Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 41(2):73-78, 2011
doi:10.5222/TMCD.2011.073

Aragtirma
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Allochromatium vinosum’un Flagella Operonunda Bulunan
FliL ve FliM Genlerinin Klonlanmasi
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OZET

Amag: Bu calisma ile fotosentetik mor kiikiirt bakterisi
Allochromatium vinosum’un flagella genlerinden bazilari-
nmin klonlanmasi ve dizilerinin belirlenerek filogenetik
analizlerinin yapilmas: amaglanmgtir.

Gereg ve Yontem: DNA izolasyonu, DNA klonlamast, bak-
teri transformasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ve DNA dizi analizi gibi molekiiler biyoloji tekniklerinin
yani sira Clustal W Aligment, NCBI Blast, MEGA filogene-
tik yazilimi gibi biyoinformatik araglar da kullanimistir.

Bulgular: Bu ¢calismada A. vinosum’un flagellar gen kiime-
sinden FIliL and FIliM genleri klonlanmusg, dizileri belirlen-
mig ve bunlarin filogenetik analizleri yapilarak yorumlan-
mugtir. FliL ve FIiM genlerinin parsimoni analizlerine gore
A. vinosum serbest azot fiksasyonu yapan A. vinelandii’yi
iceren gamaproteobakteriler icinde gruplanmaktadir.

Sonug: FliM ve FIiL genlerinin islevsel karakterizasyonu
icin mutasyon analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: FliL, FliM, Allochromatium vinosum

SUMMARY

Cloning of FliL and FliM Genes of the Flagellar Operon
of Photosynthetic  Purple Sulfur Bacterium
Allochromatium vinosum

Objective: The goal of this study was to clone and sequence
some of the flagellar genes of photosynthetic purple sulphur
bacterium Allochromatium vinosum and to perform phyloge-
netic analysis.

Materials and Methods: Molecular biology techniques such
as DNA isolation, restriction digestion, ligation, polymerase
chain reaction (PCR), bacterial transformation and DNA
sequencing as well as bioinformatic tools such as Clustal W
Aligment, NCBI Blast, MEGA software were used throughout
the study.

Results: In this study we reported the cloning and sequencing
of FliL and FIliM genes from the flagellar gene cluster of A.
vinosum and discussed the results via parsimony analysis.
According to the parsimony analysis of FIiL and FIiM genes,
A. vinosum falls into gamaproteobacteria which also includes
nitrogen fixing bacterium A. vinelandii.

Conclusion: For the functional characterization of FIiL and
FIliM genes, mutation analysis of the related sequences are

needed.
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GIRiS

Bakteri flagellasi, hiicrenin hareketini saglayan islev-
sel bir motor ve ayni zamanda duyu almact ve prote-
in tagima aygiti olarak da gorev yapan karmagik bir
organeldir (V. Bakteri flagellasi “stator” (MotA ve
MotB proteinleri) ve “rotor’dan olusan bir temel
kaide (MS halkasi, rot ve L- ve P-halkasi), flagellanin

saat yonii ya da tersi yonde donmesini saglayan
motor-anahtar kompleksi (C-halkasi), kanca, fila-
ment ve bir protein taginma aygitindan olusur ®2.
Flagella proton ve sodyum motiv kuvvet ile ¢alisir ve
elektrokimyasal enerjiyi torka, yani ¢evirme giiciine
doniistiiriir. Bakteri flagellas: itici kimyasal uyari
karsisinda saat yoniinde, ¢ekici olan uyarilar karsisin-
da ise saat yoniiniin tersine déner @.
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Bakteri flagella sisteminde elliden fazla gen rol
almaktadir. Ana flagellar genler bir ya da bir kag ata-
sal diziden ¢ok sayida gen diiplikasyonu ile tiiremis
ve her bir gen farklilagmigtir ©. Pek ¢ogu hala kayda
deger gen homolojisi gostermektedir.

Allochromatium vinosum hidrojen siilfiir, elementer
kiikiirt ve tiyosiilfat gibi indirgenmis kiikiirt bilesik-
lerini okside eden fotosentetik mor bir kiikiirt bakte-
risidir ©. A. vinosum tath sularin hidrojen siilfiir ice-
ren ve 1s1ga maruz kalan bolgelerinde dar bir ekolojik
zon igerisinde yasar. Kromatium tiirlerinde flagella
olusumu diisiik siilfiir konsantrayonunda ve diisiik
151tk yogunlugunda tetiklenir. Dogal habitatinda bu
faktorler birbirine zit hareket etse de, A. vinosum
fotosentez yapmaya devam edebilecegi ideal siilfiir
ve 151k ortamina dogru hareket edecek sekilde flagel-
lasini kullanir @.

FIiL ve FliM proteinlerinin flagellar hareketteki rol-
leri, ilgili genlerin mutasyon calismalartyla, bircok
organizmada ayrimtili olarak incelenmistir.

FliM, C-halkasindaki FliN ve FliG ile birlikte hiicre
zarmin sitoplazmik tarafinda bulunur *®. Bu motor-
anahtar kompleksi, motor islevinden, tork tiretimin-
den, yon degistirmeden sorumlu oldugu kadar kanca-
nin uzunlugunu da kontrol eder . Bir kemotaksis
proteini flagellanin doniis yoniiniin belirlenmesinde
duyusal bir sinyale yanit vererek dogrudan rol oyna-
maktadir. CheY, iki bilegenli bir sinyal iletim sistemi-
nin pargasidir. Yanit diizenleyici CheY, CheA tarafin-
dan fosforile edildiginde, flagellar motorun tersine
dondiirebilmek icin, flagellar proteinler FliM, FliN
ve FliG ile etkilesime gecer 1. Caulobacter crescen-
tus’ta FliM’in yoklugu flagellar yapinin kaybolmasi-
na neden olmustur ‘Y. Rhodobacter sphaeroides’deki
mutasyon caligmalar1 da flagellar yapimin bir araya
gelmesi i¢in FliM’ye gereksinim duyuldugunu gos-
termigtir 12,

FIiL sitoplazmik zarda bulunur ancak C-terminal
ucu periplazmada konumlanmistir. FliL bakteriler
arasinda protein dizileri acisindan korunmamuistir.
Benzerlik Eschercihia coli ve Salmonella typhimu-
rium arasinda % 77 iken, C. crescentus ile kiyas-
landiginda % 23’lere kadar diismektedir . Temel
kaide ile ilgili bir protein olarak bilinen FliL’nin
islevi tam olarak bilinmemektedir. Bir ¢alismada,
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S. typhimurium FliL mutantinin, hareket edebilen,
yon degistirilebilen, ancak daha az miktarda flage-
lallaya sahip ve atasal tipe kiyasla daha az hareket-
li oldugu; bununla birlikte, FliL geni tamamen
inaktive edilen E. coli’de ise flagella olusumu ve
kemotaktik olarak kiimelenme 6zelligi gozlendigi
bildirilmigtir . Yakin zamanda yapilan bagka bir
calisma ise Salmonella enterica FliL mutanlarinin
siirii halinde hareket edebilme konusunda tamamen
Oziirlii olduklarini ortaya koymustur ¥, C. cres-
centus FliL mutasyonunda flagella olusabilmig
fakat hiicreler hareket edememistir V. Proteus
mirabilis FliL mutantlar1 da hareketsizdir. Flil ’nin,
ortam yogunlugundan dolayr motor durdugunda,
temel kaideye ve motor bilesenlerine uygulanan
cevirme giiciinii hissettigi seklinde bir hipotez
ortaya konulmustur ™. FliL’nin rotu, artan burul-
ma kuvvetine karsi giiglendirdigi diigtiniilebilir 1.
Bu nedenle, yiizey sinyal iletiminde bir rolii olabi-
lir 49

Bu calismada A. vinosum’un flagellar operonundaki
FliL ve FliM gen dizilerini ve parsimoni analizini
sunuyoruz.

GEREC ve YONTEM

Restriksiyon enzimleri, T4 DNA ligaz ve pTZ57R
Fermentas’dan satin alinmistir. Genomik DNA
“Qiagen Blood and Cell Culture DNA Kit” kullanila-
rak izole edilmigtir. Standart molekiiler biyoloji tek-
nikler kullanilmigtir 7. Ligasyon karigimi, tim gece
boyunca 16°C’de PCR cihazinda inkiibe edilmis,
daha sonra T4 DNA ligaz 65°C’de 10 dakika inkiibe
edilerek inaktif hale edilmistir. DNA dizi analizi
“Applied Biosystems PRISM 3100 (Avant) Genetic
Analyzer” sisteminde gergeklestirilmisgtir.

Yedi yiiz elli dort baz ciftlik (bg) klon, A.
vinosum’un genomik DNA’s1 kullanilarak PZT ile
cogaltildi. PZT tek primer, R116 (5’-GACGGCG
ACGCCGTGCCG-3"), cift yonlii kullanilarak ger-
ceklestirildi. PZT kosullari, 96°C’de 5 dakikalik
baglangicin ardindan 35 dongiiliik, 96°C’de 1 daki-
ka, 55°C’de 1 dakika ve 72°C’de 2.5 dakika sek-
lindeydi. PZT’yi tamamlamak i¢in ise 72°C’de 10
dakikalik bir uzatma basamagi uygulandi. Ligasyon
4°C’de bir gece boyunca gergeklestirildi. Daha
sonra ¢ogaltilmig {irtin pTZ57R vektoriine klonlan-
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1 - GTCGGCGACGCCGATGCCGCCCGAGTTTGCTCCGCTCGTCTATCACAAGCTCGATGGCTT - 60
- M P P EF A P L V Y HIEKUL D G L

61 - GACCGTCAACCTCTCGCCAGGGGCGCCAGTGCGTTTCCTGCGCGTCACGCTGACCATCAC - 120
- TV NL S P GA PV RFL RV TILTTIT

121 - CACGCCGAACCAGGCCGTGATCACGGCCGTGGACAAGCACATGCCCATGCTGCGCAACGA - 180
- T P NQ A VI TAV D KHMUPMTUL R N D

181 - CATCCTGTCGCTGCTGGCCGCTCAGGAATACGCCGCGCTCAACACGCCCGAGGGCAAGGA - 240
- I L. S L L A A Q E Y A AL NTU©PE G K D

241 - CACGTTACGCGAATCCTTGCGCCAGACCCTGGTGCGGCTGCTGGTCCAGTGCTAGCGAAC - 300

- T L R E S L R Q TL V R L L V Q C *

301 - CATCGGATATTCGTGACGTGCTCTTCAACGAACTGATCATGCAGTAGCAGGGCAAGCGAT - 360
- M

361 - GGCGCAGCAATCCGACATCCTCAGCCAAGGCGAGATCGACGCCCTGCTACATGGCGTCGA - 420
- A Q0 Q0 S DI L S QG E I DA ATLTLUHGV D

421 - TAGCGGCGACGTCGATACCGACTCCAATCCCTTTCCCACGGATGGTCAGGCGCGTCCCTA - 480
- S G D VDTDSNUPF P TD G QAR P Y

481 - TGACTTCGCGACCCAGGACCGCATCGTTCGCGGCCGGATGCCGACGCTCGACATGATCAA - 540
- D FATOQOID RTIVURGRM®PTTULIDMMTIN

541 - CGAGCGTTTCGCACGCTATCTGCGCGTGCATCTGTTCAATCTGCTGCGCCGCTCATCCGA - 600
- ERF AR Y L RV HL F NTLIL R R S S E

601 - GATCTCGGTCATCGGTGCGCGTGTCACCAAGTTCTCGGAGTATCGGCATTCGCTCTATGT - 660
- I s v I G A RV TXKF S E Y R H S L Y V

661 - GCCGACCAGTCTGAATCTGGTGCGCGTCTATCCGCTGCACGGCATCGGCGTCGCCGGC - 718

p T S L NL VRV Y P L HG I G V A G

Sekil 1. Allochromatium vinosum’daki FIliL ve 5’ FliM benzeri genlerin niikletid ve tiiretilmis amino-asit dizileri. Bitis kodonu yildiz
ile belirtilmistir. Genler icin potansiyel ‘“‘Shine-Dalgarno” bolgelerinin altlar1 cizilmistir.

d1 ve ardindan M13 ve T7 primerleri kullanilarak
dizi analizi yapildi ve klon pAVFIILM olarak
adlandirildi. A. vinosum fliL ve fliM genleri verita-
baninda GU166436 erigim numarasiyla depolandi.

Karsilagtirma analizinde kullanilan FliL protein dizi-
lerinin erisim numaralar1 sunlardir: Escherichia coli
AAC75011, Salmonella typhimurium NP_460928,
Azotobacter vinelandii EAMO8171, Rhodobacter
sphaeroides AADO00576, Pseudomonas aeruginosa
AAGO04831, Agrobacterium tumefaciens AAB71795,

Bacillus subtilis P23452, Aquifex aeolicus 067712,
Heliobacter pylorii NP_207602.

FliM protein dizilerinin erigim numaralari ise sdyle-
dir: Escherichia coli AAN80821, Salmonella typhi-
murium AAA27104, Azotobacter vinelandii
EAMO08170, Rhodobacter sphaeroides YP353135,
Pseudomonas aeruginosa AAG04832, Agrobacte-
rium tumefaciens AAC45322, Bacillus subtilis
P23453, Aquifex aeolicus AAC07248, Heliobacter
pylorii NP_207821.
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(a)
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E. coli -—---VAADDKAQQRVVPS-————————- PVFYALDTFTVNLG---DADRVLYIGITLRLK
A. vinelandii AHAGADSDAEAAAEPLPA--—--—————- PIFVPISPFTVNLRGEQREERLLYVGLSLQVT
A.vinosum 00 —eemm————a MPPEFAP--————————- LVYHKLDGLTVNLSPG-APVRFLRVTLTITTP
R. sphaeroides PEADEPAADPDAPQKVPRPTPERESFVTSYYQFKEPLTTNLR---ASRRLLQAGIGLSTQ
B. subtilis GKSEKSEAKKSIDEIVAS-=====—————- SVDVEEITTNLK----SDNIIRLAIKLETD
T . . .
E. coli -DEATRSRLSEYLPEVRSRLLLLFSRQDAAVLATEEGKKNLIAEIKTTLSTPLVAGQPKQ
A. vinelandii -DKASEEFLKRYMPQLRSRLLKLFTAQTAAELMTPNGKDQLSAKILEMLQQPMATPQPTL
A.vinosum -NQAVITAVDKHMPMLRNDILSLLAAQEYAALNTPEGKDTLRESLRQTLVRLLVQC----
R. sphaeroides YDQKVMDNVARNEVALRSDMLAIVGTFSEEELQDKAGRDRL-AELRGAVNARLQQLEGFG
B. subtilis

(b)

coli’

. vinelandii

. vinosum

. subtilis

. sphaeroides

RS

coli

. vinelandii

. vinosum

. subtilis

. sphaeroides

I O

-SDKSKEELEKRDFQVKDAVISLLADTNADQIEGDKGKETFKKELKDKINSYLOEGK---

L .t

--MGDSILSQAEIDALLNGD-SEVKDEPTASVSG-ESDIRPYDPNTQRRVVRERLQALET
-MAQDDLLSQEEIDALLKGV-SGEEDSSPSEPAD-TQRIRPYNPATQHRVIRERLHALDI
MAQQSDILSQGEIDALLHGVDSGDVDTDSNPFPT-DGOARPYDFATQDRIVRGRMPTLDM
--MSGEVLSQNEIDALLSAISTGEMDAEELKKEEKEKKVKVYDFKRALRFSKDQIRSLTR

MAATPRKLSSKEVAALVGNL---MEASESTS-LENGLEVRPYAFGENELNQLGDYHALRI
k% ke kke . % ok

INERFARHFRMGLFNLLRRSPDITVGAIRIQPYHEFARNLPVPTNLNLIHLKPLRGTGLV
INERFARYFRMSLFNLIRRSADITVDSVRYQSYSDFARNVPVPTNINLLAMKPLRGTALV
INERFARYLRVHLFNLLRRSSEISVIGARVTKFSEYRHSLYVPTSLNLVRVYPLHGIGVA
THDNFARLLTTHFSAQLRTYIHISVSSVDQVPYEEFIRSIPNMTILNLFDVHPMEGRIMM
INERFCRTARDVFLPMLRLOPRISSFPPEVRSFDDYRSSQDNFVSITASRIEELRGNQMI

koo * % . % * o . o %
HEA H H H H .

Sekil 2. Cesitli bakteri tiirlerinin FIiL ve FliM genlerinden tiiretilmis amino-asit dizilerinin Clustal W ile dizi benzerlik analizi (19).
Dizilerin erisim numaralari gerec ve yontemde belirtilmistir. Yildizlar 6zdesligi belirtirken, cift noktalar ve noktalar yiiksek benzer-

ligi belirtmektedir. (a) FliL and (b) FliM.

BULGULAR ve TARTISMA

FliL genine ve FliM geninin 5 ucuna homoloji gos-
teren 754 b¢’lik parca klonland: (Sekil 1). FliM dizi-
si, metiyoninin 6n bolgesindeki niikleotitlerin zengin
GA-igeriginden dolayr bir “Shine-Dalgarno” dizisi
olabilecegi i¢in protein kodlayan tam bir dizi olabilir.
Ancak, bu dizi, diger bircok tiirde korunmus olan
FliL proteininin beklenen boyundan daha kisadir.

Bitis kodonu olmadigindan, elde edilen klonda FliM
geni tam degildir. Bununla birlikte diger tiirlerdeki
ortalama 324 amino aside kargilik, bizim klonumuz
FliM geninin yaklasik % 46’sin1 temsil etmektedir.
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Iki gen arasindaki genler arasi bolge 64 baz ciftidir.
FliM i¢in potansiyel bir “Shine-Dalgarno” bolgesi
olarak GA’ca zengin bir bolge de gosterilmistir.
Translasyonu yapilmig bu diziler diger bakteriyel
FIiL ve FliM proteinlerine sirasiyla % 67 ve % 91
benzerlik gostermektedir. Tiirler arasinda daha az
korundugu icin, FliL’nin diisiik diizeyde benzerlik
gostermesi sasirtict degildir. Bu durum dizi benzerlik
analizlerinde de agik¢a gozlenebilir (Sekil 2a ve 2b).
FliL geninin parsimoni analizlerine gore A. vinosum
serbest azot fiksasyonu yapan A. vinelandii’yi iceren
gamaproteobakteri icinde gruplanirken, B. subtilis,
Heliobacter pylori, termofilik mikroaerofilik kemoli-
totrof Aquifex aeolicus ve simbiyotik azot fiksasyon
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(a)

100 —— FE. coli

70 S. typhimurium

85

A. vinelandii

69

P. aeruginosa

Allochromatium vinosum

R. sphaeroides

A. tumefaciens

B. subtilis

45

59 A. aeolicus

79 H. pylori

0.2

(b)

100 E. coli
95 [ S. typhimurium

59 | A.vinelandii

P. aeruginosa

36

P2 Allochromatium vinosum

42 B. subtilis

69 H. pylori

A. aeolicus

R. sphaeroides

A. tumefacien

0.2

Sekil 3. Filogenetik agaclar Allochromatium vinosum (a) FIiL (b) FliM’nin genlerinden tiiretilmis amino-asit dizileri kullanilarak insa
edilmistir. Agac, MEGA 4 ve Saitou ve Nei’nin Neighbor-Joining yontemi kullamlarak cizilmistir ?*?Y. Rakamlar se¢-bagla (“boot-
strap”) degerlerini yiizde olarak temsil eder "®. Asagidaki cubuk, gosterilen dal uzunlugundaki amino-asit degisimlerinin sayisim
temsil eder. Dizilerin erisim numaralari gerec¢ ve yontemde belirtilmistir.
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bakterisi A. tumefaciens ayri bir klad olustururlar ¥,
Fotosentetik kiikiirt olusturmayan mor bakteri R.
sphaeroides bu analiz icinde bir dig-grup olarak
kabul edilebilir (Sekil 3a). FliM’nin parsimoni ana-
lizleri de benzerdir. Bu 6rnekte A. tumefaciens daha
uzak bir dig-grup olarak gozlenmistir (Sekil 3b).

Islevsel karakterizasyon ve flagella genlerinin birey-
sel rollerinin saptanmasi i¢in mutasyon analizlerinin
yapilmasi1 gerekmektedir.
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