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DAP-‐Chip	  Workflow	  

Example	  of	  a	  completely	  mapped	  two	  component	  system:	  Dvu1083	  (PhoB)	  

Determine	  RR-‐bound	  
and	  enriched	  DNA	  using	  
<ling	  array,	  use	  peaks	  to	  
predict	  mo<fs	  	  

Target:	  	  	  	  0943	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1032	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1164	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1418	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2116	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2405	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3025	  

RR:	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  0946	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  1063	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  1156	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  1419	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  2114	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  2394	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  3023	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Target:	  	  	  	  1231	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3303	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3339	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3384	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A0089	  

RR:	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  3220	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  3305	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  3334	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  3381	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  A0057	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

universal	  
stress	  prtn	  

RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0539	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0540	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0541	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0545	   0943	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0945	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0946	  

membrane	  
protein	  

HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  RR	  

RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  

0621	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0622	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0624	  	  	  	  	  	  	  	  0625	  

cyt	  c	  
family	  

nitrite	  
reductase	  

	  	  2271	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2272	  

pyruvate	  
formate-‐lyase	  

formate	  acetyl	  
	  transferase	  

3381	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3382	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3384	  

RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   zraP	  

3284	  

lactate	  permease	  

1427	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1428	  

REC-‐only	  RR	   phosphoglucomutase	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2399	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2404	  	  	  	  	  	  	  	  	  2405	  

heterodisulOide	  reductase:hydrogenase	   alcohol	  
dehydrogenase	  

2802	  

regulator	  

	  3298	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3302	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3303	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3304	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3305	  

HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  RR	  membrane	  
prtn	  

RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  

2394	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2395	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2396	  

alcohol	  
dehydrogenase	  

2114	  

RR	  

2116	  

pilin	  

3334	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3335	  	  	  	  	  	  3336	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3339	  	  	  	  	  

RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  

	  	  0109	  	  	  	  	  	  	  0110	  

HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  RR	  

0132	  	  	  	  0133	  	  	  	  	  	  	  	  	  

membrane	  
protein	  

0677	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0679	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0680	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0681	  

transglycosylase	   RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

0803	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0804	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0805	  	  	  	  	  0806	  

HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  RR	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   REC-‐only	  RR	  

	  	  	  	  3024	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3033	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

pyruvate/lactate	  oxidation	  genes	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  3022	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3023	  	  

	  	  	  	  	  HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  RR	  

2451	  

lactate	  permease	  

RR-‐lon	  
protease	  

K	  uptake	  genes	  

1063	  

RR	  

1032	  

	  	  	  0310	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0316	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Olagellar	  genes	  

0408	  

RR	  (GGDEF/EAL)	  

0437	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0438	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0439	  	  	  

AcrA	   AcrB	  family	   YC-‐II	  domain	  

	  1141	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1144	  

regulator	  regulator	  

1441	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1442	  

Olagellin	   Olagellin	  

2135	  

exopolysaccharide	  related	  genes	  
RR	  

A0053	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A0057	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A0063	   A0089	  

PEP-‐CTERM	  

1152	  

PEP-‐CTERM	  

Use	  qPCR	  to	  
op<mize	  
condi<ons	  for	  
DNA	  enrichment	  
from	  sheared	  
genomic	  DNA	  

E	  

I	  

5.6	  fold	  enrichment	  
	  of	  upstream	  region	  of	  	  

predicted	  HK	  	  

Validate	  	  
mo<f	  	  
using	  
	  EMSA	  

mo<f	   modified	  	  
mo<f	  

RR	  	  	  	  	  -‐	  	  	  +	  	  	  	  -‐	  	  +	  	  	  

Obtain	  regulon	  
	  for	  RR	  

1083	  	  	  	  1084	  	  	  	  	  	  1085	  

RR	   ABC	  	  
transporter	  

PhoU	  

0001	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0005	  	  

DnaA	   DNA	  
pol	  III	  

DNA	  gyrase	  

1236	  	  	  	  	  	  1237	  	  	  	  	  	  	  1238	  

amino	  acid	  ABC	  transporter	  

0013	  

HK	  

1821	  	  	  	  	  	  1822	  	  	  	  	  	  1823	  

glutamate	  synthase	  

2305	  	  	  	  	  	  	  2306	  

PhoU	  phosphate	  	  
permease	  

1475	  

PhoU	  

2477	  	  	  	  2478	  	  	  	  	  	  2479	  

phosphate	  ABC	  transporter	  

0667	  	  	  	  	  	  	  	  0668	  

HD	  domain	   MCP	  

Target:	  	  	  	  	  0132	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0123	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0540	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0599	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0624	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0677	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0805	  

RR:	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  0110	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  0118	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  0539	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  0596	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  0621	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  0679	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐	  	  	  	  804	  

Example	  of	  an	  RR	  with	  only	  one	  target	  :	  Dvu2934	  

2930	  	  	  	  	  	  2931	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2932	  	  	  	  	  2933	  	  	  	  	  	  2934	  

HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   RR	  with	  	  
HD	  domain	  

RR	  

Dvu2934	  is	  a	  sigma	  54-‐dependent	  RR	  

A	  target	  (Dvu2917)	  
was	  iden<fied	  based	  
on	  gene	  proximity	  
and	  presence	  of	  a	  
predicted	  sigma	  54	  
dependent	  promoter	  

E
I -‐C	  

Upstream	  
region	  of	  2917	  
was	  enriched	  	  
from	  sheared	  
genomic	  DNA	  

DAP-‐chip	  resulted	  in	  only	  	  
a	  single	  strong	  peak	  –	  for	  2917	  

A	  mo<f	  	  was	  obtained	  from	  
upstream	  regions	  of	  ortholog	  	  

in	  D.	  vulgaris	  Miyazaki	  	  

RR	  	  	  -‐	  	  +	  	  	  	  -‐	  	  +	  

mo<f	  	  	  modified	  

The	  mo<f	  was	  	  
validated	  by	  EMSA	  

2917	  

lpxC	  

RR	  	  	  	  	  -‐	  	  	  +	  

Based	  on	  predicted	  func<on	  of	  	  
target	  LpxC,	  RR	  2934	  regulates	  

lipid	  A	  synthesis	  

Example	  of	  a	  DAP-‐chip	  done	  blind:	  Dvu0744	  

RR	  0744	  did	  not	  bind	  its	  own	  upstream	  region,	  and	  no	  predicted	  sigma	  54	  promoter	  was	  found	  in	  any	  	  
of	  the	  proximal	  genes.	  A	  DAP-‐chip	  was	  done	  directly,	  and	  the	  top	  three	  targets	  are	  shown.	  Mo<f	  predic<ons	  
and	  valida<ons	  are	  ongoing.	  

0740	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0743	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0744	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0745	  

HK	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  RR	  membrane	  
protein	  

ABC	  
transporter	  

0735	  	  	  	  0736	  

MOSC	  
domain	  
prtn	  

phosphoribosyl	  
glycinamide	  
	  formyltransferase	  

0682	  

DNA	  binding	  	  
protein	  

	  3131	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3132	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3133	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3134	  	  	  	  

regulator	   glycerol	  	  metabolism	  	  genes	  

2132	  	  	  	  	  	  2133	  

membrane	  	  
protein	  

Genes	  regulated	  by	  sigma	  54-‐dependent	  RRs	  as	  determined	  by	  DAP-‐chip	  
sigma	  54	  promoter	  	  

predicted	  using	  Promscan	  
hypothe<cal	  protein	  

IntroducSon	  

D.	  vulgaris	  Hildenborough	  has	  72	  response	  regulators	  

72	  Response	  
Regulators	  

29	  RRs	  with	  a	  
DNA-‐binding	  

domain	  

3	  	  
NarL	  
family	  

22	  	  
sigma	  54-‐
dependent	  

Our	  goal	  is	  to	  map	  these	  RRs	  to	  the	  genes	  they	  regulate	  using	  a	  	  
DNA-‐affinity-‐purifica<on-‐chip	  (DAP-‐chip)	  protocol	  

Summary	  

The	  Desulfovibrio	  are	  sulfate	  reducing	  bacteria	  that	  are	  important	  in	  the	  sulfur	  	  
and	  carbon	  cycles	  in	  anoxic	  habitats.	  Its	  large	  number	  of	  two	  component	  systems	  
are	  probably	  cri<cal	  to	  its	  ability	  to	  sense	  and	  respond	  to	  its	  environment.	  	  

Other	  
11%	  

No	  output	  
(-‐cheY)	  
26%	  

GGDEF	  
7%	  HD	  

4%	  

REC-‐
DBD	  
10%	  

REC-‐AAA-‐
DBD	  
31%	  

cheY	  
4%	  

cheB	  
3%	  

cheV	  
4%	  

chem
otaxis

	  

DN
A-‐binding	  

c-di-G
MP re

lated 
3	  	  
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A	  posi<ve	  target	  was	  determined	  for	  as	  many	  RRs	  as	  possible	  using	  EMSA.	  Targets	  were	  
selected	  based	  on	  gene	  proximity,	  regulon	  predic<ons	  and/or	  predicted	  sigma54	  
dependent	  promoters.	  qPCR	  was	  used	  to	  ensure	  that	  the	  target	  was	  enriched	  from	  
sheared	  genomic	  DNA	  before	  proceeding	  to	  the	  DAP-‐chip.	  

First	  target	  determined	  using	  EMSA	  
Results	  

Phospho-‐transfer	  
assays	  using	  
purified	  	  
proteins	  
mapped	  HK	  0013	  
to	  PhoB	  RR	  
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HK	  

RR	  

coomassie	  	  autoradiograph	  

EMSA	  showed	  
that	  RR	  PhoB	  
bound	  its	  own	  
upstream	  region	   RR	  	  	  	  -‐	  	  	  	  	  
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PhoB	  is	  an	  OmpR	  type	  RR	  
Its	  predicted	  HK	  (Dvu0013)	  
	  is	  encoded	  distally	  

=	  PhoB	  
binding	  site	  

Also	  see	  right	  panel	  for	  more	  targets	  

2747	  

hypothetical	  
protein	  

DAP-‐chips	  were	   done	   for	   20	  RRs.	   Two	  RRs	  Dvu1083	   and	  Dvu2934	  have	  been	   completely	  mapped.	  Mo<f	  
predic<ons	  and	  valida<ons	  are	  ongoing	  for	  the	  rest.	  DAP-‐chips	  for	  most	  of	  the	  remaining	  9	  RRs	  will	  be	  done	  
blind	  since	  we	  could	  not	  iden<fy	  a	  target	  for	  them.	  
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