,._3'PJATr UILU "as useu ~s s ub
"mI,' in rho~pharJl <;(' ~s""ys. As oh~r r\-Nl IJr(,'i iollSly, A)"(' i\ ' . r 
was sl~ble , ami it maintained in il , phosphoryialed SI~ l e during 
the experunenl (Fig. tiA ) (lS). Dy contras!. both MDp· llI · 
J>1 · H:l and M I::l P-HI ' -VI -H:.l were sho"'lIlo rapid ly dephos· 
¡.ohur) lale ArcA-l' (h g. 61J nml Ftg. ~3A ), wherlo'uslhe HisG H 1'
f)¡ · H2"' anl1 H is,- H ¡ ' -f)¡ ' -H 2' WC'H' Wil hollf '-'¡IN"r (Fig. s,'1. R 
and O, in agre-ement wilh previo lls reports ( l B). On [he oth€r 
hand, MDP-I II· · DI · -112 was able to receive [he . - P from 
ArcA' . p, l>ut it was ullable to re lea,.. JI ando as 3. oonsequence, 
f~ ijal lu prull lo'rly d~phus1'hor)" la te ArcA-1' ( ~· ig. S3V). as 
" ¡'"·rv<,<ll'r,·vi,,,,.;l y (I R). ¡n ,·" nl. H'. ,I.l,, · H;,,¡;-H l "-f)¡ ' -H 2' ! 
MB p· H I· -DI-H2 heterodimer, which only permil 'i the int ra · 
molecular 112 10 Dl - P transfer, dephosphor)"lated ArcA' · P 
al level, sJllula1' lo those e¡;e rted br the W T ArcB. whereas 
the His,.-HI ' -V[ -H2· //I,HIl' -Hl o-VI ' -H 2 helerodullel" , which 
al]ü"'s only inle1'moJecula r - 1' l ransfe1'from H2 to LJ I, dephos-
1 , I H, r~· l H (n l t. n ,,' , -1' "" il ¡, H sig" i l" ·H" !.I)· I,,w,·,. mi,· (Fig. 1;' e - F:) . 
11 Ih1l5 appears tha t Ihe I"('v~rsc H2 tú DI _. p l ransf~r occurs 
preferabl~ inlramolecularJ)". 

The mode of ._p I r3.ll5fer from 112 tú DI was Ihen probed 
in ~i"Q. by examining Ihe t ime lag of ArcA-I' dephas· 

ffASBMB 



61 
 

  

Phosphory/ 9fOUP transter mode5 in AreB 

AJ 
c;::¡~':2 I l m<~"'''J '!!D ~ ;:¡ ~ '2 n.,< (m,n) 113"0- ""W_II' _I) ' _W 

o;:¡~2 I lm«mO\) 12(10 - ---+ MRP_ij " _JlI_H2 
j .)-

50 - - , 
jO "' H; " .H I'.l>l'.H2· 

" J()- '" 20 K,,,...Ar.A ~o- II ;"'_A."A' 20 11; ... "''''.0. ' '¡iD ;o 

" 20 H.,,_ArUI'·P 

ligO MI"'_Il'_"'_Ifl_p 

" JO 
20 _ Ilc,<:"ArUI-.I' 

I~D Mili' 11 1"·U I_I!:I_I ' 

<U-
20 - _ _ 11' .. 11,,'1. P 

U) 

-" 11 1 I 

e :::: ~ ':2 TImo , ... ... ) roO-- . MIII'- II ' ·[) I ' ·lIi !I() - - -

SIl - "'Hi .. _1I1' _D l _m' 

" 2() lI;v"'rr~' 

" 

.. 
fMl 
" j 40 

" Il'L 00 ® 
Dl[~ 0, 
Hl [ QQ 

'~D--~ \1U I '_I II" · l)'··ll l ·1' 
S() ... H;"_II I' _D ' -H2'-P 

" !() - _ HI ';- ,~r< .~· -P 

'" 
' !, ---Cc-C;,."--c",;--;;,, 

TIm< (mln) 

...- AKA'..f' 

'" 1Il[ 

.... ,'r<."-f - M 8P-IlI-D I-1lJ 

... ,\r<,\ '-p - Hi.,,-11I·-DI "-H2°{ 
MBPIII' DllIl 

-+ ""'.A -<' - 11;\>"" ' ''' IU' / 
MIlr'-1 r 1··1) I -·II! 

Flgur .. 6. T~5tln9 ti •• AocA ' · !, d@pho'p"o '~"'llan by M81'·H l · Dl·H. an d HI I . _At<8' · -""/MBP.Arc8"' -"''' dlm,.",. pulir..,.; " ,~,,' · r "'o" ¡n",nal l'<! 
~ Innr (11) n, wlln rt.1!P H 1 D I H :J (11), HI<6 H l ' DI' H}'IMR' H l ' DI H;> (!l. n, H:~ H l ' DI H}'IMRP H l ' DI ' H} (Ir) In }S l' 1 ,~"nlnn m IXTLr' C":.. Al I nl' 1n~1 
~~l<..<l timc' ¡.¡o;"t" 5 f'l """IP:~'" W(.1"~ wil hd,~w" fUI SD5 P/,GE ilnal)"';" Cuo .... ,,,¡,, 81uc . l"; 'ICd ~~h ,e'","' i n~ piule n b'lI1d" UU., pulwl, 1. ti.., l<JI,c>l"'"d i"lI 
~ ul",_di<J!,1 ' .". (m;drJ,'e "",,,,¡.,j, .Ild ' d ... " ..... h<>Wi "y l h~ ..... rniltl'd - P t, .",r~,. intu "!lB dirTl~" (bollom p;;JI,.M ~, .. 1JI"" ... ,t..d. Th~ mu:et.u!. , m¡"" 
uo ndold v.o lu ... (;.no) ~,.., sh own on Ihe l..rt, ond t he po,ition of .~<h pdypeptid .. in Ih. q"¡ i, ind i<~too o n lile rklhl cf ","eh PQn<'1. f , ,eL;rli\' .. ~""nt of ¡l,re¡l,·P 
lo,""", "' quantil; I'<! 1»' den .. lome/Me a "" ¡Yoi o oT lile aulorlldioq .. mo. lJata rePl'<'sen t II>~ ",. ""'Q~' Irom al 1 .",111>, ,,,, independent ". pe,; ~n 1' ..... d In" ~.IJ. 
val u,"" (",ro, M ,";I a,e ;ndicatM. 

I'h .. r yl:r Lio o :rll~ r " .,hill l'r",,, ,,, ,., .. rcrhi, ' 1" ., .. ,..,hi , ' j!,rH\\ th
ronditions. To t his e lld . st:rain [CLS032 (arcB"'lno) haroor
mI; t he AreB" ?O?Q,n'·7r''' _expressUlg plaslllld (pEXT22Cm 
A .... Ro-r;¡9:lQ ·I)576Aj "" d 110 .. ¡"'p,~ nÍ< ' WT ~I nl i" ~r:I_'>OO2, h,,11I 

carrying the ArcA-P-rt"prt"5siblt" "AoJ,> (/IdP' -lacZ) H1>ortt"r (1 2, 
40), were stown anaeroblcally in Iysogeny bt'Olh (LB) supple
", .. "I .. d wil.h ) () "'M 1. ·1:1<"1,,1 .. 1" irKI " ,'" H l' r"ssi"" "r 11 ... 
reporter (43). Al un AfOO of --0.2 , a sample was .... ithdrawn, and 
the expresslon of Ihe repOlter was delenm l1 00 (deplCloo as O 
'" ¡n i" Fi¡y 7). As ... I' ... · I ~. l. ¡" hui h >;1 r"i lIS, 11 ... "' I' r .. ~, ¡ .. " ,, 1'1 h .. 
reporter was ver)' low <rig. 7), indicath'e of ArcA-P- dependem 
reporter repress ioll. This result delllonstrates Ihat co·e.'pres
.,¡. '" ,] I I h .. a."R"71 ;y¡ " 'U I aro:R"'9?Q r>' 7I'iA '" u !l, "l. "lIpl"" l'" Ilr 
resto res ArcB kina;e acti\'ity and thus proper ArcBH717Q/ 
ArcBH"~"<¡.u,'1"" helenxlJmer (ol'l11aIIOI1. Subsequently. Ihe 
cultures were shifted lo aerobiosis, and Ihe time com se oí Ihe 
p,-g~1 ~ni v i{y \,,·n.~ In ll()wNI. ,'n Al I1WSt im Illrrlin!(' inrr,'a <;(' 01 

reporcer expression (Fig. 7) was observed fo r the strain earrying 
t he WT areS alle le, indieating ArcA-I' deph06phorylat ion alld 
rpl(,3Si' ,. /' rt'ponr r r('Jlr(',,~ i o n . On th(' ot hN h~ nd , n rrlarrlN1 
and ocaree increase of reporter expression was noticoo for che 
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F ,'lu~ J. TUl lng 'h@ 11m. lAg ro . A«A.JO d@ph "ophorylatlon (.Ig nal 
d~<ayl aftu a .h lft l o nonnlmula'lng mndltlon, . <;'''. In rel 500] (<<1U"'''') 
.md Jt~ 1>CI\I':nlc ECLS03~ (¡¡re!!"' ''-) W;¡1n h.::rbo rln~ a ply.m'd bom 
""B"'=~"'" ~' ¡¡' :" l<i,d.,, ). boll, ,"u yi"lI O ... ),<t>(I;dP' ·k <?J '''VUIlO' •• ." .. " 
IIf""'" .... erobic;;lI ~ in L8 bulfu,ed ·,.,.,Ih 0.1" MOPS (pH 7.4) . 00 , upple' 
men ted w;th 20m.w I>"><yIo,e and lO m"'l·I;¡<I~e. Al onAo...o. ofO,2.onealiquol 
wa. withd ,awn, To meu ure'l>e ~"9<' 1 ""'MI)' (depictl'<!~, l/mini ..... d n ,,, ren 
oHI>" "I"u,,,, Wf" . ~ ;\iidl'<! inM r ...... : nnp nfTh .. ' Llbe" I"., ... wa, k"po: , .. rt .. , 
:1n.'1'm~In. I , (l>(l<'1l <ymMi<l. "",' In ~ :1< rnnrrnl. whl'r~.'< Ti><' ",nI'< nn c w.,< 
, hi' t..u 1" ..... " biu.i. (fjU.d '1",1. ... 1>;. _nd 11,,, tirn~ w u, .. • uI th~ ~ ... . I ¡Ktiv,ty 
w~, fol :OWl'd. D~t. ,ePl'<',,,,,t lhe ~v ..... ~.,. ffom I!.ee illd"P"lldenl e>:pe<i· 
men t " . 00 II>~ ~.u. vo l.,.., (~"or btlrs] ore indicoted. 

). dio! Ul cem , (,'U 1 ~) ¿\H34) 1 ,214 -' :l22:l 13219 
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Fl gu .. , 8. Graphlc .ep .... ..,maf(oll <>1 the ArcBIA t w<>--c<>mp<>nen t .y.t~m 

.howlng Ihe p,opoo"d mod •• oI - P g'''''P Ir."."' r duol ng . lgn.1 p.op-

.9.l lon (.n~roblow.) . 11<1 019""1 d~coy ( • ...-oblow.), Under moxic 
QfO'Nth e ond i~ o ns. Ihe A 11'"6epen dent inl r a r"'IOIenola ...... t ophc , ph orylatic n 
in I-l I is fclcwed bj¡ • pho sphOl'ela y that invoNes . n intram olecu la r 1-l1 lo 0 1 
f'h n.r llntr3n<f .... "nd.n 1n1 .. rmnl .... 'oI~r n i tn Hl r ho lphot."n'itf'r , tJn~ .... 
0>1< grnwttl cn rvt~lnn<. dl« oInd<' hnnd d<'p"."1m t r nnfnrm."ll lnnal ~dJu;t 

mUlt:. uf lI,,, .'.KB nKXluk.." "'Ifurcc . " ;" t , ~,.,<> I~'u.ol ... " llI.I"VllI.Ill ",,>fc'r fluIrI 
H2 IU D1 f<..>ll u",..J 11)' r~lN>" uf - P . , P" I""ul lill\,l i .. ArlM d."t, ,,>~h ,,r y l ,.. 
tion . OO signol dec. y. 

.,Ir"i" , ·"rryi .. !, 111<-' " ,,:R"717Q ,,,,,1 ,,'rRH292Q.D576A , ,,,,1 :1,,1 

alleles (rig, 7) Taken togt"ther, th t"se results srrongl)' snggest 
that the reverse - P tla.mfer dun ng signa l decay (I ,e, fm m H2 to 
0 1 ) "1", rH 1 ('S i ni m or" ,I( ,,,,, IH rI) . 

Thus. it seems reasona ble to cooclude t hat con(ormatio nal 
ehallges o f ArcH may affect the lUode o f ~1' t ransfer betv .. een 
the D I l:ltld H2 dom~ins, thcreby disc rimin~ting betwccn the 
' ''''0 oPposinll acti\'ltJes (I,e, betv:e en signal transmission and 
~ i !\ n,,1 <lI-'< ''' )'l-

Olscussion 

In th ls study. results from 1/1 ¡,¡tro and 1" "l> O expenments 
,1,·nH",~l nl l. , ' [(, " 1 1.1,, ' Hi,= 1" '\'1 )5~6 --1' I.rn " ,fl'r wi lhin 11", 

AreB d imer occurs exdusive ly int ramoleeularly, whereas the 
~ l' transfe r fmm Asp ,,.(, to Hi5, I,. oceu rs preferenti:J.lly inler
molC'Cul ~rly. Finally. tll(' H'\ 'er>C' _.[1 trMlsfer responsible for 
s ignal decay, nameI )" fmm I IIs1l1 to Asp~/{' . a~ars to ha"e a 
de~f pr~ f~ r~ lIc~ fuI' lh ~ illlmmull'C ular feacl ion, II is Ihe l'lo'fo re 
templing to pro pose a model in ",hidl, during signal pro paga
Ilon. the ph)"siological mode of - P tra nsfers between the md l
vid" ,,1 Ar< R or" .d Ll Ie " ,~ " ·, ,, 'S iorl r" "" ,I""ul" rI)' Imm H 1 1" 01 
aOO intermolecularly (rom 0 1 to H2. whereas the re\'e rie -- P 
Imus!er during s lgnal decay (j,e , fmm H~ to j)l) occurs inl ra
rnolC'Cularly (Fig 8). 

T hls mooel differs (rom that ofa prev:tous study, based on 1/1 

" I~O e_,periments analyzed wlth mathematical and statistlc:d 
mllclds, whi' rr i! WA~ <;uggrstpcl rhill t hi' ffi('{' h ~nism nfK'ra ri ng 
in AreO -- P transfe rs is dictated by a cooperath'e or bimo leeular 
mecllJn is lU in which a l! phosphorylution siles of bo th mono
rners appear \O be rcquircd for propcr fnnetioning oft he AreB 
phospho relay (3 91 . It IS worth notmg tha t in these '" VI!'O exper-

13220 , ,~id ,"m, 0011\1 ;oq , (V!) 1 U14 -nn ~ 

i",,,,, 1 S, 11lf' A r< 'R \·;lr i""I., w"r" '" r"" ;'~<-'I I I n "" mI-'< l i" "1 1" loi¡{1o 
copy number plasmid , under the control of IPTG-inducible 
promoters and w¡th the addit lOn of O.1 mM IPTG. Surpnslllgly , 
all n' IIlLoi ll~llUIlS, inclL!dill~ lho~ in whidl a \\'1 ArLll "al; 

co-t"xpresst"d with mutant AreB var iants, failed to fully restore a 
functiollal phosphol'eIay. T herefore. lt was sugsested that aH 
11, ",mi ,,, ~ ",1 1'1" ISI ,h. >rylHI i, m s il ' 's i" 1" ,1 ¡, " l ' HU , ,, u 'rs IIII VI' Lo) 

be present if a funct ional phospho re lay is to be allowed. How
ever, in our hands, co-expression of a eh romosolllal a r,;;BH717Q 

mutallt ruld a Iow-cop)' ltumb._'I: plasmid-borne arc~X),DS 76A 

mutMlt fuHy restol'ed t he hilase act lvily of ArcD (Fig_ 3D). mdl
cal in): IhJL lltt' lIIu lanl prult'ill~ do 1:ulllplt' lIl~ nl lIol unl)' lllt' 
\X'T AreB activ ity but ~1 50 its regu lation. T herefore, We could 
on ly specuIate t hat . in the earlier study, a possib le overproduc
t i, m ,,[ 11", Ar< R 1TI"lanl vHriHnl., miRhl h H "" I ,,~'" 1111' , 'H" ,,"' " r
the 10"'er ArcA activation. Indeed, It has been demo nstrated 
previously tha t s iglllfieant ove rexpfession of pm teins can be 
achieved wirh pla;mid pC:\24N, which wa~ uS("'({ in the ~bove 
study, .... ·¡th as httle as 50 )J.M IPTG (44). In fact. ""e have 
obsel'ved that o'-"'l'express ion of a mutant Vers¡on of Al'cB in a 
\X'T stmin Tf'SlI lrs in H clm, lk roollCf.fo ll 01 Ar r i\ - P to rm Rt ion 
ando thereby. reporter expression (Fig. 5 ). This, most probably, 
could be caused by the alte ratio n of the sensor/ resjJ'Ouie regu
lator eo ncen! ration balance, in aceordanct" wit h previo us 
observatJons tor other two-compone nt signa l transduction srs
I .. ne, (12. ~ !» . Mnrl-'<lV" r, "n iorl"r"""If'"" lar - P Ir. onsl" r 1'rom 
HI to DI ot AreB, in contrasl to ollr result, was reponed in an 
earIier study. In that stud )', the mode of ~ I> t ran , fels involved in 
I h,-. (lhosphorcl <1 Y 0 1' i\ ri'R wn.<; all<1 lyzr rl ti)' ,-.om (ll rmpn r~Hon 01 

single-phosphorelay mutant proteins in ilJ VI/ro phosphoryla
t ion assays. follo"at by separation o f phosphoryIated proteins 
by Phos-Tag SDS-PACE and detection by Coo.l1la5sie BIne 
stallllllg (38). 1 [OWe'I'ef , the hlgh protell1 concentrations needed 
1, Ir ,1 .. 1<-'I ·l. i, Ir , ,11 ph"" I' I" 1 r) lal ,,<1 Ii " ",,s ,,1 1'" , I ,~ ins h y e, I"'''''S
sie Blue after Phos-Tag SDS-PAGE separatio ll could inerease 
Ihe incideuce of nonspeeifk phosphorylation ando there fore, 
weak~n l lit' re, ullillg Lundu,ioll~ , In ([mlrast. our ill Hl ro 

assays. using AreB mutant he terodimers. in add lt ion to rhe iJl 
vwo comple meutatJon experimellts . d earl)' disc.J.rd mtel'mo
I.~ LlI Hr H l 1" 0 1 1'1"" ph"l rH' I.' '' ·r ",,, 1 d .· ITI.,ns lr:o l, · IhHI. ",,1)' 
the intramole<:uIar transfer is allowed. 

Al auy lale . the model proposed herein for AICH (h g. S;' 
~pp('ars appe~ling if "'-c oonsidcr rhat the spatia-stcr ic COn
straint!; of a gJ\'en aSiembly af an AreBufArcDa homodlme r 
sho L!ld (1110\\ onl ~ ....... p'.7r." Uf As,,""'¡, lo be in the v i( i lli l ~ uf 
His~"'"" permi ttingt"ither an inter- or intnmolt"c ular --P rrans
feL Likewise. on ly one H¡S" 'I. the o lle of (' ¡ther Al'cB", o r A¡-cB" , 
, . .,,, Id IK' i" t 111' , i. 'i"i l Y , ,1' ,\ '1' '7~". IlI'rIl ,it I,i ng ",,1)' "'lO' ,, 1< 1< 1 .. " r
--,p transfer_ T hus. under anoxic growth eonditions, t he a>Sem
blyo! the Al'ell" IAl'cB" dime l' would permit the inlramolecula r 
_ .p tramf~r from HI to DI (H is~·" .. ---->- Asp576 .. and His"" i1 ---->

Asp57>Sf.) and the mtermolecubr -- P transter (rom D I to 112 
(As p '·7 .~ ...... His7 17~ and ASp " '('~ _ H¡S"7", J, favorlllg the 
kinll >P i\('riv if.)' ,,1 ,"TeR On rllf' "t hi'T hanrl, IlIH1r r rn:Íf' gmwth 
cOllditions, redox-dependent conformat ional adjustments o f 
Ihe individuul modules with in the Al'c ll d llllerwould permit the 
intm mol('(' nlar - · [1 l r,lmf~r from H2 to DI (His'J?" ----+ ASp57b,. 
and I IIS717" -- Asp, 7G,, ), favo rmg the phosphatase acti\'lty o f 
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Ard!. Sud, J mudd pru ~ id ~, sum~ in, ighl~ "' llhin l h~ " io 
chemical mecmni5m rha r dicta res ¡he d irect io n of -. P transfer , 
the re by dlffere ntl.J.tmll the kmase and phosphata se acti~ it les ü f 
Ar('R !I , ¡m ¡IHr ",,,du., "1""""'" " ' ~ ~' " I~" ~I'I' I )' lo ,,1I ... r Iwo
compü nent syste ms eümpris ing a tripar t ite sensor kinase. 
Neverthe less. the nttainme nt and ana lysis of the ArcH c rystal 
lographic struct ur~ sho uld be Jl('edC'd to e lucidare rhe confor

m ational ad;ustments that OCCUf upon c hanges in the redo.~ 

conditiü ns and ro complcrcly u ndtlsta nd the bascs ofthe Are B 
' - P transfer pattern. 

Experimental procedures 

Bacreria f sffa;ns. p fas m ids, and growrh co ndirions 

Thc srmins and pl,lsm ids uscd in this work are liseed in Table 

SI. ::'tra UlS II-C 2001 and II'C1OO2 were co nst ructed by P I ,'ir 
tran.~<1 Il ('tion 01 thl' l ltr. : Tn (() ~ IIl'1 p tmm sren in FCI .;Sti (-lti) 
in to strain s EC15023 and ECLS024 (12 ), respectlvely, Plasnuds 
p{2l:30Afl Hn - 77s. ¡}(!I3OAn:H'S-77!U-l29'lQ IpMXU2!>¡. ¡;(21:::1O 
ArcB'. 77"D57~A.H7 "Q, pO[30Are B'" ",, ' .O'''6A. pQ E30 
ArcB~? ' -77"-"7 ';Q , pQE30ArcA, a nd pQE30ArcA'- ' · ...... used 
lo,. d "nin1\ ",1<1.10 ,,' lo,. " ' Im ,,,, i, ,,, .,1 H¡S6- Aro 'R "",1 His6-

ArcA d el'lva tin~ , have been descn bed pre\'lüusly (10. 13, lb, 1 B, 
:::1; ). r l a~m i , 1 I'QF :::;OAr< 'R,a-nR,,)';nA W H ' ,·" " , l r", 'I,·" ¡, ~ 

replacin~ the Dam lll-EcoRV frasment of plasmid pQ E30 
ArcH' s- 7~ with t he corre , pon d ing restr ict ion íragment o í 
pQ [ 30AreB'" ,;,; , ,0076 A . Pla smid s pQ [ 30Are B'" 77",H71 7Q 
an<i pQE30ArcD,"-778.l l:l92Q.1 [717Q '.'ere con structed by replac
¡ng 11 ... F,"oRV Hi",1I 11 ¡'r:'gnw ,,1 01 l'QF :::I OAr< 'R78-"8 .",,1 
pQ[30ArcB'~- OgH2'1~V . respect ively, .... 'ilh the corres pond
¡ng I":! fin ,,-' nl .. 1 I'Q E:::IOA r< 'R'7'-"H,H7 I7Q Phl ~",i d I,Q E::lO 
AreB'" 77U-l~92Q.D57.'" "'as c onstructed by re pladllg t he .\11111-
Ecol~ V fragm en t oí p lasmid rQl:30A rc I>/H - t/g.l L~"" cl with the 
corrcs¡xmding M llll-EcoRV Irngment ül p('!f30.'-rcB7S 77a,a;,6A 
Plasml<i pQE30ArcDfd-nH , "~"~Cl. U " ·/""- J llu<J .. as c reate<i 

V) ['~pI U L iJl I\ l h ~ M lu l-Himlll l fr"g lll~ nl uf pl a~ llliu p(~UU 
ArcB, s - n 8, H292Q wilh the co r res po nd ing fragment of 
p l.,s lllill p(.l l:30Arc l>?R - 7'R.0'.?(. ~ . ' '7' ; Q. l' Ial>mid~ V!:lAUHis 
AreB"' -7"';. (where rhe ~ste r iik refe rs ro s peclfic amino aci<i 
re placements; see Table S I). used fOl L-ara binüse- indllced 
.. , prt ,..,i"" 01 Hi~6- ,\ ,r R?R -7;;R, . "" 'rt ' .. ",,1 ti " 1.<'<1 ¡'y d . " lO ,,)o( 

the N del-I Iindlll fragment from ¡he respective pQE30ArcD"'-" '" 
between the &;Ime restnctio n sites oí plasmid pMX5 17 (S). l'las 
m id pM AL_Are B7" 7"', usoo fo r expres,ion o f AreB~" 77" 
fused to the maltose- bllldmg prote lll (MDP-I 11 -0 1-1 12). 
"'as c re.J.ted by cloning the BamHI-Hindl!l fragment fm m 
pQE30Ardt,~-f;g between the same restrictio n sltesof pMAL
"2. (N~w E" fi l' ''HI R¡ oL,hs f. Th~" 11,.. Hp:.l -Hi,,,l l l1 ,,~,I r i, [i,,,, 
fragment from plasmid pMAL_ArcBIb - II~. comailling the 
MHl! _Arc H;;H-n~_ e xpressing gen e and the tae prolllote l'. 
"'as clo noo bctwcen rhe SlIIal ll.nd Hindlll sites 01 plasmid 
p ACT3 (4 /J. re;;ulling in p ACT3M 13 P_Arc13 t'1< - i ll<. After"'ard, 
p ACT3M BP_!\rc B' · - ?7S. p las lll id s were co nstnocted by 
replac lll~ th e Uaml l l -l lind lll fr agme nt o f pACT3MDP
Ar(H"" - 711 "' ll l! I h~ 1>~ IIIHI - H ind ll l fmgJII~JlI frulJI l h~ 
corresponding pQ[30ArcB7~ 77". iwhe re the aseerisl.: refe n; 10 
s pa: lfic a mlllo acid replaceme nts ; see Table S I) . Hlgh
"" l'y n"",h" r I' IHsm itls , '~ r r y i" 1\ 1"II-k " 1\lh ILr" R VHriH" L, 
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VMX516 (u reB""<>?Q). VM X517 IUI1.B",Qmn~ 7<A ¡ . amI 
pMX548 (arcBC><76A,H71~ were c re ated by cloning rhe \! ru l
l lindI!l fragment from ¡he correspü nding pQE30Aldt'~- //'" 

between the Nml and Hin d lll site; oí pMX712 (arclJ"") (1; ) , The 
low-co pr lIumbcr p la~ ", i<i pEXT22Cm. usoo fü r in vivo 
cümple",entatlo n assays , was obtained by dOll ins the b lunt
~, ,, I,,,I X", ,, 1 -S, nI rr"J';""''' L 1 .. , " , I'A rf::\ (11 J . .. ,,, 1" i" ¡" I( Ilw 
eh lor~mphenicol resi>l:mce casse tte. into the Sspl-resl r icted 
pEXT2:! (41), I hen the Ih mHI-HindJl I frasme nts from 
pMX712. pM X546, and pMX5-l7 ,,"ere cJoJl('d bctw('('n the 
Da m l ll and I lin d lJl s lte s oí pEXT22Cm to ge ne rate 
VEX T :!2CmAl'cH.... . p l: XT22C lJIArc H' 1?.'>?Q , UllU pEX I':! :! 
CmArcBI-D91Q.D676A. respedh·ely. Plasmids pBADArcBKl<nQ.D6'IiA 
Jnd pBADAfCBu~/6U, H I1 ¡ .\ used to express full-length ArcB 
lJ ncli' r t hl' Ctlnl rn l oft hl' I.- ~ r~ hinn.<;('- ¡nn' l(' ihll' pro mntl'r , w.' rl' 
cünst ructed by clo ning Ihe Ndel- l lind I!l restn ct ion fragment 
flOm pM X517 an d pMX5'IK respect iH~l.y, between rhe ~del 

~nd Hind I!l sires o f pMX517 (S) . 
Bac ter ia were routinely c ultured ~ t 37 ' C in LD. \'('hen nec

es sary, media " ere su pple mented with un t ibiot lCs, at the 
following conC<' lI trario ns, eh loramph enicol. 20 I-' g: ml; kana
mycin. [00 I-'-glml; ampic tllin . 100 I-'- glml; an d tetr~cyclU\ e , 10 
)1.1\' ''' '' Fur fl -gnla , I "s ¡ d ; ,s~ ,,,,1 ¡vi 1 y ,,~s. ' y~, Llw Á <1>(")-I'JA • -1m ' 7.)
bea ring 5tra ins were grown in LB containing O 1 M MO PS IpH 
7 ,4 ) alld:.tU 111.\1 D-xylose, wh ereas th e A'N lldJl' -'acLj-bearins 
>fmins wl' rr gmwn in rhpllhovl' mooimn Sll ll rl r nH'nlP¡j wirh 20 
m.\t L-laerate as mducer. 

Puri fica tion a f His" - a nd MSP- ragged proteins a nd 
phospho ry/ation asS<l)fs 

N .. lü '.· H ¡ s~- I.~AA'" 1 A n ' R '" - 77R VH riH" Ls ,,, ,,1 H is,.,- 1\ r< .\ . ".'< ," 
in phosphorylatio n assays, were pl'epared as described previ
ously (I ~, 17 ), MHl' -tugged ArcH7a. -7l~ va riants were pur ified 
by usingamylose res in (New [ngland Bio labs) as affi niry matrix 
Jccord mg to the inst rucnons provid ed b )' the manu facturero 
F o c Lh ~ "" 1''' ri li c ~1 io" o n 1 '" H ¡s~ i M RP 1 :' 1',g~tI A f( R ,· ~ rsio,, ' . 
>lmin IXl5012 (arcB-) (4{lj Clll)ing büth pBAOHi';-:'ucB'" "So 

and pACT3M DP_Arcil ll< - t n;.. (whe re the a>l:er isk refen; to spe
"¡ r., , "m¡"o '" ¡ti r~I'I : " ... ", ~ " l s) "''' ' g" 'w" ¡ro 1 li l~ r or I,K. >;< ' 1'
pleme nted wirh c hloramphe nicül a nd ~mpic iHin, in a fútary 
sh akel' at 37 ·C u nlll a n A""" of O.6, T hen the expression of the 
H i ~~· a n<1 M RP-tnsgm ,\rcR7• 77B. WR.~ ¡ n ¡ju('p ~ hr t.hr n<1r1i 
t io n of 1 mM L-arabinose aO<! 0. 1 mM IPTG. respect ive ly. Cell s 
wel~ lmrvestal 5 h an~1 imlull iulI. ~lILl l h~ L't'!1 pt' lId "U~ r~~ u~

pended in 10 mi of Iysl, bu ffe r (50 111M sod iu lII phosphate . pH 
B,O. 300 nI.'" NaC!, 10 111M umdazole). Fin.J.JJ y. rhe plOteins wel'e 
1' '' ri 1 ¡" ti 11 ,, <1 . 'r ,, ~ I iv(' , " ,,, lil ¡m.s h ~ Ni-NT A -"1\'''''''' ' ~ fIi " il Y 
eh rom~tograph ~' . a:> d esc r ibed previously (13. 47). Pho:; phor~

atlOn assays were carr ied out at 100m tem peratu re in the pres
ence of 40 ¡L.\! [y-3~P [A TP (spcdfic aCl ivity. 2 C i mmo l- ' ; New 
Englmd N uclear). 33 mM 1 lEPES (pi (75). 50 mM KCl. S m.'" 
Mg(]~, 1 " '" DTT, 11. 1 "'M Ff>T A, n,," 1 rw. gI Y" ~ roL S I" '" ,1 01 
pu rilicd ArcB7S 778, tHis,,- or M BP-taggoo) or 10 pmo! ü l 1'0-
purified 1 Iis6- and MDP-tagge<i ArcD" 8- 1/>Io an d SO pmol 
u f His,..-AflA w~ r .. u~ll in e-.lI.:h ¡¡hu~phu r ~ la lion al>ti-Uy. Th~ 
pho sp horylatiün reactio ns we re in itiated by the add it ion of 
[-,.Y PlA T P. and samp les were withdla"'l1 an d nuxed with SOS 
"" "1 ,1" ¡¡u n,'r ~ I i ., ' r 1 ~ . :::10 . ,.;0. 120 . "",1 1RO , ",,,1 sll hj ' ~ ' L lo 

iBlcl, ClJem, (;; 0 18) ;:9J:341 1J 214 - IJ2Li 13221 
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~nalysls by :;0 :; PAGE o n 12% I'Olyacrylamide gels. "l"he rad io· 
acti"ilY o f pl"Q(elns l'csoIved in lhl'" gcls .. ·. 5 an:dyzcd by {"");pos
InS 10 a Slorage f' hosphor Screen and JCl\ nn ing by a Typhoon 
FLA7UOO bio moleculaJ imager \t:iE Hea lt hc~re]. l he inlensity 
01 in<li\"h1 11~i hRnrl .~ign Rk was I'!il imRINI 1I~ l ng I h.r- 1 mllfj'Q lIlI lIl 
vers ion 5.2 so itware (M olecular Dyn amics). 

Is oro tion of "';~.A,u1 , - , v.. p ond deph oopho,ylolion lIHays 

Phospho rylatlo n of ArcA 1- 1% :l.IId deph osphOl"ylallon assays 
w .. r .. , '.' rd"tI " ul "~ tI ... ,,,·ri l)pol l' r .. vim.~ l y ( l O. 17). Rri" n y." 20 V i 
reaction mixture co n{a ining phOllph<:JryJ.a tion buffer (33 mM 
HEPES al pH 7.5. 50 In.\! KCI. 5 mYl MI:lCl~.1 m~1 DTT, O,1 mM 
F. OT 1\. anc11 0'11; 1'J yN'rol). i\ rcA ,-"' .. (1.0 m M. p ll r ltli'c1 9~ o H i ~ .. -
I~sted peptlde as aOOve) . M n p-Arcn'- ni (2 mM). and 40 JtM 
[y -11IA'l l' Ispecifk activity :.! C i/mmol, was inCUOOled al 
room lem pcrature Aft('l" 10 tnin. th(' rl'"QeUon WllS !>!.oppl.'d by 
the add,t .on o f I 00 Jtl o f buffer A. eontaJllI n; 50 mM T ns- IIC I at 
I'H 7 O. l :iO m .... 1(1. !> m M FDT A. ~",I ::I~ T d t .. " X 1m. S"I'" 
raUon o f ArcA' , .... _1' fro m M BI'- ..... cB" "'_.1' was ach ie\-ed 
by u lt ra i\ltrat lon ming a ),Ianosep 30 K del/ke (Pall fil t ron ). 
whieh re\aiu5 l\1J:1I' ArcJ:l7R - 77~ but not Ar..:A ' - 1"" P. ,1,"1"1' , a.nd 
1\ T he e lllate wai then passed th rol\gh a t\·~nos.ep lOK dev ice 
fI\l ll fil t ron). w~hed t'our t imes wlth [;OQ mi of buffer A lo 
r .. '11" V,' "'T P "",1 Pi . ,,,,,1 CM"'" ,," ,lI , ; OO n,1 ,,1 tI ~ l'hl ""l' h" r yl:o 

!ion bllffer (33 mM H[ P[S al pH 7 5. 50 mM Kd, 5 mM MgC I", 
0. 1 111.'1 EDT A. 3nd 10% sl rcerol1. Th~ retalllalmale mu COIl
I,¡Iinlng I\ r(',\1 136. S2 p ( r-:<;"'nti ~ lIr trN' 0 1 /I,I RP_/Ir('R7. 7:'8 • 

.... TP. and Pi) was roco\'ered in 200 mI of dephosphorylation 
buffer .aJiquoled. ;u¡d used in dq>hospho'rlat lnga5$;l)'S. Ueph05 
phoryJ.a tlon re"""l lon. \o'('rl'" carr ioo OUl ~ t room temp<'r lltn rc in 
mlxt~res of 2 :; ,.u conta!~n.s;.. 50 pmol of 1 hs. .Aro:- ~- '''';_3'r 
'"MI ~ p",,,1 ,,1 M RP "rl R - . '" 10 ImM,1 01 (." 1', .... 10<,<1 An 'R 
heterodimer~ In depho'i phorylation buffer Al va rion!; l ime 
pO llltS. a 5-Jt I sam ple was wllhdra wn, mlxed wllh 5 ,..1 oi SDS 
""ml' lo · l" dlo ·", ." ,,1 "ua ly·,.m h)" Sf)S-P,\ (;F ' " ' 1!'i% 1'" I) a" "yl
amid e gels. T he radiollctivily ofp rote ins resoh 'ed In the gels was 
300lyzed by uSln; a Phosphorlmager (Mo l ~'C u lar Dynanucs). 

('-GQluc tosido~ ocfivity auoy 

In general. for aeroblC growth. cells were cultured JI\ 10 - 50 
m i 0 1 m l'c1 ll1 m In 2<;O-ml hA II11'c1 t1a~ k.~ at ~7*c. wlth !OhRking 
(300 !VIII). whereas foc anaerobic grQl\"th, c eUs were cultu re<! in 
aoc. e .... cappe<! tllbe filie.! wilh medlU tII up 10 Ihe nm at 37 ' C 
::md st lr rcd bJ'o magnl'i . Forth(,!lI'Ioolosls to :on.acrobiosis,;h ift. 
« li s were aerob lCally grown ando al a n A ¡,w of 0.2. part of Ihe 
... , 11 u r,' ... ", l . " ,,~ It'1 T .. tl ll ' Ii W 1' ''''''''' m",d '" ·r.'"," " " 1'111'<1 1,,1 ...... 
t1lio.'d up to the r imo and sl irre d by a magneto The r eSI of Ihe 
aerobic c ulture was furthe r lIlcubated ,," ll h sh ~l::jl\¡; a l the s~me 

1"' ''11<' ["91111 , ' . T h ,· t i n H' (."" r>l' ,,1 1\1<" ... p, .• h,,<"uI .... ·H' 1,,11o ..... ,~ 1 

by taklng a sample fro m a t1l1ed screw-capped tube (anaerobio
si.s) ¡¡nd frolll the baffled flash (¡¡ffo bi06lS) ~ I each chosen lune. 
For lhe a nllcrOOlosis-IO-D.l'"robiosis shlft , cells were Clllturoo in 
se' ·en screw· capped lUDes filled " 'it h medi tltn t1p 10 the r im al 
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a ct lvity w:t,s a56ilyed a nd expn.'!il'>ed in M ille r lIuits;:as descl ibed 
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tem (Al11el"Sh JI11 l:Iioscie nces). 
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.... m 

ll:l/ol Uttm. ¡.lOll:ll.!'.l.:U4) IJ¿14-1J.ld 13 223 
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  Table S l . E. coli strain and plasmids used in this work 
St l"ll lD 

MC1100 

ECL5002 

h(' I . 'i ()m 

ECL500~ 

ECLS012 

H 'UU23 

ECLS024 

ECL5032 

1)0"('24111 1 

IFC2002 

Plasmi ll 

R rlc\'llut rhlll":ilctcl"l stlcs 

F an,Di39 (ar¡:F-/ac) Ui69 rp~Ll50 rdAi j/bBj30i deoC 
pfsF25 r fuR 

MC41001.<D(lldP'-laeZ) 

MC4100 '!/i,r: rn~("I ll') ~.CD({T,I, ¡ ' -!(U"i') 

MGIlOO ó'arcE :Tet'" ~J'i¡ r: : T1l9(CI1l') ),<D(cydA' -lacZ) 

MC4100 ó'arcB :Tct' A<t>(lIdP'- laeZ) 

MC410U oyell" " "'K all' l..oJ.>(eydA '-ll/eL) d.Jin' :TlIY{CllI} 

MC4100 mcB!fJJlQ Kan' ).<l'« :¡·dA '-/acZ) 4fnr :Tn9(Cm') 

MC4100 orc[J'fJI .'{> Kan'A'¡'(lldP'- facZ) 

MC4 1 00 'IrlR"""'K~n ' l..<!>(q .,lA '-hu-/.) ,\}i,r :'1 eT' 

MGllOO mcB!flllQ Kan' ).'X>(cydA '-/acZ) 4filr: :Ter 

Sounc 

(1) 

(2) 

(2) 

(2) 

(2) 

(;) 

(3) 

(3) 

Ih is snuly 

Thi, smdy 

ploX12 2 Lu\\' l"Upy IlltllllJ<'r \ll"'l·lur. K:m' (4) 

11FXT 22Cm T.nw m il}' Il\lmh~r v<,clar, Kan'_ Cm' This snuly 

pAcn Low cop)" Ilumber v~TOr. Cm' (4) 

p:\1X71 2 areB ulIJCrJUlli ·, q JIUllIül<:r 1lI pB htl::S('J ipl KS JI (+). AllIp' (5) 

jlM X.'i 17 arcE iu pBAD30 lUlder contld of l-arabinose indlldble (.'i) 
plollloter .. A.nlp' 

pQC30ArcD 13_J1S IIis..-AICD"-r.s in pQE30 1l1ld~ 1" IPTG inducible prollloter. Amp' (6) 

p:\1X028 His,s AICB ."1<- 11" """\.1 illl-'QE~O lIlU.k l IPTG illduClbk ptUlllUlcL 0') 
Amp' 

pQEJOA.rcB 13 ¡>t. Dl!6', H7t!Q His..-AICB'!-r.!-D'7~A.Y./ l -:Q in pQEJO under IPTG indllcible (8) 

plollloter. .A.nlp' 

pQE~OAn·B13J .... ;¡.Dj16A His.,.AICB"-ú61. DS~M illl-'QE~O lIlU.k l IPTG illduClbk ptL>lllUlcr, (8) 

J\1llP' 

1¡(~EWArcRj~1 '7!.H!J1Q HiS6-AtcR~21 7/1. HH!Q in pQF~O lInrler IPH. indllcihle prom0l,-"r , (9) 
Amp' 

pQEJOArcA Hi%-AICA in pQE30 ulIdcr IPTG inducih]C plOmotcr, Amp' (0) 

p(,.)E:<UAn:i\ ,_m His,s /\.Ic1\ ,-, <b (HiS6J\¡l".A ' ) illpC"lJ::3U IllIdl'r 11' l"G illdul' ibl" (9) 

IH01llu l l'l , A1 I'] " 

pQE30A.rcD 13 ¡>t. Dl!6', IIis..-ArcD 1I m . ID/M in pQE30 wlder IPTG inducib le promoTer. This smdy 

ArnV 

pQE30."\rcB 13_;1S.lIJ17Q His6_ArcB/l-~J I, ¡t;\1Q in pQE30 wldcr IPTG induciblc promoTcr. This srndy 
Alllp' 

pC,IE30ArcB 7t-¡1S. H!J2Q.H1lIQ His,,-ArcB 1l-71~ 1-:?I2Q.HmQ in pQE30 lwder ]PTG indlldble 

plollloter. A.lllp' 
Thi, smdy 

5 
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1'OE~OAn,BJJ.-7¡3, Y-2'llQ., Dl J6A 
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! -J1S 

p i'\( - 1 '~MH fJ- !\ IcH '"_1m 

''''<'''1 
pACT3MBP-ArcB11 m 
0\1<1.\ 

pACT 3MBP-ArcB 11_m , 
lU9ZQ. Dl7tA 

pMX546 

pMX547 

pMX548 

pf-:X I 22( 'm:\rcH'" 

pEXT22CmAt'cOH!9:'Q 

pEXT2 2CmAt'cOH!9:'Q. Dj;M 

pBADAn'B" N'I.! "'¡M 

pBADArcBD'l 76D. H1I 1.\ 

His.s_An:B73-m. :-n9~Q_ Dj7G.\ ill 1'OE 30 lUuJer IPTG illdul"ible 

plOliIu l ... !. AliIP' 

HiS6- i\ n: K ,&-T; ! . :-nnQ. DS7M. :-m!Q in pQ r ,() nurte !' 1 fT r< i- ,urtllcih l" 

promoter. Amp' 

Ilist.-A.rcD 73-7)!. Y.29'Q in pDAD30 lInd"r l-arabillose inducible 

promoter. Amp' 

H i~- i\ n: K 73- m . II29l Q, ru ló-A il ' plV\ 1 ) ,11 ' 11 « 1 ... , l -antll il l l1S ~ 

inrlnc ib le pm IllOl"r, .'\1111/ 

His,,-ArcB -;8 T;S_Y.29'Q. D'lJÓJ\. H1¡/Q in pBAD30 Ilnder l-al'abinose 

indlldble promoter. Amp' 

Hist,_ . .l"n:B73-7)!.E11IQ in pBAD30 lIndé'r l -arablllosc indUClblc 

plOmotcr. Amp' 

Hist.-An:H , .. ,¡, ~ ',.)}<.! H l. ''-/ iu pHAL13U 1I11d ... ¡ l-amlJullJs~ 

illd u(,ilJ le plUlUUll"r, AllIp' 

Tlri :; sllld y 

'1 his ~tllrly 

Tm" smd y 

'1 his SI I ~ l y 

Tms stlld y 

Tm , smd y 

"lIri :; sllld y 

MBP-An:B;! 1'1 in pM.A..Lc2x under IPTG illdlldble p romoler. Tm s smd y 
Amp' 

MDP-Ar(D ,S_17I in pACT 3 11llder IPTG illd1.1cibl ~ pl'OlllOler. Cm' Tm" smd y 

M HP-i\ rcH ¡ .. ,," """'}'1 iu pA( T~ nnrl ~ r 1 fJT( i- iurlnc ih le 

p ronlOre r; Cm' 

I\'IBP-An:B'! 171_ 0\76.\ in pACT3 under IPTG indllci.ble 
promoter. Cm' 

MBP_Al'(B,s-17B, IL'!I:Q. D5J6.\ in pACT3 nnder IPTG mdllcihIc 

promoter. Cm' 

arci/'''' '{' lI udel HH live PlOlIl()!<'1 in p HIIIl'Sl"Iipl K'i 11 (- j _ AlIIp' 

arc¡jil9"Q, D:!7U 11llder lIative promoter in pB lllescript KS II (-). 
Amp' 

arcW-'-'6.i. if> 17Q lIudel mil i Vl' piulll() ll'-I iu pB llll:::>l:Iipl KS II (-)_ 
AlllP' 

"r,R 1Imle .- ll11t ive p rmnorer i 11 p r XT n C I11 ; K ~n', ( 'm' 

arciJH19cQ nnder native promola in pE.XT22Cm_ K~ l1'. Cm' 

arciJH19cQ I)~ló_l 111lder lIari\"e prom()f~r in pEXT22Cm. Kan'. 
Cm' 

arcB" "'''/ ". "'. UI pB:\D JO lI udel l-mub ulUH' iuducible 
prornnre r; AmI)' 

arcB DJl" ' , h7i7Qin pBAD30 tUldel' l-arabinose illducible 

promoter. Amp' 

'1 his ~tllrly 

Tmo stlld y 

Thi , smd y 

"l lri :; sllldy 

Tms smd y 

Tlri :; sllld y 

'1 his ~tllrly 

Tm" smdy 

Tm " smd y 

Tlri :; sllld y 

Tm s smd y 

6 
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