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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotr6fica endofitica encontrada nos
tecidos de membros das Poaceac (BALDANI et al, 1997), Ananaceac e Musaceae
(WEBER et al., 1999). O gene nifA, que codifica para um ativador de transcrigdo dos
genes nif, foiisolado de uma biblioteca genémica de H. seropedicae 2778 e identificado no
plasmideo pEMS1 (SOUZA et al., 1990). Com o objetivo de identificar genes localizados
na regido a montante de nifd, dois fragmentos contiguos BamHI/Sall de 3,5 Kb,
correspondentes a esta regido, foram subclonados. Dele¢des unidirecionais destes
fragmentos foram seqiienciadas e alinhadas, resultando em uma seqiiéncia de 4777 bp.
Nesta seqiiéncia, foram identificadas quatro provaveis ORFs denominadas o#f4, modE,
orf5 e orf6. A regido distal da orf4 e o gene modE foram encontrados a cercade 1,3 ¢ 1,8
kb de nifA, respectivamente, fazendo parte de um possivel operon. A orf4 codifica para
uma proteina com fungdo desconhecida. O gene modE codifica para um potencial
repressor de trancrigdo dos genes modABC, envolvidos com o transporte de molibdénio.
A seqiiéncia de aminoacidos deduzida da proteina ModE apresenta um possivel motivo
hélice-volta-hélice de ligagdo ao DNA e dois motivos caracteristicos das proteinas ModE
(SARNQ), localizados nos provaveis dominios MopEl ¢ MopE2, envolvidos com a
ligagdo de ions molibdato.A orf5 foi localizada a aproximadamente 3,7 kb de nif4. A sua
seqiiéncia deduzida de aminoacidos se mostrou idéntica a da transposase Trs5, codificada
pela seqiiéncia de insergdo IS5 de E. coli. Esta seqiiéncia pode ter sido adquirida por
transferéncia horizontal ou a partir do DNA cromossémico da célula hospedeira do
plasmideo pEMS1, E. coli HB101. A regido distal da orf6 foi identificada a cerca de 5,3
kb de nif4 e codifica para uma proteina semelhante as citotoxinas RTX, produzidas por
patégenos de animais. Este gene pode ter sido herdado de um ancestral comum com
espécies do género Pseudomonas ou adquirido por transferéncia horizontal de espécies

filogeneticamente distantes.



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is an endophytic diazotrophic bacterium found in the
tissues of several Poaceae (BALDANI ef al., 1997), Ananaceae and Musaceae (WEBER
et al.,1999) . The nifA gene, which encodes for a transcriptional activator of the nif genes,
was isolated from a genomic library of H. seropedicae and identified in the plasmid
pEMS1 (SOUZA et al., 1990). In order to identify genes located upstream from nif4, two
contiguous 3.5 kb BamHI/Sall fragments corresponding to this region were subcloned.
Unidirectional deletions from these fragments were sequenced and aligned, yielding a
4777 bp sequence. This sequence presented four putative ORFs, namely orf4, modE, orf5
and orf6. The distal region of orf4 and the modE gene were located about 1.3 and 1,8 kb
from nifA, respectively, forming a putative gene cluster. The o7f4 encodes for a protein
whose function was not determined and modE encodes for a potential transcriptional
repressor of the modABC genes, involved in molybdenum uptake. The deduced amino
acid sequence of the ModE protein has a putative helix-turn-helix DNA-binding motif and
two ModE characteristic motifs (SARNQ), located in the putative MopEl ¢ MopE2
domains, which are probably involved with molybdate binding. The orf5 was found
approximately 3.7 kb from nif4. Its deduced amino acid sequence showed to be identical
to the transposase Trs5 codified by the insertion sequence IS5 from E. coli. This sequence
was probably acquired by horizontal transfer or from the chromosomal DNA of the host
cell of the plasmid pEMS]1, E. coli HB101. The distal region of the orf6 was located about
5.3 kb from nif4 and encodes for a protein similar to the RTX cytotoxins produced by
animal pathogens. This gene could be acquired from a common ancestral with species of

the genus Pseudomonas or by horizontal transfer.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESTRUTURA DOS GENES DE PROCARIOTOS

Os genes de procariotos estio distribuidos em seu genoma como unidades
transcricionais independentes ou agrupadas, formando operons. Os operons sdo
constituidos por genes transcritos e traduzidos conjuntamente, cujos produtos geralmente
cumprem fungdes relacionadas (LEWIN, 1997).

Cada gene apresenta uma seqiiéncia estrutural, que codifica para um polipeptideo
(ORF), um RNA ribossémico (RNAr) ou um RNA transportador (RNAL), e seqiiéncias
regulatorias, as quais sdo responsaveis pelo controle da expresséo da seqiiéncia estrutural.
A montante da seqiiéncia estrutural esta localizado o promotor, envolvido com o inicio da
transcri¢do, e a jusante, o terminador, relacionado com o término da mesma (HIPPEL,
1998).

1.1.1 Seqii€ncias estruturais

As seqiiéncias estruturais possuem tamanho variado e ndo contém espagadores. O
inicio de transcrigfo corresponde, muitas vezes, 4 base A do motivo CAT e é considerada
posicdo +1. As posi¢des a montante sdo consideradas negativas e as posi¢des a jusante,
positivas (McCLURE, 1985). A jusante do inicio de transcrigfo, estdo localizados o sitio
de ligagio de ribossomo (RBS), o cédon de inicio de tradugdio e o cédon de término de
traducfo. O sitio de ligagdio de ribossomo (seqiiéncia de Shine-Dalgarno) possui a
seqiiéncia consenso AGGAGG, a qual é complementar a uma regido do RNAr 16S da
subunidade menor do ribossomo e auxilia no posicionamento correto do RNAm para o
inicio da traducgfo. O cddon de inicio de traducglo corresponde a seqiiéncia ATG ow,
alternativamente, GTG ou TTG, enquanto o c¢édon de término de tradugfo corresponde as
seqiiéncias TAG, TAA ou TGA (LEWIN, 1997).



As seqiiéncias estruturais de um mesmo organismo ou de organismos diferentes
apresentam variagdes na utilizacdo de codons que codificam para um mesmo aminoacido
(c6dons sindénimos), indicando preferéncia de cédons (BULMER, 1987; PARKER, 1989,
ANTEZANA e KREITMAN, 1999). A preferéncia de codons reflete a abundéncia dos
RNAt correspondentes conforme as condigdes fisiologicas ou o organismo (SAIER,
1995). Genes expressos com elevada freqiiéncia geralmente apresentam maior nimero de
codons comuns, conferindo maior eficiéncia & sua tradugio (BULMER, 1987; PARKER,
1989; ANTEZANA e KREITMAN, 1999). Genes envolvidos com fungfes nfo essenciais
para a célula, como a esporulagdo e a utilizagdo de fontes alternativas de carbono e
energia, podem apresentar maior ntimero de cédons raros. Assim sendo, a expressdo
destes genes ocorre em condi¢des fisiologicas especificas, nas quais sdo expressos 0s
RNAt correspondentes (SAIER, 1995).

1.1.2 Promotores

O promotor consiste na regidio de ligagdo da RNA polimerase, enzima responsavel
pelo processo de transcrigdio. Em procariotos, esta enzima apresenta um niicleo formado
por duas subunidades alfa (o) e as subunidades beta () e beta’ (). Este nicleo (028f’)
contém o sitio catalitico da enzima e atua, portanto, na sintese de RNA. Ao nicleo da
RNA polimerase se associa a subunidade sigma (o), formando a holoenzima. A
subunidade sigma é responsavel pelo reconhecimento das seqiiéncias especificas do
promotor (McCLURE, 1985).

Durante o inicio do processo de transcrigdo, a holoenzima se liga inicialmente ao
DNA dupla fita de modo reversivel, formando o complexo fechado. Em seguida, a mesma
separa as cadeias do DNA e inicia uma sintese abortiva de RNA, originando o complexo
aberto. A sintese efetiva de RNA inicia com a liberagdo da subunidade sigma e a
estabilizagdo do complexo nicleo-DNA, no qual uma das fitas do DNA ¢ utilizada como
molde para a polimerizag@o de nucleotideos trifosfato (McCLURE, 1983).



A maioria dos promotores procariéticos sdo dependentes da subunidade sigma 70
(6™), apresentando as seqiiéncias consenso TTGACA e TATAAT localizadas nas
posigdes -35 e -10, respectivamente, separadas por 16-18 bp (TTGACA-N6.15-TATAAT)
(figura 1) (FASSLER e GUSSIN, 1996; HERTZ ¢ STORMO, 1996). O motivo TTG da
seqiiéncia -35 e as bases TA---T da seqiiéncia -10 sfo conservados, sugerindo que estas
bases s#o essenciais para o reconhecimento pela subunidade sigma 70. A seqiiéncia -35
esta envolvida principalmente com a ligag8o da RNA polimerase e seqiiéncia -10, com a
separa¢io das cadeias do DNA. Os genes que estdo sob o controle destes promotores
possuem fungdes diversificadas, incluindo aquelas essenciais para a sobrevivéncia da
célula (McCLURE, 1985).

Além dos promotores dependentes da subunidade sigma 70, existem promotores
dependentes de outras subunidades sigma, como sigma 32 (¢°%) (TAYLOR et al., 1984),
sigma 28 (6%) (HELMANN ¢ CHAMBERLIN, 1987) e sigma 54 (¢°') (SHINGLER,
1996). Assim como os promotores dependentes de sigma 70, os dependentes de sigma 32
ou 28 possuem seqiiéncias consenso localizadas nas posigdes -35/-10 (TAYLOR ez al,,
1984; HELMANN ¢ CHAMBERLIN, 1987). Porém, nos promotores dependentes de
sigma 54, estas seqiiéncias estio localizadas nas posigdes -24/-12 (REITZER e
MAGASANIK, 1985). Os genes que apresentam promotores dependentes de sigma 32,28
ou 54 possuem fungdes ndo essenciais para a sobrevivéncia da célula, sendo transcritos
em condigdes fisiolégicas ou ambientais especificas (TAYLOR et al., 1984; HELMANN
¢ CHAMBERLIN, 1987; LORENZO ¢ PEREZ-MARTIN, 1996).

Os promotores dependentes de sigma 32 possuem as seqiiéncias consenso -35/-10
CCCTTGAA-N;3.15-CCCGATNT. Estes promotores estdo presentes em genes €xXpressos
em condic¢des de estresse, como choque térmico (TAYLOR ef al., 1984).

Os promotores dependentes de sigma 28 sfo caracterizados pela presenga das
seqiiéncias consenso -35/-10 CTAAA-N;s-GCCGATAA. Os genes envolvidos com
quimiotaxia e com a formagdo do flagelo estio sob o controle destes promotores
(HELMANN e CHAMBERLIN, 1987).



Os promotores dependentes de sigma 54 apresentam as seqiiéncias consenso
-24/-12 TGGCAC-Ns-TTGC (figura 1) (REITZER ¢ MAGASANIK, 1985). O motivo
GG da seqiiéncia -24 é invaridvel ¢ o motivo GC da seqiiéncia -12 é conservado,
sugerindo que estes motivos s3o essenciais para o reconhecimento pela subunidade sigma
54 (SHINGLER, 1996). Estes promotores controlam a expressdo de genes relacionados
com diversos processos, como a fixa¢do e o0 metabolismo de nitrogénio, a utilizagédo de
fontes alternativas de carbono e energia, o transporte de aminoacidos e &cidos
dicarboxilicos e a produgdo de estruturas extracelulares ou determinantes de viruléncia
(KUSTU et al., 1991; LORENZO e PEREZ-MARTIN, 1996).

Outras seqiiéncias regulatorias podem ser encontradas a montante das seqiiéncias
-35/-10 ou -24/-12, como os elementos UP (BUSBY e EBRIGHT, 1994) e os sitios para
ligagdo de ativadores (KUSTU et al., 1991) e repressores de transcrigdo (FASSLER e
GUSSIN, 1996; GRALLA, 1996). Os elementos UP sdo seqiiéncias ricas em A e T de
aproximadamente 20 bp, localizadas imediatamente a montante da seqiiéncia -35. O
dominio C-terminal da subunidade oo da RNA polimerase (aCTD) interage com esta
seqiiéncia, promovendo a transcri¢do. Os elementos UP estdo presentes nos genes que
codificam para os RNAr (BUSBY e EBRIGHT, 1994).

-30 -20 -10 +1

-35/10 —— TTGACA TATAAT ————ﬁ
24/12 TGGCAC TTGC B e

Figura 1. Comparacio estrutural entre promotores hipotéticos dependentes da
subunidade sigma 70 (-35/-10) ou sigma 54 (-24/-12). As seqiiéncias
consenso estdo destacadas. As bases conservadas estdo em negrito. As setas
indicam a dire¢do de transcrigdo das seqiiéncias estruturais. Baseado em

McCLURE (1985) e SHINGLER (1996).



Os ativadores de transcri¢do interagem com o olCTD ou a subunidade sigma da
RNA polimerase. Os ativadores que se ligam a sitios proximos do promotor (entre as
posigdes -60 e -40) interagem diretamente com a RNA polimerase, aumentando a sua
afinidade pelo mesmo (GRALLA, 1996). Ja os ativadores que se ligam a sitios mais
distantes (entre as posigdes -200 e -100) interagem com esta enzima através do
dobramento do DNA, favorecendo a transigdo de complexo fechado para complexo aberto
(KUSTU et al., 1991; SHINGLER, 1996). Estes sitios mais distantes sdo conhecidos
como seqiiéncias ativadoras a montante (UAS) (figura 2) e s@o constituidos por repetigdes
invertidas (seqiiéncias palindromicas) (SHINGLER, 1996). A jusante da UAS, pode ser
encontrado um sitio para ligagdo do fator de integragdo de hospedeiro (IHF) (figura 2),
uma proteina que favorece o dobramento do DNA e, portanto, a interagéo entre o ativador
e a RNA polimerase (HOOVER et al., 1990; LORENZO e PEREZ-MARTIN, 1996).

-100 -50 -24/-12 +1
e T i 20 i ﬂ
UAS sitio para ligagdo de IHF promotor seqiiéncia estrutural

Figura 2. Localizacdo das seqiiéncias regulatérias de um gene hipotético que
apresenta um promotor dependente da subunidade sigma 54. O promotor,
um sitio para ligagdo de IHF e uma UAS estdo destacados. A seta indica a
diregdo de transcrigdo da seqiiéncia estrutural. Adaptado de KUSTU et al.
(1991).



Os repressores de transcrigdo se ligam a sitios denominados operadores, proximos
ou sobrepostos aos promotores (entre as posigdes -60 e +12) (McCLURE, 1985). A
ligacdo dos repressores impede a ligacdo da RNA polimerase ou a formagio do complexo
aberto (FASSLER e GUSSIN, 1996; GRALLA, 1996). Os repressores que possuem alta
afinidade pelos seus respectivos operadores podem suprimir completamente a transcrigdo
de certos genes conforme as condigfes fisiolégicas. Entretanto, os repressores que
apresentam baixa afinidade podem atuar apenas na modulagio negativa da transcrigfio dos
genes que controlam (McCLURE, 1985).

1.1.3 Terminadores

O terminador corresponde 4 regido de término de transcrigdo. Sdo conhecidos dois
tipos de terminadores, os intrinsecos e os dependentes de Rho (PLATT, 1986; HENKIN,
1996; HIPPEL, 1998). Os terminadores intrinsecos, ou independentes de Rho, apresentam
uma seqiiéncia palindrémica rica em G e C de 20-25 bp seguida por uma seqiiénciade 6 a
8 residuos de uridina (figura 3). A seqiiéncia palindrémica origina uma estrutura
secundaria em forma de grampo que interage com a RNA polimerase, causando uma
pausa em sua atividade. J4 a seqiiéncia de uridinas consiste na regido de incorporagéo dos
ultimos nucleotideos e forma um hibrido menos estavel com o DNA-molde no sitio ativo
da RNA polimerase (WILSON e HIPPEL, 1995). Deste modo, estas seqiiéncias
contribuem para a desestabilizagfio do complexo RNA polimerase-RNA-DNA, resultando
na liberag8o do RNA nascente.

Os terminadores dependentes de Rho sdio seqiiéncias pouco comservadas de
aproximadamente 40 bp, ricas em C e pobres em G, que interagem com o fator Rho. O
fator Rho é uma proteina hexamérica em forma de anel que apresenta atividade de RNA-
DNA helicase dependente da hidrélise de ATP. Cada mondmero possui um dominio para
ligagdo de RNA e um para ligacdo de ATP. Aparentemente, o fator Rho se liga ao RNA

nascente em regides carentes em estruturas secunddrias a montante do terminador.



Através da sua atividade, o fator Rho se desloca ao longo do RNA nascente na diregéio
5°—»3’, alcangando o terminador, no qual promove a desestabilizagdo do hibrido RNA-
DNA e a liberagdo do RNA nascente. A ligagdo do ribossomo ao RNA nascente impede a

ligacdo do fator Rho, permitindo a transcrigio de genes localizados a jusante do
terminador (RICHARDSON, 1990).

U A
G A
estrutura em grampo G U
U C
C—G
G—C
U—A
C—@G
C—G
G—C
NNNGUUAAUAACA— U

seqliéncia de uridinas

Figura 3. Estrutura de um terminador intrinseco de E. coli. Estio indicadas a
estrutura em grampo e a seqiiéncia de uridinas. Adaptado de WILSON e
HIPPEL (1995).



1.2 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria Gram-negativa pertencente a divisdo
Proteobacteria, subdivisdo Beta (YOUNG, 1992). Apresenta geralmente forma vibridide,
as vezes helicoidal, com um a trés flagelos em um ou em ambos os polos. O didmetro das
células varia de 0,6 a 0,7 um e o comprimento, entre 1,5 ¢ 5,0 pm. Néo fermenta
aglicares, apresentando metabolismo respiratério tipico. Acidos organicos, como malato,
fumarato, succinato, piruvato, citrato e trans-aconitato, sdo utilizados como fontes
preferenciais de carbono. Manitol, sorbitol, glicerol e varios agucares, como glucose,
galactose e L-arabinose, também sio oxidados. Fixa nitrogénio atmosférico em condigdes
microaerdbias e assimila e desassimila nitrato e nitrito. Cresce entre 30 e 40°C e em pH
variando de 5,3 a 8,0. O conteudo de G + C do DNA ¢ de 67 + 0,5 mol%. E claramente
diferenciado de Azospirillum spp. através de hibridizagdo de RNA e DNA (BALDANI et
al., 1986). Pode ser encontrado em raizes, caules, folhas e sementes de membros das
Poaceae (sorgo, arroz, cana-de-aguicar e plantas forrageiras) (BALDANI et al., 1997),
Ananaceae (abacaxizeiro) e Musaceae (bananeira) (WEBER er al, 1999), sendo
considerado um endéfito obrigatorio.

A potencial aplicagido de H. seropedicae como fertilizante bioldgico esta sendo
estudada. PEREIRA ez al. (1989) inocularam sorgo e arroz com as estirpes H25, Z89 ¢
795 de H. seropedicae em condigdes de campo e verificaram um aumento significativo da
germinagdo de sementes de arroz na presenga das estirpes Z89 e Z95. Entretanto, ndo
houve incremento significativo do peso seco de plantas de sorgo e arroz apds 60 e 90 dias
de inoculagdo, assim como nenhuma das trés estirpes foi reisolada a partir das raizes das
mesmas. Desta forma, ndo foi possivel verificar a colonizagdo efetiva das plantas
inoculadas, nem estabelecer relagbes entre a inoculagdo ¢ o desenvolvimento destas
plantas. PIMENTEL et a/. (1991) e JAMES et al. (1997) verificaram o estabelecimento
da associa¢io em folhas de sorgo, das quais H. seropedicae péde ser reisolado, mas ndo

avaliaram a eficiéncia da inoculagdo na promogdo do crescimento vegetal. PEREIRA e



BALDANI (1995) observaram um aumento significativo na produgéo de grios em plantas
de arroz inoculadas com as estirpes Z89 e Z95 de H. seropedicae. Experimentos de
inoculagdo de diferentes plantas hospedeiras com varias estirpes de H. seropedicae devem
ainda ser feitos para uma avaliagdo mais aprofundada do seu efeito em relagdo ao
crescimento vegetal.

O estudo dos genes relacionados com a fixagdo e o metabolismo de nitrogénio e a
sua regulagdo (genes nif, fix, gin e ntr) (MERRICK e EDWARDS, 1995) pode auxiliar
nio apenas no esclarecimento destes processos em H. seropedicae, mas também na
obtengdo de estirpes geneticamente modificadas que sejam mais eficientes na promogédo
do crescimento vegetal. Estas estirpes poderiam ser utilizadas nas lavouras como
inoculantes em substituigdo a adubagdo nitrogenada, proporcionando uma economia
substancial nos gastos com esta adubagdo, ja que H. seropedicae se associa a gramineas

cultivadas em larga escala.
1.3 ESTRUTURA DOS GENES IDENTIFICADOS EM Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae foi isolado recentemente e poucos grupos de pesquisa
se dedicam a seu estudo, de modo que seu genoma € pouco conhecido. A maioria dos
genes identificados em H. seropedicae estdo envolvidos com a fixagio e o metabolismo
de nitrogénio ¢ a sua regulagdo. Até o momento, foram identificados os genes nif4
(SOUZA et al., 1990) , nifB (SOUZA et al., 1991), glnAntrBC (TEIXEIRA, 1991), recA
(STEFFENS et al., 1993), nifHDK (MACHADO et al., 1996), ginB (BENELLI et al.,
1997), recX (GALVAO et al., 1998), amtB (NOINDOREF et al., 1999), nifENXorflorf2
(KLASSEN et al., 1999), nifOmodABC e fixXC (KLASSEN, 2000).

O gene nif4 consiste em uma unidade transcricional independente que codifica
para a proteina NifA, um ativador de transcrigdo dos genes de fixagdo de nitrogénio
(genes nif) (SOUZA et al., 1991). Este gene possui um promotor dependente de sigma 54,

a montante do qual foram encontrados dois sitios para ligagdo da proteina NtrC (GCAC-
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Ns-TGGTGCA), dois sitios e um hemi-sitio para ligaciio da proteina NifA (TGT-Njo-
ACA) e um sitio para ligaco de THF (WATCAA-N,TTR, onde W = A/T e R = A/G)
(SOUZA ef al., 1991; WASSEM et al., 2000).

O operon nifHDKENXorflorf2 contém os genes estruturais da nitrogenase,
nifHDK, os quais codificam para a subunidade y da proteina Fe e as subunidades a.e § da
proteina MoFe desta enzima, respectivamente (MACHADO e al., 1996). Este operon
apresenta, ainda, os genes nifENX, relacionados com a fixag#io de nitrogénio, e os genes
orflorf2, cujas fungdes sdo desconhecidas (KLLASSEN et al., 1999). As proteinas NifE,
NifN e NifX devem atuar na biossintese do cofator ferro-molibdénio (FeMoco) da
nitrogenase. A orfl codifica para uma proteina semelhante a ferredoxina encontrada em
Rhodobacter capsulatus e Rhizobium sp. O produto da o7/2 ndo apresenta similaridade
com nenhuma proteina conhecida (KLASSEN er al, 1999; KLASSEN, 2000). A
montante do gene nif foram identificados um promotor dependente de sigma 54, dois
sitios para ligag8io de NifA e um para ligagio de IHF (MACHADO et al., 1996).

O gene nifB esta parcialmente seqiienciado. Esta localizado a jusante do gene nifd
e ¢ transcrito na mesma dire¢dio (SOUZA et al., 1991). Codifica para a proteina NifB,
possivelmente envolvida no processamento do cofator ferro-molibdénio da nitrogenase.
Este gene esta sob controle de um promotor dependente de sigma 54, a montante do qual
foram identificados dois sitios funcionais para ligacdo de NifA e um para ligagédo de IHF
(SOUZA et al., 1991; REGO, 1997).

O operon nifQmodABC esta localizado a jusante do operon nifHDKENXorflorf2 e
estd orientado na mesma diregdo. A proteina NifQ deve estar relacionada com a
incorporagdo de molibdénio no cofator ferro-molibdénio da nitrogenase. As proteinas
ModA, ModB e ModC formam um sistema de transporte de molibdénio de alta afinidade,
pertencente a familia de transportadores ABC (KLASSEN, 2000).

O operon fixXC esta parcialmente seqiienciado. Esta disposto a jusante do operon

nifOmodABC e é transcrito na diregdo oposta. Codifica para as proteinas FixX e FixC, as
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quais provavelmente atuam na transferéncia de elétrons para a nitrogenase (KLASSEN,
2000).

O gene ginB é uma unidade transcricional independente que codifica para a
proteina PII, relacionada com a regulagdo do metabolismo de nitrogénio conforme a
disponibilidade de amé6nio no ambiente (BENELLI ef al., 1997). O promotor deste gene €
aparentemente dependente de sigma 70. A jusante da seqiiéncia estrutural, foi encontrado
um provavel terminador intrinseco.

O operon ginAnirBC codifica para glutamina sintetase (GS) e as proteinas NtuB e
NurC, respectivamente (RIGO et al., 1996; STEFFENS ef al., 1997). A enzima glutamina
sintetase catalisa a sintese de glutamina a partir de aménio e glutamato. As proteinas NuB
e NtrC constituem um sistema regulatério de dois componentes envolvido com a fixagéo
e o metabolismo de nitrogénio. NtrB deve atuar como uma histidina quinase de
membrana, fosforilando NtrC em baixas concentragdes de amoénio, enquanto NtrC
fosforilada deve atuar como um ativador de transcrigiio dos genes de fixaglo e
metabolismo de nitrogénio. Este operon estd aparentemente sob controle de dois
promotores, um dependente de sigma 70 e outro dependente de sigma 54. A montante do
promotor dependente de sigma 54, foram encontrados dois sitios para ligagfio de NtuC,
um dos quais estd sobreposto ao promotor dependente de sigma 70 (RIGO er al., 1996;
STEFFENS et al., 1997, PERSUHN et al, no prelo). A jusante do gene glnd, foi
identificado um provavel atenuador de transcrig@o (STEFFENS et al., 1997) ¢, a jusante
do gene ntr(C, um possivel terminador intrinseco (TWERDOCHLIB, 1999).

O gene amiB esta parcialmente seqiienciado. Codifica para a proteina AmtB, um
provével transportador de ions aménio (NOINDOREF ef al., 1999).

O operon recAX codifica para a proteina RecA, que atua na recombinagio
homéloga e no reparo do DNA (STEFFENS et al,, 1993), e para a proteina RecX, que
também deve atuar nestes processos (GALVAO e al., 1998). A montante do gene rec4,
foi encontrado um possivel promotor dependente de sigma 70 ¢, a jusante do gene recX,
um provéavel terminador intrinseco (GALVAO et al., 1998).
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Os genes identificados em H. seropedicae formam unidades transcricionais
independentes ou agrupadas em operons. Podem estar sob o controle de promotores
dependentes de sigma 70 ou sigma 54, conforme a fung¢io que desempenham. Os genes de
fixacdio e metabolismo de nitrogénio geralmente apresentam promotores dependentes de
sigma 54, ativados por NifA ou NtrC. Deste modo, a sua transcrigéio pode ser regulada de
acordo com a disponibilidade de aménio no ambiente.

A identifica¢fio de outros genes pode ampliar o conhecimento do genoma de H.
seropedicae e pode contribuir para o esclarecimento dos processos de fixacdo e
metabolismo de nitrogénio. Além disso, a analise estrutural destes genes pode fornecer
informagdes que permitam inferir acerca dos processos de regulagfio da expressdo génica

nesta espécie.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do genoma de H. seropedicae através da

identificagdo e da analise estrutural de genes presentes a montante do gene nifA.

1.4.2 Objetivos especificos

Subclonar e seqiienciar a regido a montante do gene nif4.

Identificar seqiiéncias codificadoras de proteinas, assim como promotores,
seqiiéncias para ligagdo de proteinas, sitios de ligagdo de ribossomo e terminadores.

Determinar o grau de similaridade entre as proteinas codificadas pelos genes

identificados e as descritas para outras bactérias.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 ESTIRPES BACTERIANAS E PLASMIDEOS

14

As estirpes bacterianas e os plasmideos empregados no desenvolvimento deste

trabalho esto listados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Estirpes bacterianas.

Estirpe Gendétipo / fenétipo Referéncia

Escherichia coli

HB101 F mcrB mrr hsdS20(rg, mp) recAl3|BOYER ¢ ROULLAND-
supE44 aral4 galK2 lacYl proA2|DUSSOIX (1969)
rpsL20(Sm®) xyl5 A leu mtll

DH10B F mecrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)| GRANT et al. (1990)

080dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl endAl
araD139 Mara, leu)7697 galU galK N rpsL
nup(G
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Tabela 2. Plasmideos.

Plasmideo |Genétipo/fenétipo g Referéncia/origem

pEMS1  [pVKI102 :: 31 kb Sall/Sall H. seropedicae contendo g SOUZA et al. (1990)
o gene nif4 |

pTZ19R | Ap" lacZ f1 !MEAD et al. (1986)

pSportl | Ap® lacl fl i Life  Technologies

| (Gaithersburg, EUA)

pELV2B |pTZ19R :: 3,5 kb BamHUSall H. seropedicae |Este trabalho
contendo o gene nif4 (parcial)

pELV2C |pSportl :: 3,5 kb BamHl/Sall H. seropedicae | Este trabalho
contendo o gene nifA4 (parcial) ;

pELV21B |pTZ19R :: 0,9 kb BamHI1/Pstl H. seropedicae g Este trabalho

pELV22B |pTZ19R :: 0,9 kb EcoRI/EcoR1 H. seropedicae > Este trabalho

pELV3B |pTZ19R :: 3,5 kb BamHI/Sall H. seropedicae i Este trabalho

pELV3C |pSportl :: 3,5 kb BamHI/Sall H. seropedicae } Este trabalho

2.2 MEIOS DE CULTURA

As estirpes de E. coli foram cultivadas nos meios Luria Broth (LB), Terrific Broth
(TB) (SAMBROOK ef al., 1989) e MacConkey (MILLER, 1992).

O meio LB apresenta a seguinte composi¢io:

Extrato de levedura 5,0 g/L

NaCl

Triptona

10,0 g/LL
10,0 g/L

O pH foi ajustado para 7,0 com solugdo de NaOH 1 mol/L. O meio solido, denominado

LA, foi obtido pela adi¢do de agar na concentragio de 12,0 g/L ao meio liquido.
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O meio TB possui a seguinte composigdo:

Extrato de levedura 24,0 g/L.

Glicerol 4,0 mL/L
Triptona 12,0 g/L
KH,PO, 2,31 g/LL
K.HPO, 12,54 ¢/L
O meio solido MacConkey apresenta a seguinte composigdo:
Peptona 17,0 g/LL
Polipeptona 3,0 g/LL
Lactose 10,0 g/LL
Sais biliares 1,5 ¢/
NaCl 5,0¢g/L

Vermelho neutro 0,03 g/L
Cristal violeta 0,001 g/
Agar 13,5¢g/L

2.3 CONDICOES DE CULTIVO E ESTOCAGEM DE BACTERIAS

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meio LB ou TB contendo antibioticos
apropriados, a 37°C , sob agita¢do a 180 rpm, por 12-15 h. As células foram estocadas em
solugdo de glicerol a 50% (v/v) a -20°C (SAMBROOK ef al., 1989).

2.4 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos acido nalidixico, ampicilina e canamicina foram adicionados aos
meios de cultura nas concentragdes finais de 10, 250 ¢ 50 ug/mL, respectivamente. As
solugdes estoque de ampicilina (250 mg/mL) e canamicina (100 mg/mL) foram

preparadas em agua ultrapura (agua destilada e filtrada através de uma matriz de carvio
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ativo e de resinas de troca id6nica no aparelho Milli-Q Plus, Millipore Corporation,
Bedford, EUA). Estas solugdes foram esterilizadas por filtragdo através de uma
membrana com poros de 0,45 pum de didmetro (Millipore Corporation, Bedford, EUA). A
solugdo estoque de acido nalidixico (20 mg/mL) foi preparada em agua ultrapura,
neutralizada com solu¢do de NaOH 1 mol/L para completa dissolugéo e esterilizada por
filtragdo. Estas solugdes foram mantidas a 0°C e adicionadas ao meio de cultura

imediatamente antes do uso (SAMBROOK et al., 1989).
2.5 REAGENTES

Acido formico, alcool isoamilico, azul de bromofenol, cloroformio, D-glucose,
etanol, fosfato dibasico de potassio, fostato monobasico de potassio, glicerol, hidroxido
de sédio, isopropanol e sulfato de zinco foram adquiridos de E. Merck KGaA (Darmstadt,
Alemanha). Acido bérico, agarose, cloreto de sodio, extrato de levedura, fenol, SDS,
triptona e Tris-base foram adquiridos de Life Technologies (Gaithersburg, EUA). Acido
nalidixico, brometo de etideo, cloreto de magnésio, 8-hidroxiquinoleina, RNAse e xileno
cianol foram adquiridos de Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA). Ampicilina,
canamicina, EDTA, Ficoll ¢ dNTPs foram adquiridos de Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH (Uppsala, Suécia). Acetato de potassio foi adquirido de Sigma - Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim, Suécia). A mistura para meio s6lido MacConkey foi adquirida
de Oxoid Ltd. (Basingstone, Inglaterra).
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2.6 SOLUCOES

2.6.1 Solugdes de fenol tamponado, cloroférmio-alcool isoamilico e fenol-cloroférmio-

alcool 1soamilico

Para a preparagdo da solugdo de fenol tamponado, fenol cristalino foi fundido a
68°C. Ao fenol fundido, foram adicionados 8-hidroxiquinoleina a 0,1% (p/v) e um
volume de solugdo de Tris-base 0,1 mol/L. Esta mistura foi agitada em agitador
eletromagnético por 15 min ¢ a emulsdo foi mantida em repouso para a separagdo das
fases aquosa e orgdnica. A fase aquosa foi removida e a fase orgénica foi novamente
equilibrada uma ou duas vezes com um volume de solugdo de Tris-HC1 0,1 mol/L pH 8,0
para atingir pH igual ou superior a 7,5. Na ultima lavagem, foi acrescentado f3-
mercaptoetanol a 0,2% (p/v). A solugido de fenol tamponado foi conservada em frasco
escuro a 4°C (SAMBROOK et al., 1989).

A solugdo de cloroformio-alcool isoamilico foi preparada misturando-se 24 partes
de cloroférmio para 1 parte de alcool isoamilico. A solugdo de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico foi preparada misturando-se 1 parte de solugdo de fenol tamponado para 1
parte de solu¢do de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Ambas as solu¢des foram

mantidas em frasco escuro a 4°C (SAMBROOK ef al., 1989).

2.6.2 Solugdo de RNAse

A solugdo estoque de RNAse (10 mg/mL) foi preparada em tampéao Tris-HC] 10
mmol/L pH 7,5 contendo NaCl 15 mmol/L. Esta solugio foi fervida por 30 min, resfriada
a temperatura ambiente para inativagdo de DNAses contaminantes e conservada a -20°C
(SAMBROOK et al., 1989). Esta solugdo foi adicionada aos sistemas de reagdo

adequados ajustando-se a concentragdo final para 0,1 mg/mL.
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2.6.3 Outras solugdes

As solugdes empregadas na manipulagio de DNA, assim como as solugdes de
glicerol a 10 e 50 % (v/v), foram preparadas em agua ultrapura e esterilizadas por
autoclavagdo a 127°C e 1,5 atm ou por filtragdo (item 2.4), se necessario. Tampdo TBE
1x concentrado (Tris-base 89 mmol/L, acido borico 89 mmol/L ¢ EDTA 2 mmol/L pH
8,0), solugdo corante FSUDS-xileno cianol (azul de bromofenol a 0,25% (p/v), xileno
cianol a 0,25% (p/v), Ficoll a 25% (p/v), SDS a 0,5% (p/v), Tris-HC1 10 mmol/L pH 8,0 ¢
EDTA 1 mmol/L pH 8,0) e solugido de brometo de etideo a 0,5 pg/mL foram preparadas
em agua destilada (SAMBROOK et al., 1989).

2.7 MINIPREPARACAO DE PLASMIDEOS

A purificagdo de plasmideos em pequena escala foi realizada por meio de uma
adaptagdo do método de lise alcalina (SAMBROOK et a/., 1989). Uma aliquota de 1,5
mL de uma cultura bacteriana (DOgy = 2,0) foi transferida para um tubo de
microcentrifuga e centrifugada a 12.800 xg por 30 segundos. O meio de cultura foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 100 pL de solugdo GET (D-glucose 50
mmol/L, EDTA 10 mmol/L pH 8,0 e Tris-HCl 25 mmol/L pH 8,0). As mesmas foram
rompidas pela adi¢gdo de 200 pL de solugio de lise (SDS a 1% (p/v) e NaOH 0,2 mol/L),
seguida de homogeneizagdo suave e incubagdo a temperatura ambiente por 5 min. DNA
cromossomico, proteinas, SDS e fragmentos celulares foram precipitados pelo acréscimo
de 200 pL de solugdo KAcF (acetato de potassio 3 mol/L e acido férmico 1,8 mol/L pH
4,8) gelada, seguido de agitagido suave e incubagfo em banho de gelo por 5 min. A
mistura foi centrifugada a 12.800 xg por 5 min, o sobrenadante foi coletado em um tubo
novo e foram adicionados 100 uL de solugio de fenol-cloroformio-alcool isoamilico
(25:24:1). A mistura foi homogeneizada vigorosamente e centrifugada a 12.800 xg por 5

min. A fase aquosa foi transferida para um tubo novo e o DNA plasmidial foi precipitado
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pelo acréscimo de 2 volumes de etanol a 95% (v/v), seguido de agitaglio vigorosa e
centrifugacdo a 12.800 xg por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi

lavado duas vezes com 1 mL de etanol a 70% (v/v), seco em cdmara de vicuo e

dissolvido em 30-50 pL de adgua ultrapura.
2.8 MAXIPREPARACAO DE PLASMIDEOS

A purificacdo de plasmideos em larga escala foi feita por meio de uma adaptagéo
do método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989), adequando-se os volumes. Um
volume de 40 mL de uma cultura bacteriana (DQOgq = 2,0) foi transferido para um tubo de
centrifuga e centrifugado a 4.300 xg, a 5°C, por 5 min. O meio de cultura foi retirado e as
células foram ressupendidas em 4 mL de solugdo GET. A lise foi feita por meio da adigéo
de 8 mL de solugfo de lise, seguida de homogeneizago suave e incubacfio a temperatura
ambiente por 5 min, Foram acrescentados 6 mL de solugdio KAcF gelada e a mistura foi
agitada suavemente. Foram, ainda, adicionados 3 mL de solug@o de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1) e a mistura foi homogeneizada vigorosamente, incubada em
banho de gelo por 10 min e centrifugada a 17.200 xg, a 5°C, por 10 min. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo, ao qual foi acrescentado 0,6 volume de isopropanol. A
mistura foi agitada, incubada a temperatura ambiente por 20 min e centrifugada a 17.200
xg, a 15°C, por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas
vezes com 4 mL de etanol a 70% (v/v), seco em cdmara de vacuo e ressuspendido em 1

mL de 4gua ultrapura.
2.9 CLIVAGEM DE DNA COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO
Os plasmideos purificados foram clivados por endonucleases de restrigdo

apropriadas conforme instrugSes do fabricante (Life Technologies, Gaithersburg, EUA;
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Uppsala, Suécia). Em um sistema de
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reagdo de 20 pL foram utilizados 1-2 uL de solugio de DNA (200-400 ng), 2 pL de
tampdo de restrigdo 10x concentrado, 0,2 uL de solugiio de RNAse a 10 mg/mL, 1 U de
endonuclease de restricdio e dgua ultrapura em quantidade suficiente para 20 pL. Este

sistema foi incubado a 37°C por 3-5 h.

2.10 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

Os plasmideos integros ou clivados por endonucleases de restrigio foram
submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose (SAMBROOK ez al, 1989).
Foram empregados géis de agarose a 0,7% (p/v) em tampdo TBE 1x concentrado. A
agarose foi fundida neste tampdo a 100°C e resfriada a cerca de 50°C, sendo entéio
transferida para placa suporte contendo um ou dois pentes e mantida em repouso a
temperatura ambiente até completa geleificagdo. O pente foi removido e o gel foi
submergido em tampdo TBE 1x concentrado. As amostras foram misturadas ao corante
FSUDS em uma proporg¢do de 3:1 e aplicadas nos pogos do gel. A corrida eletroforética
foi conduzida a 2 V/cm por 3-4 h ou a 0,5 V/em por 12-15 h. O gel foi corado com
solugfo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) por 15-30 min e lavado em 4gua destilada para
remocio do excesso de corante. O DNA foi visualizado sob luz ultravioleta (312 nm) em
transiluminador, O perfil eletroforético foi fotografado (filme ISO/ASA 100) ou
registrado em sistema de video acoplado a equipamento de impressdo a seco GDS 5000
(UVP Lid., Cambridge, Inglaterra). O tamanho molecular dos fragmentos analisados foi
estimado através de comparagio com marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”
(Life Technologies, Gaithersburg, EUA).
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2.11 SUBCLONAGEM DE DNA

Fragmentos de DNA obtidos do plasmideo pEMS1 foram subclonados nos vetores
pTZ19R ou pSportl (SAMBROOK et al., 1989). O plasmideo pEMS1 foi purificado em
larga escala (item 2.8) e os vetores, em pequena escala (item 2.7). Os mesmos foram
clivados com as endonucleases de restri¢io BamHI e Sall e a mistura de fragmentos foi
desproteinizada pela adi¢io de 0,5 volume de solugdo de fenol-cloroférmio-dlcool
isoamilico (25:24:1), seguida de agitagdo vigorosa e centrifugagéo a 12.800 xg por 5 min.
O sobrenadante foi coletado e 0 DNA foi precipitado pelo acréscimo de 3 volumes de
etanol a 95% (v/v), seguido de homogeneizagdo, incubacéo a temperatura ambiente por
20 min e centrifugacdio a 12.800 xg por 20 min. O sobrenadante foi descartado ¢ o
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol a 70% (v/v), seco em camara de
vacuo e dissolvido em 20 pL de adgua ultrapura.

Os fragmentos BamHI/Sall do plasmideo pEMS1 foram empregados como DNA-
inserto em reag¢des de ligagcdo com cada um dos vetores. Em um sistema de 15 puL, foram
utilizadas solugdes de DNA-inserto e vetor na proporgdo de 20:1, 3 ul. de tampéo de
ligagdo 5x concentrado (polietilenoglicol-8000 a 25% (p/v), Tris-HC1 250 mmol/L pH
7,6, MgCl, 50 mmol/L, ATP 5 mmol/L e ditiotreitol 5 mmol/L) e 1 U de T, DNA ligase
(Life Technologies, Gaithersburg, EUA). Inicialmente, DNA-inserto e vetor foram
aquecidos a 65°C por 5 min e resfriados em banho de gelo e, em seguida, foram
adicionados os demais reagentes. O sistema foi incubado a 16°C por 12-15 h.

Por meio destes procedimentos, foram obtidos quatro subclones denominados
pELV2B, pELV2C, pELV3B e pELV3C (item 3.1, figura 4). A partir do subclone
pELV2B, carreado pelo vetor pTZI19R, foram obtidos fragmentos BamHI/PsfA e
EcoRVEcoR], os quais foram subclonados neste mesmo vetor. Para tanto, o plasmideo
pELV2B foi purificado em pequena escala e clivado com as endonucleases de restrigéo
BamHl e Psfl ou EcoRI. As misturas de fragmentos foram desproteinizadas, precipitadas,

lavadas, secas e ressuspendidas separadamente em 20 plL de agua ultrapura. Estas
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solugdes foram empregadas em reagdes de ligagdo conforme os procedimentos descritos

acima, através dos quais foram obtidos os subclones pELV21B e pELV22B (item 3.1,
figura 5).

2.12 TRANSFORMACAO BACTERIANA

As misturas de ligagdo foram empregadas na transformagdo de células de E. coli
DH10B por meio de eletroporagdo, de acordo com as instru¢des do manual do
eletroporador “Cell-Porator® Electroporation System” (Life Technologies, Gaithersburg,
EUA). Células eletrocompetentes foram preparadas a partir de culturas bacterianas
recentes (DOgo = 0,3-0,7) em meio LB, acrescido de 10 pg/mL de acido nalidixico. Cerca
de 100 mL de cultura foram transferidos para um tubo de centrifuga e submetidos a
centrifugac¢do a 4.300 xg, a 5°C, por 5 min. O meio de cultura foi removido e as células
foram lavadas duas vezes com 30-40 mL de agua ultrapura estéril e uma vez com 30-40
mL de solugdo de glicerol a 10% (v/v) estéril, sendo finalmente ressuspendidas em 1 mL
desta solugdo. Aliquotas de 40-80 pL da suspensdo celular foram distribuidas em tubos de
microcentrifuga e conservadas a -70°C.

Para a transformagio, foram reunidos 20-40 pL de suspensdo de células
eletrocompetentes e 1-2 pL de mistura de ligag8o, os quais foram transferidos para uma
camara de eletroporacgdo mantida em gelo. Esta mistura foi submetida a um pulso elétrico
(4 kV, 200 Q, 300 uF), coletada e diluida em 800-1000 uL de meio LB e incubada a
37°C, sob agitagdo a 180 rpm, por 1 h. Em seguida, 200-300 pL desta cultura foram
plaqueados em meio MacConkey contendo 250 pg/mL de ampicilina e 10 pug/mL de
acido nalidixico. As placas foram incubadas a 37°C por 12-24 h e as colonias foram
triadas por a-complementagdo em relagdo a atividade de [3-galactosidase (MILLER,
1992).
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2.13 SEQUENCIAMENTO DE DNA

2.13.1 Obtengdo de delegdes unidirecionais

O seqiienciamento dos fragmentos de DNA subclonados envolveu a obtengdo de
dele¢des unidirecionais (HENIKOFF, 1984). Para tanto, cerca de 3,0 a 5,0 ug de DNA
plasmidial foram clivados com as endonucleases de restrigdo BamHI e Kpnl ou Sall e
Kpnl. Este material foi desproteinizado, precipitado, lavado e ressuspendido em 50 pl de
agua ultrapura (item 2.11). Tal tratamento permitiu a obtengdo de plasmideos linearizados
com uma ponta protundente 5’ e uma ponta protundente 3’.

Os plasmideos linearizados foram tratados com a enzima exonuclease 11l (Exolll,
Life Technologies, Gaithersburg, EUA). Em um sistema de delecdo de 60 pL, foram
empregados 25 pl da solugdo de plasmideos linearizados (1,5-3,0 ug de DNA), 6 uL de
tampéo “ExolIl” 10x concentrado (Tris-HCl 660 mmol/L pH 8,0 e MgCl, 6,6 mmol/L),
400 U de enzima Exolll e agua ultrapura em quantidade suficiente para 60 uL. DNA,
tampdo e agua ultrapura foram reunidos e aquecidos em banho-maria a 37°C por 5 min. A
enzima foi adicionada em seguida e o sistema foi incubado por mais 12 min na mesma
condi¢cdo. Uma amostra de 2,5 pL foi coletada a cada 30 segundos e transferida para um
tubo contendo 30 pL de tamp&o “Exolll stop” (NaCl 200 mmol/L e EDTA 5 mmol/L. pH
8,0) mantido em banho de gelo. Foram coletadas 24 amostras, as quais foram reunidas 4 a
4 em um mesmo tubo, perfazendo um total de 6 tubos. Neste tratamento, as pontas
protundentes 5’ dos plasmideos linearizados serviram como regides de ligacdo da
exonuclease III, a qual hidrolisou a cadeia complementar na diregdo 3°—5’. Os diferentes
tempos de incubagido das amostras permitiram a redugido progressiva do tamanho do
DNA-inserto.

As amostras coletadas foram incubadas a 70°C por 10 min para a inativagdo da
exonuclease I1I. Os plasmideos deletados foram precipitados pela adi¢do de 3 volumes de

etanol a 95% (v/v), seguida de homogeneizagdo, incubagdo a -70°C por 20 min e
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centrifugacdo a 12.800 xg por 10 min. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi
lavado uma vez com 100 pl de etanol a 70% (v/v), seco em cémara de vacuo e
ressuspendido em 50 pL de tampdo “S1” 1x concentrado (glicerol a 5% (v/v), acetato de
potassio 30 mmol/L pH 4,6, NaCl 250 mmoVL e ZnSO, 1 mmol/L). Em seguida, foram
adicionadas 3,5 U da enzima nuclease S1 (Life Technologies, Gaithersburg, EUA). Os
sistemas foram incubados a 25°C por 30 min e a reagdo foi interrompida pela adigéo de 6
uL de tampdo “S1 stop” (Tris-HCl 500mmol/L pH 8,0 ¢ EDTA 500 mmol/L pH 8,0).
Nesta reagdo, as pontas protundentes dos plasmideos deletados foram aparadas pela
nuclease S1.

Os sistemas foram desproteinizados e o DNA foi precipitado, lavado e
ressuspendido em 8,75 uL de 4gua ultrapura (item 2.11). Este material foi submetido a
tratamento com o fragmento Klenow da DNA polimerase I (Life Technologies,
Gaithersburg, EUA). Para tanto, foram adicionados 1puL de tampdo 10x concentrado
(Tris-HC1 500 mmol/L pH 8,0, MgCl, 100 mmol/L e NaCl 500 mmol/L) e 2 U de enzima.
Os sistemas foram incubados a 37°C por 5 min, foram acrescentados 0,4 pL de solugéio de
dNTPs a 5 mmol/L e os mesmos foram mantidos nesta temperatura por mais 10 min.
Durante este tratamento, as pontas dos plasmideos deletados foram reparadas, originando
pontas cegas.

Os plasmideos deletados foram circularizados através do fratamento com a T,
DNA ligase (Life Technologies, Gaithersburg, EUA). A cada sistema, foram
acrescentados 8 puL de tampdo de ligacdo 5x concentrado, 1 U de enzima e 31 puL de agua
ultrapura, sendo incubados a 16°C por 12-15 h. As misturas de ligagéio foram utilizadas
separadamente para a transformagio de células de E. coli DH10B por eletroporagdo (item
2.12). As células foram plaqueadas em meio LA contendo de 250 pg/mL de ampicilina e
10 pg/mL de 4cido nalidixico e cultivadas a 37°C por 12-24 h. As colénias foram
coletadas e cultivadas em meio LB (item 2.3). Os plasmideos foram purificados (item

2.7), tratados com endonucleases de restrigdo (item 2.9) e analisados quanto ao tamanho
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molecular por eletroforese (item 2.10). Plasmideos com tamanho molecular intermediério
ao original e o vetor foram selecionados e organizados em ordem decrescente de tamanho

molecular,
2.13.2 Obtengio de DNA-molde

Os plasmideos originais e seus derivados foram utilizados como DNA-molde em
reagdes de seqiienciamento. Para tanto, os mesmos foram purificados em pequena escala
manualmente (item 2.7) ou por meio de “kits” de purificagdo (“Plasmid Mini Kit” e
“QIAprep Spin Miniprep Kit”, Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). Quando purificado
manualmente, 0 DNA plasmidial precipitado e seco foi ressuspendido em 150 pL de agua
ultrapura ¢ foi adicionado 1 pL de solugdo de RNAse a 10 mg/mL. O sistema foi
incubado a 37°C por 1 h para a degradagdo de RNA contaminante. Logo depois, este
material foi desproteinizado pela adigéo de 0,5 volume de solugéio de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1), seguida de agitag#io vigorosa e centrifugacéo a 12.800 xg por
5 min. A fase aquosa foi coletada em um tubo novo e foram adicionados 75 pl. de
solug@o de acetato de aménio 7,5 mol/L e 3 volumes de etanol a 95% (v/v). A mistura foi
homogeneizada, incubada a temperatura ambiente por 20 min e centrifugada a 12.800 xg
por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 1
mL de etanol a 70% (v/v), seco em cimara de vacuo e dissolvido em 20 pul de agua

ultrapura.
2.13.3 Reagoes de seqiienciamento

O DNA-inserto dos plasmideos originais e de seus derivados foi seqiienciado pelo
método enzimatico (SANGER et al., 1977). Para tanto, foram utilizados um “kit” de
seqiienciamento que contém terminadores de cadeia marcados com corantes fluorescentes
(“ABI Prism™ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit”, Perkin-
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Elmer, Foster, EUA) e os oligonucleotideos iniciadores (“primers”) umiversal ¢ T7
adquiridos de Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH (Uppsala, Suécia) ou
sintetizados no aparelho “Gene Assembler Special” (Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH, Uppsala, Suécia), conforme instrugdes do fabricante.

As reacdes de seqiienciamento foram realizadas de acordo com as recomendacdes
do fabricante do “kit” de seqiienciamento. Em um sistema de reagdo de 20 pL, foram
empregados 1-2 pL de solugdo de DNA-molde (200-400 ng), 20-30 pmol de
oligonucleotideo iniciador universal ou T7, 8 pL de “BigDye™ Terminator Ready
Reaction Mix” (Perkin-Elmer, Foster, EUA) e agua ultrapura em quantidade suficiente
para 20 uL. O DNA foi amplificado em termociclador, sendo submetido aos seguintes
ciclos de temperatura: 95°C, 5 min (1 ciclo); 95°C, 30 s; 40°C, 30 s; 60°C, 6 min (30
ciclos). Em seguida, o volume da reagio foi transferido para um tubo novo, adicionando-
se 10 uL de solugiio de acetato de aménio 7,5 mol/L e 90 uL de etanol a 95% (v/v). A
mistura foi agitada, incubada em banho de gelo por 20 min e centrifugada a 12.800 xg por
20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado uma vez com 1 mL de
etanol a 70% (v/v), seco em cdmara de vacuo e ressuspendido em 15 pL de solugio TSR
(“template suppression reagent”, Perkin-Elmer, Foster, EUA) ou em 5 pL de solugéio de
formamida deionizada-“blue dextran”/EDTA 5:1 (Perkin-Elmer, Foster, EUA). A
separacdo e a leitura dos produtos das reagdes de seqiienciamento foram realizadas em
Seqiienciador Automatico ABI310 (Perkin-Elmer, Foster, EUA) (ressuspensdo em
solugdo TSR) ou ABI377 (Perkin-Elmer, Foster, EUA) (ressuspensio em solugdo de
formamida deionizada-“blue dextran”/EDTA).

2.14 EDICAO E ANALISE DE SEQUENCIAS
As seqiiéncias obtidas a partir dos plasmideos originais e de seus derivados foram

alinhadas e editadas no programa Auto Assembler 1.4 (Perkin-Elmer, Foster, EUA).

Provaveis seqiiéncias codificadoras de proteina (ORFs) foram identificadas pelo método
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de preferéncia de codons do programa Analyseq (STADEN, 1982). Para a utilizagdo deste
método, foi empregada uma tabela de preferéncia de codons obtida a partir das seqiiéncias
dos genes nifA, nifB, nifH, nifD, nifK, ginA, ginB e ntrC de H. seropedicae (CHUBATSU,
1998) recuperadas do banco de dados GenBank. As provaveis ORFs foram comparadas
com genes descritos para outros organismos através do programa Blast 2.0 (ALTSCHUL
etal., 1997).

As seqiiéncias de nucleotideos das ORFs identificadas foram traduzidas para
seqiiéncias de aminoacidos com o auxilio do programa Strider 1.3 (Perkin-Elmer, Foster,
EUA). As seqiiéncias de aminoacidos deduzidas foram alinhadas pelo programa Clustal X
(THOMPSON et al., 1997) com seqiiéncias de aminoacidos de proteinas similares,
coletadas do banco de dados GenBank. Os alinhamentos obtidos foram submetidos ao
programa Antheprot 4.9 (DELEAGE ef al., 1988) para assinalar os aminoacidos idénticos
e similares. As porcentagens de identidade e similaridade entre as proteinas alinhadas
foram obtidas pelo programa Multalin (CORPET, 1988). Motivos e dominios
caracteristicos das proteinas identificadas foram determinados por andlise manual. A
massa molecular e o ponto isoelétrico destas proteinas foram estimados pelos programas
BioEdit 4.8.8 (HALL, 1999) ¢ “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” do
banco de dados EMBL, respectivamente.

Promotores, sitios para ligacdo de proteinas, sitios de ligagdo de ribossomo e

terminadores foram encontrados pela analise manual da seqii€ncia de nucleotideos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OBTENCAO DE SUBCLONES PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA

Dois fragmentos contiguos BamHI/Sall de 3,5 kb do DNA-inserto do plasmideo
pEMSI1 foram subclonados nos vetores pTZ19R e pSportl (figura 4). O fragmento que
contém a regido proximal do gene nifd foi empregado na construgdo dos plasmideos
pELV2B e pELV2C, enquanto o fragmento que dista cerca de 2,7 kb do gene nif4 foi
utilizado na construgdo dos plasmideos pELV3B e pELV3C.

1kb pEMS1
H
regido seqiienciada nifA
A I \ >
S BS S BC S SC S

7 e

Pl
;/ ,'

[ .l
S B BC S

pELV3B, C pELV2B, C

Figura 4. Mapa de restricio do plasmideo pEMS1 e de plasmideos derivados.
pVK102 (anexo 1) é o vetor de pEMS1. pTZ19R (anexo 2) é o vetor de
pELV2B e pELV3B. pSportl (anexo 3) é o vetor de pELV2C e pELV3C. O
gene nifA esta representado por uma seta vermelha, que indica a diregdo de
transcrigdo. A regido seqiienciada a montante do gene nif4 esta representada
por um trago azul. S3o indicados os sitios BamHI (B), Clal (C) e Sall (S).
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Dois fragmentos do DNA-inserto do plasmideo pELV2B foram subclonados no
vetor pTZ19R (figura 5). Os fragmentos BamHI/Pstl e EcoRI/EcoRI de 0,9 kb foram
utilizados na construgdo dos plasmideos pELV21B e pELV22B, respectivamente. O

DNA-inserto destes plasmideos apresenta uma sobreposigdo correspondente ao segmento
EcoRI1/Pstl de 0,2 kb.

pELV2B
1 kb
| | nifA —
| T 11 | i}
BC EP E ES
B C EP EP E
pELV21B pELV22B

Figura 5. Mapa de restricio do plasmideo pELV2B e de plasmideos derivados.
pTZ19R € o vetor de pELV2B, pELV21B e pELV22B. A regido proximal do
gene nif4 esta representada por um trago vermelho. A seta indica a diregéo de

transcrigdo do gene nif4. Sdo indicados os sitios BamHI (B), Clal (C), EcoR1
(E), Psf (P) e Sall (S).
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O DNA-inserto dos plasmideos pELV2C, pELV3B e pELV3C foi submetido a
delegdo por exonuclease Il para a redugdo progressiva do seu tamanho. Por meio deste
procedimento, foram obtidos 32 subclones. A delegdo de pELV2C no sentido Sall —
BamHI originou os plasmideos pELV2C-10P, 15P, 7R, 6P, 15R, 3P, 14P, 17R, 12R ¢ 11P
(figura 6). A delegdo de pELV3B no sentido BamHI — Sall resultou nos plasmideos
pELV3B-22J, 25K, 2L, 7L, 7K, 14K, 6M, 3L, 5M, 30J e 22K (figura 7). Finalmente, a
delegdo de pELV3C no sentido Sa/l — BamHI originou os plasmideos pELV3C-21V,
25V, 20U, 12V, 22V, 12U, 17U, 1Z, 2Z, 1W e 2W (figura 8). Os subclones produzidos
por este procedimento apresentaram entre si uma diferenga de tamanho de 300-400 bp em

média.
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Figura 6. Perfil eletroforético dos plasmideos derivados do plasmideo pELV2C.
Coluna 1: marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”; coluna 2:
plasmideo pELV2C clivado com BamHI; colunas 3 a 12: plasmideos
pELV2C-10P, 15P, 7R, 6P, 15R, 3P, 14P, 17R, 12R e 11P clivados com
BamHI; coluna 13: pSportl clivado com BamHI. A corrida eletroforética foi
realizada em gel de agarose a 0,7% (p/v) em tampdo TBE 1x concentrado e
conduzida a 2 V/cm por 3-4 h. O gel foi corado com solugdo de brometo de
etideo (0,5ug/mL), irradiado com luz ultraviloleta (312 nm) e fotografado
(filme ISO/ASA 100).
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Figura 7. Perfil eletroforético dos plasmideos derivados do plasmideo pELV3B.
Coluna 1: marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”; coluna 2:
plasmideo pELV3B clivado com Sal/l; colunas 3 a 13: plasmideos pELV3B-
22J, 25K, 2L, 7L, 7K, 14K, 6M, 3L, 5M, 30J e 22K clivados com Sa/l; coluna
13: pTZ19R clivado com Sall. A corrida eletroforética foi realizada em gel de
agarose a 0,7% (p/v) em tampédo TBE 1x concentrado e conduzida a 2 V/cm
por 3-4 h. O gel foi corado com solugdo de brometo de etideo (0,511g/mL),
irradiado com luz ultraviloleta (312 nm) e fotografado (filme ISO/ASA 100).
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Figura 8. Perfil eletroforético dos plasmideos derivados do plasmideo pELV3C.
Coluna 1: marcador de tamanho molecular “1 kb DNA ladder”; coluna 2:
plasmideo pELV3C clivado com HindIll;, colunas 3 a 13: plasmideos
pELV3C-21V, 25V, 20U, 12V, 22V, 12U, 17U, 1Z, 2Z, 1W e 2W clivados
com HindIIl; coluna 13: pSportl clivado com HindIll. A corrida
eletroforética foi realizada em gel de agarose a 0,7% (p/v) em tampao TBE 1x
concentrado e conduzida a 2 V/cm por 3-4 h. O gel foi corado com solugéo de
brometo de etideo (0,5ug/mL), irradiado com luz ultraviloleta (312 nm) e
fotografado (filme ISO/ASA 100).
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3.2 SEQUENCIAMENTO E ANALISE ESTRUTURAL DA REGIAO A MONTANTE
DO GENE nifd

A partir dos plasmideos pELV2B, pELV21B, pELV22B, pELV3B e de 15
subclones produzidos por delegio, foram obtidas seqiiéncias com uma média de 500 bp.
Os plasmideos pELV2B, pELV3B-22J, 2L, 7K, 3L e 30J foram seqiienciados utilizando o
oligonucleotideo iniciador universal (“primer” umiversal). Os plasmideos pELV21B,
pELV22B, pELV2C-15P, 6P, 15R e 17R, pELV3C-12U, 17U, 1Z, 2Z, 1W e 2W foram
seqiienciados usando o oligonucleotideo iniciador T7 (“primer” T7). Finalmente, o
plasmideo pELV3B foi seqiienciado utilizando ambos os oligonucleotideos iniciadores.
Cada seqiienciamento foi repetido 3-5 vezes. O alinhamento das seqiiéncias parciais
permitiu a determinagdo de parte da seqiiéncia do DNA-inserto dos plasmideos pELV2B
e pELV2C e a seqiiéncia completa do DNA-inserto dos plasmideos pELV3B e pELV3C,
totalizando 4777 bp (figura 9).

A regido seqiienciada esta localizada aproximadamente 1,3 kb a montante do gene
nif4 (figura 4). A seqiiéncia de uma das extremidades do DNA-inserto dos plasmideos
pELV2B ¢ pELV2C ja havia sido determinada por SOUZA et al. (1991). Esta seqiiéncia
inclui a regido proximal do gene nif4 e parte da regido intergénica a montante deste gene,
totalizando cerca de 1,2 kb. Neste trabalho, foi determinada a seqiiéncia da outra
extremidade do DNA-inserto dos plasmideos pELV2B e pELV2C, correspondente a
aproximadamente 1,2 kb. A seqiiéncia da regido central do DNA-inserto destes
plasmideos, correspondente a cerca de 1,1 kb, nfo foi determinada. Os subclones
produzidos por delegdo pELV2C-3P e 14P, os quais poderiam fornecer seqiiéncias desta
regido, falharam nos experimentos de seqiienciamento. Além destes, outros subclones
obtidos por deleg¢do (dados ndo mostrados), de tamanho molecular semelhante, também

falharam nestes experimentos.
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TTGATCTGGCCGCACGCCAGGATTACGGATTGATGGCCACACCCTCCGCC
GATCTTGAGCAGGTGCTCACGCGGGTGGCTGCACAGCGTGCGCAGCGCEG
TCACTTCCCGTTTGCCATCGCCCGCTTTTTCCATTGCGAACCCGAGGCGC
ACAAGGCGCTTGCCCATGGTCTGGCAGGTGTGCGTGCGTATCCGCGCATG
ATGCAAGTGCAATTCGCGCCCGGTGGCACCCCGCCCATGTTCCAGGCCGA
TGCCTCCGATCRAAGTCATCCTGGCCAACGCCATCATCGGCGACCCGGCGC
AATGCGTGGCACGCATCGGCCAGCTGCAAGAANAACTGGGGCCGCATCGC
CTGCTGCTCAAGCCTGCCAGCCACGATCCCCAGCARGCGCGCGCAGCCCT

modE —>»

GAGCTTGCTGGCGGGCGCGCTGGEGACTGCAGCCATCGGCAAGGACATGAG
TACCTTGCCTGCCACCGATACCACCTTGTTGAGCAGCGAACTGARAACTGG
TGCATCGCCTGGACCAGCGCTTCTTTGCCCTGCTCGACGCCATCGCGCAA
ACCGGCTCGATCAATCGCGCGGCCAGTACGGCGGGCTACAGCTACAAGGG
CGCATGGATGCTGCTGGAGTCAGCCGGCARCCTGGTCAATGGCGCATTGA
TTGAAACGGTCACCGGCGGCARAGGCGGCGGCGGCACCCGGCTCACGCCC
GCCGCGGTGGAACTGCTGGCCGTGTGGCGCGAGCTGCAACGGCGCAATCT
CGAATTCCTGCATCGGCAGGAGACATGGCTTAATCAACTGCCAGCCTTGG
CTGGCCTGCTCAGGAGAATGTCAATGAAAACCAGCGCACGTAATCAATTC
GCCGGGGTCATCAGTGCGATCGATACCGGCCCTGTCACTACGCAAGTCAC
CGTCACCATCGCCGGCGCGCAAGAGATCGTGGCCACCATGACTACGACCG
CCGCCAATCGGCTCAAGCTCAGGATCGGCAGCAATGCGATTGCCCTGATC
AAGTCCTCGGCGGTGGTGCTGGTCACCGATTTTGCCGGTTTTTCCCTCTC
GGCACGCAATCAGTTTGAAGGCACGGTCTCGCGCGTAGAGCGTGGCGCGG
TATCGTCGCTTGTGGTGTTGACCTTGCCTGGCGGCGCCTGTATGACCGCC
AGCCTGACCAATGACGCCATCGATGCGCTGETCGCTGGCGGTCGGGCAGAC
CGCTACCGCCGTCTTCAAGGCGTATGCAGTGATGGETGGCCGTGCAGCAGG
ATTGATTACCTACTGCGGTCATCCTTCATTCTGGGTTGCTGACACCAGTG
TGTCAGGGTCAAGTGCCGGATCCCGCACATARACCGACCGTATCTTCTGC
GTCGCCCCCGTCCGCAGAACTGGCCCCTCAATGATAGGCCAGTTCATTTC
TTCCAGGCGAGCGATCACCTTCTCCAACGGCACGGACGCCATGAAGCACA
GGTCCAGCGCGCCCGGGCACAGGTAGATGCGCTTTCGGCTCGAATTCCTT
GCCGCGTACATGCAGGTTGATTTTCTGGTTACCGAAACGAAAGGCGATAC
GCCCTTGCCCGAAGGTCTCCAGCGTCATGCCCAGCACTTCCACATAGAAG
TGGGTCGTGGCGTCGGGGTTGATCGAAGTCAGTACGAGATGGTCAAGATG
GTCAATCAGGCTCATGTCAGGTCCGTGGAGTGTTCAGCCTCAAGCGGATA
GAGCAGATGAGTGACCAATCCCTGCGGGGTCTTTCACGCTTCAATCCGCT
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GATATAGCCGCAGCAGATAARAACAGGAACGATCGGGATTAATTARANAG
CTGCAAAACTTTTTAACTCATATTAACTGGCACCGACCGATGCCGAGCGA
TGCGAACTGATATTAACTGATACCAGCTGATGCAATGATGGGAATATCCC
ATCCGGAARAACAGGAAATAAGCGCCGATCTGGCCTGCAGATCGGRAACGG
GAAGAAACAAGAATGACCTCTCTCCCTTCCCGTTCTTTGTTTCAGCTTAT
TTCTGCATATTTCTGCTTGTTTCTCTTATTGCTGTTCCTGATCCTGGCTG
ATCAGGTATTTCTTTTTCAGGCGTTCGCTGACTTCGCCATTCTTGTCCTT
GAGCCACAATGGAATACGGCCACGACCGCTCCAGGTCAGGCCATCCTCAT
TCTGATARAGCGCGGGCAGTGTGGTTTTCCCGGCACTTGCCTTGCCCGCC
TTGCCGGATTTCGATTTGAAACCCAATTCCTTGAGCGTGATGTTGTGAAG
CGCGATCAAGGCCTTGATCTGCTCGATGATGGGCTCTCTTTCCTTGGCCC
GTGCTTCTTCAATTTTCTGCGCCAATTCTTCTTGCTGCGCCAACAGTTTT
GCCAATTCGCTATTTGCCATAGATCCTCCGGGGGGAAAAAATTCAGGT GG
GACCGACAATAAGCCAGCTGGCARACTAGGGAAGGTGCGAACAAGTCCCT
orf5 —
GATATGAGATCATGTTTGTCATCTGGAGCCATAGAACAGGGTTCATCATG
AGTCATCAACTTACCTTCGCCGACAGTGRAATTCAGCAGTAAGCGCCGTCA
GACCAGAARAGAGATTTTCTTGTCCCGCATGGAGCAGATTCTGCCATGEGC
ARAACATGGTGGAAGTCATCGAGCCGTTTTACCCCAAGGCTGGTAATGGC
CGGCGACCTTATCCGCTGGARACCATGCTACGCATTCACTGCATGCAGCA
TTGGTACAACCTGAGCGATGGCGCGATGGAAGATGCTCTGTACGAAATCG
CCTCCATGCGTCTGTTTGCCCGGTTATCCCTGGATAGCGCCTTGCCGGAC
CGCACCACCATCATGAATTTCCGCCACCTGCTGGAGCAGCATCAACTGGC
CCGCCAATTGTTCAAGACCATCAATCGCTGGCTGGCCGAAGCAGGCGTCA
TGATGACTCAAGGCACCTTGGTCGATGCCACCATCATTGAGGCACCCAGC
TCGACCAAGAACAAAGAGCAGCAACGCGATCCGGAGAT GCATCAGACCAA
GAARGGCAATCAGTGGCACTTTGGCATGAAGGCCCACATTGGTGTCGATG
CCRAGAGTGGCCTGACCCACAGCCTGGTCACCACCGCGGCCAACGAGCAT
GACCTCAATCAGCTGGGTAATCTGCTGCATGGAGAGGAGCAATTTGTCTC
AGCCGATGCCGGCTACCAAGGGGCGCCACAGCGCGAGGAGCTGGCCGAGG
TGGATGTGGACTGGCTGATCGCCGAGCGCCCCGGCARGGTAAGAACCTTG
AAACAGCATCCACGCAAGAARCARAACGGCCATCAACATCGAATACATGAA
AGCCAGCATCCGGGCCAGGGTGGAGCACCCATTTCGCATCATCARAGCGAC
AGTTCGGCTTCGTGAAAGCCAGATACAAGGGGTTGCTGAAAAACGATAAC
CAACTGGCGATGTTATTCACGCTGGCCARACCTGTTTCGGGCGGACCAAAT
GATACGTCAGTGGGAGAGATCTCACTAARAACTGGGGATAACGCCTTARA
TGGCGAAGAAACGGT CTAAATAGGCTGATTCARGGCATTTACGGGAGARA
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ARAATCGGCTCAARACATGAAGAAATGAAATGACTGAGTCAGCCGAGAAGAA
TTTCCCCGCTTATTCGCACCTTCCCTAGAGCAACTATTTTTTCAATTTAT
TCTTTCAGGATGATAAAAAGACTTTTATCTGGCGCTGCTGCTGAGCTGAT
GTAAATTGCGGATAAGGCAATCCATTGAGCGTTCTTATCTTCATTCTGCC
TGCGCAGAAARATAACAARAGCAAATAAAAGCARATARAANCARAGAAGAAA
GAATTCCAAAAAATCAGAAAGAAAGTCGGTATTGGCGCCCTTCCAAAAAG
TTCCCCTTAACGGCTCACCATACCAGTTCGCCCCAGCGGGGTCGCGAAGA
CCCCGCGGAAGCTGCCTGCCGAAACCATTCACCATCCCACGAAACACCCA
CAGGTGCCGGCAGCAAGGCTGCGCCGGCTAGTGGGTCACCGTCAGCAAGA
CCTTGCCCTTGCTGGTCTGGCCATCGGTCCAGCTGGETCTGGGETGGCCGLE
GGCGGGTCGAAGCTGGCCATGGCCTGCACCAGCTTGTCCACGTCGCTGTC
GTAGAGCGTCTTGCCATCGGCAGTCTTGATGCGCTCGACGCGATTATCCG
CGCCGGCATACCAATCCTTGACGGTGACCTGGTCAGTGCTTCCCAGCACG
TCGATCTGCAAGTCCTTGCCGACCTGACTGAACCACAGGTTGGTTTGCCT
GGCGTCGCTGAACTTGATCGTATCAATATTGCCCGCCGTGGCATCCTGGT
CCACCACCAGATCGCGACCATCGCCCTTACCGAAGACGTAGGTGTCATTG
CCCGCTTGCCCGGTCAGCGTATCGTTACCCTTGGCGCCGGTGAGGAGGTT
GTTATCCTGATTGCCCACCAGGATGTTGTCGAGTTCGTTGCCGGTGGCGC
TGCTGTCGCGATGGAGCAGCTTGGCCGGGTCCACGCTGTAGATGAGGGCT
GATTCGTGCGCGTCCATGTTGCGCAAGTCCCCTACTGACAGGAAGCGGTT
CATTTCGCTGTAACGTCCTGGTCCCGAGTCGGTGATATAGAAACCCAGCA
CCTCACCCGTCTTGGCCGAGCAAGCCACGCCGCTCACCGCCACCGLATGEG
ARTCCCACTCGCTTCCCCGCAAGGTAGCCACTCATGTCCCGGAACACCGC
GGCGTCCGCGCACAAGGTAACCACATGGCCGCCCTTGAGCAACTTGACCA
<« orfé

GCCGTGCCTCGTCGTATCTGAGTCGAC
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Figura 9. Seqiiéncia de nucleotideos da regido seqiienciada a montante do gene nif4

de Herbaspirillum seropedicae. S0 mostradas as seqiiéncias completas dos

genes modE e orf5 e as seqii€ncias parciais dos genes orf4 e orf6. Um

possivel sitio de liga¢do de ribossomo esta sublinhado com linha pontilhada.

Os codons de inicio de tradugdo estdo em negrito. Os codons de término de

tradugdo estdo sublinhados com linha continua. As setas indicam a diregdo de

transcrigdo.
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A seqiiéncia de nucleotideos da regido seqiienciada foi analisada pelo método de
preferéncia de codons do programa Analyseq (STADEN, 1982) para a identificagdo de
provaveis regides codificadoras de proteina (ORFs). Por meio deste método, os codons
encontrados nas trés fases de leitura da regido seqiienciada, em ambas as diregdes, foram
comparados com uma tabela de preferéncia de codons de H. seropedicae (CHUBATSU,
1998). Esta comparagio foi representada por graficos contendo trés segdes, referentes as
fases de leitura 1, 2 ¢ 3 (figuras 10 e 11). Nestas se¢des, as provaveis ORFs correspondem
aregibes do grafico situadas acima da linha pontilhada, a qual representa a probabilidade
de 50% de ocorréncia de uma ORF na seqiiéncia, conforme a preferéncia de codons de /.
seropedicae.

A analise da regido seqiienciada pelo método de preferéncia de codons permitiu a
identificagdo de quatro provaveis ORFs, designadas orf4 (figura 10, fase de leitura 3),
modE (figura 10, fase de leitura 2), orf5 (figura 10, fase de leitura 2) e orf6 (figura 11,
fase de leitura 3). ORFs denominadas orf1, orf2 e orf3 foram previamente descritas para
H. seropedicae por KLASSEN (1998) e KLASSEN et al. (1999). Estes resultados foram
confirmados através da comparagdo das seqiiéncias de nucleotideos correspondentes a
cada ORF com as seqiiéncias depositadas no banco de dados GenBank pelo programa
Blast 2.0 (ALTSCHUL et al., 1997), para verificagdo da sua identidade e similaridade.
Além disso, estas seqiiéncias de nucleotideos foram traduzidas para seqiiéncias de
aminoacidos pelo programa Strider 1.3 (Perkin-Elmer, Foster, EUA) para confirmar a
localizagdo de codons de inicio e término de tradugio.

Os genes modE e orf5 foram completamente seqiienciados e os genes orf4 e orfé
foram seqiienciados parcialmente. Entre os genes modE e orf5, foi encontrada uma
extensa regido intergénica composta por 1205 bp (figuras 9 e 10). A organizagdo destes

genes na regido seqiienciada esta representada na figura 12.
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Figura 10. Identificacido das provaveis regioes codificadoras de proteina dos genes
orf4, modE e orf5 de Herbaspirillum seropedicae através do método de
preferéncia de codons do programa Analyseq (STADEN, 1982). A
seqiiéncia de nucleotideos obtida foi analisada utilizando-se uma tabela de
preferéncia de codons de H. seropedicae (CHUBATSU, 1998). Cada segdo do
grafico representa uma fase de leitura (fases de leitura 1, 2 e 3, de baixo para
cima). O primeiro aminoacido (metionina) esta representado pela letra M. Os
cddons de término de tradugdo estdo representados por um trago vermelho no

centro da segdo.
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Figura 11. Identificacio da provavel regido codificadora de proteina do gene orf6 de
Herbaspirillum seropedicae através do método de preferéncia de codons
do programa Analyseq (STADEN, 1982). A seqiiéncia de nucleotideos
obtida foi analisada utilizando-se uma tabela de preferéncia de codons de H.
seropedicae (CHUBATSU, 1998). Cada se¢do do grafico representa uma fase
de leitura (fases de leitura 1, 2 e 3, de baixo para cima). O codon de término

de tradugdo esta representado por um trago vermelho no centro da segéo.
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Figura 12. Representacio das ORFs identificadas em Herbaspirillum seropedicae a
montante do gene nifA. A regido seqiienciada corresponde a regido entre os

genes orf6 e orf4. As setas indicam a diregéo de transcrigdo.



3.2.1 orf4

A regiio distal da orf4 (nucleotideos 1-449, figura 9) foi identificada a
aproximadamente 1,3 kb do gene nif4, apresentando dire¢éo de transcrigdo oposta a deste
gene. O codon de término de tradugdo (TGA) da orf4 esta sobreposto ao cédon de inicio
de tradug@o (ATG) da ORF seguinte, o gene modE. A jusante do cddon de término de

tradugdo, ndo foi encontrado terminador tipico (figura 13). Estes dados sugerem que os

genes orf4 e modE fazem parte de um operon.

GAT CTG GCC
GTG CTC ACG
CGC TTT TTC

CGT GCG TAT
R A Y
CAG GCC GAT
Q A D
TGC GTG GCA
C v A
CCT GCC AGC
P A S
GGA CTG CAG

GCA GCG AAC

TCG CGC AAA
CAT GGA TGC

Figura 13.

GCA CGC CAG GAT TAC
A R Q D Y
CGG GTG GCT GCA CAG
R \' A A Q
CAT TGC GAA CCC GAG
H C E P E
CCG CGC ATG ATG CAA
P R M M Q
GCC TCC GAT CAA GTC
A S D Q v
CGC ATC GGC CAG CTG
R I G Q L
CAC GAT CCC CAG CAA
H D P Q Q
CCA TCG GCA AGG ACA
P S A R T
TGA AAC TGG TGC ATC
CCG GCT CGA TCA ATC
TGC TGG AGT CAG CCG

Seqiiéncia de nucleotideos da regido distal da orf4 e segiiéncia de

aminoacidos deduzida da regido C-terminal da proteina Orf4 de

com um asterisco.
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A seqiiéncia de aminoacidos deduzida da regido distal da orf4 apresentou baixa
similaridade com proteinas identificadas em espécies filogeneticamente distantes, cujas
fungdes ndo sdo relacionadas. A partir destes dados, ndo foi possivel deduzir a potencial
fungdo da orf4 em H. seropedicae. No entanto, esta ORF pode estar envolvida com o
transporte de molibdénio, uma vez que é contigua ao gene modE e provavelmente ¢
expressa conjuntamente com este gene, relacionado com este processo. O seqiienciamento
da regido proximal desta ORF e a analise fisiologica do seu produto poderdo auxiliar na

determinagédo da sua fungdo.
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3.2.2 Gene modE

O gene modE (nucleotideos 446-1255, figura 9) foi localizado a cerca de 1,8 kb do
gene nifAd e ¢ transcrito na dire¢do oposta. A montante do cédon de inicio de tradugéo
(ATQG), foi encontrado um possivel sitio de ligagdo de ribossomo (AGGA) e a jusante do
codon de término de tradugdo (TGA), foi identificado um provavel terminador intrinseco
(figura 14).

A seqiiéncia de aminoacidos deduzida do gene modE apresentou similaridade com
proteinas ligantes de molibdénio, principalmente com o repressor de transcrigdo ModE de
Azotobacter vinelandii (37% de identidade e 53% de similaridade) (LUQUE et al., 1993;
MOUNCEY et al., 1995), de E. coli (33% de identidade e 57% de similaridade)
(GRUNDEN et al., 1996) e de Haemophilus influenzae (26% de identidade e 63% de
similaridade) (FLEISCHMANN et al, 1995) e com as proteinas ligantes de
molibdopterinas MopB (33% de identidade e 59% de similaridade) e MopA (31% de
identidade e 63% de similaridade) de Rhodobacter capsulatus (WANG et al., 1993).
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Seqiiéncia de nucleotideos do gene modE e seqiiéncia de aminoacidos

deduzida da proteina ModE de Herbaspirillum seropedicae. Um possivel

sitio de ligagdo de ribossomo esta destacado em azul. O cédon de término de

tradugdo esta marcado com um asterisco. Um provavel terminador intrinseco

esta destacado em verde.
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Os genes mod estdo envolvidos com o transporte de molibdénio sob a forma de
ions molibdato (LUQUE et al., 1993; WANG et al., 1993, MOUNCEY et al., 1995;
MAUPIN-FURLOW et al., 1995). Em A. vinelandii (LUQUE et al., 1993; MOUNCEY et
al., 1995), E. coli (MAUPIN-FURLOW et al., 1995) e R. capsulatus (WANG et al,
1993), os genes modABC codificam para proteinas que integram um sistema de transporte
de ions molibdato de alta afinidade, as quais fazem parte da familia de transportadores
ABC. Nestes organismos, ModA é uma proteina periplasmatica ligante de molibdato,
ModB ¢ uma proteina transmembrana formadora de canal ¢ ModC ¢ uma proteina ligante
de ATP.

Em A. vinelandii (LUQUE et al, 1993, MOUNCEY et al., 1995) e E. coli
(GRUNDEN er al., 1996), o gene modE codifica para um repressor de transcricdo dos
genes modABC. Em E. coli, a proteina ModE se liga ao ion molibdato quando este se
encontra em altas concentragdes, formando o complexo ModE-molibdato. Este complexo
forma um dimero e se liga a um operador localizado a montante do gene modA,
impedindo a transcri¢gdo dos genes modABC (McNICHOLAS et al., 1998; GRUNDEN et
al., 1999).

Os genes mopA e mopB de R. capsulatus (WANG ef al., 1993) e mopl, mopll e
moplIl de Clostridium pasteurianum (HILTON et al., 1987) sdo similares ao gene modE
de A. vinelandii (LUQUE et al., 1993; MOUNCEY et al., 1995) e de E. coli (GRUNDEN
et al., 1996) e aparentemente desempenham fungdes semelhantes.

Em H. influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995), foram identificados genes
similares aos genes modABC e modE descritos para as espécies citadas.

Os genes modG de A. vinelandii (MOUNCEY et al., 1995), modD (MAUPIN-
FURLOW et al., 1995) e modF (GRUNDEN et al., 1996) de E. coli e modD de R.
capsulatus (WANG et al., 1993) codificam para proteinas cuja fungdo ainda ndo foi
determinada.

Os genes mod foram descritos inicialmente para R. capsulatus (WANG et al.,
1993), A. vinelandii (LUQUE et al., 1993; MOUNCEY et al., 1995), H. influenzae
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(FLEISCHMANN et al., 1995) e E. coli (MAUPIN-FURLOW et al., 1995; GRUNDEN
et al., 1996). Nestes organismos, os genes mod estdo organizados em operons contiguos €
orientados em direg¢des opostas, ocupando um unico /ocus no genoma (GRUNDEN et al.,
1996) (figura 15). Recentemente, os genes modABC foram identificados em H.
seropedicae a jusante do operon nifHDKENXorflorf2, compondo o operon nifQmodABC
(KLASSEN, 2000). Neste trabalho, o gene modE de H. seropedicae foi identificado a
montante do gene nif4 e a jusante da orf4. Os genes orf4 e modE sdo transcritos na
mesma diregdo e 0 codon de término de tradugdo da orf4 é sobreposto ao cdédon de inicio
de tradugdo do gene modE. Como ndo foi encontrado promotor tipico a montante da
seqiiéncia estrutural do gene modE, ¢ possivel que os genes orf4 e modE fagam parte de
um operon. Assim sendo, os genes mod estariam organizados em H. seropedicae de uma
forma diferente da descrita para outras espécies, ocupando, pelo menos, dois /oci distintos
no genoma (figura 15). Estas diferengas estruturais provavelmente refletem diferengas

filogenéticas entre estes organismos.
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Figura 15. Comparacio da organizagio estrutural dos genes mod e/ou mop em E.
coli, H. influenzae, A. vinelandii, R. capsulatus, e H. seropedicae. As setas
indicam a dire¢do de transcrigdo destes genes. Genes que apresentam fungdes
similares estio marcados com a mesma cor. Genes que possuem fungdes
distintas ou indeterminadas estdo representados em preto. Adaptado de

GRUNDEN et al. (1996) e KLASSEN (2000).
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A proteina ModE de H. seropedicae é formada por 269 residuos de aminoacidos e
apresenta massa molecular de cerca de 28,3 kDa, calculada pelo programa BioEdit 4.8.8
(HALL, 1999). O seu ponto isoelétrico foi estimado em aproximadamente pH 9,8 pelo
programa “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” do banco de dados
EMBL. Este valor indica que a proteina ModE deve apresentar carater basico e, deste
modo, afinidade por DNA.

A proteina ModE de H. seropedicae foi comparada com as proteinas ModE de 4.
vinelandii (LUQUE et al., 1993; MOUNCEY et al, 1995), de H. influenzae
(FLEISCHMANN et al., 1995) e de E. coli (GRUNDEN et al., 1996) e com as proteinas
MopA e MopB de R capsulatus (WANG et al., 1993) (figura 16). Através desta
comparagio, foi possivel identificar motivos ¢ dominios caracteristicos na proteina ModE
de H. seropedicae. Na regido N-terminal, foi encontrado um provavel motivo hélice-
volta-hélice, que pode estar envolvido com a ligagdo desta proteina ao DNA
(McNICHOLAS et al., 1998, GRUNDEN et al., 1999). Na regido C-terminal, foram
identificados dois motivos conservados (SARNQ), os quais podem estar relacionados
com a dimerizagdo da proteina ModE (McNICHOLAS et al., 1998). Estes motivos foram
localizados nos dominios MopE1 e MopE2 (McNICHOLAS et al., 1998), cuja seqiiéncia
de aminoacidos é semelhante a das proteinas Mopl, Mopll e Moplll de C. pasteurianum
(HILTON et al., 1987). Nos dominios MopE1 e MopE2, pode ocorrer a ligagéo de ions
molibdato (McNICHOLAS et al., 1998).

A semelhanga estrutural entre a proteina ModE de H. seropedicae e a de outros
organismos sugere que esta proteina pode regular a expressdo dos genes modABC em
resposta a concentrag¢do de ions molibdato. Experimentos de mutagénese sitio-dirigida e
analise fisioldgica do gene modE poderdo esclarecer o seu papel na regulagio da

expressdo dos genes modABC nesta espécie.
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Figura 16. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos das proteinas ModE de H.

seropedicae (Herse_ModE), de A. vinelandii (Azovi_ModE), de H.
influenzae (Haein_ModE) e de E. coli (Ecoli_ModE) e das proteinas
MopB (Rhoca_MopB) ¢ MopA (Rhoca_MopA) de R. capsulatus. O
alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot 4.9 (DELEAGE et al.,
1988). Em vermelho, sdo mostrados os residuos de aminoacidos com 100%
de identidade; em azul, acima de 75% de similaridade; em verde, acima de
50%; em preto, abaixo de 50%. Motivos conservados das proteinas ModE,
MopA e MopB (McNICHOLAS et al., 1998) estdo delimitados por
retangulos. Um provavel motivo hélice-volta-hélice (McNICHOLAS et al.,
1998; GRUNDEN et al., 1999) esta sublinhado com linha continua. Os
dominios MopE1 € MopE2 (McNICHOLAS et al., 1998) estdo sublinhados

com linha pontilhada e tracejada, respectivamente.
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323 orf5

A orf5 (nucleotideos 2462-3478, figura 9) foi identificada a aproximadamente 3,7
kb do gene nif4 e ¢ transcrita na diregdo oposta. A montante do cédon de inicio de
tradugdo (ATQG), foi encontrado um possivel sitio de ligacdo de ribossomo (GAGA).
Além disso, a montante e a jusante da seqiiéncia estrutural, foram localizadas repeti¢des
invertidas (figura 17).

A seqiiéncia de aminoacidos deduzida da orf5 apresentou similaridade com
proteinas codificadas por seqiiéncias de insergdo (IS), incluindo as transposases Trs5 de
E. coli (100% de identidade) (ENGLER e BREE, 1981; SCHONER e¢ KAHN, 1981) ¢
Tra6 de Neisseria meningitidis (20% de identidade e 50% de similaridade) (KNIGHT et
al., 1992).



54

TTG AGC CAC AAT GGA ATA CGG CCA CGA CCG CTC CAG GTC AGG CCA TCC TCA TTC TGA TAA
AGC GCG GGC AGT GTG GTT TTC CCG GCA CTT GCC TTG CCC GCC TTG CCG GAT TTC GAT TTG
AAA CCC AAT TCC TTG AGC GTG ATG TTG TGA AGC GCG ATC AAG GCC TTG ATC TGC TCG ATG
ATG GGC TCT CTT TCC TTG GCC CGT GCT TCT TCA ATT TTC TGC GCC AAT TCT TCT TGC TGC
GCC AAC AGT TTT GCC AAT TCG CTA TTT GCC ATA GAT CCT CCG GGG GGA AAA AAT TCA GGT
GGG ACC GAC AAT AAG CCA GCT GGC AAA CTA GGG AAG GTG CGA ACA AGT CCC TGA TAT GAG
ATC ATG TTT GTC ATC TGG AGC CAT AGA ACA GGG TTC ATC ATG AGT CAT CAA CTT ACC TTC
GCC GAC AGT GAA TTC AGC AGT AAG CGC CGT CAG ACC AGA AAA GAG ATT TTC TTG TCC CGC
ATG GAG CAG ATT CTG CCA TGG CAA AAC ATG GTG GAA GTC ATC GAG CCG TTT TAC CCC AAG
GCT GGT AAT GGC CGG CGA CCT TAT CCG CTG GAA ACC ATG CTA CGC ATT CAC TGC ATG CAG
CAT TGG TAC AAC CTG AGC GAT GGC GCG ATG GAA GAT GCT CTG TAC GAA ATC GCC TCC ATG
CGT CTG TTT GCC CGG TTA TCC CTG GAT AGC GCC TTG CCG GAC CGC ACC ACC ATC ATG AAT
TTC CGC CAC CTG CTG GAG CAG CAT CAA CTG GCC CGC CAA TTG TTC AAG ACC ATC AAT CGC
TGG CTG GCC GAA GCA GGC GTC ATG ATG ACT CAA GGC ACC TTG GTC GAT GCC ACC ATC ATT
GAG GCA CCC AGC TCG ACC AAG AAC AAA GAG CAG CAA CGC GAT CCG GAG ATG CAT CAG ACC
AAG AAA GGC AAT CAG TGG CAC TTT GGC ATG AAG GCC CAC ATT GGT GTC GAT GCC AAG AGT
GGC CTG ACC CAC AGC CTG GTC ACC ACC GCG GCC AAC GAG CAT GAC CTC AAT CAG CTG GGT
AAT CTG CTG CAT GGA GAG GAG CAA TTT GTC TCA GCC GAT GCC GGC TAC CAA GGG GCG CCA
CAG CGC GAG GAG CTG GCC GAG GTG GAT GTG GAC TGG CTG ATC GCC GAG CGC CCC GGC AAG
GTA AGA ACC TTG AAA CAG CAT CCA CGC AAG AAC AAA ACG GCC ATC AAC ATC GAA TAC ATG
AAA GCC AGC ATC CGG GCC AGG GTG GAG CAC CCA TTT CGC ATC ATC AAG CGA CAG TTC GGC
TTC GTG AAA GCC AGA TAC AAG GGG TTG CTG AAA AAC GAT AAC CAA CTG GCG ATG TTA TTC
ACG CTG GCC AAC CTG TTT CGG GCG GAC CAA ATG ATA CGT CAG TGG GAG AGA TCT CAC TAA
AAA CTG GGG ATA ACG CCT TAA ATG GCG AAG AAA CGG TCT AAA TAG GCT GAT TCA AGG CAT
TTA CGG GAG AAA AAA TCG GCT CAA ACA TGA AGA AAT GAA ATG ACT GAG TCA GCC GAG AAG
AAT TTC CCC GCT TAT TCG CAC CTT CCC TAG AGC AAC TAT TTT TTC AAT TTA TTC TTT CAG
GAT GAT AAA AAG ACT TTT ATC TGG CGC TGC TGC TGA GCT GAT GTA AAT TGC GGA TAA GGC
AAT CCA TTG AGC GTT CTT ATC TTC ATT CTG CCT GCG CAG AAA ATA ACA AAA GCA AAT AAA

AGC AAA TAA AAA CAA GAA GAA AGA ATT CCA AAA AAT CAG AAA GAA AGT CGG TAT TGG CGC
CCT TCC AAA AAG TTC CCC TTA ACG GCT CAC CAT ACC AGT TCG CCC CAG CGG GGT CGC GAA

Figura 17. Seqiiéncia de nucleotideos da orf5 e seqiiéncia de aminoacidos deduzida
da proteina Orf5 identificada em Herbaspirillum seropedicae. Um possivel
sitio de ligagdo de ribossomo esta marcado em azul. As repeti¢des invertidas
terminais estdo destacadas em rosa. Os sitios alvo (seqiiéncias duplicadas)
estdo marcados em verde. O cddon de término de tradugdo esta indicado com

um asterisco.
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As seqiiéncias de insergdo sdo seqiiéncias de DNA de até 2,5 kb capazes de se
inserir em sitios especificos de moléculas hospedeiras e modificar a sua posigdo ao longo
das mesmas (ENGLER e BREE, 1981, SCHONER e¢ KAHN, 1981; MAHILLON e
CHANDLER, 1998). Sdo geralmente formadas por seqii€ncias relacionadas apenas a sua
mobilidade. As regifes terminais apresentam repeti¢des invertidas de 10-40 bp e a regido
central codifica para uma transposase (MAHILLON e CHANDLER, 1998). As repeti¢des
invertidas estdo envolvidas com a inser¢do das IS em sitios alvo das moléculas
hospedeiras. Estes sitios sdo seqiiéncias de 2-14 bp que geralmente sofrem duplicagéo
durante o processo de inser¢do (ENGLER ¢ BREE, 1981; SCHONER ¢ KAHN, 1981;
MAHILLON e CHANDLER, 1998). Ja as transposases ou recombinases s30 enzimas que
reconhecem e clivam as repeti¢des invertidas, possibilitando a movimentagdo das IS ao
longo das moléculas hospedeiras (MAHILLON ¢ CHANDLER, 1998). As IS podem
mediar inversdes, dele¢des ou fusdes de fragmentos de DNA e podem alterar a expressao
de genes contiguos pela introdu¢do de seqiiéncias de inicio ou término de transcrigdo
(ENGLER e BREE, 1981). As IS também podem agir na transferéncia de genes
envolvidos com vias catabdlicas alternativas e determinantes de viruléncia (MAHILLON
¢ CHANDLER, 1998).

A proteina Orf5 identificada em H. seropedicae é constituida por 338 residuos de
aminoacidos e apresenta massa molecular de cerca de 39,3 kDa, calculada pelo programa
BioEdit 4.8.8 (HALL, 1999). O seu ponto isoelétrico foi estimado em aproximadamente
pH 9,9 através do programa “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” do
banco de dados EMBL. Este valor indica que a proteina Orf5 deve apresentar carater
basico e, portanto, afinidade por DNA, substrato das transposases.

A seqiiéncia de nucleotideos da orf5 foi comparada com a do gene #7535, contido na
IS5 de E. coli (ENGLER e BREE, 1981; SCHONER e KAHN, 1981) (figura 18). Esta
comparag¢do mostrou que a seqiiéncia de nucleotideos da orf5 ¢ idéntica a do gene #7s5.
Além disso, a analise da seqiiéncia de nucleotideos a montante ¢ a jusante da seqiiéncia

estrutural da orf5 revelou que as repetigbes invertidas encontradas sdo iguais as
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identificadas na IS5 de E. coli e que estas seqiiéncias estdo localizadas entre seqiiéncias
duplicadas (CTAG), sitios alvo desta IS (figura 17) (ENGLER ¢ BREE, 1981;
SCHONER ¢ KAHN, 1981). Assim sendo, conclui-se que esta seqiiéncia encontrada em

H. seropedicae corresponde a IS5 de E. coli.
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ATGTTTGTCATCTGGAGCCATAGAACAGGGTTCATCATGAGTCATCAACTTACCTTCGCC 60

PELIEEETERE LR e b e b e e bbb e b bbb b e b b bbby
ATGTTTGTCATCTGGAGCCATAGAACAGGGTTCATCATGAGTCATCARCTTACCTTCGCC 60

GACAGTGAATTCAGCAGTARAGCGCCGTCAGACCAGARAAGAGATTTTCTTGTCCCGCATG 120

Prrrrrirererrerererrrererrrirrerreerrerrreirrrrb bbb
GACAGTGAATTCAGCAGTAAGCGCCGT CAGACCAGARAAGAGATTTTCTTGTCCCGCATG 120

GAGCAGATTCTGCCATGGCARAACATGGTGGARAGTCATCGAGCCGTTTTACCCCAAGGCT 180

PEEEEEErrrr e e ettt e et et er e et et e e e
GAGCAGATTCTGCCATGGCARAACATGGTGGARGTCATCGAGCCGTTTTACCCCARGGCT 180

GGTARATGGCCGGCGACCTTAT CCGCTGGARACCATGCTACGCATTCACTGCATGCAGCAT 240

PEEEEEERErr ettt r e e e e e e el
GGTAATGGCCGGCGACCTTATCCGCTGGAAACCAT GCTACGCATTCACTGCATGCAGCAT 240

TGGTACAACCTGAGCGATGGCGCGATGGARGATGCTCTGTACGARATCGCCTCCATGCGT 300

CEEELREEERr et e e e e e bbbl
TGGTACAACCTGAGCGATGGCGCGATGGAAGAT GCTCTGTACGARATCGCCTCCATGCGT 300

CTGTTTGCCCGGTTATCCCTGGATAGCGCCTTGCCGGACCGCACCACCATCATGAATTTC 360

Ill!!iil|ll|illllll|lIillllll!!lllill!llllllllllillIIIIII!II
CTGTTTGCCCGGTTATCCCTGGATAGCGCCTTGCCGGACCGCACCACCATCATGAATTTC 360

CGCCACCTGCTGGAGCAGCATCAACTGGCCCGCCAATTGTTCARGACCATCAATCGCTGG 420

PERREREIERER R R R e e e e r e bbb e e bbb
CGCCACCTGCTGGAGCAGCAT CAACTGGCCCGCCAATTGTTCAAGACCATCAATCGCTGG 420

CTGGCCGAAGCAGGCGT CATGATGACT CAAGGCACCTTGGETCGATGCCACCATCATTGAG 480

Crerrrrrrrrrerrrrrertrererrrrereerrrerb et rr e e e
CTGGCCGAAGCAGGCGT CATGATGACTCAAGGCACCTTGGTCGATGCCACCATCATTGAG 480

GCACCCAGCTCGACCAAGAACAARGAGCAGCRAACGCGATCCGGAGATGCATCAGACCARG 540

Prrrerrreerrrerereererrrrrerreterrrerttrertre et ettt
GCACCCAGCTCGACCAAGAACAAAGAGCAGCAACGCGATCCGGAGATGCATCAGACCAAG 540

AAAGGCAATCAGTGGCACTTTGGCATGAAGGCCCACATTGGTGT CGATGCCAAGAGTGGC 600

PEEEEEEE e et e e e et e e e e e it
AARGGCAATCAGTGGCACTTT GGCATGAAGGCCCACATTGGTGTCGATGCCARGAGTGGC 600

CTGACCCACAGCCTGGTCACCACCGCGGCCAACGAGCATGACCTCAATCAGCTGGGTAAT 660

PEEEEETE R R e e e e e b e e bbb bt e bbb b ety
CTGACCCACAGCCTGGTCACCACCGCGGCCARCGAGCATGACCTCAATCAGCTGGGTAAT 660
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CTGCTGCATGGAGAGGAGCAATTTGTCTCAGCCGATGCCGGCTACCARGGGGCGCCACAG 720

PEETEERE b e eretrrrertrertrti et trt et
CTGCTGCATGGAGAGGAGCAATTTGTCTCAGCCGATGCCGGCTACCARGGGGCGCCACAG 720

CGCGAGGAGCTGGCCGAGGTGGATGTGGACTGGCTGATCGCCGAGCGCCCCGGCAAGGTA 780

Prrrerrirrrrrrrr e e erer e e e e bbb e e
CGCGAGGAGCT GGCCGAGGTGGAT GTGGACTGGCTGATCGCCGAGCGCCCCGGCAAGGTA 780

AGAACCTTGRAARACAGCATCCACGCARGAACRAARACGGCCATCAACATCGAATACATGARA 840

PERTERIE et e e e et e e e et e e b e b b
AGRACCTTGAARCAGCATCCACGCAAGAACAAARCGGCCATCARCATCGAATACATGARA 840

GCCAGCATCCGGGCCAGGGTGGAGCACCCATTTCGCATCATCAAGCGACAGTTCGGCTTC 900

PErrrrrerrrb et et re e et e e et rr bl
GCCAGCATCCGGGCCAGGGTGGAGCACCCATTTCGCAT CATCARGCGACAGTTCGGCTTC 900

GTGARAAGCCAGATACAAGGGGTTGCTGAARAACGATAACCAACTGGCGATGTTATTCACG 960

Prerrrerrrrierrerrrrer e e e e e e e e e
GTGARAGCCAGATACAAGGGGTTGCTGAARAACGATARCCAACTGGCGATGTTATTCACG 960

CTGGCCARCCTGTTTCGGGCGGACCAAATGATACGTCAGTGGGAGAGATCTCACTAA 1017

PEEEEErrrr e et e e et e e e e et b
CTGGCCAACCTGTTTCGGGCGGACCARATGATACGTCAGTGGGAGAGATCTCACTAA 1017

as A °

de nucleotideos da orf5 identificada em H.

seropedicae (Herse_orf5) ¢ do gene trs5 de E. coli (Ecoli_trs5). O
alinhamento foi feito utilizando o programa Blast 2.0 (ALTSCHUL etz al,

1997). A seqiiéncia de nucleotideos destes genes apresentou 100% de

identidade.
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As seqiiéncias de nucleotideos a montante e a jusante da orf5 foram analisadas.
Quando a seqiiéncia correspondente a IS5 foi extraida e as seqiiéncias contiguas foram
unidas, a seqiiéncia resultante ndo apresentou similaridade significativa com nenhuma
seqiiéncia depositada no banco de dados GenBank, o que sugere que a IS5 foi inserida em
uma regido intergénica.

A IS5 de E. coli pode ter sido adquirida por transferéncia horizontal em condigdes
naturais (MAHILLON ¢ CHANDLER, 1998; DAVISON, 1999) ou durante o processo de
construgdo da biblioteca gendmica de H. seropedicae Z78, a qual o plasmideo pEMS1
pertence (SOUZA et al., 1990). A transferéncia em condigOes naturais poderia ocorrer no
solo ou no interior de uma planta hospedeira. Como H. seropedicae é um enddfito
obrigatério (BALDANI ez al., 1997), a sua permanéncia no solo deve ser efémera,
dificultando o processo de transferéncia neste ambiente. No entanto, a IS5 de E. coli
poderia ser adquirida de uma outra bactéria endofitica portadora desta seqiiéncia, durante
sua coexisténcia com H. seropedicae nos tecidos de uma mesma planta hospedeira. Ja a
transferéncia em condi¢des de laboratério poderia ocorrer durante a permanéncia do
plasmideo pEMS1 na célula hospedeira, E. coli HB101. Um processo semelhante foi
descrito anteriormente por SCHONER ¢ KAHN (1981). A transferéncia da IS5 do
genoma de E. coli HB101 para um fragmento de DNA de Haemophilus haemolyticus
clonado no vetor pBR322 ocorreu durante a sua permanéncia nesta célula hospedeira.
Experimentos de hibridizagdo do fragmento correspondente & orf5 com o DNA
cromossémico de H. seropedicae Z78 poderdo informar sobre a ocorréncia desta

seqiiéncia no seu genoma.
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3.2.4 orf6

A regido distal da orf6 (nucleotideos 3978-4777, figura 9) foi encontrada a cerca de
5,3 kb do gene nif4 e esti orientada na mesma dire¢do de transcrigdo deste gene. A
jusante do c6don de término de tradug¢do (TAG) néo foi identificado terminador tipico
(figura 19).

A seqiiéncia de aminoicidos deduzida da regido distal da orf6 mostrou
similaridade com a regiio C-terminal de diversas proteinas da familia de citotoxinas
RTX. Foi verificada maior similaridade com a regido C-terminal das hemolisinas-
adenilato ciclases CyaA de Bordetella pertussis (30% de identidade e 55% de
similaridade) (GLASER et al., 1988) e de Bordetella bronchiseptica (28% de identidade e
59% de similaridade) (BETSOU et al., 1995) e com a regido C-terminal das proteinas
reguladas por ferro FprC (24% de identidade e 58% de similaridade) (THOMPSON et al.,
1993b) e FprA (23% de identidade e 59% de similaridade) (THOMPSON et al., 1993a)

de Neisseria meningitidis.
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CGA CTC AGA TAC GAC GAG GCA CGG CTG GTC AAG TTG CTC AAG GGC GGC CAT GTG GTIT ACC
TTG TGC GCG GAC GCC GCG GTG TTC CGG GAC ATG AGT GGC TAC CTT GCG GGG AAG CGA GTG
L C A D A A % F R D M S G Y L A G K R v

GGA TTC CAT GCG GTG GCG GTG AGC GGC GTG GCT TGC TCG GCC AAG ACG GGT GAG GTG CTG
GGT TTC TAT ATC ACC GAC TCG GGA CCA GGA CGT TAC AGC GAA ATG AAC CGC TTC CTG TCA
GTA GGG GAC TTG CGC AAC ATG GAC GCG CAC GAA TCA GCC CTC ATC TAC AGC GTG GAC CCG
GCC AAG CTG CTC CAT CGC GAC AGC AGC GCC ACC GGC AAC GAA CTC GAC AAC ATC CTG GTG
GGC AAT CAG GAT AAC AAC CTC CTC ACC GGC GCC AAG GGT AAC GAT ACG CTG ACC GGG CAA
GCG GGC AAT GAC ACC TAC GTC TTC GGT AAG GGC GAT GGT CGC GAT CTG GTIG GTG GAC CAG
GAT GCC ACG GCG GGC AAT ATT GAT ACG ATC AAG TTC AGC GAC GCC AGG CAA ACC AAC CTG
TGG TTC AGT CAG GTC GGC AAG GAC TTG CAG ATC GAC GTG CTG GGA AGC ACT GAC CAG GTC
ACC GTC AAG GAT TGG TAT GCC GGC GCG GAT AAT CGC GTC GAG CGC ATC AAG ACT GCC GAT
GGC AAG ACG CTC TAC GAC AGC GAC GTG GAC AAG CTG GIG CAG GCC ATG GCC AGC TTC GAC
CCG CCC GCG GCC ACC CAG ACC AGC TGG ACC GAT GGC CAG ACC AGC AAG GGC AAG GTC TTG
CTG ACG GTG ACC CAC TAG CCG GCG CAG CCT TGC TGC CGG CAC CTG TGG GTG TTT CGT GGG
ATG GTG AAT GGT TTC GGC AGG CAG CTT CCG CGG GGT CTT CGC GAC CCC GCT GGG GCG AAC
TGG TAT GGT GAG CCG TTA AGG GGA ACT TTT TGG AAG GGC GCC AAT ACC GAC TTT CTT TCT
GAT TTT TTG GAA TTC TTT CTT CTT GTT TTT ATT TGC TTT TAT TTG CTT TTG TTA TTT TCT
GCG CAG GCA GAA TGA AGA TAA GAA CGC TCA ATG GAT TGC CTT ATC CGC AAT TTA CAT CAG
CTC AGC AGC AGC GCC AGA TAA AAG TCT TTT TAT CAT CCT GAA AGA ATA AAT TGA AAA AAT

AGT TGC TCT AGG GAA GGT GCG AAT AAG CGG GGA AAT TCT TCT CGG CTG ACT CAG TCA TTT
CAT TTC TTC ATG TTT GAG CCG ATT TTT TCT CCC GTA AAT GCC TTG AAT CAG CCT ATT TAG

Figura 19. Seqiiéncia de nucleotideos da regido distal da orf6 e seqiiéncia de
aminoacidos deduzida da regiio C-terminal da proteina Orf6 de
Herbaspirillum seropedicae. O c6don de término de tradugdo esta marcado

com um asterisco.
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As citotoxinas RTX sdo proteinas produzidas por bactérias Gram-negativas que
causam patologias em animais. Estas proteinas apresentam atividade de citolisinas ou
metaloproteases e s3o secretadas para o meio extracelular ou permanecem adenidas a
superficie celular (THOMPSON et al., 1993a; LOBO ¢ WELCH, 1994). Apresentam em
comum um motivo formado por nove residuos de aminoacidos (LXGGXG"/pDX, onde X
pode ser qualquer residuo) repetido em seqiiéncia na regido C-terminal. Algumas
citotoxinas RTX atuam como determinantes de viruléncia em algumas espécies, mas o
seu exato papel no processo de patogénese ainda permanece desconhecido (THOMPSON
et al., 1993a;, THOMPSON et al., 1993b; ROWE ¢ WELCH, 1994).

B. pertussis (GLASER et al., 1988), B. bronchiseptica (BETSOU et al., 1995) e N.
meningitidis (THOMPSON et al., 1993a) sdo os agentes etiologicos da tosse comprida
humana, da rinite suina e da meningite humana, respectivamente. As proteinas CyaA de
B. pertussis e de B. bronchiseptica aparentemente exercem fungdes fundamentais no
processo de patogénese, sendo consideradas determinantes de viruléncia destas espécies
(BETSOU et al., 1995). A regido N-terminal destas proteinas apresenta atividade de
adenilato ciclase, enquanto a regido C-terminal apresenta atividade hemolitica (GLASER
et al., 1988; BETSOU et al., 1995). O exato mecanismo de agdo destas proteinas ainda
ndo foi determinado, mas parece que a regido C-terminal seria capaz de interagir com a
membrana plasmatica de células eucariontes, permitindo a translocagdo da regido N-
terminal para o citosol destas células (BETSOU ef al., 1995).

As fungdes das proteinas FprA e FprC de N. meningitidis ndo sdo conhecidas.
Contudo, estas proteinas sdo produzidas em condigdes limitantes de ferro (THOMPSON
et al., 1993a; THOMPSON et al., 1993b). Assim sendo, estas proteinas podem ser
produzidas nestas condigGes para exercer atividade hemolitica, garantindo o fornecimento
de ferro para este organismo durante o processo de patogénese (ROWE e WELCH, 1994).

A regido C-terminal da proteina Orf6 de H. seropedicae foi comparada com a
regido C-terminal das proteinas CyaA de B. pertussis (GLASER et al., 1988) e de B.
bronchiseptica (BETSOU et al., 1995), FprC (THOMPSON et al., 1993b) e FprA
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(THOMPSON et al., 1993a) de N. meningitidis (figura 20). Por meio desta comparago,
foi possivel identificar cinco motivos caracteristicos das citotoxinas RTX, repetidos em

seqiiéncia na regido C-terminal da proteina Orf6 de H. seropedicae (figura 20).
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260 270 280 290
| | | |
1 Borpe CyaA K-------LVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMQSLAVNWR 1706
2 Borbr CyaA K-————-- LVEAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMQSLAVNWR 1705
3 Neime FprC KYINAGNNLVQSMSVFGSNTAATGGNVDANTQSVQQPLLVTPSA 1829
4 Neime—FprA KYINAGNNLVQOSMSVEGSNTAATGGNVDANIQSVQQOPLLVTPSA 1115
5 Herse Orf6 K-———-- - LVQAMASFDPPAATQTSWTDGQTSKGKVLLTVTH-- 265
6 Consenso LVOAMA F P AA DA LLVT

Figura 20. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da regido C-terminal da
proteina Orf6 de H.seropedicae (Herse_Orf6) e das proteinas CyaA de B.
pertussis (Borpe_CyaA), CyaA de B. bronchiseptica (Borbr_CyaA) e
FrpC (Neime FprC) e FprA (Neime FprA) de N. meningitidis. O
alinhamento foi feito utilizando o programa Antheprot 4.9 (DELEAGE et al.,
1988). Em vermelho, sdo mostrados os residuos de aminoacidos com 100%
de identidade; em azul, acima de 75% de similaridade; em verde, acima de
50%; em preto, abaixo de 50%. Motivos caracteristicos das citotoxinas RTX
(LXGGXG"/pDX, onde X pode ser qualquer residuo) (THOMPSON et al.,
1993a; THOMPSON et al., 1993b) estdo sublinhados com linha continua.
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A semelhanga estrutural da regifio C-terminal da proteina Orf6 de H. seropedicae
com a regido C-terminal de citotoxinas RTX sugere que esta proteina faz parte desta
familia de citotoxinas. No entanto, dados adicionais sdo0 necessarios para determinar a
fungdo desta proteina.

A principio, H. seropedicae ndo deveria apresentar genes envolvidos com
patogénese em animais no seu genoma, uma vez que ¢ um endofito obrigatério
(BALDANI et al, 1997). Porém, o género Herbaspirillum ¢é filogeneticamente
relacionado ao género Pseudomonas, o qual inclui espécies consideradas patégenos
oportunistas em animais (SALYERS e WHITT, 1994). A proximidade filogenética destes
géneros pode ser exemplificada por Herbaspirillum rubrisubalbicans, um fitopatogeno de
algumas espécies de cana-de-agticar, anteriormente classificado como Pseudomonas
rubrisubalbicans (PIMENTEL et al., 1991). Os patégenos oportunistas do género
Pseudomonas secretam proteinas que agem como exotoxinas, caracterizadas como
determinantes de viruléncia (SALYERS e WHITT, 1994). Deste modo, pode-se sugerir
que a orf6 foi herdada de um ancestral comum aos géneros Herbaspirillum e
Pseudomonas. Assim sendo, este gene pode ter perdido a sua fungfo primitiva no
decorrer do processo de especiagdo de H. seropedicae e sua adaptagdo ao habito
endofitico. Alternativamente, a orf6 pode ter sido adquirida de alguma espécie
filogeneticamente distante por transferéncia horizontal em condig¢les naturais. Neste caso,
o processo de transferéncia poderia ocorrer no solo ou no interior de uma planta
hospedeira (item 3.2.3). O seqiienciamento da regifo proximal da orf6 podera contribuir

para o esclarecimento da estrutura do seu produto e sua provavel fungdo.
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4 CONCLUSOES

1. A regifio seqiienciada a montante do gene nifd de Herbaspirillum seropedicae

apresenta quatro ORFs, denominadas orf4, modE, orf5 e orf6.

2. A regido distal da orf4 foi localizada a aproximadamente 1,3 kb do gene nif4 e néo
apresenta similaridade significativa com nenhum gene identificado em outras

bactérias.

3. O gene modFE foi encontrado a cerca de 1,8 kb do gene nifd e provavelmente esta
envolvido com a regulagdo da expressdio dos genes modABC de acordo com a

disponibilidade de ions molibdato.

4. A proteina ModE de H. seropedicae apresenta um possivel motivo hélice-volta-hélice
de ligacdo ao DNA e dois motivos caracteristicos das proteinas ModE (SARNQ),
localizados nos provaveis dominios MopE1 e MopE2, envolvidos com a ligagfo de

ions molibdato.

5. Os genes mod estdo organizados em H. seropedicae de forma diferente da descrita

para outras bactérias, ocupando, pelo menos, dois /oci distintos no genoma.

6. A orf5 foi identificada a aproximadamente 3,7 kb do gene nif4 e corresponde ao gene
irs5 de E. coli, carreado pela seqiiéncia de insergio IS5 desta espécie. A 185 de E. coli
se inseriu em uma regido intergénica do DNA de H. seropedicae. Esta seqiiéncia de
inser¢do foi provavelmente transferida do cromossomo de E. coli HB101 para o

plasmideo pEMS1 durante a sua permanéncia nesta célula hospedeira.
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7. A orf6 foi localizada a cerca de 5,3 kb do gene nif4 e provavelmente codifica para
uma proteina da familia de citotoxinas RTX, as quais estfio relacionadas com
processos de patogénese em animais. A orf6 pode ter sido adquirida de um ancestral
comum aos géneros Herbaspirillum e Pseudomonas ou de uma bactéria

filogeneticamente distante por transferéncia horizontal.
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6 ANEXOS

ANEXO 1. Mapa de restrigdo do vetor pVK100
ANEXO 2. Mapa de restrigdo do vetor pTZ19R
ANEXO 3. Mapa de restrigdo do vetor pSportl.
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Figura 21. Mapa de restricio do vetor pVK100 (KNAUF e NESTER, 1982). As
setas indicam a dire¢do de transcricdo dos genes de resisténcia a
canamicina (kan) e a tetraciclina (fef). Sdo indicados os sitios Bg/Il, Clal,

HindIll, Sall, Smal e Xhol. O sitio EcoRI ¢ ausente no vetor pVK102.
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Polylinker
PUC 18 or 19 22 28 peveree

Byl (1607)

M1Imp18/puCts
8.9 ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC
EcoRt Sst1 Kpnt Bam+ti Xbat Sal Pstl Sont Hma
Xma Acct
Smal Hinc

H13Imp19/pUC1e

(8,9} ATG ACC ATG ATT ACG CCA 'AGC 111G CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC

g Som 2g1) Satt Xbat Bamkt} Kpni Ss11 EcoR
Acc! xmat

Figura 22. Mapa de restricio do vetor pTZ19R (MEAD et al., 1986). As setas
indicam a dire¢do de transcrigdo dos genes /acZ e de resisténcia a
ampicilina (amp”). Sdo indicados os sitios Accl, Ahal, BamHI, Bgll,
EcoRl, Hincll, HindIll, Kpnl, Nael, Pstl, Sall, Scal, Smal, Sphl, Ssil,
Xbal, Xmal e Xmnl. O vetor pTZ19R apresenta sitio de policlonagem

idéntico ao do vetor pUC19, indicado na figura.
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Figura 22. Mapa de restri¢io do vetor pSportl (Life Technologies, Gaithersburg,

EUA). As setas indicam a diregdo de transcrigdo dos genes lacl, lacOPZ' e

de resisténcia a ampicilina (ap”). Sdo indicados os sitios Aatl, BamHI,

EcoRl, Hindlll, Kpnl, Kpn2l, Mlul, Notl, PinAl, Pstl, Rsrl, Sall, Smal,

SnaBl, Spel, Sphl, Sse83871, Sstl, Sunl e Xbal.



