Uma bactéria que pode crescer usando arsénio ao invés de fosforo
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Resumo

A vida ¢ majoritariamente composta dos elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio,
enxofre e fosforo. Embora esses seis elementos constituam acidos nucleicos, proteinas e lipideos e,
assim, sejam a esséncia da matéria viva, ¢ teoricamente possivel que alguns outros elementos da
tabela peridodica possam servir para mesma funcdo. Aqui nés descrevemos uma bactéria, cepa
GFAJ-1 das Halomonadaceae, isolada do lago Mono Lake, California, a qual substitui o fésforo por
arsénio para sustentar seu crescimento. Nossos dados indicam evidéncias de arsenato em
macromoléculas que normalmente possuem fosfato, notavelmente 4cidos nucleicos e proteinas.
Alteragdes em um dos maiores bio-elementos podem ter profunda significancia evolucionaria e
geoquimica.

Apresentacao

A dependéncia bioldgica dos seis maiores elementos nutrientes carbono, hidrogénio,
nitrogénio, oxigénio, enxofre e fosforo ¢ complementada por uma matriz de outros elementos,
normalmente metal(dides) presentes em quantidades infimas que servem para fungdes celulares
criticas, como por exemplo cofatores enzimaticos'. Existem diversos casos em que esses elementos
sdo substituidos por outros. Uns poucos exemplos incluem a substitui¢do do tungsténio por
molibdénio além de cddmio por zinco em algumas familias enzimaticas™ e cobre por ferro como
um carreador de oxigénio em alguns artropodes e moluscos®. Nesses exemplos € em outros, os
elementos que sdo trocados compartilham similaridades quimicas que facilitam a troca. Contudo,
ndo existem relatos de substituicdo para nenhum dos seis maiores elementos essenciais a vida. No
presente artigo nos apresentamos evidéncias de que o arsénio podem substituir o fosforo em
biomoléculas que ocorrem naturalmente em bactérias.

O arsénio (As) ¢ um analogo quimico do fosforo (P), o qual se encontra diretamente abaixo
de P na tabela periddica. arsénio possui uma raio atomico similar, bem como possuir uma
eletronegatividade bem proxima do P°. A forma mais comum do P em biologia ¢ o fosfato (PO.>), o
qual comporta-se de forma similar ao arsenato (AsO,”) acima da faixa de pH de interesse bioldgico
e de gradiente redox’. A similaridade fisico-quimica entre AsO4” e PO,> contribui para toxicidade
biologica devido ao fato de que as vias metabolicas destinadas ao PO4” ndo conseguem distinguir as
duas moléculas’ e o arsenato pode ser incorporado antecipadamente em alguns passos dessas vias®.
Entretanto, pensava-se que a continuidade dos processos metabolicos eram, de forma geral,
incompativeis com moléculas que incorporaram As por causa da diferenca de reatividade entre
compostos de P e compostos de arsénio®. Essa continuidade das vias bioquimicas podem requerer o
mais quimicamente estdvel metabolito baseado em P; acredita-se que o tempo de vida do mais



rapidamente hidrolisado andlogo do condutor de As seja muito curto. Todavia, dadas as
similaridades do P e do As, e pela analogia da substituicdo de elementos tracos, nds hipotetizamos
que o AsO4” poderia substituir especificamente o PO, em um organismo que possua mecanismos
para lidar com a instabilidade dos compostos de AsO,” .® Aqui, testamos experimentalmente esta
hipétese usando AsO,’ , combinando com nenhuma adi¢do de PO,*, para selecionar e isolar um
microbio capaz de realizar essa substitui¢do.

Geomicrobiologia do GFAJ-1

Mono Lake, localizada no leste da Califérnia, ¢ um lago hipersalino e alcalino com altas
concentragdes de arsénio dissolvido (média 200 uM®). Usamos sedimentos de Lake como indculos
em um meio aerdbico artificial com pH 9,8'""" contendo 10 mM de glicose, vitaminas, metais
tragos, mas sem nenhuma adi¢io de PO, nem nenhum suplemento orginico nutricional complexo
(ex. extrato de levedura, peptona) com um regime de aumento de adi¢do de AsO,’ inicialmente
abrangendo o intervalo de 100 pM a 5 mM. Esses enriquecimentos foram feitos por meio de muitas
transferéncias de diluicdes decimais reduzindo grandemente qualquer transporte de fosforo
autdctone''. O background de PO, no meio foi igual a 3,1 (+ 0,3) uM, com ou sem adi¢do de
AsQ,”, provenientes de tragos de impurezas dos principais sais (tabela S1)"'. A sexta transferéncia
de 5 mM de AsO,” (sem adi¢do de PO.*) foi monitorada de perto e demonstrou uma taxa de
crescimento (p) de 0,1 dia™'. Apos dilui¢des de 107, usamos um enriquecimento de 5 mM de AsO4”
para inocular uma placa de a4gar que continha a mesma composi¢do quimica do meio artificial. Uma
colonia isolada foi escolhida das placas de 4gar, reintroduzida no meio liquido artificial sem adi¢ao
de PO,* onde entdo aumentamos progressivamente a concentracio de AsO,> de forma a determinar
o nivel 6timo de crescimento. Essa cepa isolada de GFAJ-1, que foi identificada por meio da
sequéncia filogenética do 16S rRNA como um membro da familia Halomonadaceae de
Gammaproteobacteria (figura S1)", estd mantida aerobicamente com 40 mM de AsO,”, 10 mM de
glicose e sem adi¢do de PO,* (condi¢do +As/-P). Membros dessa familia demonstraram acumular
As intracelular previamente'?.

GFAIJ-1 cresceu a um pm,x médio de 0,53 dia” sobre +As/-P, aumentando em 20 vezes seu
numero de células apds seis dias. Elas também cresceram mais rapido e mais extensivamente com a
adicdo de 1,5 mM PO, (-AS/+P, pmax 0,86 dia™). Contudo, na auséncia de AsO,” ¢ PO, nenhum
crescimento foi observado (figuras 1A e 1B). Para demonstrar o crescimento da células de forma
inequivoca, usamos dois métodos independentes: densidade Optica e contagem direta de células.
Células crescidas sobre +As/-P sdo oblongas e possuem aproximadamente 1-2 microns quando
observadas por microscopia eletronica (figura 1C)"'. Microscopia eletronica de transmissio revelou
grandes regides semelhantes a vacuolos em células que cresceram em meio +As/-P, o que pode
contar para este aumento de tamanho (figura 1E). Estes experimentos demonstraram que o
crescimento dependente de arsenato, diferencas morfologicas em GFAJ-1 causadas pelo AsO4”
presente no meio de crescimento e o fato de que os niveis de impureza do PO, no meio foram
insuficientes para elicitar o crescimento no controle (-As/+P).

Estequiometria celular e distribuicao elementar

De forma a determinar se GFAJ-1 absorveu AsO,” do meio, nds medimos o conteudo
intracelular de As por ICP-MS'"'. Em células crescidas em meio +As/-P, a média intracelular de As
foi 0,19 (= 0,25) do seu peso seco (tabela 1), enquanto as células continham apenas 0,02 (= 0,01)%
de P de seu peso seco. Este P foi, presumivelmente, eliminado dos tragos de impurezas de PO,’ nos
reagentes; € ndo provavelmente devido ao carregamento dado por nossa estratégia de
enriquecimento e isolamento. Além disso, quando as células cresciam em+As/-P o valor intracelular
de P foi 30 vezes menor do que nossos valores de P medidos quando este microbio cresceu em -As/
+P e muito abaixo do 1-3% de P do peso seco necessario para suportar o crescimento em uma tipica
bactéria heterotrofica®. Do contrario, o crescimento celular de GFAJ-1 sobre condi¢des -As/+P



tiveram um conteido médio de P de cerca de 0,54 (= 9,21)% de peso seco. Houve uma variagdo no
conteudo total de As das células +As/-P, possivelmente um resultado da coleta durante a fase
estacionaria e perdas durante as centrifugagdes e ciclos de lavagem devido a instabilidade potencial
das estruturas celulares no estado targido (figura 2C e 2E). Em contraste, a integridade
aparentemente robusta das células -As/+P (figura 2D) e, desse modo, a medida intracelular de P
dessas células reflete seu conteudo. Contudo, o baixo total de P intracelular medido em células
+As/-P estava consistentemente muito abaixo da quantidade necessdria para sustentar o
crescimento, sugerindo que esses valores baixos estdo corretos apesar das variacdes dos dados das
células +As/-P. O baixo conteido de P, em conjunto com alto conteido intracelular de As, foi
confirmado por espectometria de massa de ions de alta resolugdo e por andlises de raios-X, sdo
discutidas abaixo.

Usamos um radiomarcador “AsO,” para obter informagdes mais especificas sobre a
distribui¢do intracelular do arsénio'’. Observamos arsénio intracelular em fracdes celulares de
proteinas, metabdlitos, lipideos e acidos nucleicos (tabela 2). A fase celular estacionaria incorporou
aproximadamente um décimo do total de "AsO,> em 4cidos nucleicos, mas mais de trés quartos do
PAsOs” em fragdes fenol extraidas de proteinas, com uma pequena fracdo em lipideos. Nos
advertimos que a grande fragcdo proteica ¢, provavelmente, uma super estimativa, visto que esse
passo de extragdo possivelmente contém numerosos pequenos metabolitos ndo proteinaceos. De
forma a determinar se a distribuigdo padrdo reflete o suo de AsO4 no lugar de PO, no DNA, nés
estimamos que o genoma médio da bactéria ¢ de 3,8 Mbps, o qual deve conter aproximadamente
7,5.10° atomos ou 12,5.10"* mols de P. Assumindo um genoma completo por célula, isso deve ser
igual a 0,39 fg de P no genoma. Por meio de ICP-MS, medimos cerca de 9,0 fg de P por célula em
condigdo -As/+P, o que implica que somente ~ 4% do total intracelular de P est4 associado com o
genoma. Uma vez que essas células sdo coletadas na faz estacionaria'’, a fragdo de P associada com
RNA ¢ possivelmente pequena'. Consequentemente, aproximadamente 96% do P esti
presumivelmente distribuido entre lipideos e fragdes proteicas. Se 0 AsO,> esta substituindo o PO4>
no DNA, entdo podemos assumir que aproximadamente as mesma fracdo do total intracelular de
AsO,* devera refletir uma distribuicdo similar a nossa distribui¢do estimada de PO,>. A distribui¢do
intracelular de "AsO,’ em nossos experimentos foi consistente com essas estimativas. Se 0 *AsO4”
estd cumprindo o papel biolégico do PO.", entio o AsO,” poderia atuar em muitos papéis
bioquimicos andlogos, incluindo DNA, fosforilagdo de proteinas metabolitos de pequeno peso
molecular (ex. Analogos arsenilados de NADH, ATP e intermedidrios como glicose e acetil-CoA) e
fosfolipideos.

Nossos dados sugerem que o arsénio estava presente em varios biomoléculas e em particular
procuramos confirmar a presen¢a de arsénio no DNA. Inicialmente, medimos tracos de As por
analise de ICP-MS do extrato de acido nucleico e de proteinas/metabolitos de células crescidas em
+As/-P (tabela S1)". Noés entdo utilizamos uma espectometro de massa de fons de alta resolucdo
(NanoSIMS) para identificar positivamente o As no extrato (figura 2A). Estes dados mostram que o
DNA derivado de células +As/-P tinham um conteudo elevado de As e baixo de relativo ao DNA de
células -As/+P. Analises NanoSIMS do DNA mostrou que a razao As:P em um atomo por atomos
base foi significativamente maior em células +As/-P versus -As/+P (figura 2A, tabela S2)". Tanto
expressado como uma razao entre ions relativa ao C (”As:"*C’, figura 2A) ou *'P:"*C (tabela S2)"
ou normalizado pela produgdo relativa de ions e expressado como uma concentracdo em partes por
bilhdo (tabela S2)", percebemos uma tendéncia consistente de similaridade, com significativamente
mais As em DNA +As/P-, ¢ maior P em DNA -As/+P. Em ambos os casos os elementos nio
alterados foram iguais ou menores que os niveis do background. Estas medidas, portanto,
demonstram especificamente que o extrato de DNA purificado de células +As/-P continham As.
Nossas analise nanoSIMS, combinadas com evidéncias de arsénio intracelular por ICP-MS e nosso
experimento usando radiomarcador *AsO,> demonstraram que o AsO,> intracelular foi incorporado
a biomoléculas chave, especificamente DNA.



Caracteriza¢ao do meio quimico do arsénio intracelular

Usamos estudos de raio-X sincotron para determinar a especificagdo e o meio quimico do
arsénio intracelular'’. Micro absor¢do de raios-X proximos da banda de espectroscopia (uWXANES)
de células +As/-P exibiram uma banda de absorcdo de As(V) coordenada sem evidéncias de As(III)
observado. Os melhores ajustes do espectro estendido de micro absor¢do de raios-X de fina
estrutura (LEXAFS) estdo listados na tabela 3 e mostrados na figura 3. A primeira regido vizinha ao
redor do arsénio em células +As/-P consiste de quatro ligantes do oxigénio (tabela 3), mas possui
uma segunda regido que ¢ inconsistente com nossos modelos As-Fe e As-S, ions de arsenato livre
ou espectros organo-arsénios ja publicados (figura 3A)">'®. Enquanto outros compostos de arsénio,
como o dimetillarsinato (DMA), também possuem ligacdes As-O e As-C, eles possuem posi¢des de
borda que sdo deslocadas para energias abaixo do observado As(V) e tem distancias de ligagdes As-
C muito menores'®. Em contraste aos nossos modelos, estas distancias As-O e As-C sdo consistentes
com o que foi relatado a partir da estrutura cristalina do DNA para a posicao analoga do P relativo
aos atomos de O e C (figura 3A)'*"". Portanto, nossos dados obtidos por raios-X ddo embasamento a
posicdo do arsenato em uma configuragao similar a do fosfato no esqueleto de DNA ou bem como
potencialmente a outras moléculas. Estes dados também indicam evidéncias para a presenca de
arsenato em metabolitos de baixo peso molecular (ex. Analogos arsenilados de NADH, ATP e
intermediarios como glicose e acetil-CoA), bem como proteinas arsenilatadas em que o arsenato
substituiria o fosfato em residuos de serina, tirosina e treonina (tabela S3)"". Dados de
fluorescéncia de micro raios-X (LXRF) confirmaram nossas medidas de ICP-MS e mostraram um
pequeno background de P que contrasta com regides de alto contetido de arsénio correlacionado
com altos contetdos de ferro e zinco (figura 3B, figura S2)'". Estes dois ultimos elementos sio
rotineiramente usados como representantes para presenga de material celular (como C, N e O) em
nossos experimentos devido ao fato de que a luz desses elementos ndo pode ser detectada por
fluorescéncia de raios-X sobre nossas condi¢cao de auséncia de vacuo. Entretanto, para dar suporte a
distribuigdo de arsénio com material celular, nds usamos NanoSIMS para mapear taxas i0nicas
celulares de "As:"?C e *'P:"*C (figura 2B-G, figura S2)". Essas anélises confirmam, com uma
resolu¢do muito mais precisa, a distribuicao intracelular de As com C na condi¢do +As/-P com um
baixo background de P (figuras 2B, 2D, 2F). Isto estd em contraste a distribui¢ao intracelular de P
em células que cresceram em condi¢des -As/+P (figuras 2C, 2E, 2G). Pelo fato de que os dados da
absorcao de raios-X forneceram informagdes a respeito da coordenacdo média do arsénio, nossos
dados identificaram uma mistura de componentes nas células. Esses resultados indicam que esses
componentes sao dominados pelas estruturas coordenadas arsénio(V)-oxigénio-carbono e, assim, o
meio das ligagdes que descrevemos ¢ consistente com nossos dados NanoSIMS (figura 2A) e
podem ser atribuidos ao DNA. Em resumo, estes dados mostram que o arsénio esta no estado
redutor +5 e ligado ao O e distal aos atomos de C com comprimentos de ligagdo covalente
aceitaveis 1dentificando o arsenato assimilado em biomoléculas dentro das células em
especificamente coordenagdo relevante.

Nossos dados mostram o crescimentos arsénio-dependente de GFAJ-1 (figura 1). O
crescimento foi acompanhado pela tomada de arsenato e assimilagdo em biomoléculas incluindo
acidos nucleicos, proteinas e metabolitos (tabela 1 e 2, figuras 2 e 3). Em alguns organismos, o
arsénio induz genes especificos de resisténcia para fazer frente a sua toxicidade’; enquanto alguns
microbios dissimiladores utilizadores de arsénio podem conservar energia para o crescimento a
partir da oxidagdo de espécies reduzidas de arsénio, ou “respirar” AsO4”, como um aceptor terminal
de elétrons. Nosso estudo € diferente pois no6s usamos arsénio como um agente seletivo e excluimos
o fosforo, até agora o maior de todos os requerimentos em todos os organismos conhecidos.
Todavia, GFAJ-1 ndo ¢ um arsenéfilo obrigatorio e cresce consideravelmente melhor quando
disponibilizado de P (figura 1A, 1B). Embora esters de AsO." sdo previstos ser em ordens de
magnitude menos estaveis que os esters de PO,”, pelo menos para moléculas simples®, GFAJ-1 pode
enfrentar essa instabilidade. As regides semelhantes a vacuolos observadas em células GFAJ-1
quando crescem em condigdes +As/-P sdo potencialmente ricas em poli-fB-hidroxibutirato [como



mostrado em outras espécies de Halomonas]", as quais podem estabilizar estruturas do tipo As(V)-
O-C por que ambientes ndo aquosos parecem promover taxas de hidrolise mais lentas para os
compostos relatados®. Propomos que regides intracelulares ou mecanismos que excluem 4agua
podem também promover esta estabilidade.

Nos reportamos a descoberta de um microbio incomum, cepa GFAJ-a, que
excepcionalmente pode variar a composi¢do elementar de suas biomoléculas por meio da
substitui¢do do P por As. Como o arsénio se insinua na estrutura das biomoléculas pe ainda incerto,
€ 0s mecanismos pelos quais essas moléculas operam sao desconhecidos.
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Imagens e tabelas
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Table 1. Bulk mtracellular elemental profile of swain GFAJL*

{%a dry weight)

Condition (n) As P As:P
+As-P(8) 019+ 025 0.019 £ 0.0009 T
-As/P (4) 0.001 £ 0.0005 0.54+0.21 0.002

*Cells grown and prepared with trace metal clean techniques (J 7). Number in parentheses indicates replicate samples

analyzed.

Table 2. Intracellular radiolabeled *AsO, arsenate distribution®

Solvent (subcellular fraction)

Cellular radiolabel recovered (% of total)

Phenol (protein + s.mow. metabolites)
Phenol:Chloroform (proteins + lipids)
Chloroform (lipids)

Final agqueous fraction (DNA/RNA)

BO.3£1.7
5.1+£4.1
1.5+0.8
11.0£0.1

*All major cellular sub - fractions contained radiolabel afier cell washing procedures. Small molecular weight metabolites
{s.m.w. metabolites) potentially include arsenylated analogs of ATP, NADH, acetyl - CoA and others ( [ [). Standard error

shown.

Table 3. Resulis of fitting arsenic K-edge EXAFS of GFATL*

2

Type Number R a”

As-0O 42(0.6) 1.73(2) 0.003(2)
As-C 25(0.5 235(4) 0.003(2)
As-C 22(0.5) 292 (6) 0.003 (2)

*Details for table: 802=1, global amplitude factor and EO= 1397, offset for calibration. Type, the coordination type; Number,
the coordination number; R, inleratomic distance; o, the measure of the static disorder of the shell. See Table $2 for comparison

to P in P-containing biomolecules ( /7).



Imagens e tabelas suplementares
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Figure S1. Phylogenetic analysis of strain GFAJ-1. Maximum likelihood phylogenetic tree based
on 168 rRNA genes identified GFAJ-1 as a member of the Halomonadaceae family in the

Gammaproteobacteria.
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Figure S2. As:"*C versus V'P:"*C ratio plot from GJAJ-1 cells by NanoSIMS. Data showing
the relationships between As, P and C for GFAIJ-1 cells grown +As/-P (open circles) and -As/+P
(closed squares). Error bars represent 1 standard deviation of analytical variance during a single
measurement.
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Figure 53. Correlation plots of P, Fe, and Zn versus As XRF mapping data for GFAJ-1 cells.
Correlation plots showing the relationship of the spatial distribution of phosphorus (top), iron
{middle) and zine (bottom) with respect to arsenic lor the images and data shown in Figure 3B. Strong

correlations exist between Fe, Zn and As while there is no correlation between As and P.



Table S1. ICP-MS analyses.”

P +f-F As +-5 Asfp 4f°
BLANKS ng ng
sterife falcon tube blank =1 <1
repeat <1 <1
+As/-P digestion process blank <] <1
repeat <1 =]
-As/+P digestion process blank <l <1
repeat <1 <1
+45/+P digestion process blank <3 <1
gel blank 7957 80 42.5° g
repeat 1,066 107 <2
repeat 599 a0 <2
MEDIA pLM p
water blonk  <0.03 <0.01
repeat =0.03 <01
-P/-As media [-vitamins, - arsenic, -phosphate, - glucose)
5 Apr 2010 batch 3.7 0.4 0.26 0.03
-P/-As media (-vitamins, - arsenate -phosphate, - glucose)
11 June 201 batch <0.3 0.43 0.04
-Bf+4s media (+vitamins, +10 mM glucose, + arsenate)
29 July 2010 batch 29 0.3 33,520 3,352
-P/+As media (+ vitamins, +10 mM glucose, +arsenate)
5 Apr 2010 batch 2.7 03 39,920 3,992
+P/-As media (+ vitamins, +10 mM glucose, + phosphate)
5 Apr 2010 batch 2,003 200 0.16 0.02
cell wash solution -P/-As media
[-vitamins, - arsenic, -phosphate, - glucose, - trace metals),
3 July 2010 batch ~ 7.4° 23 <001°



Table S1continued. 1CP-MS analyses.”

P +f As +HE o As/P 4
DNA/RNA EXTRACTS, GELS AND PHENOL SAMPLES ppb ppb

+As/-P DNA/RNA extract GFAS 2,081 174 =20
-As/+P DNA/RNA extract 266,000° 26,600 118 353

+As/-P DNA/RNA GFAS gel 2,339 117 g9 18  0.038 0.008
+85/-P RNA gel 455 46 <1
-As/+P DNA/RNA GFAl gel 1,820 180 12 2 0.007 0.0015
-As/+P RNA gel 4,063 406 6.3 1.3 0.002 0.0003
-Asf+F gel 6,110 610 <1

-As/+P phenol 241,100 12,100 3,650 365  0.02 0.0017
repeat 269,100 29,100 3,717 370 0.01 0.002
+As/-Pphenol 4,170 830 4,880 770 117 0.30
repeat 4,670 930 4,570 460 098 022

CELLS dry wt % dry wt %

+As/-Peells® 0023 0002 0114 0011 491 069
repeat’ 0.023  0.002 0.200 0020 855 1.21
repeat’  0.024 0002 0624 0062 2656 376

repeat’ 0036 0.004 0.550 0.055 1519 215
+As{-Pcells 0.014 0.001 0.010 0.001 0.76 0.08
repeat 0.011 0.001 0.010 0.001 0.97 0.11
repeat 0.011 0.001 0.009 0.001 0.83 0.09
repeat 0.011 0.001 0.011 0.001 0.95 0.11
average 0.019 0.008 0.191 0.25 7.3 9.3

-As/+P cells’  0.66 0.07 0.0006 0.0001 0.0004 0.0001

repeat’  0.23 0.02 00005 0.00005 0.0011 0.0002
-Asf+P cells  0.63 0.06 0.0015 0.0001 0.0023 0.0003
repeat  0.65 0.06 0.0015 0.0001 0.0022 0.0003
average 0.542 (0.210 0.0010 0.00053 0.0015 0.0009

“*Correlation coefficient of sample addition curve was between 0.58 and 0.9, "Samplc was from batch grown in June
2010, All other samples were grown in a sepatate batch in July 2010, *Errors are calculated as the standard deviation on
replicate analyses or 10%, whichever is larger. “Error is the expanded error including uncertainties on measurements.
“Repeat” indicates a replicate sample digestion and analysis. Sample names in italics designates that the sample was
analyzed n several dilutions and on multiple analvtical sessions with separate calibration curves, bul not as standard
addition curves.



Table $2. NanoSIMS gel elemental concentrations and ion ratios.

il 75

P As As'P As/P P - Yaglte - AsE

pph’ 7 ppht 4 gg atonyatom

tAs-PDNA 299 36 7 009045 (LO3738  2.52E-04  3.06E-05  134E-05 248E-06 531E-02
-AsHP DNA 1017 237 14 (.01361 Q.00562 RASBE-04 200BE-04 685E-06 1.36E-06  7.99E-03
-AsHP RNA 1202 93 5 000411 oot LME-0F  TRIE-05  245E-06 525E-07 241E-03
Blank" 820 143 15 00129 000756 692E-04  121E-04 T43E-06  150E-06  1LOTE-02

b — La LA

"Measurements are mean values for splits of excised agarose gel bands loaded with purified GIAJ-1DNA and RNA; the
other portion was run by ICP-MS. * *Elemental concentrations arve for hydrated agarose. "All error values reported in this
table are 2 * standard error, “Blank values were measured on agarose gel segments excised from outside of electrophoresis
lanes; these are an upper limit of expected background ion concentrations caused by trace impurities in agarose, loading
dye or ethidium bromide stain.

Table 53. Various bond length distances of typical phosphate containing biomolecules between
phosphorus, oxygen and carbon atoms.’

Type
Compound (PDB ID) P-O pP-C p-p P-C-
ATP (ANP) 1.69 291 324 -
1.75
1.76
NAD (NAD) 1.65 2.70 2.86 4.24
1.78
Glucose-6-phosphate (BoG) 1.49 2.45 - 3.86
1.62
acetyl-CoA (ACO) 1.50 249 2.63 3.65
1.64 3.91
Glycogen synthase kinase-3f .46 2.51 - 335
inhibitor complex(3F8E) 1.55 3.38
1.56
1.58
DNA (TBNA) 1.47 2.52 - 3.36
1.58 2.66 3.76
3.97
4.14

"These structures were taken directly from the protein databank (www.pdb.org, §22) and are “ligand structures”
standards in the PDB while 3FE is an example of a phosphorylated protein. They have been identified
in a range of biomolecules.



Table 83: Sequences used for phylogenetic tree construction

Taxon

Actinomyees meveri strain Prevot 24778
Bacilius selenitireducens strain MLS10
Bordetella trematum strain DSM 11334
Burkholdevia kuruviensis strain KP23
Comamaonas nitrativarans strain 23310
Demeiria terragena strain HK 1 0089
Desulfobulbus elongatus strain FP
Deswlfonatronum thiodismutans strain MLF1
Deswlfovibrio longreachensis strain 16910a
Ehrlichia muris strain AS145

Escherichia coli strain O157:H7

Creabacter pelaphifus strain Dfr2

Halomonas alkaliphila

Halomonas sp. DHT?

Halomonas sp. G27

Halomonas sp. GTW

Halomonas sp. IB-018

Halomonas sp. ML-185

Halomonas sp. mp3

Halomonas venusia strain NBSL13
Helicohacterbilis strain Hb

Leprothrix discophora strain 85-1
Magnetospirillum gryphiswaldense strain MSR-1
Magnetospivillim magretotacticum strain DSM 3856
Methlobacterivm nodulans strain ORS 2060
Myveobacterium goodii strain MO&9
Nitrabacter alkalicus strain AN
Nitrosomeonas eniropha C91

Oscillatoria sp. PCC 8927

Paracoccus alkenifer strain A901/]
Paracoccus pantotrophus strain ATCC 35512
Roseaspiva navarrensis strain SE3104
Spirochaeta americana strain ASpGl
Swlfurospirillum halorespivans strain PCE-M2
Thicalkalimicrobinm cyvelicum strain ALM |
Thisalkalivibrio jannaschii strain ALM?2
Tindallia californiensis strain APO
Tswkamurella pulmonis strain IMMIB D-1321
Walinella swecinogenes strain ATCC 29543

Accession
NE 029286
NE_ 028707
NE 025404
NR_02472]
NR 025376
NE 026425
NE 029305
NR 025163
NE 029364
NE 025962
EULLIEI03
NR 026077
AJp40133
Fl404755
EF554887
DO279R40
AM4901 36
AF140007
AJS51117T
Fla73521
NR 029182
NR 025016
NE 027605
ME 026381
NR_027530
NR 029341
NE_ 024920
NE 027566
G351575
NE 026424
ME 026457
NR_025440
NR_02ZER20
NE 028771
NE 028806
NR_02EROT
NE 025162
NE 029302
NR_025942



