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RESUMO

As bacterias do género Azospirillum sdo encontradas associadas a raizes de gramineas
de interesse comercial como milho, trigo, arroz e sorgo. S&o aerdbias e diazotroficas, ou
seja, capazes de utilizar N, atmosférico como fonte Unica de nitrogénio, reduzindo o N, a
NH,;" sob condicGes de baixo oxigénio. Este processo, conhecido como fixagio bioldgica de
nitrogénio é altamente regulado por um complexo mecanismo em cascata, o sistema Ntr. Em
A. brasilense a proteina PII, produto do gene gInB, funciona como sensor dos niveis de
amonio intracelular controlando a atividade de NifA, proteina responsavel pela ativacdo dos
genes envolvidos na sintese do complexo da nitrogenase. A proteina glutamina sintetase,
que também faz parte do sistema Ntr, é codificada pelo gene glnA e converte aménio a
glutamina. O plasmideo pAB441 foi isolado de um banco genémico de Azospirillum
brasilense, apresentando um inserto de 20 Kb. Este plasmideo contém o operon gInBA e
estudos de complementacdo genética de mutantes de A. brasilense, feitos por Vitorino e
colaboradores (2001), sugerem que pode conter outros genes cujo produto participa da
regulacdo da fixacdo de nitrogénio. O objetivo deste trabalho é identificar estes genes a
partir da subclonagem de um fragmento de seqiiéncia desconhecida de aproximadamente 5,0
kb do pAB441 e posterior seqiienciamento. Os resultados permitiram a identificacdo de
cinco genes que codificam para proteinas envolvidas na resposta a choque térmico por frio,
sdo elas: fator “trigger”, ClpP, ClpX, protease Lon e HUB. O gene que codifica para a
subunidade B da NADH-desidrogenase também foi identificado a jusante do gene para HU.
Neste trabalho, nenhum gene diretamente envolvido com o metabolismo de nitrogénio foi

identificado.



1. INTRODUCAO

1.1 Azospirillum brasilense

As bactérias do género Azospirillum (TARRE et al., 1978) fazem parte da subdivisdo
o das Proteobactérias (YOUNG, 1992). Este género &€ composto por sete espécies:
Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum (TARRE et al., 1978), Azospirillum
halopraeferans (REINHOLD et al., 1987), Azospirillum amazonense (MAGALHAES et
al., 1983), Azospirillum irakense (KHAMMAS et al., 1989), Azospirillum largimobile
(DEKHIL et al., 1997) e Azospirillum doebereinerae (ECKERT et al., 2001). Estes sédo
microrganismos, aerobios, diazotroficos, ou seja, sdo capazes de utilizar o dinitrogénio
atmosférico como Unica fonte de nitrogénio e também tém a capacidade de se associar
endofiticamente a raizes de plantas de interesse agricola (DOBEREINER e DAY, 1976;
DOBEREINER, 1991; PEDROSA, 1988).

O mecanismo de interacdo entre a planta e Azospirillum ndo é completamente
conhecido. As evidéncias sugerem que a invasdo envolve uma etapa inicial reversivel na
qual a bactéria adere a raiz atraves do flagelo polar e em seguida secreta polissacarideos
para aderir fortemente a planta (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).

Varios estudos mostram que a interacdo Azospirillum-planta tem efeito sobre a
fisiologia da planta, aumentando sua produtividade. Azospirillum € capaz de estimular o
aumento do numero e do tamanho dos pélos absorventes das raizes, o aparecimento de
raizes laterais e o aumento do volume e da superficie radicular (KAPULNIK et al., 1985;
PEDROSA, 1988). Essas mudancas fisioldgicas podem estar relacionadas a producéo, pelas

bactérias, de fitorménios tais como o acido indolacético, giberelinas e auxinas, que



aumentam a assimilagdo de nutrientes pela planta, principalmente em estdgios iniciais de

desenvolvimento (PEDROSA, 1988; BASHAN e HOLGUIN, 1997).

1.2 A fixagdo bioldgica de nitrogénio

As bactérias diazotréficas podem ser classificadas em bactérias de vida livre,
associativas e endofiticas. A fixagdo bioldgica de nitrogénio € o processo de reducdo do
dinitrogénio atmosférico (N;) a amo6nia (NH3) e as bactérias diazotréficas sdo os Unicos
organismos capazes de realizar esta conversdo, disponibilizando a aménia para a sintese de
moléculas que contenham nitrogénio (BURRIS, 1991). Este processo é de grande
importdncia econémica, pois o nitrogénio € um dos fatores limitantes para o
desenvolvimento de plantas. O uso da simbiose entre gramineas e bactérias fixadoras de
nitrogénio possibilita uma substancial economia de fertilizantes nitrogenados na agricultura
(PEDROSA, 1987). A fixacdo de nitrogénio requer condi¢des ambientais favoraveis tais
como a auséncia de nitrogénio fixado, baixas tensdes de oxigénio, presen¢a de molibdénio
e temperatura adequada (POSTGATE, 1982). O processo de fixacdo de nitrogénio é
altamente regulado tanto ao nivel de atividade enziméatica quanto ao nivel de expressao
génica, pois envolve um alto gasto energético (FISCHER, 1994).

A reacdo de reducdo do dinitrogénio a aménia é catalisada pelo complexo enzimatico
nitrogenase. Este é formado por duas proteinas codificadas por genes cuja transcricdo é
regulada pela proteina NifA. Séo elas: a dinitrogenase ou proteina-MoFe (proteina ferro-
molibdénio) e a dinitrogenase redutase ou proteina-Fe (proteina ferro) (EADY, 1986). A
dinitrogenase (MoFe) é um tetrdmero formado por duas subunidadesx e duas subunidades
B codificadas pelos genes nifD e nifK, respectivamente. A dinitrogenase redutase € um

homodimero vy, codificado pelo gene nifH (DEAN et al., 1993).



A reacdo catalisada pela nitrogenase € a seguinte:

N, + 10H" + 8¢  + 16ATP.Mg -> 2NHj3 + 16ADP.Mg + 16 Pi + 2H;

A amdnia produzida nesta reacdo € utilizada na sintese de glutamina e glutamato, que
servem como doadores de nitrogénio para as reagdes biossintéticas (MERRICK &
EDWARDS, 1995).

A glutamato sintase catalisa a aminagdo redutivando -cetoglutarato, produzindo
glutamato, empregando glutamina como doadora de nitrogénio. A glutamina sintetase
catalisa a reacéo de formacio da glutamina a partir de glutamato e NH,4". Ela é uma enzima
altamente regulada, tanto a nivel transcricional como pos-transcricional. Pelo menos seis
produtos finais do metabolismo da glutamina, além da alanina e da glicina, sdo inibidores
alostéricos da enzima. Além da regulacdo alostérica ha a inibicdo por adenililacdo, que
aumenta a sensibilidade da enzima para os inibidores alostéricos (MAGASANIK, 1993).
No modelo para bactérias entéricas, baseado em Klebsiella pneumoniae, a adenililagdo e
desadenililacdo da GS s&o promovidas pela adenilil transferase, que tem sua atividade
modulada pela ligacdo a uma proteina sinalizadora dos niveis de NH," chamada PII. PII
ocorre na forma ndo modificada (nfo uridililada), sinalizando altos niveis de NH,", e na
forma uridililada (PII-UMP), sinalizando baixos niveis de NH," . O resultado final deste
mecanismo complexo de regulacdo é um decréscimo da atividade da glutamina sintetase,
quando os niveis de glutamina sdo altos, e um aumento dessa atividade, quando os niveis de
glutamina séo baixos e estdo disponiveis os substratos. -cetoglutarato e ATP (MERRICK

& EDWARDS, 1995).



1.3 O sistema ntr

O sistema ntr compreende um conjunto de genes cujos produtos estdo envolvidos na
cascata que regula a expressdo dos genes do metabolismo nitrogenado.

Em enterobactérias este sistema é composto pelas seguintes proteinas: NtrB (gene
ntrB), NtrC (gene ntrC), GInD (gene gInD), proteina PIl ou GInB (gene gInB),
adenililtransferase ou GInE (gene gInE) e glutamina sintetase (gene glnA). Essas proteinas
interagem em um complexo mecanismo em cascata representado esquematicamente na
figura 1 (MERRICK & EDWARDS, 1995).

A proteina PII interage com trés destas proteinas, GInD (Utase/UR), GInE e NtrB.
Em todos os casos as interacGes dependem dos niveis de carbono e nitrogénio da célula, os
quais sdo sinalizados pela presenca de glutamina,a -cetoglutarato e ATP (ARCONDEGUY
et al., 2001). A uridililacdo de PII ocorre em presenca de a-cetoglutarato e ATP sob baixas
concentragOes de glutamina, e a desuridililacdo também requerr -cetoglutarato e ATP mas
é estimulada pela presenca de glutamina (KAMBEROV et al., 1995).

A proteina GInD, produto do gene gInD, atua sobre Pll de duas formas dependendo
do nivel intracelular de nitrogénio fixado (indicado pela concentragdo de glutamina no
interior da célula): em condicdes limitantes de NH," a proteina GInD possui atividade de
uridililtransferase e catalisa a adicdo do grupamento UMP a proteina PIl; em condicGes de
excesso de NH;", GInD se torna uma enzima removedora de UMP e converte P1I-UMP na

forma néo uridililada (DE MEL et al.,1994).



REGULACAO DA ATIVIDADE DE GS E NtrC EM RESPOSTA A

CONCENTRACAO DE AMONIO

NtrB + Py
NtrC-p » NIrC (inativo)
ATase + Py,
Alto NH,* GS > GS-amp (inativo)

A P”

UR/UTase
(gInD)

Pi-ump

v

S (ati Atase + P - GS-
Baixo NH," (ative) < BT Tirowe AMP
NtrC-P (ativo) NtrB NtrC

A

Figura 1: Modelo esquemético da regulacdo das atividades da glutamina sintetase e
sistema Ntr em resposta a pressdo de nitrogénio no meio. A Utase (GInD) catalisa a
uridililagéo e deuridililacdo da GS. A NtrB catalisa a fosforilagéo e defosforilagéo da NtrC

(MERRICK & EDWARDS, 1995).



Em presenca de baixas concentrag0es de a-cetoglutarato e alta concentragdo de
amonio e glutamina, PII se liga a NtrB induzindo a atividade de fosfatase da proteina. Por
outro lado, sob altas concentragdes de a-cetoglutarato e baixas concetragdes de glutamina,
PIl é ligada a UMP que ndo interage com NtrB. Na forma livre, NtrB tem atividade de
quinase e fosforila NtrC (JIANG e NINFA, 1999).

A proteina NtrC fosforilada ativa a transcricdo do operon glnAntrBC, nifLA e de
outros sistemas alternativos de assimilagdo de fonte nitrogénio (MERRICK & EDWARDS,
1995). Em contrapartida, PII-UMP interage com a adenililtransferase (ATase, produto do
gene gInE) que catalisa a desadenililacdo da glutamina sintetase (KUTSU et al., 1971;
KAMBEROV et al., 1995 e MERRICK & EDWARDS, 1995). A glutamina sintetase
desadenililada passa entdo a catalisar a produgéo de glutamina (KEENER & KUSTU,
1988).

Em condi¢des de excesso de nitrogénio a proteina GInD, desuridilila PII-UMP (de
MEL et al.,1994). A proteina Pl desuridililada estimula a atividade de fosfatase da proteina
NtrB, desfosforilando NtrC-P e inativando-a. Ao mesmo tempo, PII desuridililada age
sobre a ATase (GInE), que passa a catalisar a adenililacdo da glutamina sintetase. A
glutamina sintetase adenililada é inativa (HAWKES et al.,, 1985 e MERRICK &

EDWARDS, 1995).

1.4 Regulacéo da fixagéo de nitrogénio em Azospirillum brasilense

A expressdo dos genes do controle do metabolismo de nitrogénio em A. brasilense,
como em outros diazotrofos, estd sob o controle de fatores ambientais como fonte de
nitrogénio e concentracdo de oxigénio (DOBEREINER e PEDROSA, 1987). A regulagéo

da fixacdo de nitrogénio em A. brasilense apresenta algumas diferencas em relagdo a



regulacdo em K. pneumoniae. No caso de A. brasilense, a expressdo de nifA ndo é regulada
pelas proteinas NtrB e NtrC (MACHADO et al., 1995; ELMERICH et al., 1997; FADEL-
PICHET et al, 1999). Em A. brasilense, o gene nifA é expresso na presen¢a de alta
concentracgdo de NH;" ou de O,, mas NifA ¢ inativa em altos niveis de NH;" e O, (LIANG,
1991). Além disso, a atividade de NifA ndo é controlada por NifL como em y-
proteobactérias, mas & auto-inibida por modificacdes conformacionais de seus motivos
estruturais (ARSENE et al., 1996). A proteina PII de A. brasilense é sintetizada em altos
niveis sob condic¢des de nitrogénio limitante e em baixos niveis sob condi¢cdes de excesso
de nitrogénio (de ZAMAROCZY et al., 1993) e ndo € essencial para a adenililacdo da
glutamina sintetase (de ZAMAROCZY, 1998).

O gene que codifica para a glutamina sintetase foi isolado de uma biblioteca
genbmica de A. brasilense por complementacdo de mutantes. (BOZOUKLIAN et al.,
1986). Mapeamento por hibridizacdo com sonda contendo o gene gInA de K. pneumoniae e
por mutagénese por Tn5 permitiu a localizacdo do gene gInA de A. brasilense no inserto de
20kb do plasmideo pAB441. Este plasmideo é capaz de restaurar o crescimento
independente de glutamina e o fenétipo Nif® em mutantes GIn™ Nif (sem atividade de GS e
nitrogenase) e mutantes GIn~ Nif® (constitutivos, ou seja, com atividade de nitrogenase
independente do nivel de nitrogénio fixado do meio) de A. brasilense. O seqtienciamento da
regido a montante do gene gInA indicou a presenca de uma ORF (“open reading frame” ou
fase aberta de leitura) homologa ao gene gInB, e portanto codifica para a proteina PIl (de
ZAMAROCZY et al., 1990).

Estirpes mutantes de A. brasilense com atividade de nitrogenase constitutiva, foram

isoladas por Machado e colaboradores (1991). Anteriormente Vitorino e colaboradores



(2001) mostraram que os mutantes HM26, HMO053 e HM210, contendo o plasmideo
pAB441, foram complementados para crescimento dependente de nitrato mas perderam a
atividade da nitrogenase tanto na auséncia como na presenca de amonio. A atividade da
nitrogenase no mutante HM14 e na estirpe selvagem nédo foi alterada em presenca do
plasmideo pAB441 (VITORINO et al., 2001). Dessa forma € levantada a hipotese de que a
perda da atividade da nitrogenase em alguns mutantes pode ser um efeito conjunto de suas
mutacdes e outros genes presentes no inserto de 20 kb envolvidos no metabolismo de

nitrogénio, além dos genes ginB e gInA.



2. OBJETIVOS

Resultados de experimentos de complementacdo realizados por Vitorino e
colaboradores (2001) sugerem a existéncia de um ou mais genes envolvidos na fixacgdo de
nitrogénio no plasmideo pAB441, além dos genes que codificam para as proteinas

glutamina sintetase e PIl. Assim os objetivos deste trabalho séo:

e Subclonar um fragmento Hindlll/Pstl de aproximadamente 5,0kb do plasmideo
pAB441,

e Sequenciar completamente o subclone obtido;

e Analisar as sequéncias obtidas e identificar possiveis genes envolvidos na regulacao

da fixacao de nitrogénio em Azospirillum brasilense.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias e Plasmideos

Estirpe ou plasmideo Propriedades Referéncia ou Fonte
Estirpe
E. coli DH10B Sm" F" [mcrAA(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC) lacZAM15]
Plasmideo
Vetor pTZ 18R Cblaczfl11G MEAD et al., 1986
pAB441 20kb do genoma de A. brasilense em BOZOUKLIAN et al.,
vetor pVK100 1986
pH/P13 Subclone HindlI11/Pstl de 5 kb do Este trabalho
pAB441
pH/P13+TnA04 pH/P13 com insercédo de transposon Este trabalho
pH/P13+TnB13 pH/P13 com insercéo de transposon Este trabalho
pH/P13+TnB15 pH/P13 com insercéo de transposon Este trabalho
pH/P13SstlI3 Subclone Sstl pH/P13 com 500 pb Este trabalho
pABAAQ2 Subclone de banco aleatdrio Este trabalho
pABACO1 Subclone de banco aleatorio Este trabalho
pABAC08 Subclone de banco aleatorio Este trabalho
pABADQ7 Subclone de banco aleatorio Este trabalho
pABAHO04 Subclone de banco aleatdrio Este trabalho
pABCAO06 Subclone de banco aleatdrio Este trabalho
pABCCO02 Subclone de banco aleatorio Este trabalho
pABCC10 Subclone de banco aleatorio Este trabalho
pABCE12 Subclone de banco aleatdrio Este trabalho

pABCFO05 Subclone de banco aleatdrio Este trabalho




11

3.2 Condicdes de cultivo

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido Luria-Broth (LB)
(SAMBROOK et. al., 1989) ou Terrific Broth (TB) (SAMBROOK et al, 1989) a 37°C,
incubadas em agitador rotatorio a 200 rpm. Para crescimento em meio solido foram
utilizados MacConkey (SAMBROOK et al., 1989) ou LA (SAMBROOK et al.,1989), em

estufa a 37°C.

As culturas de E. coli foram mantidas em glicerol 50% e estocadas a -20°C.

3.3 Composicao dos meios de cultura
Luria Broth (LB)

Gramas/litro

Extrato de levedura 50
Cloreto de sodio 10,0
Triptona 10,0

O meio solido foi obtido pela adigdo de agar na concentragdo de 15 g/L ao meio liquido e

foi denominado LA.

Terrific Broth (TB)
Extrato de Levedura 24,0 g/L
Bactotriptona 12,0 g/L

Glicerol 4,0 g/L
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Mac Conkey

Gramas/litro
Peptona 20,0
Polipeptona 3,0
Lactose 10,0
Sais biliares 1,5
Cloreto de sodio 50
Agar 15,0
Vermelho neutro 0,03
Cristal violeta 0,001
Antibidticos

Os antibioticos usados foram:

Concentragéo final

Ampicilina (Amp) 250 pg/mL
Estreptomicina (Sm) 80 ug/mL
Canamicina (Km) 50 pg/mL
Tetraciclina (Tc) 10 pg/mL

3.4 Purificacdo de DNA plasmidial
PreparacGes em pequena escala de plasmideos para analise de restricdo foram feitas

pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) descrito abaixo.



13

A bactéria E. coli contendo o plasmideo de interesse foi crescida em 5mL de meio LB
com ampicilina e estreptomicina até uma D.O. de aproximadamente 2,0. A cultura foi
transferida para tubos pléasticos de 1,5 mL, as células coletadas por centrifugacdo (13.000 x
g, 1 minuto), ressuspensas em 100uL de solugdo GET (Tris-HCI 25 mmol/L, pH 8,0;
glicose 50 mmol/L e EDTA 10 mmol/L) e lisadas com 150 uL de solucéo de lise (NaOH
0,2 mol/L e SDS 1%). As proteinas, 0 DNA cromossomal desnaturado, os restos celulares e
0 SDS foram precipitados com a adicdo de 150 uL de acetato de potassio 3 mol/L pH 5,5 e
incubacdo por 10 minutos em gelo. As amostras foram, entdo, extraidas com 70 uL de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). O DNA plasmidial foi precipitado com 1mL
de etanol absoluto, lavado com 1 mL de etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em 20 pL de
agua milli-Q estéril. Mais tarde as amostras foram tratadas com RNAse na concentracdo

final de 10 ug/mL e analisadas em gel de agar.

3.5 Eletroforese e purificacdo de fragmentos de DNA

A eletroforese de DNA foi feita em gel de agar horizontal (SAMBROOK, 1989).

O tampdo de corrida utilizado foi o TBE 1X (Tris-base 89 mmol/l, &cido bdrico 89
mmol/L e EDTA 2 mmol/L pH 8,0) e a solugdo de aplicacdo de amostra em gel de agarose
foi FSUDS [azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol 0, 25% (p/v), Ficoll 25% (p/v),
SDS 0,5% (p/v), Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0 e EDTA 1 mmol/L pH 8,0].

O DNA foi visualizado apos tratamento com solugdo de brometo de etideo (0,5
pg/mL) em transiluminador de luz ultravioleta (312 nm) e o perfil eletroforético foi
registrado fotograficamente ou utilizando um sistema de video imagem acoplada a

equipamento de impresséo a seco (GDS 5000). Para purificacdo de fragmentos de DNA, foi
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utilizado gel de agarose de baixo ponto de fuséo e tampdo TAE 1X (Tris-acetato 40
mmol/L e EDTA 1mmol/L pH 8,0). As bandas de interesse foram cortadas sob iluminagéo
luz ultravioleta e o fragmento de DNA foi extraido do gel por tratamento com fenol (pH 7-

8) como descrito (BANKIER et al., 1987).

3.6 Condicoes de digestdo de DNA com enzimas de restri¢éao
As condigOes utilizadas para a digestdo de DNA com enzimas de restricdo foram
aquelas especificadas pelo fabricante ou por SAMBROOK et al. (1989).

Usualmente 1 U das diferentes enzimas foi utilizada para digestdo de 0,1 a 0,5 pg de

DNA em um volume de 20uL durante 3 horas na presenca do tampao adequado a 37°C.

3.7 Nebulizagao

O plasmideo pAB441 foi nebulizado seguindo-se o protocolo do “TOPO Shotgun
Subcloning Kit” (Invitrogen) conforme as especificacdes do fabricante.

3.8 Preparo de DNA com pontas ndo-coesivas (“blunt”)

Os fragmentos de DNA a serem ligados em terminais cegos foram tratados com a
enzima T4 DNA polimerase, fragmento Klenow da DNA polimerase e T4 Polinucleotideo
quinase, conforme descrito por Sambrook e colaboradores (1989). A reacdo foi feita
utilizando-se o tampdo recomendado pelo fabricante (33 mmol/L Tris-acetato pH 7,9; 10
mmol/L de acetato de magnésio; 0,5 mmol/L de ditiotreitol e 66 mmol/L de acetato de
potassio) 0,3% de BSA (soroalbumina bovina) acetilada, 0,17 mmol/L de dNTP’s 0,4U de

T4 DNA polimerase e 1ug DNA.
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3.9 Digestao dos vetores

Os vetores foram linearizados com a enzima de restricdo adequada. Apds a restrigéo,
a enzima foi desnaturada por calor ou por extragdo com fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1). O DNA extraido foi precipitado com etanol absoluto, lavado, seco e

dissolvido em agua milli-Q estéril.

3.10 Ligacdo de DNA

O vetor linearizado foi ligado ao inserto numa proporcao de 1:5 (mol:mol) utilizando
tampéo de ligacdo e 0,8 U T4 DNA ligase. A incubacdo foi a 16°C durante a noite. No caso
de ligacdo em terminal coesivo, a mistura vetor-inserto foi aquecida a 65°C por 5 minutos

e resfriada em gelo antes da adi¢do do tampdo e da enzima (SAMBROOK et al., 1989)

3.11 Mutagénese com transposons

Para sequenciar o fragmento de 5 kb do plasmideo pAB441 o transposon EZ::TN
TET 1 foi integrado aleatoriamente no plasmideo pH/P13. Como a sequiéncia das pontas do
transposon € conhecida, oligonucleotideos iniciadores podem ser utilizados para seqlienciar
a partir das duas extremidades do TET-1. A reacdo de insercdo foi feita seguindo-se o
protocolo do EZ::TN™ Insertion Kit (Epicentre). A reacdo foi feita em volume total de
10uL, contendo 0,2 ug de plasmideo, 0,05 pmol de EZ::TN <TET-1> Transposon, 1U de
tranposase, 1uL de tampdo de reacdo e &gua estéril. Os clones obtidos foram purificados,
analisados e utilizados como molde em reacbes de sequenciamento, utilizando

oligonucleotideos iniciadores complementares as extremidades do transposon.
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3.12 Transformacéo por eletroporagdo
3.12.1 Preparo de células competentes

As células de E. coli foram preparadas utilizando-se um método baseado em Dower
et al., 1988 e Hanahan, 1983. Um mililitro de uma cultura saturada foi inoculado em 100
mL de meio LB e crescida até uma D.O.g00 de 0,5-0,8. As células foram coletadas por
centrifugacdo (5000 rpm por 5 min a 4°C) e lavadas duas vezes com agua estéril gelada
(100 e 50 mL). Em seguida, foram ressuspensas em glicerol 10%, centrifugadas novamente
(10.000 rpm por 5 min) e ressuspensas em volume final de 0,5 mL de glicerol 20%,

separadas em aliquotas de 30 uL e estocadas a -70°C.

3.12.2 Transformacao bacteriana

O método utilizado foi indicado pelo fabricante do eletroporador (Gibco-BRL).

3.13 Sequenciamento
3.13.1 Purificacao

A purificacdo de DNA plasmidial para posterior seqiienciamento foi realizada através
da lise alcalina conforme descrita no item 3.4. Apds dissolvido em agua, o DNA foi tratado
com RNAse (concentracao final de Img/mL) por 1 hora a 37°C. Foi feita, em seguida, uma
extracdo com 70uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico e uma extragdo com
cloroférmio-alcool isoamilico. O DNA foi precipitado com 421 de acetato de adnio
(7,5 M, pH 8,0) e 250 uL de etanol absoluto, lavado com etanol 80%, seco e ressuspenso

em 20uL de agua.
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3.13.2 Reacdo de Seqlienciamento

O sequenciamento é baseado no método de dideoxiribonucleotideos (SANGER et
al., 1977). Neste trabalho foi utilizado entre 0,1 e 0,5 ng do DNA molde purificado, 5,0
pmol do oligonucleotideo especifico para a reacdo e 4,0 puL da mistura para
sequenciamento DYEnamic ET sequence premix terminator (DYEnamic ET DYE
Terminator Kit: Thermo Sequenase 11 DNA polymerase, DYEnamic ET DYE terminators -
Amershan Biosciences), num volume final de 10uL. A reacdo foi feita utilizando-se um
termociclador e os parametros variavam conforme o “primer” utilizado na reacéo.

Ap0s a reacdo de sequenciamento o produto da reacdo foi purificado com 2uL de
acetato de sodio 2M e 50uL de etanol absoluto, lavado com etanol 70%, seco e submetido a
eletroforese no Sequenciador Automatico de DNA (Perkin-Elmer Modelo ABI377). As
sequéncias obtidas foram transferidas eletronicamente ao microcomputador e analisadas
com os programas BLASTX (ALTSHUL et al., 1997), Auto Assembler (Perkin-Elmer),
ORF Finder (NCBI), BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e Vector NTI

(InforMax, Inc.).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estratégias de clonagem

Com o objetivo de identificar genes relacionados ao metabolismo de nitrogénio
presentes no plasmideo pAB441, deu-se inicio ao sequenciamento do inserto de 20kb deste
plasmideo cujo tamanho total é de 40kb. Para que este objetivo fosse alcancado, diversas
estratégias foram utilizadas. Inicialmente, foram construidas bibliotecas aleatdrias
(“shotgun” total) do plasmideo pAB441 clivado com a enzima de restricdo Sau3Al ou por
nebulizacdo. Fragmentos de DNA de 1 a 3 kb obtidos por ambos os métodos foram
clonados no vetor de seqiienciamento pTZ18R e transformadas em E. coli estirpe DH10B.
As colbnias de E. coli transformantes contendo os plasmideos foram coletadas e repicadas
em placas de 96 pocos para facilitar a purificacdo e permitir o seqiienciamento de um
grande nimero de clones em menor tempo. Os clones de duas placas de 96 amostras cada,
tiveram uma de suas extremidades seqlienciadas e analisadas. Os resultados mostraram que
mais de 80% dos clones possuiam insertos de DNA de Escherichia coli. A clonagem de
DNA de E. coli ocorreu, provavelmente, em virtude da co-purificagdo de DNA gendmico
da E. coli hospedeira do pAB441. Os contiguos 39 e 44 apresentados na Figura 2 foram
obtidos a partir do alinhamento de seqliéncias obtidas utilizando a técnica de “shotgun”.
Em funcdo das dificuldades encontradas na purificacdo de DNA cosmidial, optou-se pela
mudanca de estratégia.

A segunda estratégia, adotada para facilitar a obtencdo de DNA para o
sequenciamento, envolveu a subclonagem de fragmentos de restri¢do do inserto de 20 kb
no vetor pTZ18R. Utilizando o mapa de restricdo do pAB441 (BOZOUKLIAN et al.,

1986) foram realizadas diversas subclonagens. Entre os subclones obtidos foi isolado o



19

MAPA DE RESTRICAO DO PLASMIDEO pAB441 E SEUS SUBCLONES

pAB441
Regido do

operon ginBA

— Escala: 1kb

Hindlll Pstl

' TS~

S~ Escala :

: e 1kb

pH/P13 Tl

Sstl
pH/P13+TnA04

pH/P13+TnB13

pH/P13+TnB15

pH/P13Sstl3

Contiguo 39

Contiguo 44

Figura 2: Posic¢des dos insertos de clones obtidos a partir do plasmideo pAB441. O pH/P13 é um
subclone Hindlll/Pstl com aproximadamente 5 kb de inserto; pH/P13+TnA04, pH/P13+TnB13 e
pH/P13+TnB15 séo clones obtidos a partir da insercao de transposons nas posi¢des indicadas por
um triangulo; pH/P13Sstl3 é um clone obtido a partir de pH/P13 digerido Sstl e religado que
possui aproximadamente 500 pares de bases de inserto; 0s contiguos mostrados séo resultado de
alinhamento de seqliéncias de clones do banco aleatorio.
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pH/P13 que possui o fragmento Hindlll/Pstl de aproximadamente 5kb localizado a
montante do operon gInBA (Figura 2), numa regido pouco conhecida do inserto de 20kb.
Para realizar o sequenciamento do inserto de aproximadamente 5kb do plasmideo
pH/P13 optou-se pela insercdo aleatdéria do transposon EZ::TN <TET-1> (Epicentre) no
inserto e delecdo de um fragmento de 500 pares de base com a enzima Sstl. A insercdo do
transposon em regides aleatorias do inserto permitiu o sequienciamento a partir da ponta de
insercdo, através da utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores especificos para as
extremidades do transposon. As regides a partir da inser¢do dos transposons que resultaram

em ampliacdo da seqliéncia estdo representadas na Figura 2.

4.2 Seqlienciamento e andlise das sequéncias

Os clones obtidos foram seqlienciados e suas sequiéncias foram alinhadas utilizando-
se 0 programa Auto Assembler (Applied Biosystems) e comparadas com as seqiéncias
depositadas no banco de dados GenBank, utilizando-se o programa BLAST (ALTSCHUL
etal., 1997).

O alinhamento das sequiéncias obtidas a partir de subclones do pH/P13 (Figura 3)
com as seqliéncias ja depositadas no banco de dados, resultou numa regido contigua de
aproximadamente 7,6 kb. Alinhando-se a sequiéncia resultante com outras regides contiguas
obtidas a partir do banco aleatorio, obteve-se uma seqiiéncia de aproximadamente 7,9 kb.

A analise das sequéncias mostrou que uma regido de aproximadamente 4kb,
correspondente a uma parte do inserto do plasmideo pH/P13, ja havia sido sequenciada e
depositada no banco de dados GenBank (MORI et al., 1996, INDORATO et al., 1999).

Esta é a regido codificadora das proteinas fator “trigger”, ClpP, ClpX e Lon-protease. Em
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vista disso, deu-se preferéncia, neste trabalho, a obtencdo de seqiiéncias das regides do

pH/P13 que nédo haviam sido obtidas anteriormente.



SEQUENCIA DA REGIAO A MONTANTE DO OPERON gInBA OBTIDA A PARTIR DE pH/P13

tig clpP clpX lon hupB nuoB

e e m— >0— |

Pstl Pl

Escala:. 1 1kb

Figura 3: Esquema mostrando a regido do pAB441 sequienciada a partir de pH/P13. As regibes intergénicas estdo representadas
por linhas e 0s genes por setas largas. As setas em branco representam sequéncias depositadas no banco de dados GeneBank e as
setas coloridas representam 0s genes encontrados no inserto do plasmideo pH/P13. O gene lon e parte de clpX fazem parte do

inserto e também se encontram depositados no banco de dados.

(44
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Os resultados das analises da sequéncia final utilizando os programas Orf Finder
(HALL, 1999) e BLAST indicam a presenga de pelo menos cinco proteinas relacionadas a
resposta ao choque térmico por frio (“cold shock™) no plasmideo pAB441. Séo elas: Fator
“Trigger”, as proteases ClpP e ClpX, protease Lon e a subunidade B da proteina HU
(Figura 3). Uma analise posterior, utilizando o programa STRING, revelou que este padréo
de organizacdo de genes é altamente conservado entre as bactérias (Figura 4).

O sequienciamento do subclone pH/P13 (Figura 3) nédo foi finalizado. A extremidade
Hindlll deste subclone contém parte do gene nuoB, que codifica para a subunidade f da
NADH-desidrogenase. N&o foi possivel determinar com exatiddo o tamanho da regido
entre HU e NADH-desidrogenase (subunidade B). Esta regido provavelmente contém o
gene que codifica para a subunidade o da NADH-desidrogenase, pois 0S genes que

codificam para subunidades desta proteina encontram-se em operons.

4.3 “Fator Trigger”

O “trigger factor” (TF), codificado pelo gene tig, é uma prolil isomerase que acelera a
isomerizacdo de residuos de prolina entre as formas cis e trans durante a aquisi¢do da
conformagcdo tridimensional das proteinas recém-sintetizadas. Ele se associa com cadeias
polipeptidicas nascentes no ribossomo e catalisa 0 dobramento num processo conjunto com
diversas chaperonas (SCHOLZ et al., 1997).

Diferentemente da maioria das chaperonas, TF é uma proteina de choque térmico por
baixas temperaturas e é essencial para a viabilidade celular nesta condi¢do. A inducdo de
TF por frio pode representar uma adaptacdo que permite a continuacdo da sintese de

proteinas e a aquisicdo de sua conformacéo nativa sob baixas temperaturas, condicao na
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ORGANIZACAO GENOMICA DO GENE lon E SEUS VIZINHOS EM DIVERSOS

ORGANISMOS

Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium tumefaciens str. C53
Mezorhizobium loti

Sinorhizobium meliloti

Brucella melitensis

Caulobacter wibrioides

Neizzeria meningitidiz serogroup A
Neizzeria meningitidis serogroup B
rulella faztidiosza

Ralztonia solanacearum

Pzeudomnonas aeruginosa

Pazteurella multocida

Vikrio chaolerae

Yerzinia pestis

Salmonella tuphi

Salmonella typhimurium

Ezcherichia coli K12

Ezcherichia coli 0157 HF EDL933
Ezcherichia coli 0157 HY

Buchrnera aphidicola

Borrelia burgdorferi

Cloztridium acetobutul icum
Clostridium perfringens

Bacillus =subtilis

Ureaplazma parsum

Mucoplazma genitalium

Mucoplasma preumonias

Deinococcus radiodurans

599?iﬂzmiiiiiiww”u:iu

Your Input:

B COGdEs — ATP-dependent Lon protease, bacterial tupe

Predicted Functional Associations: Score

= COGR5dd — FREP-tupe peptidyl-proluyl cis-trans isomerase (Lrigger factor) 0,596

B COG1219 - ATP-dependent protease Clp, ATPase subunit 0.5896
= COGO740 — Protease subunit of ATP-dependent Clp proteases 0875
B COGOY7E - Bacterial nucleoid DONA-binding protein 0,801

Figura 4: A analise foi feita pelo programa String e mostra que a organizacdo dos genes
vizinhos ao lon é bem conservada.
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qual a solubilidade, agregacao, e propriedades conformacionais das proteinas sao diferentes
guando comparadas as temperaturas normais. Além disso, TF pode ser importante na
manutencdo de proteinas celulares pré-existentes na sua conformagdo funcional -
promovendo a re-naturacdo de proteinas desnaturadas pelo frio. Este tipo de manutengdo ou
reparo pode ser importante sob baixas temperaturas, pois nessas condi¢fes a sintese de
novas proteinas é lenta (KANDROR e GOLDBERG, 1997).

O provavel fator “trigger” de A. brasilense, identificado neste trabalho, ¢ uma
proteina de 444 aminoacidos localizada a aproximadamente 500 pares de base a montante
do operon que codifica para ClpPX (Figura 5). O alinhamento das sequéncias de
aminoacidos desta proteina em diversos organismos mostra que ela apresenta baixo nivel
de conservacéo (Figura 6).

" ou 6* & montante do gene tig de A. brasilense

N&o foi localizado promotos
(Figura 5). Além disso, ndo foi encontrada outra provavel ORF numa regido de 400 pares
de base a montante do gene tig , isto estd de acordo com o padrdo encontrado em outros
organismos (Figura 4 e 5). Uma provavel regido terminadora independente do fator Rho foi

identificada a jusante do gene tig (Figura 5).

4.4 Lon, ClpP e ClpX: proteases dependentes de ATP

As proteases dependentes de ATP estdo envolvidas na regulacdo dos niveis ou
concentragdes de varias proteinas no interior da célula (GOTTESMAN e MAURIZI, 1992).
Além disso, muitas proteinas incorretamente dobradas sdo degradadas por estas proteases
(SCHMIDT et al., 1999). A protease Lon de E. coli, codificada pelo gene lon, é induzida
por choque térmico, situacdo na qual sua transcricdo aumenta vérias vezes. A preferéncia

da protease Lon por proteinas desnaturadas como substrato, e sua inducdo por choque
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térmico, leva a hipdtese de que ela pode ajudar a eliminar proteinas desnaturadas em
condigdes de estresse (PARSELL e LINDQUIST, 1993). O gene que codifica para esta
protease em Azospirillum brasilense foi caracterizado por Mori e colaboradores (1996), que
isolaram e seqlienciaram o0 gene lon. Uma estirpe de A. brasilense mutante para o gene lon,
obtida por mutagdo com Tn5, apresentou crescimento normal mas foi afetada
negativamente na captacdo de ferro. Os dados de Mori e colaboradores sugerem que o gene
lon esteja envolvido na sintese ou na regulagdo da sintese de proteinas de membrana
induzidas por deficiéncia de ferro. Quanto a resposta ao choque térmico, os mutantes lon,
apresentam um fendtipo inesperado, pois a taxa de sobrevivéncia dos mutantes é maior do
que a da estirpe selvagem apds exposicdo a altas temperaturas (MORI et al., 1996).

A protease Lon de A. brasilense é constituida por 810 aminodcidos e a analise
comparativa das sequéncias de aminoacidos (Figura 9) revela que existem grandes regides
de homologia entre as proteinas de diversos organismos. As regides com menor
similaridade entre as diferentes seqliéncias estdo proximas ao N-terminal e ao C-terminal.

A sequéncia da regido a montante da protease Lon obtida neste trabalho, permitiu a

identificacio de um provavel promotor dependente de o*

, Cuja sequéncia consenso é
CCCTTGAA-\13-15-CCCGATNT (Figura 5). A seqliéncia obtida nesta regido diverge, em
algumas bases, da sequéncia depositada no banco de dados GenBank. Entretanto a
sequéncia depositada no banco de dados também é de baixa qualidade, uma vez que
nucleotideos ndo identificados estdo indicados pela letra N nesta regido. Mori e
colaboradores (1996), autores da sequéncia depositada, ndo identificaram uma provavel
regido promotora para o gene lon, mas, determinaram os sitios de inicio de transcricéo.

Um destes sitios encontra-se na regido esperada para o inicio de transcri¢cdo a partir do

provavel promotor proposto a partir da seqliéncia obtida neste trabalho. A sequéncia
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apresentada na figura 5 diverge da sequéncia depositada no banco de dados e nas
seqliéncias representadas a seguir, as diferencas na regido do provavel promotor estdo
indicadas em letras vermelhas.

4166 ttggg gttct ggccc t-gaa agggg g-cta tggct gtgcc —cgtt aga
R e e N AR R O B RN R O RN O AR A Y

GenBank ttggg gttct ggccc ttgaa —gggg ggcta tggct gtgcc acgtt aga

Ensaios de mutagénese utilizando o transposon Tn5 resultaram em estirpes com
atividade de NifA aumentada, alguns destes apresentavam mutacdo no gene lon. Estes
resultados sugerem que a Lon protease tem efeito sobre a degradagdo e inativacdo da
proteina NifA em Rhizobium meliloti sob condigdes aerdbicas (HUALA et al., 1991). Este
resultado pode ser de interesse numa futura investigacdo sobre o efeito de eliminacdo da
atividade da nitrogenase causado pela presenca do plasmideo pAB441 nos mutantes Nif® .

Na regido a montante do gene lon, foram encontradas duas ORFs similares aos genes
clpX e clpP de E. coli (MORI et al., 1996; INDORATO et al., 1999). A analise destas
sequéncias indica que, assim como em E. coli e outros organismos, clpP e clpX estdo
aparentemente organizados em um operon em A. brasilense (Figura 5). Além disso, foi
identificado um provavel promotor dependente da subunidade 3> da RNA polimerase &
montante do gene clpP e nao foi identificado terminador ou promotor na regido intergénica.
Um provavel terminador independente de Rho foi encontrado na regido a jusante do gene
clpX.

A proteina CIpP de A. brasilense € constituida por 210 aminoacidos e a comparagéo
de sua estrutura primaria com a de diversos organismos indica que esta ndo € uma proteina

altamente conservada (Figura 7). Ja a proteina ClpX € constituida por 422 aminoacidos e a
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comparagdo com outros organismos mostra que é uma proteina altamente conservada
(Figura 8).
4.5 Proteina HU

A proteina HU é uma proteina com fun¢édo similar as das histonas dos eucariotos, que
também contribui para a compactagdo do genoma de procariotos em estruturas semelhantes
a nucleossomos (ROUVIERE-YANIV et al., 1979). A HU de E. coli é uma proteina
dimérica, pequena e de carater basico, composta por duas subunidadesq H& HUB,
codificadas pelos genes hupA e hupB, localizados a 90 e 10 min, respectivamente, no
cromossomo de E. coli (KANO et al., 1988; KANO et al., 1986).

A proteina HU também participa em um grande nimero de mecanismos celulares
como a modulacdo da expressdo de genes especificos (MANNA e GOWRISHANKAR,
1994; WU e DATTA, 1995), a fissdo do DNA na inicia¢do da replicacdo (KANO et al.,
1991; SHARPLES et al., 1994), a ciséo e re-ligacdo do DNA em reacdes de transposi¢éo e
inversdéo (HAYKINSON e JOHNSON, 1993; LAVOIE e CHACONAS, 1993) e
recombinacdo homologa (DRI et al., 1992; KANO e IMAMOTO, 1990). Apesar da
proteina HU ndo reconhecer uma sequéncia especifica de DNA, ela pode agir em locais
muito precisos no DNA cromossomal, ligando-se a estruturas secundarias particulares do
DNA (BONNEFOQY et al., 1994).

A transcri¢do de genes envolvidos na fixagdo de nitrogénio, na maioria dos casos, é
dependente da unidade o>* da RNA polimerase. Proteinas que dobram DNA, como a
proteina IHF, ligam-se a regido promotora destes genes e freqliientemente estimulam sua
transcricdo (HOOVER et al., 1990). Ensaios de transcricdo a partir do promotor ginHp2,

54

que € dependente des ", mostram que a proteina HU facilita a formacdo do complexo

aberto para a transcri¢do do gene glnH sob condigdes de fixa¢do de nitrogénio. Os mesmos



29

ensaios foram realizados com o promotor do gene glnAp2 e este efeito ndo foi observado
(CARMONA e MAGASANIK, 1996).

Em E. coli, a subunidade 3 da proteina HU tem sua expressdo estimulada por choque
térmico por frio, enquanto a expressdo da sua subunidade o diminui consideravelmente.
Isto indica que a razdo alterada na expressao das subunidades, que resulta num aumento de
heterodimeros HUo/HUB e homodimeros HUB em relagdo a homodimeros HUy, pode ter
um papel importante na adaptacdo ao choque térmico por frio (GIANGROSSI et al., 2002).

A regido promotora do gene que codifica para a subunidadef da proteina HU (Figura
5) em A. brasilense apresenta um provavel sitio de ligacdo para a subunidade ¢’ da RNA
polimerase (Consenso: TTGACA-n13-17-TATAAT). Diferentemente do que ocorre em E.
coli, (CLARET e ROUVIERE-YANIV, 1996) ndo foi encontrado nesta regido um sitio de
ligagdo para CRP, que é um regulador de transcricdo que liga AMPc (BRUCKNER e
TITGEMEYER, 2002). Uma provavel regido terminadora independente do fator Rho
também foi identificada. A subunidade B da proteina HU de A. brasilense apresenta 90
aminoacidos (Figura 10) e a comparacdo de sua estrutura primaria entre diferentes

organismos mostra gque esta ndo é uma proteina altamente conservada entre 0s organismos.

4.6 NADH-desidrogenase

A NADH desidrogenase ou complexo | da cadeia respiratoria de bactérias €
composto por 14 subunidades diferentes. Sete delas sdo proteinas de membrana periféricas,
incluindo as subunidades que contém os grupamentos redox. As subunidades restantes sdo
proteinas hidrofobicas e formam o dominio transmembrana responsavel pela translocacéo

do préton (FRIEDRICH et al., 1995; YAGI et al., 1998).
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Os genes que codificam para as subunidades do complexo | em E. coli séo chamados
nuoA a nuoN e encontram-se organizados em um operon. A organizagdo dos loci para 0s
genes nuo é conservada, como revela a comparagdo com outros genomas bacterianos e
genomas de cloroplastos de plantas superiores. A ordem dos genes esta relacionada ao
arranjo funcional das subunidades codificadas (WEIDNER et al., 1993). Em E. coli, nuoC
e nuoD encontram-se fundidos e codificam para a subunidade NuoCD (FRIEDRICH,
1998).

A seqliéncia que apresenta similaridade com a NADH-desidrogenase, obtida neste
trabalho, ndo compreende a subunidade B inteira (Figura 11). Entretanto, a seqliéncia de
aminoéacidos deduzida a partir da sequiéncia de nucleotideos obtida encontra-se altamente
conservada (Figura 12). Em fungdo da grande similaridade entre as proteinas dos diversos
organismos e também da posic¢do dos genes nos diferentes genomas, é provavel que o gene
NUOA esteja presente na regido nao sequenciada localizada a jusante do gene hupB (Figuras

3e13).
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4.7 Considerac0es Finais

Além dos genes descritos, presentes no fragmento Hindlll/Pstl, foram obtidas
sequéncias de outras regides do plasmideo pAB441. Além destas seqliéncias, uma regiao a
montante do operon gInBA também havia sido seqiienciada (CHEN et al., 2000). A analise
de todos estes dados nos permitiu identificar a maioria dos genes presentes neste
plasmideo, apesar de ndo terem sido completamente sequienciados (Figura 13).

Assim como em E. coli, os genes clpP e clpX encontram-se aparentemente
organizados em um operon, uma vez que ndo foi encontrado terminador para clpP nem
promotor para clpX na regido intergénica.

Foram encontradas duas seqiiéncias promotorass 2 (consenso: CCCTTGAA-N13.15-
CCCGATNT), uma na regido regulatoria do operon clpPX e outra na regido regulatéria do
gene lon, sugerindo que em A. brasilense, como ocorre em E. coli, estas sdo proteinas
expressas em condigdes de estresse ao choque térmico por frio (YAMANAKA, 1999).

Diferente de clpPX e lon, o gene hupB apresenta uma sequiéncia consenso
reconhecida pela subunidade o’° da RNA polimerase, o que pode indicar que hupB é
transcrito constitutivamente. Em A. brasilense ainda ndo existem indicios de que a
subunidade f da HU esteja envolvida na resposta ao choque térmico por frio, a ndo ser pela
sua proximidade aos genes lon, clpP e clpX.

Nenhum dos novos genes identificados no pAB441 esta diretamente envolvido com o
metabolismo do nitrogénio. O gene ou genes responsaveis pelo efeito de eliminacdo da
atividade de nitrogenase observado por Vitorino e colaboradores (2001) nos mutantes
HMO053, HM26 e HM210 aparentemente ndo pertencem ao conjunto de genes identificados

até o momento no fragmento sequenciado.
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SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS OBTIDA E SEUS PRODUTOS DE TRADUCAO

1 GGCGG GATGA TGATC AATTA CCGTT TCAAG CCGGG GGAAA TCGAC GCCAA

51
101
151
201
251
301
351
401
451

CCACG
GTCGC
TCGTC
CCATT
CGGCA
CGGGC
GGTCG
CGCAT
GACAA

476

521

566

611

656

701

746

791

836

881

926

971

1016

AAGCG TACGG
TGGGG AAGGG
GTCGT CGCGT
TTGCC TGTTT
GTCCG TCGGG
GTGGC GGAAC
TGGGG GTTCG
GGGAA CACAC

GGGGA
GGGCT
CCGGC
GCGGC
TGTTC
TGGTA
AGTCC
GGTTT

GGGCA
GGATG
GCCCC
GCGAA
CGCAC
GACGC
CTTCG
CGGGC

AGGTC
AGCCG
CCACC
CCCTG
CCGTC
GCCGG
CCCGC
CGCCC

AACGC
GTTTG
AATGG
TGCTA
GCGGG
ATTTA
ACCAT
GGACG

CTCCT
CCGCC
CGTGC
TAGAG
CTGTC
GGTTC
GGCAA
GGCGC

CCTCC
CGCCG
GGAGC
CGGAC
TATGC
CGGTG
CAGCT
CGCCG

ATCCG
GGGCG
GGCGC
TTCGC
CATTG
ACTTC
TGGAC
GGCCG

CGAGA TAGGC TTTCG TTCCG Gene tig

atgaacatcaccgagaccagcgccgacggcctgaagcgcgagtac
M N I T E T S A D G L K R EY
aaggtcgtcatttccgcccaggatatcgaacagaaggtgcagggce
KV V1S AQDTIET® QTKVOQG
cggctcgaagagctgcgccggacggtgcagctccccggettecgt
R L E EL R R TV Q L P G F R
ccgggcaaggtgccggttgeccgtgatcaagcagcgctacggegge
P G K V PV AV I K Q R Y G G
agcgtgctggccgaggctctggaggatgcgatcgccgacagcetcg
S v L A°E AL EDAI A D S S
cgccaggcgctgaacgagcgcggcectgegcatcgecatgcagecg
R Q AL NEWRGILIRTIT AM~OQP
aagatcaacgtcgagaagtacgaggacggcggcgacctgtcctac
K I NV E KY E DG G D L SY
accatgggcgtcgagcttctgccggacatcgagccgggcgatctc
T Mm G v EL L P D1 E P G D L
agcggcctggagcttgagaagccggtcgccacggtcgaggactcg
S G L EL E K PV ATV E D S
gccgtcgacgaggcegctgacccgtctggecteccgeccatteggtg
AV D EALTWRULASA AMHSYV
caggccccggtcaccgaggaccgcgcgsccgagaagggcgacatc
Q APV T E DI R A X E K G D 1
gccgtgatcgattcgecggttcggtcgactggcgaggecctgecg
AV I DS P VR STGEA AL P
ggcatggacggcaaggactacccgctggagctgggcgccaaccag
G M D G K DY P L E L G A N Q



1061 ttcgttccgggcttcgaggaccagctggtcggcgccaaggccggce
F v PGF EDQLV G A K A G
1106 gagcaccgcacggtgaaggtcaccttcccggccgactacccgcac
EHRTVKV TFWPADY P H
1151 gaccgcctgaagggcgcggacaccgtgttcgaggtggacgtcaag
D R L KGADTVFEV D VK
1196 gaactccgcaagaacgtcccggctgaggtcaacgacgaccttgcc
E LR KNVPAEVNUDUDL A
1241 aaggagttcggcatggagagcctggagaagctgcgcgaggccgtc
K E F GM E S L E KL R E AV
1286 ggcgaccgcatcaagggcgaatacgccaacgtgtcgcgcctgcgce
G DR 1T K GEY ANV SR LR
1331 gtcaagcgccagctcctcgataagctggccgaggcgcactccttc
vV K R Q L L D KL A E A H S F
1376 gaagtcccgccgggcatggtggacgtcgagttcgagggcatctgg
E vV PP GWMV DV EFEG I W
1421 cagcgccttcagcaggagctccagaacggcaccgccggtgaggac
Q R L Q @ E L Q NG TATGTED
1466 gccggcaagccggaagaggagctgaagaccgagtaccgcggcatc
A G K P E E E L K T E Y R G I
1511 gccgagcgccgcecgtgegcectgggectgcectgctgtcggagatcgge
A AE R R V R L G L L L S E I G
1556 cgccgcaacgacatccaggtgacccaggacgagatcaaccgcgcc
R R ND I Q VT Q D E I N R A
1601 ctgatcgcggaagcccgccgcttccccggccaggagcgtcaggtg
L 1 AEARIRFWPGOQER OV
Sitio de ligaco para c*
1646 ttcgagttcttcaagcagaaccgggaagccctggaaaacctccgce
F E F F K Q NR E A L E N L R
1691 gccccgatcttcgaggacaaggtcgtcgactacatcctggaccaa
A P 1 F EDIKV V DY I L DQ
1736 gccaaggtgagcgagaagccggtgtccgccgaagagctgatgaag
A K VS E K PV S A E E L MK
1781 gaccccgacgaggaggccgaggcggectga 1810
b P DEEAEAA *

CGTC AGAAA GGTTG AGGGG CGGgC TACCG GTCGC CCCTT
1850 TCCAT TCCTA TATGT AGACT GCTCA GACGA CTAAC CGAGC TGCGG GAGCA
1900 GGGAA GACCA CC Gene C|pP

1913 atgtacgacttcgaaccgaagatgaatgctctggtcccgatggtc
MY D F E P KMNA ALV P MV
1958 atcgagcagaccaaccggggcgaacgaggctacgatatttactcg
Il E Q T NR G E R G Y D I Y S
2003 cgcctgctgaaggaacggatcatcttcttgatcggtggcgtgaac
R L LK EWRTI1 1 FL I G G V N
2048 gacgccgtcgccagcctgatctgctcgcagctgctgttcctggaa




b AV AS L 1 CS QL L F L E

2093 tcggaaaacccgagcaaggacatcgcgctctacatcaattcgccg

S ENP S K DI ALY I NS P

2138 ggcggatacgtctcggccggectcgecatctacgacaccatgeag

G G Y vV S AGLAILI Y DTMDQ

2183 tacatccgtccgcaggtgtcgacggtgtgcatggggcaggcggcc

Y 1 R P QV STVCMGO QA A

2228 tcgatgggctcgctgctgctcgccgceccggtgectccgggcaagcgce

S M 66 S L L L A AGAPG KR

2273 ttctcgctgccgaacagccggatcatgatccaccageccgtcggge

F S L PNSRIT M1 HQ P S G

2318 ggcgcccagggtcaggcctcggacatcgagatccaggctcaggag

G A Q G Q A S DI E 1 Q A Q E

2362 atcctgaagctgcgttcgcgcctcaacgacatctacgtcaagcac

Il L K L R S RLNDTI Y V KH

2408 accggccagtcgctcgacacgatcgaagcgnccatggagcgtgac

T 6 Q S L DT 1T EAXMERD

2453 aagttcatgtcgccggaggaggccaaggccttegggetgatcgac

K FM S PEEAIKAFGTUL 1 D

2498 gaggtggtggagaagcgccccggttcgatcggcgacggcgceccgcec

E VVEIKIRWPGS T G D G A A

2543 tga
*

2549
2599
2601
2651
2701
2751

GGG
GGCGC GCGAA CTAAT GATTG ATTGC GCCGG TTCCC TGTTG TTGAA TGATG
GGGAA CCGGT CCGAT GGATC GGGTT CGAAG GATGA GCGGA TGCGT TAACC
GAACC GGTCC GATGG ATCGG GTTCG AAGGA TGAGC GGATG CGTTA ACCTT
GTCAC GGGCC ATGCC CGGGA CAACC TTTGA AAGGA CCGGC GTCGG GGGAC
GCCGC AGGCG GTTGA CAGGT TATAC GGATC AGTCC CCCGC GAGAT GACGG

AGTAC CG
Gene clpX

2758 atgagcaagtccagcagcggcgattcgaagaacacgctctactgc
M S K S S S GG D S KNT L Y C

2803 tccttttgcggcaagagccagcacgaggtccgcaagctgattgcc
S FCG K S Q HE V RK L I A

2848 ggtccgacggtgttcatctgcgatgaatgcgtcgagctgtgcatg
G P TV F I CDECV ELCWM

2893 gacatcattcgcgaggagaacaagacgaccctcgtgaagtcccgc
bl 1 R E ENK TT L V K S R

2938 gacggcgtgccgaccccgcgcgacatccatgcggtactggacgat
b G v P TPIRDI HA AV L DD

2983 tacgtgatcggccagcatcacgcgaaacgggtcctttctgttgcg
Y vl 6 Q HHAKI RV L S V A

34



3028

3073

3118

3163

3208

3253

3298

3343

3388

3433

3478

3523

3568

3613

3658

3703

3748

3793

3838

3883

3928

3973

4018

gtgcacaaccactacaagcggttggcgcacggcacgaagcacaac
VH NH Y KR L A H G T K H N
gacgtcgaactggcgaagtccaacatcctgctggtcggccccacg
D VEL AKSN1T1 L LV G P T
ggctgcggcaagacgctgctcgcccagacgctcgecccggatcatc
G C G K T L L A Q T UL AR T 1
gacgttcccttcacgatggccgacgccacgaccctgaccgaggcg
D VP FTMAIDA ATTL TE A
ggctatgtccgcgaggacgtcgagaacatcatcctcaagctgctc
G Y VREUDVENTI1I T L K L L
caggccgcgcgactacaacgacgagcggcgcagcgcggecatcgtc
Q AARL QR RAAUOQRG 1V
tacatcgacgaggtcgacaagatcagccgcaagtccgacaacccg
Y 1 D EV DK 1 SR K S DN P
tcgatcacgcgcgacgtgtcgggcgagggcgtgcagcaggcecctg
S 1 T R DV S G E GV Q Q A L
ctgaagatcatggagggcaccgtcgcctccgtgcctccgcagggt
L K I M E G TV A SV P P Q G
Pstl
ggccgcaagcacccgcagcaggagttcctgcaggtcgacacgagce
G R K HP Q QEF L Q V D T S
aacatcctgttcatctgcggcggcgcecttcgeccgggctggacaag
N1 L F I C G G A F A G L D K
atcatcgcgcagcgcggcaagggcacgtcgatcggcttcggcgcect
Il I A Q R G K G T S I G F G A
gatgtgcgcggcccggacgagcgttcgaccggcgacatcctgegt
D VR GPDEWI RS TGD 1T L R
gaggtcgagcccgaggatctgctgaaattcggcctgatccccgag
E VE P E D L L K F G L I P E
ttcatcggtcgtctgccggtggtcgceccaccctgtccgacctcgac
F I G R L PV V A TUL S D LD
gaaacggctctggtcgagatcctcaccaagccgaagaatgccctg
E T A L V E I L T K P K N A L
gtcaagcagtaccagcgcctgttcgagatggaggacgtccgtctg
vV K QY Q R L FEMEUDV R L
gaattctccgacgacgccctgcgcaccatctcccacaaggccatc
E F S DDALIRT I S HK A 1
cagcggaagaccggcgcacgcggcctgcggtcgatcatggagtcg
Q R K T G AR GUL R S I M E S
atcctgctcgacccgatgttcgatctgcccggcctgtcgggggtg
Il L L DPMFDULUPGUL S GV
gaaagcatcctggtcaacaaggaggtggtcgaggggcgcgccaag
E S 1 L V N K E V V E G R A K
ccgctttacgtccacgccgaacgccgcggggagcagcaggcaccg
P LY V HAEWIRIRGEIOQ QAP
ggtgcctga
G A *

35



GTTC GTCAC GGCCG ATCAG CATCG
4051 GGTAC GAGGA Agggc gcctt tgggc gccct ttgtc gtttc cggct tttgce
4101 agACA TCGAG GGCGC CAGCC GGGCC GCGGG

Sitio de ligacdo para 632

4151 CACCG CCATA CGGAA TTggg gttct ggccc

4201 gcccg ttaga AAAAG TGCCG GTTTT CGATC

4251 CGGGG GTCTT CCCAG GCCCA TCCCG GGCTG

tyada yyyyy crawy ycuyc

4301 GAGGC CCAAT CA

Gene lon 4312 atgttcgaaatccct
M F E 1 P
4328 cgtggtgccctctatccggtcccgcecgctccgecgacatcgtggtt

4373

4418

4459

4508

4549

4594

4639

4684

4729

4774

4819

4864

4909

4954

4999

R G ALY PV P PLRD I VYV
ttcccccacatgatcgtgectettttcegtcggecgtgagaaatcee
F P H M 1 VP L F V G R E K S
gtgcgcgccctggaagacgtgatgaaggacgataagcagatectt
VvV R AL E DV M K D D K Q I L
ctcgtcacccagaagaacgccgcgcaggacgatccgacgccggcc
L v T Q K N A A Q D D P T P A
gatatctacagcgtcggcaccgttgggaccgtgttgcagctgctg
b1 Y SV 6TV GG TV L Q L L
aagctgcccgacggaacggtgaaggtgctcgtggagggcggcecaa
K L P DG TV KV L V E G G Q
cgcgcgtccatcaccaagttcgccgagaacgaggatttcttccag
R A S 1 T K F A E N E D F F Q
gcccacgccgacctcgtcgaggagaaggtcggggaaagccaggaa
A°H A DLV EEKV G E S Q E
cttgaggcgctgggacgcgcggtcgtctcgcaattcgagcagtac
L E AL GRAV YV S Q F E QY
atcaagctgaacaagaagatcccgccggaggtcctggtctcgatc
I K L N K K I P P E V L V S I
aaccagatcgaagagccgggaaagctggcggacaccgtcgcectcc
N Q I E E P G K L A DT V A S
cacctcgcgctgaagattccggaaaagcagcagcttctggaatgce
H L A L K 1 P E K Q Q L L E C
gccacggtttcggagcggttggagcgggtctacgecttcatggaa
AT VvV S E R L E RV Y A F M E
ggcgaaatcggtgtcctccaagtggaaaagcgcatccgcaaccgc
G E 1 6 v L Q VE KR 1 R NR
gtcaagcggcagatggagaagacccagcgcgagtactacctcaac
vV K R Q M E K T Q R E Y Y L N
gaacagctcaaggcgatccagaaggaactcggcgagaccgaggac
E Q L K A1 Q K E L G E T E D

GCGGT CGGAT CGGCA TGTCG

CCTGT GCTCA TCCCC CGAGG

ACGGC GTCCC AATGA TGAAA
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5044

5089

5134

5179

5224

5269

5314

5359

5404

5449

5494

5539

5584

5629

5674

5719

5764

5809

5854

5899

5944

5989

6034

6079

ggccgtgacgagtcggccgagctggaagagaagatcaacaagacc
G R DESAEULEEI K I N K T
cgcttctccaaggaagcccgcgacaaggccctggceccgagctgaag
R FS K E AR DK AL A E L K
aagctgcgctccatgagcccgatgtcggccgaggcgacggtggtg
K L RS M SPMSAEAT VYV
cgcaactatctggactggatgctgtccattccgtggaagaagcgc
R NY L DWWMUL S 1 P W K K R
accaaggtgaagaaggacctgaagctcgcgcagaagatcctcgac
T K Vv K K D L KL A Q K 1 L D
gccgaccactacggcctggagaaggtcaaggaacgcatcctcgag
A D HY G L E K YV K ER 1 L E
tatcttcgggtccagaaccgcatgaacaaggtcaaggggccgatc
Y L RV Q NR M N K V K G P 1
cwgwgcctcgtcgggccgeccggegttggcaagacctcgetegge
X X L v 6 P P GV G K T S L G
aagtcgatcgccaagtccaccggccgcaatttcgtgcgcatgtcg
K § I A K ST GWRNF V R M S
ctcggcggegtgecgggacgaggctgaggtccgecggeccaccgacgc
L 6 G vV R DEAIEV R G HRR
acctacatcggctcgatgcccggcaaggtcatccagggcatgaag
T Yy I 6 S M P G K V I Q G M K
aaggcgaagtcgtccaacccgctgttcctgctggatgagatcgac
K A K S S NP L F L L D E 1 D
aagctcggcgccgactggcgcggcgacccgtegtecggecctgett
K L G ADWIRGDUP S S A L L
gaggttctcgatcccgagcagaacggcactttcaacgaccattat
E VvV L DPEQNGTF N D H'Y
ctggaggtcgattacgacctgtcggacgtgatgttcgtctgcacg
L E v DY DL S DV MUFV CT
gccaacacgatgcgcatgccgcagccgctgctggaccgcatggag
AN TMRMP Q P L L DR M E
atcatccgcgtcgccggctataccgaggatgaaaaggtcgagatt
I I R V A G Y T E D E K V E 1
tccaagcgccacctgatcgaaaagcaggtggaagccaacggcettg
S K R HL I E K QV E A N G L
aagaagggcgagttcgccatttccgacgacgcgctgcgcgacctg
K K G E F A1 S DDAWLRDL
atccgctattacacgcgggaagccggcgtccgcagcctggagcegce
Il R Y Y T R E A G V R S L E R
gagatcgccaacctctgccgcaaagccgtgaaggagatcctgatg
E I AN L CR K AV K E I L M
aagggctccgccggcgccaaggtttcggtcacgcgeccggaacctg
K 6 S AGA KV SV TR R N L
gacaagtacgctggcgtccgccgcttccacttcggcgaggcggag
D K'Y A GV RIRFHF G E A E
ctggaggatctggtgggcgtcaccaccgggctggcctggacggaa
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6124

6169

6214

6259

6304

6349

6394

6439

6484

6529

6574

6619

6664

6709

L E DLV GV TTGUL AWT E
gtcggaggcgagctgctgtcgatcgaggcggtcagecctgecccggce
v 6 6 E L L S 1 E AV S L P G
aaggggcgggtgaccaccaccggcaagctgggcgacgtcatgaag
K G R VvV T TTG KL G D V MK
gagtcggtccaggcggcggagagctacgtcaagtcgcgggccacc
E SV QAAE S Y VK SRAT
gccttcggcatcaagccgacgctcttcgagaagcgggacatccac
AAF G I K P TLFEKIRD 1 H
gtccacgtgcccgaaggcgccactccgaaggacggceccctcggceg
VH v P EGATUPIKDGUP S A
ggcgtggcgatgatcacctcgatcgtttcggtcctgaccggtatc
G VA M I TS 1T VSV LT GI
gcggtccgcaaggacgtggcgatgaccggtgagatcaccctgcgce
AV R KDV AMTGE I T L R
ggccgggtgcttccgatcggcggtctgaaggagaagctgectggcet
G RV L P 1T GG L KE KL L A
gctctgcgcggcggcctcaagcatgtgctgatcccgaaggacaac
AL R G GULIKHV L I P K DN
gagaaggatctcgccgagatcccggacaacgtgaagcgcgggctg
E K DL AZE T P DNV KR G L
gagatcatcccagtcagcaccgtcgacgacgtcctgaagcacgcc
E 1 I PV S TV DDV L K HA
ctggttcgggaagtcgagcccatcgagtggaaggagccggaagcg
L vV R EV EP 1 EWKE P E A
gtcgagccggcggtcgccaagccgcagactgacggcggaggcgag
vV E P AV A K P QTD G G G E
gtgcttcgtcactga 6723

V. L R H *
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6724 TcCAG CTtGG CGTTT AaAGC ACCCt TAAAG CacTA CCATG cTTCG CATCG

Sitio de ligacdo para ¢’°

6774 CCCGC CCGTC TGCAA TTGAC GGQLG GGLGA 1GICG CGIIT ATCGT TTGAA

6824 TGCGT GATGT CATTG AGTGC CTTTT CTTCC ATTTT CTTTG CCGGA CTGAG

6874 AA

GGG GGGAA GTAA

6888 GTG AAC AAG AAC GAT CTG GTG GCG CAC GTC GCC GAC GCC GTG GGT

1 Vv

N K N D L v A H V A D A

\Y

G

6933 TTG TCC AAA ACC GAC GCG ACC AAG GCG GTC GAC GCA ATT TTC GAC

16

L S K T D A T K A V D A I

F

D

6978 GGC ATC GCC GAC TCG CTC AAG AAC GGG GAG GAG GTC CGT CTG GTC

31

G 1 A D S L K N G E E V R

L

\
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7023 GGA TTC GGC ACA TTC GCG GTT TCC GAA CGC GCG GCC AGC GAG GGA
46 G F G T F A V S E R A A S E G

7068 CGC AAC CCG CGC ACC GGC GAA AAG ATC GCC ATA CCC GCG TCG AAA
61 R N P R T G E K 1 A 1 P A S K

7113 CAG CCG AAG TTC AAG CCG GGC AAG ACC TTG AAG GAC GGG TTG AAG
7% Q P K F K P G K T L K D G L K

7158 TGA
91 *
TGA CGTCT TGAAC GGATA GGGCA TTCCG GGCAT AGTGC

7199 GCGCC GGTCA GCACG GGCTG GCCGG CTTTG CGTTG TCTGG AACGT CAATC
7249 CGGTC AACGA 6CCGG ébCGG GCGAT TAGCT CAGCG GTAGA GCATC TCGTT
7299 TACAC CGAGA GGGTC GGGGG TTCGA AACCC TCATC GCCCA CCATC GCGCC
7349 CTGGC CATTC CGGCC GGCAC TTTTC AAATT CGTGA TTGAC AGGCC ATGCG
7399 TCGGG CGGCT AGAAA CCGCC CATCG GCGAC GGGGC GTGGC CCCGG AAACT
7449 GCGCT GCGAT CCTAT GACAC GGACG CCTGT TTTTG CGCAT TTCAC ATCGC
7499 CGTGT CGCGC GGGTG TAGCT CAGTT GGTTA GAGCG CCGGC CTGTC ACGCC
7549 GGAGG CCGCG GGTTC AAGTC CCGTC ACTCG CGCCA TTCTC TCCCT CACCA
7599 TTCTC CTTTT TGCAA TGAAA ATGAA GCCTT CATGG CTTTA CCGGC AGGCA
7649 CGCGA TCCCC ATATC CGATT AGCTC GACCC GCATA TCCGA TAAGC CGGAT
7699 AGAAG AAGGG TCATT TAAAA AGTTT GGTAA TACAA GGACA TCCGT CATTC
7749 CGAAA GTGGA TTCnT TGGCC GAAAG CGATT CAAGG CTTTC CTGAT CAGCT
7799 CTGTC ATATT TCCGG CCCGC TGATG GGTAA TCAAG GATTC AGCAA AAACC
7849 GnGCG TC

Figura 5: O produto da traducdo derivado das sequiéncias de nucleotideos (exceto hupB) foi
obtida pelo programa ORF finder. A seqiiéncia de aminoacidos do gene hupB foi obtida
através do programa BioEdit. Os provaveis sitios de ligacdo para ribossomo estdo indicados
em negrito. Os codons de iniciacdo sdo indicados em azul e os codons de terminacdo em
vermelho. As seqiiéncias consenso para ligagdo de promotores 6*2 e¢ o'° encontram-se
sublinhadas e indicadas. Provaveis terminadores independentes de Rho estdo indicados por
setas invertidas e estdo representados em verde. As bases em letras mindsculas nas regifes
intergénicas sdo de baixa qualidade. O sitio Pstl ndo mapeado no trabalho de Bozouklian e
colaboradoradores (1986) encontra-se indicado em vermelho. O sitio de inicio de transcri¢éo

do gene lon, encontrado por Mori e colaboradores (1996) esta indicado por uma seta vertical.
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ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACDOS DA PROTEINA TF DE A.

brasilense COM DIVERSOS ORGANISMOS

Azbras --—-—-———————————- MNITETSADGLKREYKVVISAQD IEQKVQGRLEELRRTVQLPGF 44
Rorubr MAGFRLSTRKVVREQPMQVTETVNESLKREYKIVIPAADIAERSARRLEELKGQMRLPGF 60
Brmeli —--—————-- MTRSEGLNMQVTETLNEGLKRE IKVVVPAGDLEAKLAERLETARGRARINGF 52
Meloti ---————————————- MQVTETLNSGLKREIKITVPAGDMEAKLMARLSDARNKVRINGF 44
Simeli -—————————————— MQVIETLAQGLKRELKVVIPADEMQARMNERLVEVKDRVRINGF 44
Rhcaps -----——————————- MQVTQTLNEGLKRGYTITLTGAELDAKVTEKLI1EVQPEVEIKGF 44
Rasola ---————————————- MSTVIENLGKLDRKVTLAVPKAEVEQEKQSRLARLSKTVKMSGF 44

* * - *%

Azbras RPGKVPVAVIKQRYGGSVLAEALEDAIADSSRQALNERGLRIAMQPKIN-VEKYEDGG-- 101
Rorubr RPGKVPMSMLRQRFGKSVLGEVLEKAVQESIREVMTSHELKPATQPDIDLISEVEEGK-- 118
Brmeli RPGKVPTAHLRKMYGKSFMAEIVNEILNDSSRSILAERNEKSATQPEVIMSEDEKEAEKV 112
Meloti RPGKVPVQHLRKVYGKSFMAEVVNEILNDSTRSIITGRGEKAAMQPEVIMTEDEKEAEKI 104
Simel1 RPGKVPVAHLKKVYGKSIMADLVNEIVREKPTEILTSRGEKSATQPEIAMTEDEAEADKI 104
Rhcaps RKGKVPMAMLRKNFGDRVLGDVLNESVDGAIKDLLDQSGDRPALQPKVEMENGKDWKPG- 103
Rasola RPGKVPMKMVEKQYGQQVEMEVRFDKAARQFFDITNEQGVKVAGQPRFELKSEGVADD—— 102

* Kkk*k - - - _ _ - * X% .
Azbras ----- DLSYTMGVELLPDIEPGDLSGLELEKPVATVEDSAVDEALTRLASAHSVQAPVTE 156
Rorubr ----- DVEFTLALEVLPEIGETDFSALALEREVAEVAAEKIEEALETLRQQSKTHEPVTD 173

Brmeli LDGKADFVFSLNYEVLPAIEVKDFSKIAVTREVVDISDEEVDEQVKRIASSTRTFETKKG 172
Meloti LAGGTDFEFRLNYEVIPAIEIKDFSDIKVTRQVFDVPDAEIDDQVKRVAESARSYEPKTG 164
Simeli LNAQADFEFTVAYEI IPPIELKDASGIKVTREVVDVSEDEVNEQIQRIAESARTYESKKG 164

Rhcaps ----TDAIFTVSYEALPPIPAFDRATVTLERLVVKADEASVTEALENLAKSAQAFEDRKK 159
Rasola ----- QFAFDATFEVYPEVKIGDLAGAELTRTKTEITDAEIDKTIDILRKQRVHYHPRGE 157
* - *x -
Azbras D----—-—-- RAAEKGD IAVIDSPVRSTGEALPGMDGKDYPLELGANQFVPGFEDQLVGAK 208
Rorubr G--—---——- RAAAGGDLVVIDFI1GKLDGEAFEGGSAEAYDLELGSNSFIPGFEDQL 1GAT 225
Brmeli ---———————- KAENEDRVT IDYLGKLDGEPFEGGADNDAQLVLGSGQF IPGFEEQLIGLK 222
Meloti ---———————- KAAEGDRVSIDYVGKIDGEAFAGGAGTDQLLVLGSKEFIPGFEDQLIGTK 214
Simell --————————- KAANGDRVTVDYLGKVDGEAFDGGKDEDAELVLGSNRFIPGFEEQLVGVK 214
Rhcaps G--—----——- TKAKDGDQVV IDFEGFLGDEPFEGGKGEEYPLVLGSNSFIPGFEDQLVGAK 211
Rasola AGDHGDGGEAVAQNGDRVTVDFVGTIDGVEFAGGKAEGFGFVLGEGRMLPEFEQATLGLK 217
-* - * - - * **

Azbras AGEHRTVKVTFPADYPHDRLKGADTVFEVDVKELRKNVPAEVNDDLAKEFGMES--LEKL 266
Rorubr AGEARTVTVSFPEDYPAAHLAGKETVFDVTVKEVKQAVVPELDDDLAKAFGKES--AEAL 283
Brmeli AGDEKVITVTFPAEYGAAHLAGKEATFDIKVKEVAKPNELVLDDETAKKLGIES--LERL 280
Meloti AGDEKQVTVTFPENYQAAHLAGKEATFDVTVKEVSKPGELEINDETAKNLGLES--LERL 272
Simeli AGDEKTITVTFPADYPAANLAGKEATFDITVKDVAAAAPIEINDELATKLGLES--VDKL 272
Rhcaps AGEDVEVKVTFPAEYGAAHLAGKEATFKCHVHAVKAPKPAE IDDELAKKFGAAD--LEAL 269
Rasola QGESKVFPLAFPADYHGKDVAGKTAEFTVTLKQVEWAHLPEINGAFAQSLGIADGSLDKM 277

- =%% -* - % - % - -



Azbras
Rorubr
Brmel i
Meloti
Simeli
Rhcaps
Rasola

Azbras
Rorubr
Brmeli
Meloti
Simeli
Rhcaps
Rasola

Azbras
Rorubr
Brmeli
Meloti
Simeli
Rhcaps
Rasola

Azbras
Rorubr
Brmeli
Meloti
Simeli
Rhcaps
Rasola

REAVGRPHQGR I RQRVALRVKRQL LDKLAEAHSFEVPPGMVDVEFEG IWQRLQQELQNGT
REAVKADLQGELDEVSKTKLKRKLLDALADGHDFPVPQTLVDAEFEG IWAQ I EKAKTDGQ
RQVVREQIESQYGQ I TRQKVKRQ I LDALDGDYQFETPQKLVDAEFNN 1WQQ INFDLQQAG
RE 1VRGQ I ENQFGSMTRQKVKRQLLDQLDAAYSFEAPSKL I DAEFNN 1WAQVTRDLEAAG
KE 1VRGQ I ESQFGS I TRQKVKRQLLDQLDEL YQFDTPERLVDAEFEN IWRQ INTDLQQAG
KGQVASRLEAEYKGASRA I LKRALLD I LDAQVKFDLPPSLVEAEAGQ 1 AHQLWHEENPDH
RADIRENLEREVKRRTHALLKDQVMDALLKVAELDVPKSLIEQDQERLVEMARRDLEARG

-% -=% %

AG-EDAGKPEEELKTEYRGIAERRVRLGLLLSEIGRRNDIQVTQDE INRAL IAEARRFPG
LDEEDAAKSDEDLRADYRKIAERRVRLGLLLADVGQRAQVTVAQEDLNKALMRELRRFPG
RTFEDEETTEEAAREEYRKLAERRVRLGLVLSE IGEKAGVEVTEEELQRAVYDQVRRYPG
RTFADEETTEEEARAEYLRLAERRVRLGLVLAE IGEKAGVTVSDEELQRGLFEQVRRFPA
KTFADEDTTEEEARAEYRKLAERRVRLGLVLSE IGEKAGVQVSDDEMQRSLFEQLRQFPG
HG---HDHGAVEPTEEHKTLAERRVRLGLLLAELGRNEKIEVTDAEMTQAVLAAARQYPG
MP———NVKNMPIPAEMFAQQAERRVKLGLVLAEVVKVNALEAKPEQIKAEIEEFAKSYED

E = = *** *- - -

-QERQVFEFFKQNREALENLRAP I FEDKVVDY I LDQAKVSEKPVSAEELMKDPDEEAEAA
-QEAAVINYYRNNQQAMDNLRAPVFEDKVCAH I LALATVTDKPVSVEDLMKDPDEDATPT
-QEKE1YDFLRRTPDAVANLRAP I FEEKVVDHLLAN INVTDKKVSKEELTAEDEDAAS -~
NQQQEAFEFYRSNPEALNALRAPMFEEKVVDHLLGQISVTDVKVSKEELMADDEDAETTT
-QEKEILEYFRNTPGAAASLRAPLFEEKVVDHLLTEVSVTDKKVSKEELTADDEGDEKPA
-HEREFFEFVKGNAQMQQQ IRAPLYEEKV IDF IVAGAAVTEKEVSKEELQKAIEALDEL -

——PKEVIRWYYGDQQRLAEMEAYVLENNVVNFVCDKAKVADKAMSFEELTATQGAQG———
: RSk AT FLooooI* *o*

Amm——————————————— - 463

EAKPAKKAAAKKKAAPKKK--AEEGKSEEA-—-———=———- 485

KAKPAKKAAAKKAEAKANEDEAEEPKKKAAPKKKAAKDAE 492
KKTASKKKAAAKAEAGEGEEAAAPKKKAPAKKKAADESAE 491

326
343
340
332
332
329
337

385
403
400
392
392
386
394

444
462
457
452
451
444
449

41

Figura 6: Alinhamento utilizando o programa ClustalW. Os aminodcidos idénticos séo
indicados por asteriscos, as substituicdes por aminoacidos de alta similaridade séo
indicadas por dois pontos e as substituicGes por aminoécidos de baixa similaridade sdo
indicadas por um ponto. As espécies utilizadas para o alinhamento foram: Azospirillum
brasilense (Azbras), Rhodospirillum rubrum (Rorubr), Brucella melitensis (Brmeli),
Mesorhizobium loti (Meloti), Sinorhizobium meliloti (Simeli), Rhodobacter capsulatus
(Rhocaps) e Ralstonia solacacearum (Rasola).



ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA

ClpP DE A. brasilense COM DIVERSOS ORGANISMOS

Azbras -----——————-—- MYD-FEPKMNALVPMVIEQTNRGERGYDIYSRLLKERI IFLIGGVND
Meloti ---—————————- MKNPVETYMN-LVPMVVEQTNRGERAYDIFSRLLKERIIFITGPVED
Brmeli --——————————- MRDPIETVMN-LVPMVVEQTNRGERAYDIFSRLLKERI IFVNGPVED
Rorubr ---———————- MIDRDP IDVENNTLVPMVVEQTNRGERSYDIYSRLLKERI IFLTGQVHD
Rasola MIRNELIDQLARTQASALETQGLGLVPMVVEQSGRGERAYDIYSRLLKERVIFMVGEVND

-******

Simell --——————————- MRNDDDQE------—-- EKKTELPLGKETEANLFKSRSIFIYGTITQ

Azbras AVASLICSQLLFLESENPSKDIALY INSPGGYVSAGLAIYDTMQY IRPQVSTVCMGQAAS
Meloti GMATLVCAQLLFLEAENPKKEINLY INSPGGVVTSGMAIYDTMQFIKPAVSTLCIGQAAS
Brmeli GMSMLVCAQLLFLEAENPKKEINMY INSPGGVVTSGMA1YDTMQF IRPPVSTLCMGQAAS
Rorubr GVASLICAQLLFLESENPSKDISFYINSPGGVVTSGMAIYDTMQY IRSPVSTVCIGQAAS
Rasola QTANLVVAQLLFLESENPDKDISLY INSPGGSVSAGLAMYDTMQFVKPDVSTLCMGMAAS
Simeli ELAQKVCSQLVALAAAS DDDIRLFVNSPGGHVESGDS ITHDMIKFVKPKVWT I GTGWVAS

- -**- * - -% ...***** * .* ...* ..... * K- * **

Azbras MGSLLLAAGAPGKRFSLPNSRIMIHQPSGGAQGQASDIEIQAQEILKLRSRLNDIYVKHT
Meloti MGSLLLTAGHKDMRFATPNARIMVHQPSGGFQGQASD IERHAMD IVKLKRRLNEVYVKHT
Brmeli MGSLLLTAGATGHRYALLNARIMVHQPSGGFQGQASD IERHAQD I IKMKRRLNEIYVKHT
Rorubr MGSLLLCAGEAGKRYATPNARIMIHQPSGGFQGQAADIEIQAREILALRERLNRIYVKHT
Rasola MGAFLLAAGAKGKRYALPNSRIMIHQPLGGARGQASDIEIQAREILYLRERLNTILSEVT
Simeli AGALIYVAAPKEQRLCLPNTRFLLHQPSGGTRGMASDIEIQAREIIKMNERLNRIFSEAT

* == * *---*** *x -* * *k Kk -k -%k- - *k*x -

Azbras GQSLDTIEAXMERDKFMSPEEAKAFGL IDEVVEKRPGSIGDGAA--- 210

Meloti GKSYEEIERTLDRDHFMTADEAKDFGLIDKVISSREPAESAVA---- 209

Brmeli GRDYDTIERTLDRDHFMTAQEALEFGL IDKVVEARDVSADESK---- 209

Rorubr GQPLETIERAMDRDNYMTAEESRAFGLTDSVIERRALSDDGDTKSSS 216

Rasola GQPVDKIARDTDRDNFMSGDQAKEYGL IDKVLARRGA---—--———- 217

Simeli GQPVDKIAKDTDRDYWLGAEEAKAYGLVSRIVTSIAEI ————————— 195
- % -** - - - - -** - -

46
46
46
49
60
38

106
106
106
109
120
97

166
166
166
169
180
157

42

Figura 7: Alinhamento utilizando o programa ClustalW. Os aminoacidos idénticos sao
indicados por asteriscos, as substituices por aminoécidos de alta similaridade sdo
indicadas por dois pontos e as substituicdes por aminoacidos de baixa similaridade sao
indicadas por um ponto. As espécies utilizadas para o alinhamento foram: Azospirillum
brasilense (Azbras), Rhodospirillum rubrum (Rorubr), Brucella melitensis (Brmeli),
Mesorhizobium loti (Meloti), Sinorhizobium meliloti (Simeli), e Ralstonia solacacearum

(Rasola).



ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA

ClpX DE A. brasilense COM DIVERSOS ORGANISMOS

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

Azbras
Meloti
Simeli
Rorubr
Mamagn

MSKS---SSGDSKNTLYCSFCGKSQHEVRKL IAGPTVFICDECVELCMD I IREENKTTLV
MSKV-GNNSGDSKNTLYCSFCGKSQHEVRKL IAGPTVFICDECVELCMD I IREENKTSMV
MSKVSGSNGGDSKNTLYCSFCGKSQHEVRKL TAGPTVFICDECVELCMD I IREENKTSMV
MSKS---SGGDSKNTLYCSFCGKSQHEVRKL TAGPTVFICDECVELCMD I IREEHKTSLV
MTKS———TSGESKNTLYCSFCGKSQHEVRKLIAGPTVFICDECVELCMDIIREEHKTHLV

* E U AR e S o S e S e e o e S o ** -%

KSRDGVPTPRDIHAVLDDYV IGQHHAKRVLSVAVHNHYKRLAHGTKHN-DVELAKSNILL
KSREGVPTPQEILKVLDDYVIGQPYAKRVLSVAVHNHYKRLAHAGKNN-DVELAKSNILL
KSRDGVPTPQEI IKVLDEYVIGQQQAKRILSVAVHNHYKRLAHAAKSS-DVELAKSN IML
KSRDGVPSPKDILKVLDDYV IGQQHAKKVLSVAVHNHYKRLSQAGKNS-DVELAKSNILL
RSRDGVPTPKDICQVLDDYV IGQGHAKKVLSVAVHNHYKRLQHGGKNNNEVELAKSNILL

mAhkk-kkk-Kk- =% R I = o ECE NI = ko ] * =AhkkkAkkhkkAhkk-%

VGPTGCGKTLLAQTLARI IDVPFTMADATTLTEAGYVREDVEN I I LKLLQAARLQRRAAQ
IGPTGCGKTLLAQTLARI IDVPFTMADATTLTEAGYVGEDVENI ILKLLQSADYNVERAQ
VGPTGCGKTYLAQTLARI IDVPFTMADATTLTEAGYVGEDVENI I LKLLQAADYNVERAQ
IGPTGCGKTLLAQTLARILDVPFTMADATTLTEAGYVGEDVENI ILKLLQASDYNVERAQ
IGPTGCGKTLLAQTLARILDVPFTMADATTLTEAGYVGEDVENI I LKLLQAAEYNVERAQ

=AAAKAAAEAKA AAAAALAAKA = AAXAAAAXAAAXALAAXAAAA XA AAxAAAAAXAAAXk - - - *x

RGIVY IDEVDKISRKSDNPSITRDVSGEGVQQALLKIMEGTVASVPPQGGRKHPQQEFLQ
RGIVYIDEIDKISRKSDNPSITRDVSGEGVQQALLKIMEGTVASVPPQGGRKHPQQEFLQ
RGIVY IDEVDKISRKSDNPSITRDVSGEGVQQALLKIMEGTVASVPPQGGRKHPQQEFLQ
RGIVY IDEIDKISRKSDNPSITRDVSGEGVQQALLKIMEGTVASVPPQGGRKHPQQEFLQ
RGIVY IDEVDKISRKSDNPS ITRDVSGEGVQQALLKIMEGTVASVPPQGGRKHPQQEFLQ

FEAIAAAIAAK - AEAXTXEAITXAEAXTXAAXTXAAXTXAAXTXAAXTXAAXITXAALAXAAXAXAAITXAAIAXAIXAdhAddhihdhik

VDTSNILFICGGAFAGLDKI TAQRGKGTS IGFGADVRGPDERSTGD I LREVEPEDLLKFG
VDTANILFICGGAFAGLDKI I SDRGRKTS IGFGATVASPEDRRTGD I FRQVEPEDLLKFG
VDTTNILFICGGAFAGLDKI I SARGEKTS IGFGATVRAPEDRRVGEVLRELEPEDLVKFG
VDTTNILFICGGAFAGLDRI 1 SARGKGSS IGFGADVRDPEARRTGEVLRAVEPEDLLKYG
VDTTNILFICGGAFSGLEKI I1GSRGRGTS IGFGADVRGPDERRTGE I LREVEPEDLLKFG

*khkkh =kkhkhkkhkkkhk-kk - -kk ** =k*xk*k*kX*x * *=- * K= ==k =mkkhkhkk-k-%

LIPEFIGRLPVVATLSDLDETALVEILTKPKNALVKQYQRLFEMEDVRLEFSDDALRTIS
LIPEFVGRLPVLATLEDLDEPALIQILTEPKNALVKQYQRLFEMENVDLTFHENALSAIA
LIPEFIGRLPVLATLEDLDEDAL IQILSEPKNALVKQYQRLFEMEDVELNFHEDALREIA
LIPEFVGRLPVLATLDDLDEDALVDILTTPKNALVKQYQRLFEMESTQLSFKEDALRCIA
LIPEFVGRLPVLATLEDLDVDAL IDILSKPKNALVKQYQRLFEMEDTRLSFSDDALKATA

*hkhkk -Kkkkkk-kkk *kk *k - =-kKk- Fhkk * * = =%% * -

HKATQRKTGARGLRSIMESILLDPMFDLPGLSGVES I LVNKEVVEGRAKPLYVHAERRGE
KRAITERKTGARGLRSIMEAILLDTMFELPALEGVREVVISEEVVTGSARPLY 1'YSEQKEK
RRATVRKTGARGLRSIMEKILLDTMFELPTLEGVREVVISDEVVKGTARPLY 1'YSERSEE
LKATARKTGARGLRSIMEGILLDTMFDLPGMEGVEEVVVNKEVVEGRAKPLFIYSDQRTS
EKAIARKTGARGLRSIMETILLDTMFDLPGLDAVDEVVINKEVVEGRAKPLYIYSERR E

=kk *hkkkkhkik *x ** ** - - - KhkA K Ke=kke= ===

57
59
60
57
57

116
118
119
116
117

176
178
179
176
177

236
238
239
236
237

296
298
299
296
297

356
358
359
356
357

416
418
419
416
416

43



44

Azbras QQAPGA 422

Meloti KGNVSA 424

Simeli KTNVSA 425

Rorubr ADGASA 422

Mamagn DVGSSA 422
*

Figura 8: Alinhamento utilizando o programa ClustalW. Os aminoacidos idénticos sao
indicados por asteriscos, as substituices por aminoécidos de alta similaridade sdo
indicadas por dois pontos e as substituicdes por aminoacidos de baixa similaridade sao
indicadas por um ponto. As espécies utilizadas para o alinhamento foram: Azospirillum
brasilense (Azbras), Rhodospirillum rubrum (Rorubr), Mesorhizobium loti (Meloti),
Sinorhizobium meliloti (Simeli), Magnetospirillum magnetotaticum (Mamagn).
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ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEASE Lon DE

A. brasilense COM DIVERSOS ORGANISMOQOS

Azbras ------————- MFEIPRG-——————————- ALYPVPPLRDIVVFPHMIVPLFVGREKSVR 37
Rhrubr ---———————- MNAIPT-———=———————- QVFPVLPLRDIVVFPHMIVPLFVGREKSVR 36
Brmeli MGRKARERTSVMTGIEQKTPVGGSETGGADGLYAVLPLRDIVVFPHMIVPLFVGREKSIR 60
Meloti ------ MKGWTMAKISKAP-——-—————- SDGVFAVLPLRDIVVFPHMIVPLFVGREKSIK 45
Simeli -————- MTNKTSPATESAT—————==—————- YPVLPLRDIVVFPHMIVPLFVGREKSIR 41
Rasola ------ MSGTQLLPAEQIR-————=——————- LPLLPLRDVVVFPHMVIPLFVGRPKSIK 41

= KEAkAX=KAXkAkAkk - -kAkkkhkidk *k- -

Azbras ALEDVMKDDKQILLVTQKNAAQDDPTPADIYSVGTVGTVLQLLKLPDGTVKVLVEGGQRA 97
Rhrubr ALEDVMREDKQILLVAQKNATQDDPGPDDIYTVGTVSTVLQLLRLPDGTVKVLVEGSHRA 96
Brmeli ALEEVMGVDKQILLATQKNAADDDPAPDAIYEIGTIANVLQLLKLPDGTVKVLVEGTARA 120
Meloti ALEEVMGQEKQILLATQMNAADDDPEPDAIFDIGTLANVLQLLKLPDGTVKVLVEGASRA 105
Simeli ALEEVMGTDKQIMLVTQINATDDDPEPSAIYKVGTIANVLQLLKLPDGTVKVLVEGRSRA 101
Rasola ALEAAMEAGKSIMLVAQKTAAKDEPTDKDLYEVGCIANILQMLKLPDGTVKVLVEGTQRA 101

*k* * * *-*%k -% *=- K=-% -- -* - LR I R e o R R R R **

Azbras SITKFAENEDFFQAHADLVEEKVGESQELEALGRAVVSQFEQY IKLNKKIPPEVLVSINQ 157
Rhrubr RIGAYTAREDFFEAEAT ILADDEGDHQEIEALGRSVINQFEQY IKLNKKIPPEVLVSINQ 156
Brmeli KISKFTDREDYHEAYAAALQEPEEDAVEIEALARSVVSDFENYVKLNKKISPEVVGTASQ 180
Meloti KIVSFTDRPDFHEARATALVEPEEEEVEVEALARSVVTDFENYVKLNKKISPEVVGAASQ 165
Simeli EIERYTPRDDFYEAMAHALPEPDEDPVEIEALSRSVVSEFESYVKLNKKISPEVVGVASQ 161
Rasola NILSVTDDESHFHCEAMPIGPEPTESAETEALRRAIVSQFDQYVKLNKKIPPEILTSLSG 161

- - - * Xkxkk Kx- - - -k - * ****** ** -

Azbras I1EEPGKLADTVASHLALKIPEKQQLLECATVSERLERVYAFMEGEIGVLQVEKRIRNRVK 217
Rhrubr 1EDAAKLADTVASHLVLKIADKQELLEIETIAERLERVYSFMESEIGVLQVEKKIRNRVK 216
Brmeli IDDYSKLADTVASHLAIKIPEKQEMLSVLSVRERLEKALSFMEAEISVLQVEKRIRSRVK 240
Meloti IDDYSKLADTVASHLAIKIPEKQEMLATLSVKERLEKAMGFMEAEISVLQVEKRIRSRVK 225
Simeli 1EDYSKLADTVASHLSIKIVEKQEMLETTSVKMRLEKALGFMEGEISVLQVEKRIRSRVK 221
Rasola IDEPGRLADTIAAHLPIKLEQKQKILEMFNVTERLESLLSQLEGEIDILQVEKRIRGRVK 221

* - - -**** * *x -*- -**--* - *kx =k Kk ~khkkkAkk-kk KX*kk

Azbras RQMEKTQREYYLNEQLKAIQKELGETEDGRDESAELEEKINKTRFSKEARDKALAELKKL 277
Rhrubr RQMEKTQREYYLNEQLKAIQKELGEGEDGRDELQELEDRIAETKLTKEAKEKALGELKKL 276
Brmeli RQMEKTQREYYLNEQMKAIQKELGDSEDGRDEVAEIEERITKTKLSKEAREKALAELKKL 300
Meloti RQMEKTQREYYLNEQMKAIQKELGEGEDGRDEAAE IEARIKKTKLSKEAREKAEAELKKL 285
SimeliT RQMEKTQREYYLNEQMKAIQKELGDSEDGRDEMAELEERISKTKLSKEAREKADAELKKL 281
Rasola RQMEKSQREYYLNEQVKAIQKELGEGEEGAD-LEELDKKIKAARMPKEAKKKADSEFKKL 280

FKEAAAKX =AhAAhAkAXAkAkAk=-khkkkkhkhkkhkkh=- *=-% * x - - -k === kkkhk=- XKk * = kkk

Azbras RSMSPMSAEATVVRNYLDWMLS IPWKKRTKVKKDLKLAQKILDADHYGLEKVKERILEYL 337
Rhrubr RNMSPMSAEATVVRNYLDWMLAIPWQKRTRVKKDLKIAHNVLNTDHYGLDKVKDRILEYL 336
Brmeli RSMSPMSAEATVVRNYLDWLLS IPWGKKSKVKQDLNFAQEVLDAEHFGLGKVKERIVEYL 360
Meloti RTMSPMSAESTVVRNYLDWLLSIPWGKNSKVKQDLAYAQNVLDTDHFGLDKVKDRIVEYL 345
Simeli RQMSPMSAEATVVRNYLDWLLGLPWGKKSKIKTDLNHAEKVLDTDHFGLDKVKERIVEYL 341
Rasola KLMSPMSAEATVVRNYIDTLVGLPWRKKSKVNNDLSNAEQVLDQDHYGLEKVKERILEYL 340

- ******* ****** * == =kk K -==-- *% * - * **x *** ** *k*
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RVQNRMNKVKGP 1QSLVGPPGVGKTSLGKS IAKSTGRNFVRMSLGGVRDEAEVRGHRRTY
AVQLRTQKIKGP I LCLVGPPGVGKTSLGKS IARATGRNFVRVSLGGVRDESE IRGHRRTY
AVQARSTKIKGP I LCLVGPPGVGKTSLARS IAKATGREYVRMSLGGVRDEAE IRGHRRTY
AVQSRQKKLKGP I LCLVGPPGVGKTSLGKS IAKATGREF IRMALGGVRDEAE IRGHRRTY
AVQARSSKIKGPILCLVGPPGVGKTSLAKSIAKATGREY IRMALGGVRDEAE IRGHRRTY
AVQQRVDKLKAPILCLVGPPGVGKTSLGQSVARATNRKFVRMALGGVRDEAE IRGHRRTY

** * * =% *% FEAEAEIAIAXAAXAXAAAKX =~Kke=k=-=k Keo=-emkeekhkhAhkAhk -k -khhhkihkik

1 GSMPGKV I QGMKKAKSSNPLFLLDE IDKLGADWRGDPSSALLEVLDPEQNGTFNDHYLE
1GSMPGK1 1QGMRKAKSSNPFFLLDE IDKLGNDWRGDPSSALLEVLDPEQNNTFNDHYLE
1 GSMPGKV I QSMKKAKKSNPLFLLDE I DKMGQDFRGDPSSAMLEVLDPKQNATFMDHYLE
I GSMPGKV IQSMKKAKKSNPLFLLDE IDKMGQDFRGDPSSALLEVLDPEQNSTFMDHYLE
I GSMPGKVVQSMKKAKKSNPLFLLDE IDKMGQDFRGDPSSALLEVLDPEQNSTFMDHYLE
IGSMPGKILQSLTKVGVRNPLFLLDEIDKMGADFRGDPSSALLEVLDPEQNHTFQDHYIE

*******--* - * ** ******** * *-nnn ** ** *** *

VDYDLSDVMFVCTANTMRMPQPLLDRME I IRVAGYTEDEKVE I SKRHL 1EKQVEANGLKK
VDYDLSDVMFMTTANSLRMPQPLLDRME I IRLSGYTEDEKIE IAKRHL IDKQVKANGLRR
VEYDLSNVMFVTTANTMNIPGPLLDRME I IRTAGYTEDEKLE IAKRHLLPKAITKDHALQP
VEYDLSSVMFVTTANTLNIPAPLMDRME I IRTAGYTEDEKIE IAKRHLMPKV IRDHALQP
VEYDLSNVMFITTANTLNIPPPLMDRMEV IRTAGYTEDEKRE IAKRHLLPKAITRDHALQP
VDFDLSDVMFVATSNSLNIPAPLLDRMEVIRLSGYTEDEKVNIAQRYLLPKQTKNNGLKG

* -*** ***- * * - - =k KXk - **** **--******* -k - * * *

GEFAI1SDDALRDLIRYYTREAGVRSLERE IANLCRKAVKE I LMKGSAGAKVSVTRRNLDK
GEWS1SDDALRDLIRYYTREAGVRSLERELANLTRKATKE ILLRKGAKVGVKVTRANLEK
KEFSVTEDALRNVIRHYTREAGVRSLEREVMTLARKAVTE I LKTK--KKSVKITDKNLSD
KEFSVGEDAIRAT1QTYTREAGVRSLERELMKLGRKAVTE I LKTK--KKTVSITAANLAD
NEFSVTDGALMAVIQNYTREAGVRNFERELMKLARKAVTE I LKGK--TKKVEVTAENIHD
GEIEVAEGALRDIIRYYTREAGVRSLEREVSKICRKVVKQLLLKKEAGASVKVDSDNLDK

- - * - - * = KAk kAkAkkAk - *** - - %%

YAGVRRFHFGEAELEDLVGVTTGLAWTEVGGELLS IEAVSLPGKGRVTTTGKLGDVMKES
YSGVRKYRYGEAEREDLVGVTTGLAWTEVGGELLS IEAVMMPGKGQVTLTGQLGDVMKES
YLGVEKFRFGQIDGEDQVGVVTGLAWTEVGGELLT IEGVMMPGKGRMTVTGNLRDVMKES
YLGVQRYRFGQVEADDQVGVVTGLAWTEVGGELLTVEGVMMPGKGRMTVTGNLRDVMKES
YLGVPRFRHGEAERDDQVGVVTGLAWTEVGGELLT IEGVMMPGKGRMTVTGNLRDVMKES
FLGVRRFDFGLAGKEDQVGQVTGLAWTEVGGDLLTIEAALMPGKGNITRTGSLGDVMKES

= KAk == -* ** R R R = e **- -% **** * ** * KAk khkAKk

VQAAESYVKSRATAFGIKPTLFEKRD IHVHVPEGATPKDGPSAGVAMITSIVSVLTGIAV
VQAARSFVRSRAVTYGIKPTQFEKGD IHVHVPEGATPKDGPSAGVAMCTS IVSAMTGIAV
I SAAASYVRSRAIDFGIEPPLFDKRD IHVHVPEGATPKDGPSAGIAMVTAIVSVLTGIPV
I SAAASYVRSRALDFGIEPPLFDKRD IHVHLPEGATPKDGPSAGAAMATAIVSVLTGIPV
I SAAASYVRSRAIDFGIEPPLFDKRD IHVHVPEGATPKDGPSAGVAMATAIVSVMTGIPI
VEAARSVVRSRSARLG IKDEMFEKRD IHIHVPEGATPKDGPSAGIAMTTALVSVLTGIPV

= **k X K-%k%k- *x - K=k FThkhk-K-FAxhkIAAkhkIAAxkhkiAXxikir *k k- -)kk -F*kk -

RKDVAMTGE I TLRGRVLP I GGLKEKLLAALRGGLKHVL IPKDNEKDLAE IPDNVKRGLEI
RKDIAMTGEITLRGRVLP IGGLKEKLLAALRGG IKTVL IPKDNEKDLAE IPDNVKRGLTI
RKDIAMTGEVTLRGRVLP IGGLKEKLLATLRGG IKKVL IPEENAKDLAE IPDNVKNNLEI
RADVAMTGEITLRGRILP IGGLKEKLLAALRGG IKKVL IPEDNAKDLAE IPDNVKNGME I
SKDVAMTGEITLRGRVLP IGGLKEKLLAALRGG IKKVL IPEENAKDLAD I PDNVKNSLEI
RADVAMTGEITLRGEVLPIGGLKEKLLAAHRGGIKLVLIPEENVKDLADIPDNVKNSIEI

* ***** **** -************- ko = * *
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Azbras IPVSTVDDVLKHALVREVEP IEWKEPEAVEPAVAKPQTDGG---GEVLRH 804

Rhrubr 1PVGHADEVLELALVRKLTPIEWISPDEAEEARLKSKAAEAPAEGDVVTH 806

Brmeli VPVSRVGEVLKHALVRQPEPIEWTEQENPTAVP--PVEDEA---GASLAH 823

Meloti IPVSRVGEVLRHALVRMPEPIEWVEPVNPPATT--DSADDA---GKSLAH 808

Simeli 1PVSRMGEVIAHALLRLPEP IEWDPASQPAALPSVDSQDEA---GTSIAH 806

Rasola MPVRWIDKVLELALVRKPEPLPEEEPKPAPEAGKTEGGDAH----EMVHH 806
*

-k% * - Kk -k * - -

Figura 9: Alinhamento utilizando o programa ClustalW. Os amino&cidos idénticos sao
indicados por asteriscos, as substituicbes por aminoacidos de alta similaridade séo
indicadas por dois pontos e as substituicbes por aminoacidos de baixa similaridade séo
indicadas por um ponto. As especies utilizadas para o alinhamento foram: Azospirillum
brasilense (Azbras), Rhodospirillum rubrum (Rorubr), Brucella melitensis (Brmeli),
Mesorhizobium loti (Meloti), Sinorhizobium meliloti (Simeli), Ralstonia solacacearum
(Rasola).
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ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA SUBUNIDADE B DA

PROTEINA HU DE A. brasilense COM DIVERSOS ORGANISMOS

Azbras VNKNDLVAHVADAVGLSKTDATKAVDAIFDGIADSLKNGEEVRLVGFGTFAVSERAASEG
Rhcaps MNKNDLIAAVADSAGLSKADAAKAVDGVFDAITGALKDDQEVRLVGFGTFAVTKRAATEG
Simeli MNKNELVAAVADKAGLSKADASSAVDAVFETIQGELKNGGD IRLVGFGNFSVSRREASKG
Meloti MNKNELVSAVADAAS ISKGDAQSAVDAVFSV I TGELKKGGDVRLVGFGNFTVSKRAASTG
Psaeru MNKSELIDATAASADIPKDVAGRALDAVIESVTGALKAGDSVVLVGFGTFAVKEPAARTG
Rasola MNKTDLIDHVAAQTDMSKAAAGRAIDALIGGIKDALCDGGSVTLVGFGTFLVGQRSARAG

** -*- -* - % * * * == - - ***** * * *

Azbras RNPRTGEKIAIPASKQPKFKPGKTLKDGLK- 90
Rhcaps RNPRTGETIAIPASKQPKFKPGKGLKDAVNA 91
Simeli RNPSTGAEVDIPARNVPKFTAGKGLKDAVN- 90
Meloti RNPQTGAEVKIPARTVPKFSAGKGLKDAVN- 90
Psaeru RNPQTGKPIKIA-AKIPGFKAGKALKDAVN- 89
Rasola RNPRTGATIKIEGAKVAKFKPGKALKDALN- 90

**kkik k% - % * ** **x*k - -

Figura 10: Alinhamento utilizando-se o programa ClustalW. Os aminoacidos idénticos
sdo indicados por asteriscos, as substituicdes por aminoacidos de alta similaridade séo
indicadas por dois pontos e as substituicdes por aminodcidos de baixa similaridade sdo
indicadas por um ponto. As espécies utilizadas para o alinhamento foram: Azospirillum
brasilense (Azbras), Mesorhizobium loti (Meloti), Sinorhizobium meliloti (Simeli),
Rhodobacter capsulatus (Rhocaps), Pseudomonas aeruginosa (Psaeru) e Ralstonia

solacacearum (Rasola).
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SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS ENCONTRADA PARA nuoB E SEU PRODUTO
DE TRADUCAO

1 TTACA ATTTA ATACG ACTCA CTATA GGGAA TTCGA GCTCT GGA
Gene nuoB
44 atgggagtagaggctgccaagctggcgccgattccgcccggaccg
M GV EAAKL AP 1 P P G P
89 gaacaggacgcctatctccgcgcggttaccgaggagatccaggaa
E Q DAY L RAV TETETI Q E
134 aagggcttcatcacggcgaagtacgaggacgtgctcgcctgggcc
K G F 1 T A K Y EDVLAWA
179 cgcaccggttccctgtggccgatgaccttcggtctggcctgctgce
R T 6 S L wWPWMTF G L A CC
224 gcggtggagatgatccacgcctacatgagccggtacgacctggac
AV EM I HAY M S R Y DL D
269 cgtttcggcgtcattccgcgceccccagcccgcgccagtccgactgce
R F GV I PR P S PR Q S D C
314 atgatcgtggccggcacgctgaccaacaagatggcccccgcecgcetg
M 1 VvV A G TULTNIKMMAWPA AL
359 cgcaaggtctatgaccagatgccggaaccgcgctgggtgatctcg
R K v Yy DQ M P E P R W V 1 S
404 atgggctcctgcgccaacggcggcggctactatcactattcctac
M G S CANGGGY Y HY S Y
449 tcggtggtgcgcggctgcgaccggatcgttccggtec 484
S vVVvRGCDW RI1I V PV

Figura 11: O produto de traducdo do gene nuoB derivado da sequéncia de nucleotideos
foi obtida pelo programa ORF Finder. O provavel sitio de ligacdo de ribossomo esta
indicado em negrito. O cdédon de iniciacdo encontrado é indicado em letras azuis. A
sequéncia deste gene nao esta completa pois o0 gene ndo esta inteiro no plasmideo pH/P13.



50

ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA SUBUNIDADE DA

PROTEINA NADH-DESIDROGENASE DE A. brasilense COM DIVERSOS

ORGANISMOS

Azbras ------———————————————— MGVEAAKLAP IPPGPEQDAYLRAVTEEIQEKGFITAKY 38
Brmeli MEEGGAGMGLTGTNTTLVAPQPKGILDPRTG--KPVGSDDAFFNDLNGELSDKGFIVTSA 58
Simeli MELASG-----—--- TTLVAPQPKGILDPATG--KP IGSNDAFFGEINNELADKGFLVTST 50
Meloti MEKRSAGMGLNDSSGTLVAPKPKGIIDPNTG--RPVGEDDPFFLEINNELADKGFLVTST 58
Rhcaps ----—————-————————————- MGVMTGSNT--AAVDMD-VAAAALNRDLQDKGFLLTTA 35

RASONA —————m oo MAIEGVLN-EGFVTTTA 16

**

Azbras EDVLAWARTGSLWPMTFGLACCAVEMIHAYMSRYDLDRFGVIPRPSPRQSDCMIVAGTLT 98
Brmeli DALITWARTGSLMWMTFGLACCAVEMMHISMPRYDAERFGIAPRASPRQSDVMIVAGTLT 118
Simeli DELINWARTGSLMWMTFGLACCAVEMMQMSMPRYDAERFGFAPRASPRQSDVMIVAGTLT 110
Meloti EALITWARSGSLMFMTFGLACCAVEMIHTSMPRYDSERFGVAPRASPRQSDIMIVAGTLT 118
Rhcaps EDI INWARNGSLHWMTFGLACCAVEMMHTAMPRYDVERYGFAPRASPRQSDVMIVAGTLT 95
Rasola DKLINWTRTGSLWPMTFGLACCAVEMMHAGASRYDLDRFGVVFRPSPRQSDVMIVAGTLC 76

-- * * **x*k ************- - *** -* * * Xk

Azbras NKMAPALRKVYDQMPEPRWVISMGSCANGGGYYHYSYSVVRGCDRIVPY—---———————- 151
Brmeli NKMAPALRKVYDQMPEPRYVISMGSCANGGGYYHYSYSVVRGCDRVVPVDIYVPGCPPTA 178
SimeliT NKMAPALRKVYDQMPEPRYVISMGSCANGGGYYHYSYSVVRGCDRVVPVDIYVPGCPPTA 170
Meloti NKMAPALRKVYDQMPEPRYVISMGSCANGGGYYHYSYSVVRGCDRIVPVDIYVPGCPPSA 178
Rhcaps NKMAPALRKVYDQMPEPRYVISMGSCANGGGYYHYSYSVVRGCDRIVPVDIYVPGCPPSA 155
Rasola NKMAPALRKVYDQMAEPRWVISMGSCANGGGYYHYSYSVVRGCDRIVPVDVYVPGCPPTA 136

FAEAAEKXAAXAIAAAKXAKX *AXx = AAAAAAAAAXAAAALAAAXAAAAAAAAK*d - kXK

Azbras --—--—————————— 155
Brmeli EALLYGILLLQKKIRRTGTIER-- 200
Simeli EALLYGVLLLQKKIRRTGTIER-- 192
Meloti EALLYGILLLQKKIRRTGTIER-- 200
Rhcaps EALMYGILQLQRKIRRTGTLVR-- 177
Rasola EALIYGIIQLQAKIRRTNTIARKG 160

Figura 12: Alinhamento utilizando o programa ClustalW. Os aminoacidos idénticos sdo
indicados por asteriscos, as substituicdes por aminoacidos de alta similaridade sdo
indicadas por dois pontos e as substituicbes por aminoacidos de baixa similaridade sdo
indicadas por um ponto. As espeécies utilizadas para o alinhamento foram: Azospirillum
brasilense (Azbras), Brucella melitensis (Brmeli), Mesorhizobium loti (Meloti),
Sinorhizobium meliloti (Simeli), Rhodobacter capsulatus (Rhocaps) e Ralstonia
solacacearum (Rasola).



GENESIDENTIFICADOS NO PLASMIDEO pAB441

Escala: ] 1kb
nuoB  hupB lon clpX  clpP Proteina hipotética ginB  glnA Proteinas hipotéticas
H|ndIII Pstl EcoRI Psil EcoRl Pstl H|ndIII

Figura 13: Genes identificados no plasmideo pAB441. O sitio Pstl em vermelho ndo esta mapeado no trabalho de
Bozouklian e colaboradores (1986). Os pontos de interrogacéo representam regides nao seqlienciadas.
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