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RESUMO

A regulagéo da expressao génica ocorre principalmente em nivel transcricional.
Proteinas reguladoras de transcri¢do, que podem funcionar como ativadores ou
repressores, sao o0s moduladores da atividade da RNA-polimerase e
determinam os niveis de mRNA em respostas as condi¢des fisioldgicas
prevalentes. Os ativadores de transcricdo dependentes do fator sigma 54 da
RNA-polimerase, também conhecidos por EBPs (enhancer binding proteins),
constituem uma classe distinta de proteinas reguladoras de transcrigdo e
exercem sua atividade de maneira semelhante aquela das proteinas
reguladoras de transcricdo de eucariotos. As EBPs ativam a transcrigédo a partir
de promotores especificos e mediante a hidrolise de ATP catalisam a
isomerizagdo do complexo fechado a complexo aberto. Em Herbaspirillum
seropedicae duas proteinas dessa familia ja foram caracterizadas, NifA e NtrC.
Uma busca no banco de dados do Programa Genoma do Parana (GENOPAR)
identificou a presenca de 11 provaveis proteinas reguladoras de transcricdo
dependentes de sigma 54 no genoma de H. seropedicae. Os dominios
estruturais dessas proteinas foram identificados e trés delas, denominadas
208.0173, 216.0019 e 287.0556, foram selecionadas para identificacdo dos
seus sitios de ligacdo ao DNA. Fragmentos de DNA codificando o dominio de
ligacdo ao DNA dessas trés proteinas foram amplificados por PCR, clonados
no vetor pGEM-T e subclonados no vetor de expressido pET28a.

Um novo método para isolamento de aptameros foi desenvolvido neste
trabalho. Os dominios de ligagdo ao DNA das trés proteinas foram entao super-
expressos, purificados, submetidos a reacdes de interacdo DNA-proteina e os
aptameros foram isolados por cromatografia de afinidade em uma mini-coluna
de agarose-NTA-Ni*?. Os aptameros de DNA obtidos foram sequenciados e
apresentaram homologia com regides do genoma de H. seropedicae a
montante de diversos genes. A proteina 208.0173 provavelmente regula a
expressao dos genes thdF, fhaC e xdhC; 216.0019 dos genes prhA e osmY e
287.0556 do gene fixG.

Xiv



1 INTRODUCAO

1.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae sdo bactérias diazotréficas endofiticas,
pertencentes a subclasse 3 das Proteobacterias (Young, 1992), isoladas dos
orgaos vegetativos de gramineas como cana de acgucar e arroz (Baldani et al.,
1986). Sao bactérias gram-negativas, moveis, vibridides, algumas vezes
helicoidais e capazes de fixar nitrogénio em condigdes de microaerofilia
(Baldani et al., 1986).

A capacidade de Herbaspirillum formar uma associagao com gramineas
de interesse econdmico como milho, sorgo e cana-de-acgucar (Ddébereiner,
1992), sem provocar doenga, tem despertado interesse para o seu estudo.
Vérios trabalhos demonstraram que a interagdo Herbaspirilum-planta pode
trazer beneficios a planta. Baldani et al. (1995) observaram que a estirpe Z94
de H. seropedicae contribui com até 54% do nitrogénio total acumulado por
plantas de arroz inoculadas. O mecanismo de colonizagéo dos tecidos vegetais
por essas bactérias ainda ndo esta completamente esclarecido. Analises
microscopicas de plantas colonizadas sugerem que ocorra a ligagao a
superficie da planta e proliferacdo das bactérias, seguida de penetragcao na
planta e ocupagao de espacos intercelulares e feixes vasculares com posterior
colonizagéo e estabelecimento nas partes aéreas e vasos do xilema (Olivares
et al., 1995, Roncato-Maccari et al., 2003).

O potencial como biofertilizante de H. seropedicae torna importante o
estudo dos mecanismos celulares deste microrganismo. O estudo dos
reguladores de transcricdo dependentes do fator ¢>* desse organismo deve
contribuir para o esclarecimento da regulacdo do metabolismo e da fixagéo

biolégica de nitrogénio.

1.2 Regulacado da Expressao Génica em Procariotos

As bactérias vivem em ambientes onde os niveis de nutriente, toxinas,
acidez, temperatura, osmolaridade, umidade e outras condigdes podem mudar

rapida e inesperadamente. A sobrevivéncia das células depende do



monitoramento constante das condi¢des intra e extracelulares e ao ajuste da
estrutura, fisiologia e comportamento celular frente as alteragbes ambientais.
Uma rede elaborada de sensores e reguladores de resposta suporta esse

comportamento adaptativo (Parkinson & Kofoid, 1992).

As respostas adaptativas em bactérias envolvem em primeiro lugar
mudangas rapidas na atividade das enzimas chaves das principais vias
metabdlicas (White, 2000). Estas mudangas tém como objetivo reorganizar o
fluxo metabdlico de acordo com as novas condicbes ambientais prevalentes.
Em seguida ocorrem alteragbes mais duradouras em decorréncia da
reorganizagao do padrdo de expressao génica de acordo com o0s sinais que
estdo sendo recebidos (Stock, Ninfa & Stock, 1989) resultando na sintese de
novo de proteinas necessarias para otimizar a exploracdo dos recursos nas

novas condi¢cdes ambientais.

A transcricdo é o passo principal de controle dessa reorganizagao da
expressdo génica e os fatores de transcricdo sdo os instrumentos que
interpretam os sinais ambientais e modulam precisamente a resposta aqueles
sinais. De forma geral, estas proteinas exercem seu efeito alterando a
eficiéncia de recrutamento da RNA-polimerase aos elementos promotores,
alteracado da conformagao de promotores ou alteragdo da taxa de isomerizagao

do complexo fechado a complexo aberto (McClure, 1985).

1.2.1 Transducgéao de Sinal

Transducdo de sinal em bactérias é processo de sensoriamento de
mudancgas intra e extra-celulares, transferéncia e amplificacdo dos estimulos
para que a célula elabore uma resposta. As bactérias possuem diversas redes
de transducédo de sinal que regulam a transcricdo. Estas redes sao constituidas
por proteinas regulatérias que, em geral, contém dominios modulares capazes
de interagir entre si para processar a informacdo e produzir a resposta
apropriada aos estimulos ambientais (Stock, Robinson & Goudreau, 2000).
Estes sistemas levam a uma mudanga adaptativa da expressao génica, que
pode ser localizada (por exemplo, indugdo de um gene de resisténcia a um
antibidtico especifico) ou global (por exemplo, a indugdo de um conjunto de

genes reparo de DNA e recombinagdo quando a célula é exposta a luz UV)



(White, 2000). Qualquer que seja a resposta sao necessarios processos que
reconhecem o0s sinais ambientais e os transmitem para os sistemas
responsaveis pela resposta. O mecanismo de sinalizacdo mais simples e
melhor caracterizado € conhecido como sistema de dois componentes
(Hakenbeck & Stock, 1996; Stock, Robinson & Goudreau, 2000).

1.2.1.1 Sistemas de Dois Componentes

O sistema mais simples de sinalizacdo em bactérias possui dois
componentes: um sensor que monitora um parametro ambiental; e um
regulador de resposta citoplasmatico que altera a expressdo génica ou
movimento celular em resposta as modificagcbes ambientais (Stock, Ninfa &
Stock, 1989). A maioria das proteinas sensoras contém dominios
transmissores e estdo ancoradas na membrana citoplasmatica, com o dominio
transmissor voltado para o interior da célula; ja as proteinas reguladoras de
resposta contém dominios receptores e sao invariavelmente citoplasmaticas
(Parkinson, 1993). Entretanto, € importante notar que a maioria dos sistemas
de sinalizagdo em procariotos ndo se comporta de modo tdo simples quanto o
paradigma de sistemas de dois componentes, pois podem possuir multiplos
elementos para amplificacdo de sinal, inter-conexdes com outros circuitos
regulatorios, algas de retro-alimentagédo e outras caracteristicas complexas de

sinalizacao (Parkinson & Kofoid, 1992).

O sistema de dois componentes normalmente consiste de membros de
duas superfamilias de proteinas: uma proteina quinase (histidina quinase, HK),
que se autofosforila num residuo de histidina especifico; e o regulador de
resposta (RR) que recebe o grupo fosforil da proteina quinase ou de pequenas
moléculas doadoras de fosfato em um residuo de aspartato especifico (Kofoid
& Parkinson, 1988, Hakenbeck & Stock, 1996). A fosforilagdo do regulador de
resposta modifica a sua atividade catalitica e capacidade de interacdo com

outras proteinas e com DNA (Lukat et al., 1992).

Os sistemas de dois componentes podem ser divididos em trés classes.
A primeira corresponde aos reguladores de resposta dependentes do fator c"°
da RNA-polimerase, onde a ativagdo da transcricdo ocorre geralmente pelo

recrutamento da RNA-polimerase ao promotor por interacdo do regulador de



resposta principalmente com a subunidade o da RNA-polimerase (Hakenbeck
& Stock, 1996). A segunda classe compreende aos reguladores de resposta
dependentes do fator 6> da RNA-polimerase que possuem sequéncias de
ligacdo ao DNA especificas e hidrolisam ATP para ativacdo da transcricdo. O
regulador de resposta (RR) desse sistema possui um dominio central (dominio
AAA) responsavel pela ligagdo, hidrolise de ATP e interagdo com a RNA-
polimerase (Hakenbeck & Stock, 1996; Popham et al., 1989; Buck et al., 2000).
As proteinas NtrB (HK) e NtrC (RR) constituem o sistema de dois componentes
melhor caracterizado desta classe. (Hakenbeck & Stock, 1996). A terceira
classe inclui os reguladores de resposta conhecidos como circuitos integrados,
que sao proteinas que possuem tanto o dominio transmissor quanto o receptor;
sdo exemplos as proteinas ArcB (E. coli), que controla a expressao génica em
condigcbes de baixas tensdes de oxigénio; RscC (E. coli), que participa na
regulacdo da sintese de polissacarideos capsulares; BvgS (Bordetella
pertussi), que controla o inicio da infecg&o virulenta em humanos (Parkinson &
Kofoid, 1992).

Os dominios transmissores regulam de duas maneiras o estado de
fosforilagdo dos seus pares receptores. Primeiro, os transmissores retiram um
grupamento fosforil do ATP e o ligam a um residuo de histidina conservado
através de sua atividade de auto-quinase (Hess et al., 1988; Ninfa & Bennet,
1991). O produto, proteina-fosfohistidina, serve como um intermediario de alta
energia para a transferéncia do grupamento fosforil para um residuo de
aspartato conservado no regulador de resposta (Sanders et al., 1992, 1989)
(figura 1). Em alguns casos a histidina quinase pode ser capaz de fosforilar
mais de um regulador de resposta e a competicdo destes reguladores por
grupamentos fosforil definira a resposta final (Stock, Robinson & Goudreau,
2000). Em segundo lugar, algumas proteinas transmissoras sdo bifuncionais e
possuem também atividade de fosfatase, sendo capazes de remover o
grupamento fosforil de seus receptores correlatos (Aiba et al., 1989; Igo et al.,
1989; Keener & Kustu, 1988; Ninfa & Magasanik, 1986). O tipo de estimulo
controla a inter-converséo entre as duas atividades (quinase ou fosfatase) dos
transmissores, regulando assim o fluxo de grupamentos fosforil. Os

reguladores de resposta podem ainda ser fosforilados e ativados na auséncia



de proteina quinase por fosfo-metabdlitos de baixa massa molecular (por
exemplo, acetil fosfato), indicando que estes compostos podem ter um papel

importante na regulacdo das vias de transdugéo de sinal (Lukat et al., 1992).

Figura 1 — Esquema do Funcionamento do Sistema de 2 Componentes em

Procariotos

citoplasma membrana periplasma

1

N

Legenda. Esquema de funcionamento do sistema de dois componentes. A proteina HK recebe
um sinal e se auto-fosforila. O grupamento fosforil € entdo passado para a proteina reguladora
de resposta, que sofre uma mudanga conformacional que permite com que ela atue sobre seu

alvo, que pode ser outra proteina ou DNA. Modificado de White, 2000.

As vias de transdugao de sinal melhor caracterizadas em bactérias sao a
de controle da resposta a variagdo osmatica (EnvZ, sensor transmembrana, e
OmpR, regulador de resposta citoplasmatico), o sistema de regulagdo do

metabolismo de nitrogénio (NtrB, sensor citoplasmatico, e NtrC, regulador de



resposta citoplasmatico) e o sistema de regulagcdo de quimiotaxia (CheA (HK
central), CheB (metilesterase), CheR (metiltransferase), CheW (HK), CheZ
(defosforilacdo) e CheY (RR)) todas em E. coli (Stock, Ninfa e Stock, 1989;
Parkinson, 1993; Hakenbeck & Stock, 1996).

1.3 Transcricdo em Procariotos

O componente central da transcricdio em procariotos é a RNA-
polimerase DNA-dependente. Essa enzima € composta por pelo menos cinco
subunidades e pode ser isolada em duas formas: a) a holoenzima que possui
as subunidades a,BB o, capaz de reconhecer promotores e iniciar a trancrigao;
e b) apoenzima ou nucleo da enzima, que possui todas a subunidades exceto a
subunidade (ou fator) . Esta ultima forma ndo é capaz de iniciar a sintese de
RNA a partir de moldes nativos (Kumar, 1981). A subunidade o, ou fator sigma,
€ responsavel pelo reconhecimento e ligacao a sequéncias especificas do

DNA, denominadas promotores (Wosten, 1998).

O nucleo da RNA-polimerase precisa interagir com o fator sigma,
formando a holoenzima, para que possa reconhecer a seqliéncia promotora e
iniciar a transcricdo. Somente a holoenzima é capaz de reconhecer, ligar a
sequéncia promotora e provocar as mudancgas conformacionais no DNA

necessarias para separar as duas fitas e iniciar a transcri¢cao (Ishihama, 1990).

Os fatores o de bactérias podem ser divididos em duas familias: familia
c'% e familia c**. Os fatores pertencentes a familia 6'° quando associados ao
nucleo da RNA-polimerase, produzem uma forma de holoenzima capaz de
iniciar a transcricdo independente da presenca de proteinas ativadoras
(McClure, 1985). Aqueles pertencentes a familia > produzem uma holoenzima
incapaz de formar o complexo aberto na auséncia de proteinas ativadoras
(Sasse-Dwight & Gralla, 1988; Morett & Buck, 1989 e Popham et al., 1989).
Fatores sigma destas duas familias possuem pouca ou nenhuma identidade de
sequéncia entre si. E. coli possui seis fatores sigma diferentes pertencentes a
familia ¢ 070, 038, 032, 028, st eoc

1998).

Fecl ¢ apenas um fator tipo o> (Wésten,



O processo de transcrigdo pode ser dividido em quatro etapas:
reconhecimento da regido promotora no DNA, iniciagdo, alongamento e

terminac&o (Kumar, 1981; Von Hippel, 1984) (figura 2).

Figura 2 - Esquema da Transcrigdo em Procariotos

R+P

|

Ligacao a regido promotora P,

Produtos NTE
abortivos

Iniciagcao mp
INIT

Alongamento Complexo de Transcrig&o

Legenda. Trés primeiras fases da transcrigdo em procariotos. A RNA-polimerase holoenzima
(R) interage com a regido promotora no DNA (P), formando o complexo fechado (RP¢). As
linhas tracejadas verdes indicam as regides promotoras do DNA onde se liga a holoenzima e
os dois quadrados amarelos as sequéncias conservadas localizadas nas posi¢cbes —35 e —10

em relagdo ao inicio de transcrigdo. A dupla fita de DNA esta desenrolada na regido de



transcri¢ao (bolha de transcricdo) formando o complexo aberto (RPo). O complexo de iniciagdo
é formado (RPit) e a sintese de RNA (representado por linhas tracejadas vermelhas) é
iniciada com formagéo da ligagéo fosfodiéster entre o nucleotideo inicial e préximo NTP. O
alongamento é a ultima fase mostrada, onde o tamanho da cadeia de RNA aumenta (linha

vermelha continua). Modificado de Browning & Busby, 2004.

O reconhecimento do promotor envolve a ligagcdo da holoenzima
associada ao fator ¢’ ao DNA dupla fita dando origem ao complexo binario
fechado. Em seguida, as fitas de DNA sdo separadas para permitir o
pareamento de bases da fita molde com os ribonucleotideos. A bolha de
transcricido é formada quando ocorre a desnaturacido da fita de DNA, que se
inicia na regido onde a RNA-polimerase esta ligada, formando o complexo
binario aberto (Von Hippel, 1984 e Lewin, 2000). A holoenzima associada a
fatores sigma da familia ¢’° geralmente é capaz de iniciar a transcricdo na
auséncia de proteinas ativadoras, embora existam exce¢des onde o complexo
fechado RNA-polimerase-promotor ndo pode ser isomerizado a complexo

aberto na auséncia de ativadores de transcrigao (Ptashne & Gann, 1997).

A iniciagdo corresponde a incorporagao dos primeiros nucleotideos do
RNA utilizando uma das fitas do DNA como molde. A enzima permanece ligada
ao promotor durante a incorporagao dos primeiros nucleotideos. A formacgao da
primeira ligacao fosfodiéster entre os dois primeiros ribonucleotideos origina o
complexo ternario (Lewin, 2000). A iniciagao € prolongada pela ocorréncia de
inicios abortivos, onde a enzima produz transcritos curtos (até 8-9
nucleotideos) que sao liberados e entdo ela inicia novamente a sintese do
RNA, desde a primeira base (Hsu et al., 2003).

A fase seguinte corresponde ao alongamento. Durante esta fase o
nucleo da RNA-polimerase move-se pela fita de DNA e estende a cadeia de
RNA nascente. A fita de DNA a jusante é desenrolada enquanto a enzima se
move para expor um novo segmento do molde. Os nucleotideos sé&o
covalentemente ligados a extremidade 3° do RNA nascente e formam um
hibrido RNA-DNA na regido desenrolada. A fita de DNA retoma a forma de
dupla hélice na regido a montante a enzima. O RNA fora da bolha de
transcricao fica livre na forma de simples fita (Lewin, 2000). A estabilizagao do

complexo ternario € dada principalmente pelas interagdes proteina-DNA e



proteina-RNA (Nudler et al., 1996).

A terminagao é a ultima etapa e envolve o reconhecimento do ponto
onde deve haver a parada da adi¢cao de bases a cadeia de RNA nascente. O
fim da transcricdo ocorre quando a formagado de novas ligagdes fosfodiéster
cessa e o complexo de transcricdo é separado (Lewin, 2000). Uma sequéncia
denominada terminadora € necessaria para que a bolha de transcricdo se
desmonte. Esta sequéncia desestabiliza o hibrido de RNA-DNA permitindo que
o DNA retorne a forma de dupla fita e a cadeia de RNA e a RNA-polimerase
sejam liberadas (Platt & Richardson, 1992). Existem dois mecanismos de
terminacao conhecidos em E. coli: a formagado de grampos no RNA nascente
provocando a interrupcao transitéria da sintese processiva de RNA pela RNA-
polimerase e liberacdo do RNA transcrito, e pela acdo de um fator protéico
conhecido como Rho (Richardson, 1990 e Platt & Richardson, 1992).

A RNA-polimerase pode ainda interagir com diversos fatores durante o
processo de transcricdo. Estas interagdes podem ocorrer em qualquer uma das
fases de transcricado podendo provocar aumento ou diminuicdo da producao de
transcrito. Proteinas acessoérias como NusA, NusG, GreA e GreB podem atuar
em diferentes momentos no processo de alongamento (Erie, 2002). Entretanto,
a transcricdo da maioria dos genes de bactérias € regulada na fase de
iniciacdo. Essa regulagdo é resultado da ligagado de proteinas, ou fatores de
transcricdo, aos promotores ou proximo a eles, ativando ou reprimindo a
iniciacdo da transcricdo de acordo com estimulos intra e extracelulares
(Rhodius & Busby, 1998).

1.4 Proteinas Reguladoras de Transcri¢ao

As proteinas reguladoras de transcricdo podem provocar a ativagdo ou
repressdo da expressdo génica. Alguns fatores de transcrigdo possuem as
duas atividades, funcionando como ativadores ou repressores dependendo do
promotor em que se ligam ou do sinal recebido (Pérez-Rueda & Collado-Vides,
2000).

Baseados na presenga de motivos estruturais de proteinas que ligam
DNA, por analises in silico, Pérez-Rueda & Collado-Vides (2000) previram que
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o genoma de E. coli K12 possui 314 genes que codificam para provaveis
fatores de transcricdo. Destes, 34,8% provavelmente funcionam como
ativadores de transcricdo, 42,8% como repressores e 22,3% que podem
funcionar como ativadores ou repressores. Esse numero corresponde a pouco
menos de 10% do total de genes codificados pelo genoma de E. coli (Pérez-
Rueda & Collado-Vides, 2000).

A maioria dos fatores de transcricdo s&o proteinas que ligam DNA em
sequéncias especificas fazendo com que sua influéncia se dé em promotores
especificos (Browning & Busby, 2004). Alguns desses fatores controlam a
transcricdo de um grande numero de genes enquanto outros controlam apenas
um ou dois operons. Estima-se que dentre os reguladores de transcrigdo de E.
coli apenas sete (CRP, FNR, IHF, Fis, NarL e Lrp) controlem 50% dos genes
com expressao regulada deste organismo, enquanto que aproximadamente
sessenta proteinas regulatérias (~20%) controlam apenas um promotor
(Martinez-Antonio & Collado-Vides, 2003). Existem varias familias descritas de
reguladores de transcrigdo, mas as familias que melhor foram caracterizadas
sdo NtrC, OmpR, Lacl, CRP, AraC e LysR (Pérez-Rueda & Collado-Vides,
2000).

A atividade dos fatores de transcricdo pode ser controlada de pelo
menos quatro maneiras. A primeira delas € através da modificacdo da afinidade
de ligacao ao DNA modulada por pequenos ligantes; a concentragdo desses
ligantes pode variar de acordo com a disponibilidade de nutrientes ou estresses
(Browning & Busby, 2004). O segundo tipo de regulacdo de atividade é
realizado por modificacdo covalente, principalmente fosforilacdo, da proteina
regulatéria (Stock, Robinson & Goudreau, 2000). Dessa forma ocorre o controle
da atividade do regulador de resposta no sistema de dois componentes, como
descrito anteriormente. A terceira forma corresponde a variagdo na
concentragao citoplasmatica da proteina regulatéria, que pode depender da
regulacdo da sua expressao, degradagao proteolitica, localizagdo celular ou
uma combinacdo destes (Browning & Busby, 2004). A ultima forma de
regulagdo, e menos comum, é o sequestro do fator de transcricdo por outras

proteinas regulatorias (Plumbridge, 2002).



11

1.4.1 Proteinas Repressoras de Transcrigao

A transcrigdo pode ser inibida por diversos mecanismos; os repressores
de transcrigdo néo possuem somente a capacidade de ligar DNA, mas também
de modificar a estrutura do DNA e interagir com a RNA-polimerase. Os
mecanismos de repressdo da expressao génica sao: inibicao da ligacdo da
RNA-polimerase ao promotor, inibicdo da desnaturagdo do promotor (atuando
na fase de iniciacdo, impedindo a formagdo do complexo aberto) e
desligamento do promotor e anti-ativacédo (Rojo, 2001; Browning & Busby,
2004). No caso da anti-ativagdo as proteinas ativadoras de transcricdo podem
ser sequestradas por proteinas transmembrana, modulando assim a
transcrigdo. Isso ocorre na regulagdo do metabolismo de glucose e maltose em
E. coli; onde o fator de transcricdo MalT pode ser sequestrado pelo

transportador de maltose transmembrana (Béhm & Boos, 2004).

Todos estes mecanismos sao bastante eficientes e dependem do tipo de
regulagdo do promotor, mas de forma geral o impedimento estérico da ligagcao
da RNA-polimerase ao promotor € o mecanismo mais comum de repressao.
Neste caso, a sequéncia de ligagcado do repressor deve estar dentro ou muito
préxima do promotor para que este tipo de repressao seja eficiente (Rojo, 2001
e Browning & Busby, 2004).

1.4.2 Proteinas Ativadoras de Transcricdo dependentes de ¢™°

O ativador de transcrigao tipico de bactérias atua ligando-se em
sequéncias especificas do DNA (regides de ativagdo) localizadas nas
proximidades das sequéncias promotoras. Como consequéncia desta ligagao a
proteinas ativadora se posiciona de forma a fazer contato com a RNA-
polimerase holoenzima e afetar uma ou mais de suas atividades (Ptashne &
Gann, 1997). Na maioria dos promotores a ativacado da transcrigao é simples e
depende apenas de uma proteina ativadora. Trés mecanismos gerais para a

ativagao simples foram descritos.

Ativadores da classe | ligam-se a sequéncia alvo de DNA a montante do
promotor recrutando a RNA-polimerase para o promotor por interacao direta do

ativador com o dominio C-terminal das subunidades o da RNA-polimerase. O
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melhor exemplo desse tipo de ativagcao é a proteina receptora de AMP ciclico
(CRP ou CAP) atuando no promotor lac (Ebright, 1993). Ja na ativagdo de
proteinas da classe Il, o ativador liga-se a uma sequiéncia alvo que é
sobreposta ao promotor e interage diretamente com a subunidade ¢ da RNA-
polimerase, facilitando sua ligacdo ao promotor ou modificando a etapa de
iniciacao (Dove, Darst & Hoschschild, 2003). Em alguns promotores o ativador
pode interagir com outras subunidades da RNA-polimerase, por exemplo, o
dominio N-terminal da subunidade o (Busby & Ebright, 1997). Ativadores da
classe lll provocam mudangas conformacionais no promotor resultando em
aumento da afinidade da RNA-polimerase. Essa forma de ativagcao requer a
ligacdo da proteina ativadora na regido promotora ou muito proximo a ela
(Sheridan, Benham & Hatfield, 1998).

1.4.3 Proteinas reguladoras de transcricdo dependentes de ¢ **

O fator ¢

€ uma subunidade da RNA-polimerase de procariotos de
caracteristicas unicas e nao tem homologia significativa com outro fator sigma
conhecido (Wosten, 1998). O gene que codifica esta proteina foi descrito pela
primeira vez em 1977 por Garcia e colaboradores e foi denominado gInF; seu
produto era necessario para a expressdao de gInA (gene que codifica para
glutamina sintetase) em Salmonella typhimurium. Somente em 1985,
Hirschman e colaboradores demonstraram que gInF (também chamado de
ntrA, por estar envolvido na regulagédo do metabolismo de nitrogénio, e rpoN)

codificava um fator sigma da RNA-polimerase.

Até 1986 acreditava-se que o fator ¢°>* da RNA-polimerase estava
envolvido exclusivamente no metabolismo de nitrogénio, porém Dixon (1986)
mostrou que a expressdo do operon xylABC, que codifica para proteinas
envolvidas no metabolismo de compostos aromaticos de Pseudomonas putida,
era dependente do fator 6>*. No ano seguinte Ronson e colaboradores (1987)
mostraram que em Rhizobium meliloti o transporte de dicarboxilatos era
dependente do fator 6°*. Em seguida foi reportado que a expressao de algumas
enzimas do metabolismo anaerdbico de E. coli também requeria o produto do
gene ntrA (Birkmann, Sawers.& Bock, 1987). Kustu e colaboradores (1989)

fizeram um levantamento de diversos genes que possuem sua expressao
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dependente de &>*

, mas que nao estdo envolvidos no metabolismo de
nitrogénio, tendo encontrado os genes melA (Rhizobium leguminosarum) ,
metabolismo de melanina; hax (Alcaligenes eutrophus), hidrogenase; flbG
(Caulobacter crescentus), movimentacgéao flagelar; dctA (Rhizobia), metabolismo
de dicarboxilato, fdhF (E. coli); selenopeptidase; hyd-3 (E. coli), hidrogenase-3;
xylABCS (Pseudomonas putida), metabolismo de tolueno; pliA (Pseudomonas
aeruginosa, Neisseria gonorhoeae, Bacteroides nodosus, Moraxella bovis),

formacao do pilli e mbhA (Mixococcus xantus), hemaglutinina.

Os promotores dependentes do fator °* possuem caracteristicas que os
diferenciam dos outros promotores de bactérias. A holoenzima RNA-

polimerase/c*

reconhece uma sequéncia promotora distinta da sequéncia
reconhecida pela RNA-polimerase/c’®. Esta seqiiéncia é caracterizada pelos
dinucleotideos “GG” e “GC” localizados nas posicdes -24 e -12 em relacédo ao
inicio de transcricdo (Kustu et al., 1989). A RNA-polimerase ¢°* ao ligar-se ao
seu promotor especifico forma um complexo fechado inativo. Diferentemente
da RNA-polimerase ligada a outros fatores sigma, a RNA-polimerase/c™ ¢é
incapaz de provocar a isomerizacado do complexo fechado a complexo aberto
(Buck et al., 2000). A iniciagdo da transcrigdo sé ira ocorrer na presenga de um

ativador de transcricdo e da hidrdlise de trinucleotideo (Popham et al., 1989).

A proteina ativadora de transcricdo geralmente se liga a cerca de 100
pares de base a montante do promotor. A ligacdo da proteina ativadora ao
DNA induz sua oligomerizagdo. Para que o complexo oligomérico ligado a
montante interaja com a RNA-polimerase/c>* é necessario que o DNA se dobre
ocorrendo a isomerizagao do complexo fechado a complexo aberto (Sasse-
Dwight & Gralla, 1988 e Popham et al., 1989), em uma reacdo dependente da
hidrolise de ATP (Su et al., 1990 e Rippe et al., 1997). O esquema desse
mecanismo esta mostrado na figura 3. Essa forma de ativagao de transcrigao &
semelhante aquela das enhancer-binding proteins (EBPs) de eucariotos e, por
esse motivo, os reguladores de transcricdo dependentes de ¢°* sdo também

conhecidos como EBPs bacterianos (Kustu et al., 1985).
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Figura 3 - Esquema de Ativacdo de Transcricdo por Proteinas

Reguladoras de Transcricdo Dependentes de ¢

- dm

UASUAS promotor
-12/-24
n @ Complexo Fechado
I
UASUAS promotor
-12/-24
+ATP

Formagao de alga de DNA permite o contato da

RNA-polimerase e proteina ativadora

promotor
-12/-24

@ Complexo aberto

UASUAS promotor
-12/-24

Legenda: Modelo para ativagdo de transcricdo dependente de c>*. Um dimero ou
varios da proteina ativadora de transcricdo liga-se as sequéncias UAS (upstream
activation sequence) enquanto a RNA-polimerase liga-se a regido promotora. A
formagao de uma alga no DNA permite que proteina ativadora de transcri¢cao ligada a
ATP interaja com a RNA-polimerase. A hidrélise de ATP provoca a isomerizagdo do
complexo fechado a complexo aberto. Modificado de Su et al., 1990 e Rippe et al.,

1997.
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As proteinas ativadoras de transcrigdo de promotores dependentes de
o> possuem modulos estruturais bastante conservados. Na por¢éo C-terminal
esta presente um motivo de ligacao a DNA do tipo hélice-volta-hélice (HTH),
que permite a ligacdo do regulador de transcricdo a sequéncias ativadoras
especificas a montante do promotor tipo ¢** (Morett & Segovia, 1993). A porgao
central possui um dominio AAA, capaz de hidrolisar nucleotideos. Neste
dominio encontra-se o motivo GAFTGA que é absolutamente conservado nos
EBPs bacterianos. Acredita-se que esta sequéncia de aminoacidos seja
responsavel pela interacdo com o fator °* e é essencial para a hidrolise de
ATP e formagao do complexo aberto (Zhang et al, 2002 e Rappas et al., 2005).

O dominio N-terminal tem fungéo regulatéria e controla a capacidade de
ativar a transcricdo destas proteinas em resposta a sinais ambientais através
de modificagdo covalente (fosforilagdo), interagdo com pequenas moléculas
efetoras ou proteinas sinalizadoras. Dependendo do mecanismo de recepcgao
do sinal essa regido do regulador de transcricdo pode possuir varios moédulos
estruturais como o dominio sensor do regulador de resposta REC (Pfam
00072), dominio PAS (Pfam 00989), dominio GAF (Pfam 01590) e dominio
V4R (Pfam 02830) (Studholme & Dixon, 2003).

A primeira proteina ativadora dependente do fator > caracterizada foi a
proteina NtrC (GInG, NRI) (Gallardin & Magasanik, 1978 e Kustu et al., 1979).
NtrC é necessaria para a expressao do operon ginAntrBC em condi¢cbes de
limitagdo de nitrogénio (Hunt & Magasanik, 1985). Junto com proteina NtrB , a
proteina NtrC constitui um sistema de dois componentes que controla a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo de fontes alternativas de
nitrogénio. Em condigbes de limitagdo de nitrogénio NtrB fosforila NtrC
ativando-a enquanto em condigdes de excesso de nitrogénio NtrC ¢é
desfosforilada por NtrB e, consequentemente, inativada (Ninfa & Magasanik,
1986). A proteina NtrC fosforilada catalisa a formagdo do complexo aberto
utilizando a hidrélise de ATP como fonte de energia (Popham et al., 1989). Em
E. coli a indugado da atividade de ATPase de NtrC requer a ligagdo cooperativa
de NtrC-P ao DNA. NtrC desfosforilada compete com NtrC-P pela ligagao ao
DNA, podendo ligar-se fortemente a sequéncia de ligagcdo no DNA ou UAS

(upstream activation sequences) inibindo a ligagdo cooperativa de NtrC-P
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(Mettke et al., 1995). A Proteina NtrC liga na seguinte sequéncia consenso
TGCACCAN3TGGTGCA (Reitzer et al., 1989).

A segunda proteina reguladora de transcricdo dependente de ©54
caracterizada foi a proteina NifA de Klebsiella pneumoniae. Essa proteina é o
ativador de transcricdo dos genes relacionados a fixagdo de nitrogénio (nif) e
sua atividade foi inicialmente descrita em Klebsiella pneumoniae e Rhizobium
meliloti (Dixon et al., 1977; Ow & Ausubel, 1983; Sundaresan et al., 1983). Em
1986, Buck e colaboradores identificaram a sequéncia consenso de ligagao ao
DNA da proteina NifA nos promotores de genes relacionados a fixagdo de
nitrogénio: TGT-No-ACA.

Umas das proteinas reguladoras de transcricdo mais recentemente
caracterizadas é a proteina YgaA de E. coli, também conhecida como NorR,
ativadora da transcricao do sistema de detoxificagdo de 6xido nitrico que atua
nos mecanismos de protecdo contra espécies reativas de nitrogénio (Gardener
et al., 2002 e Hutchings et al., 2002). A proteina NorR possui um sitio para
ligagdo de Fe®* no dominio N-terminal GAF; o estado de oxidagdo do ferro

determina a atividade da proteina (Autréaux et al., 2005).

A proteina XilR ativa a regulagado da degradagao de tolueno em espécies
de Pseudomonas, controlando a expressao de genes presentes no plasmidio
TOL (Dixon, 1984). XilR participa de um esquema de regulagdo complexo junto
com a proteina reguladora de transcricdo DmpR, onde a ligagdo de diferentes
compostos aromaticos ao dominio N-terminal ira determinar a atividade dessas
proteinas (Sze et al., 2002). A sequéncia consenso de ligacao da proteina XilR
€ ATTTGN.CAAAT (Abril et al., 1991).

Outros genes que codificam para proteinas reguladoras de transcricdo

dependentes de o**

ja estdo caracterizados, como hydH, ativacdo da
expressao da hidrogenase 3 em E. coli (Leonhartsberger et al., 2001); o gene
levR, regulagdo da expressao do operon da levanase em Bacillus subtilis
(Débarbouillé et al., 1991); pspF, regulagdo da expressdo do operon
pspABCDE em resposta a infec¢ao pelo bacteriofago F1 em E. coli (Jovanovic
et al., 1996). Mais recentemente foram caracterizados os genes sfnR, que esta

envolvido na regulagado do operon sfnFG responsavel pela utilizagdo de dimetil-
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sulfona em Psedomonas putida (Endoh, 2005) e hbpR, que controla os genes
responsaveis pelas etapas iniciais da degradagdo de 2-hidroxibifenol em

Pseudomonas azelaica (Tropel & van der Meer, 2005).

Em H. seropedicae somente NtrC e NifA ja foram caracterizadas. Em H.
seropedicae NtrC é necessaria para a ativagdo da transcricido do operon
gInAntrBC em condi¢des de limitagdo de nitrogénio e esta envolvida tanto na
regulagdo da sintese quanto da atividade da glutamina sintetase (GS) (Persuhn
et al., 2000). NtrC é capaz de se ligar na regido promotora de glnA mesmo
desfosforilada (Twerdochlib et al., 2003).

O gene que codifica para a proteina NifA em H. seropedicae foi
identificado por Souza e colaboradores (1991). Neste organismo a proteina
NifA também atua na regulagéo da transcrigdo dos genes nif, tem sua atividade
regulada por niveis de oxigénio e amoénio e provavelmente interage com
proteinas do tipo PIll (Souza et al., 1999; Monteiro et al., 2001 e Wassem et al.,
2002).

A sequéncia genOmica completa de H. seropedicae determinada pelo

consorcio GENOPAR (www.genopar.org) permitiu a localizagdo in silico dos

genes de reguladores de transcricdo dependentes de o> por homologia de
sequéncia. A identificacdo dos genes regulados por proteinas ativadoras de
transcrigdo dependentes de > permitira a compreensao da funcéo deste fator
sigma alternativo na regulacdo da expressao génica em H. seropedicae € em

outras Proteobactérias.



18

2 OBJETIVOS

Identificar os genes que codificam para proteinas reguladoras de
transcricdo dependentes de > de Herbaspirillum seropedicae, identificar as
sequéncias de DNA reconhecidas por essas proteinas e os provaveis genes

alvo desses reguladores.

2.1 Objetivos Especificos

- lIdentificar as proteinas reguladoras de transcricdo presentes no genoma
de H. seropedicae por analise in silico;

- Analisar as sequéncias das proteinas reguladoras de transcricao
encontradas, identificando seus dominios estruturais e classifica-las nas
subfamilias dos reguladores de transcri¢ao;

- Planejar oligonucleotideos iniciadores para amplificagdo dos dominios
hélice-volta-hélice (HTH) das proteinas reguladoras de transcricdo
dependentes de ¢* identificadas;

- Clonar, super-expressar e purificar os dominios HTH das proteinas
reguladoras de transcricdo dependentes de o> de H. seropedicae
selecionadas;

- lIdentificar as sequéncias de ligagdo ao DNA dos dominios HTH das
proteinas reguladoras de transcricdo dependentes de c>* de H. seropedicae;

- Localizar no genoma de H. seropedicae as sequéncias de DNA
reconhecidas pelas proteinas reguladoras de transcricdo, identificando os
genes que provavelmente sdo regulados pelos fatores de transcrigdo

dependentes de > de H. seropedicae.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1

Bactérias e Plasmidios
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A estirpes de bactérias e plasmidios utilizados neste trabalho estao listados

na tabela 1.

Tabela 1 — Estirpes e Plasmidios

Estirpe ou Plasmidio

Genotipo ou Caracteristicas

Referéncias

relevantes

Herbaspirillum Derivada da estirpe Z78, Sm~, Nif*  |Souza et al,
seropedicae - SmR1 1995
Escherichia  coli  —|SmR, F’[proAB+ lacZAM15 Gibco BRL
DH10B
Escherichia  coli -|B F~ dcm ompT hsdS(rB- mB ") gal |New England
BL21\ (DE3) ADE3) Biolabs
pET-28a vetor de expressao, gera proteina de | Novagen

fusdo com segmento His-Tag,

promotor T7, KmR
puUC18 vetor para clonagem, plac, | Yanisch-Perron

laczDM15, AmpR etal., 1985
pGEM-T Easy vetor para clonagem de produtos de | Promega

PCR com adenina na ponta 3°, pT7,

AmpR
pALI 208 Possui a sequéncia que codifica|este trabalho

para o dominio HTH da proteina

208.0173 de H. seropedicae clonado

em pGEM-T, Amp~®
pALI 216 Possui a sequéncia que codifica|este trabalho

para o dominio HTH da proteina

216.0019 de H. seropedicae clonado

em pGEM-T, Amp~®
pALI 287 Possui a sequéncia que codifica|este trabalho
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para o dominio HTH da proteina
287.0556 de H. seropedicae clonado
em pGEM-T, Amp~®

pALIP 208

Possui a sequéncia que codifica
para o dominio HTH da proteina
208.0173 de H. seropedicae

subclonado em pET28a, KmR

este trabalho

pALIP 216

Possui a sequéncia que codifica
para o dominio HTH da proteina
216.0019 de H. seropedicae

subclonado em pET28a, KmR

este trabalho

pALIP 287

Possui a sequéncia que codifica
para o dominio HTH da proteina
287.0556 de H. seropedicae

subclonado em pET28a, KmR

este trabalho

série pALlap 208

Possuem os aptameros do dominio
HTH da proteina 208.0173 clonados
em pUC18, AmpR

este trabalho

série pALlap 216

Possuem os aptameros do dominio
HTH da proteina 216.0019 clonados
em pUC18, AmpR

este trabalho

série pALlap 287

Possuem os aptameros do dominio
HTH da proteina 287.0556 clonados
em pUC18, Amp~

este trabalho

3.2 Meios de Cultura e Condicdes de Cultivo

H. seropedicae foi crescido em meio NFb-Malato (Klassen et al., 1997),

a 30°C.

A composic¢ao do meio de cultura Nfb é a seguinte:

Concentragao (g/L)

MgSQ,4.7H,0 2x107

NacCl

1x 10"




CaCl, 2x107
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 107
FeSO,. 7H,0 2x107
Malato de sdédio 5
Biotina 1x10™
Na;Mo0,.2 H,0 2x10°
MnSO,. H,0 2,35x 107
H3BO3 2,8x107
CuS04.5 H,0 8 x10°
ZnS0,4.7 H,0 2,4 x10™
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O meio Nfb sdlido foi obtido com a adicéo de 15 g/L de agar a mistura de
meio liquido. O meio completo € denominado NfoHPN (Nfb com adigdo de
NH4Cl 20 mmol/L e tampao fosfato 50 mmol/L — (7,97 g/L de KH,PO4 e 0,89 g/L
de K;HPO,)). O pH final do meio foi 6,0.

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria — Bertani
Broth), TB (Terrific Broth), SOB ou SOC (Sambrook et al., 1989) a 37°C. As

culturas em meio liquido foram mantidas sob agitacdo de 130 rpm.

A composig¢ao do meio de cultura Luria-Bertani Broth (LB) (LA) é:

Concentragao (g/L)
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 10

O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1 mol/L. O meio sélido (LA) foi
obtido com a adigao de 15 g/L de agar a mistura de meio liquido.

A composic¢ao do meio de cultura Terrific Broth é:

Concentragao (g/L)

Bacto-triptona 12
Extrato de levedura 24
KH,PO4 2,3
KoHPO4 12,54




Glicerol

A composi¢ao do meio de cultura SOB é:

Concentragao (g/L)
Bacto-triptona 20
Extrato de levedura 5
NaCl 0,584
KCI 0,186

A composic¢ao do meio de cultura SOC é:

Concentragao (g/L)

Bacto-triptona 20

Extrato de levedura 5

NaCl 0,6
KCI 0,19
MgCl, 0,94
MgSO, 1,2
Glucose 3,6
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Os meios de cultura foram esterilizados por autoclavacgao (120°C por 20

minutos).

3.3 Antibidticos

As solugdes de antibidticos foram preparadas em agua milli-Q estéril e
esterilizadas por filtragcdo em filtro Millipore HAWP 0,45 um e estocadas a —
20°C. As concentragdes de antibiéticos no meio de cultura para E. coli foram:
estreptomicina (Sm) 80 ug/mL, canamicina (Km) 50 ug/mL ou ampicilina (Amp)

250ug/mL; e para H. seropedicae foi: estreptomicina (Sm) 80 pug/mL.
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3.4 Preparo de Solugao de RNAse

A solucdo estoque de RNAse (10 mg/ml) foi preparada em Tris-HCI
10mmol/L pH 7,5 contendo 15 mmol/L de NaCl e fervida durante 20 minutos

para inativacao de desoxiribonucleases contaminantes.

3.5 Purificagdo de DNA

3.5.1 DNA Gendmico de H. seropedicae

A purificagcdo de DNA gendmico foi realizada segundo um protocolo
modificado de Souza (1990). Uma cultura de H. seropedicae (1500 uL) foi
centrifugada em microcentrifuga EppendORF minispin a 12000g por 1 minuto.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspenso em
500 pL de tampado GET (glucose 50 mmol/L, Tris-HCI 25 mmol/L pH 8,0 e
EDTA 10 mmol/L pH 8,0). A essa mistura adicionou-se 50 yL de SDS 10% e a
mistura foi incubada a 60°C por 20 minutos para que houvesse lise celular. Ao
lisado celular foram adicionados 200 ug/mL de Pronase E (solu¢do estoque 20
mg/mL pré-tratada com incubagdo a 37°C por 1 hora) seguido de incubagéo a
37°C por 24 horas. A mistura foi tratada com 100 pL de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1), homogeneizada por inversao (cerca de 100 vezes) e
posteriormente centrifugada a 12000g por 15 minutos. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo e o DNA precipitado com 2,5 volumes de etanol
absoluto e recuperado por centrifugagdo por 20 minutos a 12000g. O
precipitado de DNA foi lavado duas vezes com etanol 80%, seco a vacuo e
dissolvido em 200 pyL de agua milli-Q autoclavada. A solugdo de DNA foi
conservada em geladeira.

Apoés a purificacdo, a concentragdo e pureza do DNA foram
determinadas por espectrofotometria. Para isto, o DNA purificado foi diluido (50
vezes) em agua milli-Q autoclavada. A relagdo absorbancia 260nm / @absorbéncia
280nm, que indica o grau de pureza do DNA, variou de 1,86 a 1,93 nas diversas
purificacdes que foram realizadas. Valores entre 1,8 e 2,0 indicam DNA com
alto grau de pureza. A absorbancia a 260 nm permite a determinacdo da
concentracdo de DNA através da relacdo: absorbéncia 1,0 corresponde a

concentragcédo de 50 ug/mL de DNA dupla fita.
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3.5.2 DNA Plasmidial

A purificagdo de plasmidios foi realizada pelo método de lise alcalina
conforme descrito em SAMBROOK et al..(1989). Quando foi utilizado como
molde para sequenciamento, o DNA plasmidial sofreu um tratamento adicional

com 2,5ug/mL de RNAse por 2 horas.

3.6 Separagao Eletroforética

3.6.1 DNA

As eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agar ou agarose
conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989). A visualizagdo do DNA foi
realizada apds tratamento com solugéo de azul de metileno (0,25%), no caso
dos géis de agarose de baixo ponto de fusdo ou sob luz UV (302 nm) apos

tratamento com brometo de etideo (0,5 ng/mL).

3.6.2 Proteinas em Condi¢des Desnaturantes (SDS-PAGE)

Foi utilizado o sistema descontinuo descrito por Laemmli (1970), com
dodecil-sulfato de sédio (SDS) como agente desnaturante em géis com
concentragcdo de acrilamida de 20% (propor¢do de 29:1 acrilamida/bis-

acrilamida).

3.7 Ferramentas de Bioinformatica

Os genes que codificam para provaveis proteinas reguladoras de
transcricdo de H. seropedicae foram localizados no banco de dados do
Programa Genopar (http://www.genopar.org) apds categorizagao funcional de
acordo com o banco de dados do COG (Cluster of Ortologous Group) (Tatusov,
Koonin & Lipman, 1997) realizada pelo programa GAAT (Genomic Assembly
and Analysis Tool) (Favetti et al., 2003). Foram realizadas comparacoes
através do programa Blast (Altschul, 1990) com o banco de dados nr do
GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Os dominios estruturais das proteinas reguladoras de transcricdo de H.
seropedicae foram identificados pelo programa SMART (Simple Modular
Architecture Research Tool) (Schultz et al., 1998 e Letunic et al., 2002) e wise 2
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que faz comparagdées com o banco de dados Pfam (Protein families database)
(Bateman, 2004 )(http://www.sanger.ac.uk).

O ponto isoelétrico e a massa molecular dos dominios HTH com cauda
de residuos de histidina foram calculados utilizando-se o programa Compute
pl/MW Tool (http://us.expasy.org) (Bjellgvist et al., 1993; Bjellqvist et al., 1994 e
Wilkins et al., 1998).

Os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos
foram realizados pelo programa ClustalW (Higgins, et al. 1994). Este programa
realiza alinhamentos entre sequéncias de proteinas, identificando

similaridades.

3.8 Planejamento dos Oligonucleotideos Iniciadores

Foram planejados 2 pares de oligonucleotideos iniciadores para cada
provavel gene a partir da sequéncia depositada no banco de dados do
Programa Genoma do Parana - GENOPAR. Os oligonucleotideos 208N, 216N
e 287N sado complementares a sequéncia de nucleotideos que codifica para a
regido a montante ao inicio do dominio HTH de cada uma das proteinas e
possuem o sitio de restricdo para a enzima Ndel. Os oligonucleotideos 208C,
216C e 287C sao complementares a sequéncia de nucleotideos que codifica
para a regido a jusante ao final do dominio HTH das respectivas proteinas,
possuindo o sitio de restricdo para a enzima Hindlll. Esses iniciadores
encontram-se listados abaixo, os sitios de restricdo estdo destacados em

vermelho.

208N — 5" TACACGACCATATGCACACC 3’
208C - 5" GGCAAAAGCTTCCTGACG 3’

216N — 5" ACCCTCCATATGCTGCGT 3°
216C — 5" GTTGAAAAGCTTAAGTCCCT 3

287N - 5" ATCTCTCGCATATGGAGC 3°
287C — 5" CAGGAAAGCTTGTCATCT 3°
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A posicao dos iniciadores e as alteragdes de sequéncia inseridas estao

mostradas na figura 6

3.9 Amplificagao de Fragmentos de DNA

A amplificagdo do DNA foi realizada pela técnica da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) como descrito por Kocher e Wilson (1991).

O sistema de amplificagdo possuia 50 ng/ yL de DNA gendmico de H.
seropedicae, tampao de PCR (Tris-HCI 20 mmol/L pH 8,4 e KCI 50 mmol/L),
1,5 mmol/L de MgCl, , 0,2 mmol/L de dNTPs, 0,4 pmol/ yL de cada
oligonucleotideo iniciador, 5 U de Taq DNA polimerase em um volume final de
20 pL. Os parametros utilizados para amplificagdo da regido que codifica pra o
dominio HTH da proteina 208.0173 e da proteina 216.0019 foram: um ciclo de
95°C por 5 minutos, cinco ciclos de 95°C por 15 segundos, 45,4°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por 35 ciclos de 95°C por 15 segundos,
52°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e um ciclo de 72°C por 5 minutos.
Para o dominio HTH da proteina 287.0556 foram: um ciclo de 95°C por 5
minutos, cinco ciclos de 95°C por 15 segundos, 47,4°C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto, seguido por 35 ciclos de 95°C por 15 segundos, 54,2°C por

30 segundos e 72°C por 1 minuto e um ciclo de 72°C por 5 minutos

3.10 Clivagem do DNA com Enzimas de Restrigao

O DNA plasmidial do vetor pET28a e dos plasmidios pALI 208, pALI 216
e pALI 287 foram clivados em tampao React 2 (Tris-HCI 50 mmol/L, MgCl, 10
mmol/L e NaCl 50 mmol/L ; pH 8,0; Invitrogen) com 10 U de cada enzima (Ndel
e Hindlll). O sistema de restricdo do DNA plasmidial possuia ainda 2,5 ug/mL
de RNAse, e foi incubado a 37° C por 4 horas.

O DNA genbmico da estirpe SmR1 (235ug) foi clivado em tampao H
(Tris-HCI 50 mmol/L, MgCl, 10 mmol/L, NaCl 100 mmol/L e DTT 100mmol/L;
pH 7,5) com 10U da enzima Sau3Al e 2,5 ug/mL de RNAse; em um volume
final de 300uL. O sistema foi incubado por 12 horas a 37° C.
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3.11 Reacéao de Ligacao de DNA

Os sistemas de ligagdo foram montados com uma proporgdo molar de
vetoriinserto de 1:5. Foram utilizados tamp&do de T4 DNA ligase (50 mmol/L
Tris-HCI pH 7,6; 10 mmol/L MgCly; 1 mmol/L DTT; 0,5 mmol/L ATP e 5% PEG
8000) e 0,5 U de T4 DNA ligase em um sistema de volume final 20 pyL. A
solucao contendo apenas vetor e inserto foi aquecida a 65°C por 10 minutos e
posteriormente mantidas em gelo por 5 minutos antes da adigdo do tampao e
da enzima. A reagao foi incubada a 18°C por 12 horas.

As ligagdes onde foi utilizado o vetor pGEM-T Easy foram realizadas
com produtos de PCR sem nenhum tipo de tratamento, tampao de T4 DNA
ligase (50 mmol/L Tris-HCI pH 7,6; 10 mmol/L MgCl,; 1 mmol/L DTT; 0,5
mmol/L ATP e 5% PEG 8000), 1 U de T4 DNA ligase e 0,2uL da solugao de
vetor, em um sistema de volume final 20 uL. Esse sistema também foi incubado

por 12 horas.

3.12 Preparo de Células Eletrocompetentes

Uma cultura com 40mL de E. coli crescida por 3 a 5 horas (DO 0,5) foi
centrifugada a 2500g por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 40 mL de agua milli-Q estéril gelada. Essa
suspensao foi centrifugada novamente a 2500g por 5 minutos (4°C), e o
sedimento ressuspenso como anteriormente descrito. Apds descartar o
sobrenadante as células foram lavadas com solu¢do de glicerol 15% estéril e
gelado. Finalmente, apds centrifugacdo de 2500g por 5 minutos, as células
foram ressuspensas em 300 uL de glicerol 15% estéril e gelado, aliquotadas

(20 pL) e conservadas a -70°C.

3.13 Transformacgao Bacteriana por Eletroporacao

Aliquotas de células eletrocompetentes de E. coli foram descongeladas
em banho de gelo e foram adicionados 0,2-1 uL de solu¢gao de DNA ou reacgao
de ligagcao. Essa mistura foi homogeneizada, transferida para camaras de
eletroporagdo e submetida a um pulso elétrico de 4 kV, 200 Q, 330 uF. A

sequir, as ceélulas foram incubadas com 1 mL de meio SOC, sem antibi6ticos, a



28

37°C e sob agitagao (130 rpm por 40 minutos) para permitir sua recuperagao.
Aliquotas de 50-800 uL de células foram plaqueadas em meio LA com
antibidticos adequados a selegdo das células recombinantes e incubadas de
16-24 horas a 37°C.

3.14 Expressao e Purificagao de Proteinas

Os plasmidios pALIP208, pALIP216 ou pALIP287 foram transformados
em E. coli BL21)\ (DE3) e os transformantes foram selecionados em meio LA
enriquecido com 2% de glucose e 50ug/mL de canamicina. As colbnias obtidas
foram entédo inoculadas em 100mL de meio LB (50ug/mL de canamicina). A
cultura foi incubada em agitador rotatério a 37°C até que atingisse a DO 0,5,
quando foi adicionado 0,1mmol/L de IPTG, e a cultura permaneceu sob
agitacdo por mais 4 horas a 37°C.

A cultura foi centrifugada a 12000g por 10 minutos a 4°C. O precipitado
de células foi pesado e congelado a -70°C por 12 horas. O precipitado de
células foi descongelado em banho de gelo e cada grama foi suspenso em 3
mL de tampao de sonicagdo (50mmol/L Tris-HCI pH 7,5; 500mmol/L NaCl e
10% de glicerol). A essa mistura foi adicionado 1mmol/L de PMSF (Fenil-metil-
sulfonil-fluoreto) e 200ug/mL de lisozima, seguido de e incubagdo em banho de
gelo por 30 minutos.

As células foram lisadas em sonicador em 3 pulsos de 20 segundos com
1 minuto de intervalo entre eles. O lisado celular foi centrifugado a 12000g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna de
cromatografia de afinidade do tipo His-trap (GE Health Care, 1mL).

A coluna foi previamente carregada com 50mmol de cloreto de niquel e
equilibrada com 5mL de tampao de sonicagdo. Apds a injecdo da amostra a
coluna foi lavada com 5mL de tamp&o de sonicagédo, seguido de 10mL de
tampao de lavagem 1 (50mmol/L Tris-HCI pH 7,5; 500mmol/L NaCl, 10% de
glicerol e 50mmol/L de imidazol). A eluigéo foi realizada com 5mL de tampao |
(50mmol/L Tris-HCI pH 7,5; 500mmol/L NaCl, 10% de glicerol e 100mmol/L de
imidazol), 5SmL de tampao Il (50mmol/L Tris-HCI pH 7,5; 500mmol/L NaCl, 10%
de glicerol e 300mmol/L de Imidazol) e 5 mL de tampao Il (50mmol/L Tris-HCI
pH 7,5; 500mmol/L NaCl, 10% de glicerol e 500mmol/L de imidazol). Na fase
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de eluicdo as foram coletadas fragcbes de 500uL. Todo o processo
cromatografico foi realizado em bomba peristaltica, com fluxo de 1mL/min e as
fracdes obtidas foram analisadas por eletroforese SDS PAGE.

As fragbes que apresentaram a proteina de interesse foram reunidas, e
dialisadas por 12 horas contra 50 volumes de tamp&o de estocagem (50mmol/L
Tris-HCI pH 7,0; 500mmol/L NaCl e 50% de glicerol). A solugao de proteinas

dialisadas foi conservada a -70°C.

3.15 Dosagem de Proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford

(1976). Albumina bovina foi utilizada como padrao.

3.16 Reacéo de Interacdo DNA-Proteina e Isolamento de Aptameros

O ensaio de interagcdo DNA-proteina para isolamento de aptameros
continha 240ug de DNA genbmico de H. seropedicae SmR1 clivado
parcialmente com a enzima de restricdo Sau3Al e 1Tumol/L de proteina (HTH
208.0173-His, HTH 216.0019-His ou HTH 287.0556-His) em tampao TAP
(50mmol/L Tris-acetato pH 8,0; Tmmol/L de acetato de potassio, 8mmol/L de
acetato de magnésio e 27mmol/L de acetato de ambnio) em um volume final de
600uL. Essa mistura foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos.

Os complexos DNA-proteina foram isolados em coluna Ni-NTA Spin
(Qiagen). A coluna foi equilibrada com 600uL de TAP e posteriormente
carregada com 600uL de reagao de interagcdo DNA-proteina. A coluna foi entdo
lavada 2 vezes com 600uL tampao de lavagem (50mmol/L Tris-acetato pH 8,0;
1mmol/L de acetato de potassio, 8mmol/L de acetato de magnésio, 27mmol/L
de acetato de amdnio e 50mmol/L de imidazol). Os complexos DNA-proteina
foram eluidos com 200uL de tamp&o de eluigdo (50mmol/L Tris-acetato pH 8,0;
1mmol/L de acetato de potassio, 8mmol/L de acetato de magnésio, 27mmol/L
de acetato de aménio e 500mmol/L de imidazol), repetido 2 vezes. Todas as
etapas de centrifugacao foram realizadas em centrifuga mini spin a 700g por 2

minutos.
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A fracdo eluida da coluna (400uL) foi tratada com 50uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (1:24:1), agitada em vortex e centrifugada a
12.000g por 15 minutos. A fase aquosa foi coletada e o DNA precipitado com 3
volumes de etanol absoluto. O precipitado de DNA foi lavado 2 vezes com
500uL de etanol 70%, seco a vacuo e ressuspenso em 16uL de agua milli-Q
autoclavada. O DNA recuperado foi ligado a vetor pUC18 digerido com BamHI

e defosforilado com fosfatase alcalina de camarao.

3.17 Analise de Plasmidios Recombinantes por PCR

A presenca de inserto nos plasmidios recombinantes foi determinada por
PCR. As colbnias foram coletas com uma ponteira estéril, inoculadas em 20uL
(tubo) ou 10uL (placa) de reacdo de PCR contendo: tamp&o de PCR (Tris-HCI
20 mmol/L pH 8,4 e KCI 50 mmol/L), 1,5 mmol/L de MgCl, , 0,2 mmol/L de
dNTPs, 0,4 pmol/ yL de cada oligonucleotideo iniciador, 5 U de Taqg DNA
polimerase, e o sistema foi incubado em um termociclador. Os parametros de
reacao foram: um ciclo de 95°C por 5 minutos seguido de 30 ciclos de 95°C por
30 segundos, 60°C por 50 segundos, 72°C por 2 minutos e um ciclo de 72°C
por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo foram analisados por corrida

eletroforese em gel de agarose.

3.18 Reacdes de Sequénciamento de DNA

As amostras de DNA foram sequenciadas pelo método de terminacao de
cadeia por didesoxiribonucleotideos (Sanger et al., 1977). O sequénciamento
foi feito utilizando o Sequenciador Automatico de DNA Modelo ABI377 (Applied
Biosystems).

As reagbes possuiam aproximadamente 100ng de DNA molde,
0,6pmol/uL de oligonucleotideo iniciador reverso ou universal e 3 uL de reativo
de sequénciamento (ET mix GE Health Care); em um volume final de 8uL. Esta
solugédo foi submetida a reagdo de amplificagdo linear utilizando o seguinte
programa: um ciclo de 95°C por 5 minutos e 30 ciclos de 95°C por 30 segundos

e 60°C por 1 minuto e 30 segundos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagdo dos Genes que Codificam para Proteinas Reguladoras de

Transcricdo no Genoma de H. seropedicae

A determinacdo do circuito de regulagdo de expressdo génica global de
um organismo € necessaria para a compreensdo dos diversos processos
celulares, como divisdo celular e resposta a alteragdes ambientais. O
sequenciamento completo de diversos genomas, principalmente de procariotos,
disponibilizou uma grande quantidade de informacdes e permite a identificacéo
de provaveis proteinas envolvidas na regulagdo da transcricdo in silico. A
compilagdo e organizagao das provaveis proteinas regulatérias de um genoma
completo permite, algumas vezes, a postulagdo de circuitos regulatérios. Esse
tipo de informacao facilita a abordagem experimental, que é necessaria e
essencial para a confirmagcdo das indicagbes obtidas pela abordagem
computacional.

Existem diversas formas descritas de busca de classes de genes em um
genoma (Pérez-Rueda & Collado-Vides, 2000). Entretanto, em todas
abordagens automaticas 9 a 30% do total de genes detectados s&o falsos
positivos (Pérez-Rueda & Collado-Vides, 2000). Outro problema relacionado
com esse tipo de busca sao falsos negativos, ou seja, genes que codificam
proteinas reguladoras, mas que nao sao detectados. Para minimizar estes
problemas, todas as provaveis ORFs do genoma de H. seropedicae
(PROGRAMA GENOPAR) foram categorizadas por comparagdo de cada
provavel ORF com o banco de dados do COG (Cluster of Ortologous Group) e,
entdo foi realizada uma procura manual por palavras chaves no banco de
dados produzido pelo programa GAAT (Genomic Assembly and Analysis Tool)
(Favetti et al., 2003) que consiste dos resultados de comparagédo obtidos
utilizando o Programa BlastP (Altschul, 1990) e banco de dados GenBanK
(www.ncbi.nim.nih.gov).

O banco de dados COG categoriza funcionalmente as proteinas
identificadas em sequéncias gendbmicas completas de procariotos,

organizando-as em familias de proteinas ortélogas e, portanto, que devem
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compartilhar fungdes comuns (Tatusov, Koonin & Lipman, 1997). Os grupos
funcionais definidos pelo COG estdo mostrados no apéndice Il.

As proteinas classificadas no grupo K (Transcri¢do) estdo de forma geral
envolvidas no processo de transcricdo e sao, portanto, potencialmente
proteinas regulatérias. Para identificar as proteinas de H. seropedicae
pertencentes a este grupo foi realizada um procura do banco de dados do
programa GAAT utilizando as palavras “transcription” e/ou “response regulator”,
que invariavelmente sao incluidas na descrigdo dos membros do grupo K. Esta
busca resultou em 444 ORFs potencialmente envolvidas no processo de
transcricdo. A analise dos resultados de comparagdo com o banco de dados
revelou que nem todos genes identificados correspondem a reguladores de
transcrigdo: 62 destes genes codificam proteinas envolvidas em outras etapas
do processo de transcricdo. Foram localizadas 8 ORFs que provavelmente
codificam  helicases, 12 provaveis histona acetil-transferases, 2
exorribonucleases, 19 fatores sigma (5 semelhantes a fecl, 7 semelhantes a
rpoE-like, 1 prhl, 1 rpoS, 1 hrpL, 1 fliA, 1 rpoH, 1 rpoN, e 1 rpoD), 4
subunidades da RNA-polimerase (genes rpoA, rpoB, rpoC e rpoZ que codificam
as subunidades o,B,B’, € o, respectivamente), 3 fatores de alongamento de
transcricao (greA, greB e nusA), 2 fatores de terminagao (nusB e rho), 3 fatores
de anti-terminagao (trés genes semelhantes a nusG), 1 deacetilase NAD-
dependente, 1 ribonuclease especifica para ds-RNA, 2 proteinas envolvidas em
resposta SOS (lexA e umuD), 1 guanosina polifosfato
pirofosfatohidrolase/sintase, 3 fatores anti-sigma e 1 fator fis.

A sequéncia de aminoacidos de 248 das 444 ORFs identificadas foram
entdo analisadas utilizando os programas SMART, Wise 2 (Pfam) e BlastX.
Foram localizadas 169 provaveis proteinas que possuiam algum tipo de
dominio de ligagcdo ao DNA; sendo o dominio HTH o mais frequente. Estas
proteinas serdo denominada de agora em diante reguladoras de transcrigao.
Apenas 24 ORFs (9,7% das analisadas) foram consideradas como falsos
positivos, pois ndo apresentaram nenhum tipo de dominio conservado.

Os resultados obtidos sao concordantes com aqueles observados em E.
coli K-12 (Pérez-Rueda & Collado-Vides, 2000). Como o numero de provaveis
proteinas reguladoras que n&o foram analisadas foi de 162, e considerando

que a proporgao de falsos positivos seja mantida, entdo se pode dizer que H.
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seropedicae possui aproximadamente 330 genes que codificam para proteinas
reguladoras de transcrigdo. Esse numero corresponde a cerca de 7% dos
genes presentes nesse organismo.

Aproximadamente 1% das ORFs analisadas apresentavam mudanga de
fase de leitura devido a insercdo ou delegdo de bases. Embora uma parte
destas sequéncias representem a sequéncia real e sao, portanto pseudogenes
inativos, € muito provavel que a maioria das mudancas de fase de leitura foi
decorrente de erro de sequénciamento e constitui genes ativos. Qualquer que
seja o motivo, entretanto, a presenca de mudanca de fase leitura produziu um
superestimativa de numero de provaveis reguladores ja que a busca semi-
automatica utilizada n&o identifica a mudanca de fase de leitura, levando a
contabilizar 2 ou mais proteinas derivadas do mesmo gene. Esta super-
estimacdo também ocorreu para as outras proteinas relacionadas a
transcricdo. Para este trabalho, quando foi detectada mudanca de fase de
leitura o gene foi contabilizado codificando apenas uma proteina e considerado

um gene ativo.

4.1.1 Classificacdo e Identificacdo dos Dominios Estruturais das
Proteinas Reguladoras de Transcrigdo de H. seropedicae

As familias dos reguladores de transcricdo geralmente possuem um
dominio receptor de sinal que pode ligar pequenas moléculas, outras proteinas
ou um substrato e um dominio de ligagdo ao DNA caracteristicos.

As 169 ORFs analisadas foram classificadas de acordo com os dominios
estruturais identificados pelos programas SMART e Wise 2 (Pfam)
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/dnasearch.shtml) (Apéndice 1). A
distribuicdo dos reguladores de transcricdo de H. seropedicae em cada familia

esta apresentada na Tabela 2 .
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Tabela 2 - Distribuicdo das proteinas reguladoras de transcrigdo de H.
seropedicae dentro das familias de reguladores de transcricao

Familia Numero de reguladores
identificados
SIS 6
CheY 27
EBP 11
AraC 18
TetR 10
ArsR 2
AsnC 7
MerR 6
Xre 5
Lacl 7
GntR 18
IcIR 11
MarR 7
LysR 34
Total 169

A maioria das proteinas reguladoras de transcricdo identificadas em H.
seropedicae sé&o das familias LysR (20,1%) e CheY (16%). Esse resultado é
semelhante ao descrido para E. coli K-12 (Perez-Rueda & Collado-Vides,
2000). Os reguladores do tipo LysR sao estruturalmente simples e possuem um
dominio HTH N-terminal e um dominio receptor de sinal na porgédo C-terminal.
Essa familia de proteinas reguladoras atua sobre uma grande variedade de
processos, regulando a expressao de genes envolvidos no metabolismo de
carboidratos, compostos aromaticos, aminoacidos, toxinas, regulagéo
osmotica, patogenicidade, e resisténcia a antibidticos (Schell, 1993).

Ja os reguladores do tipo CheY geralmente s&o os reguladores de
resposta de sistemas de dois componentes. A maioria dos reguladores do tipo

CheY possuem o dominio HTH na por¢cdo C-terminal, entretanto alguns
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possuem dominios do tipo winged-helix, caracteristico de proteinas como
OmpR (Martinez-Hackert & Stock, 1997). Os sistemas de dois componentes
sdo comuns e regulam a expressao de genes necessarios para diversas
fungdes celulares, como metabolismo de nitrogénio e fosfato, colonizagéo e
infeccdo de hospedeiro, transportadores de ions, resisténcia a antibidticos,
estresse oxidativo e adaptagcdo a alteragdes de pH (Stock, Robinson &
Goudreau, 2000).

As proteinas reguladoras de transcricdo de H. seropedicae classificadas
na familia TetR, possuem apenas o dominio N-terminal conservado. A maioria
das proteinas reguladoras de transcricdo desta familia funciona como
repressoras de transcricdo de operons envolvidos em transporte através da
membrana e permeabilidade do envelope (Grkovic, Brown & Skurray, 2002). O
dominio de ligagdo ao DNA é do tipo HTH e encontra-se na porgdo N-terminal
da proteina. A porgao C-terminal dessas proteinas contém diversas regides
que podem estar envolvidas na ligagado de indutores, tais como antibiéticos e
drogas antimicrobianas. As proteinas reguladoras de transcricdo tipo TetR
incluem proteinas regulatérias bacterianas de sistemas de exportagdo de
drogas, que protegem a bactéria contra antibiéticos (por exemplo, tetraciclina),
anti-sépticos, desinfetantes e outros compostos antimicrobianos (Grkovic,
Brown & Skurray, 2002).

Todos os reguladores da familia SIS identificados em H. seropedicae
possuem na por¢cao N-terminal o dominio caracteristico desta familia e na
por¢cao C-terminal um dominio de ligacdo de fosfo-agucares. Esta familia de
proteinas regulatorias esta envolvida no metabolismo de fosfo-agucares
(Bateman, 1999).

Os reguladores de transcrigao classificados na familia Lacl em geral séo
repressores de transcrigdo. A maioria dos reguladores das familias MarR, IcIR,
GntR, Xre, MerR, AsnC, ArsR e AraC de H. seropedicae analisados possuem
os dominios de ligagdo ao DNA caracteristicos de cada familia, entretanto ndo
possuem o dominio N-terminal receptor conservado. Nao foi possivel atribuir
funcgdes para a maioria destas proteinas regulatérias, pois apesar de possuirem
dominios conservados nao possuem similaridade com nenhum gene ja

caracterizado em outros organismos. Estes resultados sugerem que uma boa
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parte destas proteinas estdo presentes unicamente em H. seropedicae e
devem participar de controle de expressdo de genes especificos deste
organismo. A presenga de genes que codificam para proteinas reguladoras de
transcricdio com funcdo desconhecida torna interessante o estudo mais
aprofundado de cada um desses reguladores de H. seropedicae.

Foram identificadas 11 proteinas ativadoras de transcricdo dependentes
de ¢°* (EBPs).

4.2 Analise das proteinas reguladoras de transcricdo dependentes de sigma

54 localizadas no genoma de H. seropedicae

Todas as 11 proteinas reguladoras de transcrigdo dependentes de o>t
identificadas codificadas no genoma de H. seropedicae apresentaram o
dominio para hidrélise de nucleotideos (dominio AAA) e o motivo de ligagao ao
DNA do tipo HTH (hélice-volta-hélice), reunindo, portanto as caracteristicas
necessarias para serem caracterizados como EBPs (Dixon & Studholme,
2003). Neste grupo estéo incluidas as proteinas NifA e NtrC de H. seropedicae,
que ja foram caracterizadas como proteinas ativadoras de transcrigdo
dependentes de c>* em outros estudos (Souza et al., 1999; Monteiro et al.,
2001; Wassem et al., 2002; Persuhn et al., 2000 e Twerdochlib et al., 2003); a
proteina reguladora de transcricdo NorR (172.0051), que provavelmente esta
envolvida com o metabolismo de espécies reativas de nitrogénio; a proteina
PoxR (190.0071), que provavelmente esta envolvida no metabolismo de
hidrocarbonetos aromaticos; a proteina DctD, provavelmente relacionada ao
metabolismo de dicarboxilato; a AtoC, que provavelmente esta envolvida no
metabolismo de acidos graxos de cadeia curta; a PrpR, que provavelmente
esta envolvida com o metabolismo de propionato; a proteina semelhante a
HydG (281.0022), cuja fungao ainda nao foi identificada; uma proteina que
provavelmente estd envolvida no metabolismo de acetoina (208.0173); uma
proteina semelhante a NifA, porém sem o dominio N-terminal sensor
(287.0556) e uma proteina com um dominio sensor tipo REC (216.0019)
(Figura 4).

O motivo conservado “GAFTGA”, que provavelmente interage com o

fator 6> da RNA-polimerase (Zhang el al, 2002), néo foi identificado em todas
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estas proteinas reguladoras de transcricdo: sete proteinas possuem esse
motivo (NifA, NtrC, DctD, AtoC, 208.0173, 216.0019 e 287.0556) e as outras
quatro (172.0051, 190.0071, PrpR, 281.0022) possuem alguma mudanga de
residuo de aminoacido no motivo. A Figura 4 mostra esquematicamente os
dominios estruturais de todas as provaveis proteinas reguladoras de

transcricdo dependentes de > de H. seropedicae identificadas.

Figura 4 - Dominios das Proteinas Reguladoras de Transcricao

Dependentes de 6> de H. seropedicae

GAFTGA

172.0051

190.0071

208.0173 |
216.0019 |
DctD \
PrpR

NtrC \
AtoC \
NifA |
281.0022

287.0556 |

Legenda: As estrelas rosa correspondem ao dominio de hidrélise de nucleotideos AAA; os
quadrados azul claro ao dominio REC (dominio receptor de sinal); os paralelogramos azuis
escuros ao dominio GAF (liga pequenas moléculas ou outras proteinas); o hexagono roxo, o
dominio PAS; o retangulo vermelho, o dominio Hjc; a elipse marrom, o dominio XilR; o losango
verde o dominio de ligagdo de hidrocarbonetos aromaticos, V4R; e os cilindros amarelos, o
dominio de ligacdo ao DNA com motivo HTH. O simbolo “V” indica a presenga do motivo

conservado GAFTGA e o simbolo “X” a auséncia.
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Para determinar a provavel relagao evolutiva existente entre as proteinas

® as suas sequéncias de aminodacidos foram

reguladoras de transcricdo o
alinhadas pelo programa ClustalW, e este alinhamento foi entdo utilizado para
construgdo de um dendrograma de similaridade (figura 5). A sequéncia de
aminoacidos da proteina NtrC de Azospirillum brasilense foi utilizada como raiz
do dendrograma. As proteinas que possuem dominio N-terminal do tipo GAF e
V4R foram agrupadas no mesmo clado, enquanto as proteinas que possuem
dominio REC encontraram-se distribuidas pelo dendrograma. Esse tipo de
dendrograma coincide com o aquele apresentado por Studholme & Dixon
(2003), quando mostraram a relagado entre todos os reguladores de transcricéo

dependentes de c>* descritos até ento.

Figura 5- Dendrograma das Proteinas Reguladoras de Transcricao

dependentes de ¢** de H. seropedicae.

NtrC A. brasilense

172.0051 — GAF

190.0071 — v4R

NifA — GAF

216.0019 — REC

287.0556

NtrC

281.0022 ]REC

208.0173—— GAF PAS
L PrpR — Hijc

DctD

atoc ) REC

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de todas as proteinas
reguladoras de transcrigao dependentes de c>* de H. seropedicae (apéndice IlI)
permitiu o calculo da identidade existente entre elas. O menor valor obtido foi
de 17,8% (NifA e 208.0173) e o maior 35,5% (DctD e 216.0019). As sequéncias
de aminoacidos dos dominios AAA (apéndice IV) e HTH (apéndice V) foram
alinhadas isoladamente e o maior valor de identidade para o dominio AAA foi
de 65,5% (281.0022 e 216.0019) e o menor 41,3% (PrpR e 208.0173); para o
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dominio HTH os valores foram 48,7% (281.0022 e 190.0071) e 17% (NifA e
NtrC), respectivamente. Esses valores mostram que a o dominio mais
conservado € o AAA. Este resultado justifica o fato de que todas estas
proteinas compartilham a funcdo de interagir com a RNA-polimerase/c™,
hidrolisar ATP e catalisar o inicio de transcricdo (Buck et al., 2000). Por outro
lado, o dominio HTH é mais variavel, pois cada uma das proteinas reconhece
uma sequéncia especifica e diferente: alguns residuos de aminoacidos sao
conservados e responsaveis interagdo com o esqueleto de ligagbes fosfato do
DNA e pela conformagao de hélice-volta-hélice, mas os outros s&o variaveis e
fazem interacbes especificas com as bases nitrogenadas do seu sitio de
ligacdo ao DNA (Brennan & Matthews, 1989 e Jones et al., 1999).

A presenca do motivo GAFTGA, que provavelmente é necessario para
interacdo com o fator c>* da RNA-polimerase, sugere que a proteina reguladora
€ capaz de ativar a transcricdo. A auséncia desse motivo, por outro lado, indica
que essa proteina provavelmente seja incapaz de ativar a transcrigdo e pode
atuar como um repressor de transcricao.

Para este trabalho foram selecionadas as proteinas que possuiam o
motivo GAFTGA sem alteragdes de aminoacidos e cuja sequéncia de ligagao
ao DNA em H. seropedicae ainda nado foi caracterizada. As proteinas
codificadas pelas ORFs 208.0173, 216.0019 e 287.0556 foram entao
escolhidas para purificagdo do dominio HTH e identificacdo do seu sitio de

ligagdo ao DNA.

4.3 Amplificacdo dos Fragmentos de DNA que Codificam para o Dominio
HTH das Proteinas 208.0173, 216.0019 e 287.0556.

Os pares de oligonucleotideos iniciadores (208N e 208C, 216N e 216C
e 287N e 287C) foram planejados para amplificar fragmentos de DNA contendo
somente a regido que codifica para o dominio HTH das respectivas proteinas.
Nos oligonucleotideos 5 foi incluida uma mutacao para introduzir um sitio de
restricdo para a enzima Ndel e no oligonucleotideos 3’ foi introduzido sitio para
a enzima Hindlll (Material e Métodos). A temperatura de anelamento calculada,

o provavel peptideo gerado pela expressao do fragmento de DNA amplificado
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por cada par de iniciadores e seus respectivos pontos isoelétricos e massa

molecular tedricos estao listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Fragmentos de DNA obtidos por PCR e dos peptideos

expressos.
ORF oligonucleotideos | Tm | Fragmento Peptideo Massa Ponto
iniciadores (°C) de DNA gerado apdés | Molecular | Isoelétrico
obtido (pb) | clonagem em (Da)
pET28a (aa)

208.0173 208N 60 246 94 8392,41 11,23
208C 56

216.0019 216N 56 249 91 10547,86 10,09
216C 56

287.0556 287N 54 301 105 12010,45
287C 52

A analise dos dominios estruturais de cada proteina foi importante para
determinar as provaveis regides codificadoras de cada um deles. Os
oligonucleotideos correspondente a por¢gédo 5 hibridizam com a regido entre os
dominios AAA e HTH e os da regido 3" apds o codon de término do dominio
HTH. Essa disposi¢ao dos iniciadores permitiu a amplificagcado de fragmentos de
DNA pequenos que ao serem traduzidos produziriam um peptideo com
conformagdo do dominio nativa do dominio HTH. Modelos estruturais dos
peptideos tedricos (incluindo os residuos de aminoacidos da cauda de
histidinas) foram obtidos utilizando os programas 3D-JIGSAW (Bates &
Sternberg, 1999), CPH-models 2.0 (Lund, 2002) e ESyPred3D (Lambert, De
Bolle & Depiereux, 2002) e, em todos os casos, foi prevista a formagao do
motivo volta-hélice-volta e nao foi detectada evidéncia de que os residuos de
aminoacidos do dominio central ou da cauda de histidinas poderia causar

impedir estericamente a ligagédo ao DNA.
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As regides correspondentes a cada um dos dominios, bem como a
regidao que foi amplificada pelos pares de oligonucleotideos iniciadores esta

mostrada na Figura 6.

Figura 6 — SeqUéncia de Nucleotideos e Aminoécidos das ORFs 208.0173,
216.0019 e 287.0556.

ORF 208.0173
M QY QANZRGPSAGATLTLTGTSZPTLV
81 AGAGGTCCCAAGGAGACAAGGATGCAATACCAGGCAAACCGGCCCAGCGCCGGTGCATTGCTGGGCACCTCGCCGCTTGT | 160
81 TCTCCAGGGTTCCTCTGTTCCTACGTTATGGTCCGTTTGGCCGGGTCGCGGCCACGTAACGACCCGTGGAGCGGCGAACA | 160
Q ASTDGVTPODTLG QA ATITETRSHGZ QRTSSSYGT1IM
161 GCAGGCCAGCACCGATGGCGTGCCGGATCTGCAGGCCATCGAGCGCTCTCACCAGCGCAGCTCGTCCTACGGCATCATGC | 240
161 CGTCCGGTCGTGGCTACCGCACGGCCTAGACGTCCGGTAGCTCGCGAGAGTGGTCGCGTCGAGCAGGATGCCGTAGTACG | 240
R G QR PDLUDSTLSRADTLAOQTTLTEA ANOGQTTLSG
241 GCGGCCAGCGGCCCGACCTCGACTCGCTCTCGCGCGCCGACCTGGCGCAGACCCTCGAAGCCAACCAGACCCTCTCCGGE | 320
241 CGCCGGTCGCCGGGCTGGAGCTGAGCGAGAGCGCGCGGCTGGACCGCGTCTGGGAGCTTCGGTTGGTC TGGGAGAGGCCG | 320
H ARGPVMETTLTYUDGQTIRNTHTSMVTITLTSTDATEG
321 CACGCCCGCCCGGTCATGGAAACCCTCTACGACCAGATCCGCAATACCCACAGCATGGTGATCCTGTCGGATGCAGAAGG | 400
321 GTGCGGGCGGGCCAGTACCTTTGGGAGATGCTGGTCTAGGCGTTATGGGTGTCGTACCACTAGGACAGCCTACGTCTTCC | 400
T I L HTLGTDGSDTFTLAZKADTRVYVALTGTPGTGT RMW
401 CACCATCCTGCATACCCTCGGCGACAGCGATTTCCTGGCCAAGGCCGATCGCGTCGCCCTTGGGCCGGGAGGGCGCTGGT | 480
401 GTGGTAGGACGTATGGGAGCCGCTGTCGCTAAAGGACCGGTTCCGGCTAGCGCAGCGGGAACCCGGCCCTCCCGCGACCA | 480
S EQLTRGTNATIGTALTFTETGQQZKZPTTUVHALQ QOQH
481 CCGAGCAACTGCGCGGCACCAACGCCATCGGCACAGCGCTGTTCGAGCAGAAGCCCACTACCGTACACGCCCAGCAGCAT | 560
481 GGCTCGTTGACGCGCCGTGGTTGCGGTAGCCGTGTCGCGACAAGCTCGTCTTCGGGTGATGGCATGTGCGGGTCGTCGTA | 560
Y LD ANT RTFTLTTCSAAPTITFDU HTRTG2 QUVTLTGVTLD
561 TACCTGGACGCCAATCGCTTCCTGACCTGCTCGGCCGCCCCCATCTTCGACCATCGCGGCCAGGTGCTGGGGGTGCTGGA | 640
561 ATGGACCTGCGGT TAGCGAAGGACTGGACGAGCCGGCGGGGG TAGAAGCTGGTAGCGCCGGTCCACGACCCCCACGACCT | 640
VS GET CGSTFHTEKTHTMALVYVTRMSAGQMTITENH
641 TGTCTCGGGTGAATGCGGCAGTTTCCACAAGCACACCATGGCGCTGGTGCGCATGTCGGCGCAGATGATCGAGAATCACC | 720
641 ACAGAGCCCACTTACGCCGTCAAAGGTGTTCGTGTGGTACCGCGACCACGCGTACAGCCGCGTCTACTAGCTCTTAGTGG | 720

L L AGSFPDT CI TLHZFHSRAEUZFVGTLVE G
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721 TGCTGGCCGGCAGCTTTCCTGATTGCATCACCCTGCATTTCCACAGCCGCGCCGAATTCGTCGGCACGCTGGTCGAAGGC | 800
721 ACGACCGGCCGTCGAAAGGACTAACGTAGTGGGACGTAAAGGTGTCGGCGCGGCTTAAGCAGCCGTGCGACCAGCTTCCG | 800
Il vs F T PGGRZFULAANRSAQFOQULGLTLAA
801 ATCGTCAGCTTCACGCCGGGCGGTCGCTTCCTGGCGGCCAATCGCAGCGCGCAGTTCCAGCTGGGCCTGACCCTGGCGGC | 880
801 TAGCAGTCGAAGTGCGGCCCGCCAGCGAAGGACCGCCGGTTAGCGTCGCGCGTCAAGGTCGACCCGGACTGGGACCGCCG | 880
L Q S HTFASLUZFGVZPLSLLUFEHUHRIKAAP
881 GTTGCAATCGCATACCTTCGCTTCACTGTTCGGGGTGCCGCTGTCGCTGCTGTTCGAGCATCATCGCAAGGCCGCCCCGG | 960
881 CAACGTTAGCGTATGGAAGCGAAGTGACAAGCCCCACGGCGACAGCGACGACAAGCTCGTAGTAGCGTTCCGGCGGGGCL | 960
G LLELT CLMHNGIRIIHG GRAETLRTILRDIGQMHFQ
961 GCCTGCTGGAGCTGTGCCTGCACAATGGCATCCGCATCCATGGCCGCGCCGAATTGCGCCTGCGCGACCAGCATTTCCAG | 1040
961 CGGACGACCTCGACACGGACGTGTTACCGTAGGCGTAGGTACCGGCGCGGCTTAACGCGGACGCGCTGGTCGTAAAGGTC | 1040
AAAREAV I DAPGLL®PPAPNTTT®PZPP S PP
1041 GCCGCGCGCGAGGCCGTCATCGATGCGCCCGGCCTGCTCCCGCCTGCGCCCAATACCACCACCCCGCCGCCGTCGCCGEC | 1120
1041 CGGCGCGCGCTCCGGCAGTAGCTACGCGGGCCGGACGAGGGCGGACGCGGGTTATGGTGGTGGGGCGGCGGCAGCGGCGG | 1120
Q Q R AARHQQRWRWPDULOQALTDTG GDVRMSATI'I
1121 CCAACAGCGCGCGCGCCACCAACGGCGACCGGACCTGCAGGCGCTCGATACCGGGGACGTACGCATGAGCGCCATCATTG 1200
1121 GGTTGTCGCGCGCGCGGTGGTTGCCGCTGGCCTGGACGTCCGCGAGCTATGGCCCCTGCATGCGTACTCGCGGTAGTAAC 1200
AAK L RRV I DRD I P I L I T GETSGTS GKE WL A
1201 CCAAGCTGCGCCGGGTGATCGACCGCGACATCCCCATCCTCATCACCGGCGAGACCGGCACCGGCAAGGAATGGCTGGCG 1280
1201 GGTTCGACGCGGCCCACTAGCTGGCGCTGTAGGGGTAGGAGTAGTGGCCGCTCTGGCCGTGGCCGTTCCTTACCGACCGC 1280
Q A1l HGDSA AR FGARI QNRAGAAPTFVAVNSTEC
1281 CAAGCCATCCATGGCGACAGTGCACGCTTTGGCGCCCGCCAGAACCGCGCAGGCGCGGCCCCCTTCGTCGCAGTGAACTG 1360
1281 GTTCGGTAGGTACCGCTGTCACGTGCGAAACCGCGGGCGGTCTTGGCGCGTCCGCGCCGGGGGAAGCAGCGTCACTTGAC 1360
S A1l PENLII EAELUZFGYEDGAFTSGARTR RK
1361 CTCGGCCATCCCGGAAAACCTGATCGAAGCCGAACTGTTCGGCTATGAAGACGGCGCTTTCACTGGCGCACGGCGCAAGG 1440
1361 GAGCCGGTAGGGCCTTTTGGACTAGCTTCGGCTTGACAAGCCGATACTTCTGCCGCGAAAGTGACCGCGTGCCGCGTTCC 1440
G A LGKI AQAHGGTULUFULUDZETL GDMPTLATLRQ
1441 GTGCGCTGGGCAAGATCGCCCAGGCGCACGGCGGCACCCTGTTCCTGGATGAGATCGGCGACATGCCCCTGGCCCTGCAA 1520
1441 CACGCGACCCGTTCTAGCGGGTCCGCGTGCCGCCGTGGGACAAGGACCTACTCTAGCCGCTGTACGGGGACCGGGACGTT 1520
G RLLRVLQERAVYT®PLGS QWRV I PVDVFAIWL
1521 GGCCGGCTGCTGCGCGTGCTGCAGGAACGCGCCGTGACGCCGCTGGGCAGCCAGCGCGTCATCCCGGTGGATTTCGCACT 1600
1521 CCGGCCGACGACGCGCACGACGTCCTTGCGCGGCACTGCGGCGACCCGTCGGTCGCGCAGTAGGGCCACCTAAAGCGTGA 1600

v C A TNOQWPULWREMAARHAFREDULY YR 1N
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1601 GGTCTGCGCGACCAATCAGCCGCTGCGCGAGATGGCCGCGCGCCATGCCTTCCGCGAAGATCTGTACTACCGCATCAATG 1680
1601 CCAGACGCGCTGGTTAGTCGGCGACGCGCTCTACCGGCGCGCGGTACGGAAGGCGCTTCTAGACATGATGGCGTAGTTAC 1680
G L QVKLPALRDWIRSTDULW®POQLTIT ERTI1TLEDEG
1681 GCTTGCAGGTGAAGCTGCCGGCGCTACGGGACCGCAGCGACCTCCCCCAGCTGATCGAACGCATCCTGGAAGACGAAGGC 1760
1681 CGAACGTCCACTTCGACGGCCGCGATGCCCTGGCGTCGCTGGAGGGGGTCCGACTAGCTTGCGTAGGACCTTCTGCTTCCG 1760
G PHAPRFDAQAOQALULLASUHWPGNILROQTL
1761 GGCCCCCACGCGCCGCGCTTCGACGCGCAAGCACAGGCGCTGCTGCTGGCCAGCCACTGGCCCGGCAACCTGCGCCAGCT 1840
1761 CCGGGGGTGCGCGGCGCGAAGCTGCGCGTTCGTGTCCGCGACGACGACCGGTCGGTGACCGGGCCGTTGGACGCGGTCGA 1840
AANLVRTSLAMAETGTETEAI GPHHUL P DD F
1841 GGCCAACCTGGTCCGCACGTCGCTGGCCATGGCCGAAGGCGAAGAGGCCATCGGTCCGCATCACCTGCCCGATGATTTCC 1920
1841 CCGGTTGGACCAGGCGTGCAGCGACCGGTACCGGCTTCCGCTTCTCCGGTAGCCAGGCGTAGTGGACGGGCTACTAAAGG 1920
L EEAGAPGALUHDSGMMHTM®HAVYVIR S DT CTL S I
1921 TGGAAGAGGCAGGCGCACCCGGTGCGCTACACGACGGCATGCACACCATGCACGCCGTGCGCAGCGATTGCCTGTCCATC 2000
1921 ACCTTCTCCGTCCGCGTGGGCCACGCGATGTGCTGCCGTACGTGTGGTACGTGCGGCACGCGTCGCTAACGGACAGGTAG 2000
208N —
2001 2080
2001 2080
G H *
2081 GGGCACTGAGCGGGGCCAGGGCGTCATACTCCTCATCGGT 2160
2081 CCCGTGACTCGCCCCGGTCCCGCAGTATGAGGAGTAGCCA 2160
2161 AAACAGCCGCGAGCGCGTCAGGAAGCGCTTGCCGCTGCCGTTCTCCAACGAGAACATGCCGCCATTGCCATTGACCACGT 2240
2161 TTTGTCGGCGCTCGCGCAGTCCTTCGCGAACGGCGACGGCAAGAGGTTGCTCTTGTACGGCGGTAACGGTAACTGGTGCA 2240
« 208C
ORF 216.0019
M ELESPMGIKTAPL MLV DODWD®PDILLR L LT
ATGGAACTGGAGTCCCCGATGGGAAAGACTGCCCCCCTGATGCTGGTCGATGATGATCCCGACCTGCTTCGCCTGTTGAC 80
TACCTTGACCTCAGGGGCTACCCTTTCTGACGGGGGGACTACGACCAGCTACTACTAGGGCTGGACGAAGCGGACAACTG 80
L RLNASGYIRILAVESAEAALAQLAI1 S
81 GCTGCGCCTCAATGCCAGCGGCTACCGCATCCTGGCCGTGGAGAGCGCCGAGGCCGCGCTGGCGCAGCTGGCCATCTCGC 160
81 CGACGCGGAGTTACGGTCGCCGATGGCGTAGGACCGGCACCTCTCGCGGCTCCGGCGCGACCGCGTCGACCGGTAGAGCG 160
L PALV I TDVRLUPSGMDSGLALUFAETINIRS SR RY
161 TGCCGGCGCTGGTGATCACCGATGTGCGCTTGCCCGGCATGGATGGGCTGGCCCTGTTCGCCGAGATCCGCAGCCGCTAT 240
161 ACGGCCGCGACCACTAGTGGCTACACGCGAACGGGCCGTACCTACCCGACCGGGACAAGCGGCTCTAGGCGTCGGCGATA 240
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P A LPV I LLTAHSGTII PDAVDATTW QG GATFA
241 CCGGCCTTGCCGGTGATCCTTCTTACCGCGCATGGCACCATCCCTGATGCAGTGGACGCCACCACCCAGGGCGCCTTCGC 320
241 GGCCGGAACGGCCACTAGGAAGAATGGCGCGTACCGTGGTAGGGACTACGTCACCTGCGGTGGTGGGTCCCGCGGAAGCG 320
Yy L T K P FDGHWV L LDIHKWVAQALSLAAPATFP
321 CTATCTGACCAAGCCCTTCGACGGCCATGTGCTGCTCGACAAGGTCGCCCAGGCCCTGAGCCTGGCGGLCGCCGGLGLLGL 400
321 GATAGACTGGTTCGGGAAGCTGCCGGTACACGACGAGCTGTTCCAGCGGGTCCGGGACTCGGACCGCCGCGGCCGLCGGLGE 400
L S PDQ SWRADI L SRSOQRVAETULILAEARTL
401 TGTCGCCGGACCAGTCGTGGCGGGCCGACATCCTCAGCCGCAGCCAGCGGGTGGCCGAGCTGCTGGCCGAGGCCCGGLTG 480
401 ACAGCGGCCTGGTCAGCACCGCCCGGCTGTAGGAGTCGGCGTCGGTCGCCCACCGGCTCGACGACCGGCTCCGGGCCGAC 480
vV AASDASI1T LI RGIDSGTS G K ELULARAILIHR
481 GTGGCGGCCTCCGACGCGAGCATCCTGATCCGGGGCGATAGCGGCACCGGCAAGGAGCTGCTGGCGCGCGCCATCCATCG 560
481 CACCGCCGGAGGCTGCGCTCGTAGGACTAGGCCCCGCTATCGCCGTGGCCGTTCCTCGACGACCGCGCGCGGTAGGTAGC 560
AS ARAEQPFI1 AV NTCSGAI PEOQUL L E S EL
561 CGCCAGTGCACGCGCCGAGCAGCCTTTCATCGCCGTCAATTGCGGCGCCATCCCCGAGCAGTTGCTGGAGTCCGAGCTGT 640
561 GCGGTCACGTGCGCGGCTCGTCGGAAAGTAGCGGCAGTTAACGCCGCGGTAGGGGCTCGTCAACGACCTCAGGCTCGACA 640
F GHV KGAZFTGAVEHRES GLUFOQAAHGSGTL
641 TCGGCCACGTCAAGGGCGCATTCACGGGCGCGGTCGAGCATCGCGAAGGGCTGTTCCAGGCCGCCCATGGCGGTACCTTG 720
641 AGCCGGTGCAGTTCCCGCGTAAGTGCCCGCGCCAGCTCGTAGCGCTTCCCGACAAGGTCCGGCGGGTACCGCCATGGAAC 720
F LDEIGDWM®PLW®PLQVKLULRVLQEIKTVRNQQ
721 TTCCTCGATGAGATCGGCGACATGCCCCTGCCCCTGCAGGTCAAGCTCTTGCGGGTGTTGCAGGAAAAAACGGTGCGCCA 800
721 AAGGAGCTACTCTAGCCGCTGTACGGGGACGGGGACGTCCAGTTCGAGAACGCCCACAACGTCCTTTTTTGCCACGCGGT 800
vV G ANQAGEV DV RI1T1 SATMHIRUDULEAAWMTR
801 GGTCGGCGCCAACCAGGCTGGCGAGGTCGATGTGCGCATCATCTCAGCCACCCATCGCGACCTCGAAGCGGCCATGCGCG 880
801 CCAGCCGCGGTTGGTCCGACCGCTCCAGCTACACGCGTAGTAGAGTCGGTGGGTAGCGCTGGAGCTTCGCCGGTACGCGC 880
EGQFREDLY Y RLNWVV TLMHLUPALETERRE
881 AAGGACAGTTCCGCGAGGATCTGTATTACCGCCTCAATGTGGTGACGCTGCACCTGCCGGCGCTGGAAGAGCGGCGGGAG 960
881 TTCCTGTCAAGGCGCTCCTAGACATAATGGCGGAGTTACACCACTGCGACGTGGACGGCCGCGACCTTCTCGCCGCCCTC 960
bl A LLANHFLWIKTIAAKYU®PIKURLTG GFAUPD
961 GATATCGCGCTGCTGGCCAATCACTTCCTCAAGACCATTGCGGCCAAGTATCCCAAGCGCCTCACCGGGTTTGCCCCCGA 1040
961 CTATAGCGCGACGACCGGTTAGTGAAGGAGTTCTGGTAACGCCGGTTCATAGGGTTCGCGGAGTGGCCCAAACGGGGGCT 1040
AL EI1T L SLAHWPGNVRIQLYNWVVE- QVCA
1041 CGCGCTGGAGATATTGAGCCTGGCGCACTGGCCGGGCAATGTGCGCCAGCTCTATAACGTGGTGGAGCAGGTCTGCGCCT 1120
1041 GCGCGACCTCTATAACTCGGACCGCGTGACCGGCCCGTTACACGCGGTCGAGATATTGCACCACCTCGTCCAGACGCGGA 1120
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L S TAPLIPASLVQRALRTW®PTULUDIULULIRYA
1121 TGTCCACCGCACCCTTGATCCCGGCGTCACTGGTGCAGCGCGCCCTGCGCACGCCGACCCTCGATCTGCTGCGTTATGCC 1200
1121 ACAGGTGGCGTGGGAACTAGGGCCGCAGTGACCACGTCGCGCGGGACGCGTGCGGCTGGGAGCTAGACGACGCAATACGG 1200
216N -
E A K
1201 GAGGCCAAG 1280
1201 CTCCGGTTC 1280
G L DPRIRUFR G G
1281 GGACTGGATCCCCGGCGTTTCCGCGGTGGGEG 1360
1281 CCTGACCTAGGGGCCGCAAAGGCGCCACCCC 1360
E E AV V A GRQEER L *
1361 AAGAGGCTGTCGTCGCGGGGCGACAGGAGGAAAGGCTTTGAAATCAGGGACTTAATCTCTTCAACGGAGGAAATTTGTCC 1440
1361 TTCTCCGACAGCAGCGCCCCGCTGTCCTCCTTTCCGAAACTTTAGTCCCTGAATTAGAGAAGTTGCCTCCTTTAAACAGG 1440
<« 216C
1441 TCCCTCGGCGACAGAAAAGCGGGTTGGGGTGGGGCATTGCAGAGCCCCATTTCCTTGG 1498
1441 AGGGAGCCGCTGTCTTTTCGCCCAACCCCACCCCGTAACGTCTCGGGGTAAAGGAACC 1498
ORF 287.0556
M HASHIRSAMHTULYALWPSSUPEG GHT G DTULAARA
1 ATGCACGCCAGCCATCGCTCTGCCCATCTGTATGCGCTGCCCTCCTCGCCGGAGGGTCACGGCGATCTTGCAGCGCGCGC 80
1 TACGTGCGGTCGGTAGCGAGACGGGTAGACATACGCGACGGGAGGAGCGGCCTCCCAGTGCCGCTAGAACGTCGCGCGCG 80
S PP LLTULPHARIKULGTSI1TRATA AU QVF HD
81 GTCGCCACCGCTGCTGACCTTGCCCCATGCGCGCAAGCTGGGCACGTCCATCCGCGCCACTGCGCAGGTATTCCATGATC 160
81 CAGCGGTGGCGACGACTGGAACGGGGTACGCGCGTTCGACCCGTGCAGGTAGGCGCGGTGACGCGTCCATAAGGTACTAG 160
PV SLALULIERVYVQRVAPSIDANWVV I I G A TG
161 CGGTTTCGCTGGCCTTGCTGGAACGCGTGCAGCGCGTGGCTCCCAGCGACGCCAACGTGGTCATCATCGGCGCTACCGGE 240
161 GCCAAAGCGACCGGAACGACCTTGCGCACGTCGCGCACCGAGGGTCGCTGCGGTTGCACCAGTAGTAGCCGCGATGGLCG 240
T 6 K EL I ARHVHELS QWRIRDAPIFVAVNTCG
241 ACCGGCAAGGAATTGATTGCGCGCCACGTGCACGAGCTGAGCCAGCGGCGGGATGCGCCTTTCGTGGCGGTGAACTGCGG 320
241 TGGCCGTTCCTTAACTAACGCGCGGTGCACGTGCTCGACTCGGTCGCCGCCCTACGCGGAAAGCACCGCCACTTGACGCC 320
AAF S ESLAESELUFGHEI K GATFTGAI THK
321 CGCGTTTTCGGAGAGCCTGGCCGAGAGTGAGTTGTTCGGCCATGAGAAAGGCGCATTCACCGGCGCCATCACCCACAAGC 400
321 GCGCAAAAGCCTCTCGGACCGGCTCTCACTCAACAAGCCGGTACTCTTTCCGCGTAAGTGGCCGCGGTAGTGGGTGTTCG 400
P GWFEAANGSGTULUFULUIDUETILGDULWPLATI Q VK
401 CGGGCTGGTTCGAGGCTGCCAATGGCGGCACCCTGTTCCTCGATGAAATCGGCGACCTGCCGCTGGCCATCCAGGTCAAG 480
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401 GCCCGACCAAGCTCCGACGGTTACCGCCGTGGGACAAGGAGCTACTTTAGCCGCTGGACGGCGACCGGTAGGTCCAGTTC 480
L LRVLQERIEVVRLGSRWRSITPI DV RI1II1A

481 CTGTTGCGGGTGCTGCAGGAACGCGAAGTGGTGCGGCTGGGCTCACGGCGCAGCATCCCCATCGATGTGCGCATCATTGC 560

481 GACAACGCCCACGACGTCCTTGCGCTTCACCACGCCGACCCGAGTGCCGCGTCGTAGGGGTAGCTACACGCGTAGTAACG 560

AT NV RLQDAVAAGHU FRIQDULYYRULQVYV

561 GGCCACCAACGTGCGCCTGCAGGATGCGGTGGCGGCCGGGCATTTCCGCCAGGACCTGTACTATCGGCTGCAGGTGGTGC 640

561 CCGGTGGTTGCACGCGGACGTCCTACGCCACCGCCGGCCCGTAAAGGCGGTCCTGGACATGATAGCCGACGTCCACCACG 640
Q LAI PRLRERPLUDILWPLAYHUZFILMHTEYRDQ

641 AGCTGGCCATTCCACGCTTGCGTGAGCGGCCTCTGGACATCCTGCCGCTGGCCTATCACTTCCTGCATGAATATCGCCAG 720

641 TCGACCGGTAAGGTGCGAACGCACTCGCCGGAGACCTGTAGGACGGCGACCGGATAGTGAAGGACGTACTTATAGCGGTC 720
R L GY GAAR1I1 DS GEGERIKILRQHDWPGNTTR

721 CGCCTGGGCTATGGCGCGGCCCGCATCCATGGCGAGGGCGAACGCAAGCTGCGCCAGCATGACTGGCCGGGCAATATCCG 800

721 GCGGACCCGATACCGCGCCGGGCGTAGCTACCGCTCCCGCTTGCGTTCGACGCGGTCGTACTGACCGGCCCGTTATAGGC 800

E LENAIHHALULI COQDDT CLURAEMHT FMHL S
801 CGAACTGGAAAACGCCATCCACCATGCGCTGCTGATCTGCCAGGATGACTGCCTGCGCGCCGAACACTTCCATCTCTCGC 880
801 GCTTGACCTTTTGCGGTAGGTGGTACGCGACGACTAGACGGTCCTACTGACGGACGCGCGGCTTGTGAAGGTAGAGAGCG 880
287N —>

HV ERRULDYAVAAADERGNUDWPILMHALEQA

881 ATGTGGAGCGGCGGCTGGACTACGCAGTTGCCGCCGCCGACGAGCGCGGCAATGATCCCCTGCACGCCCTGGAACAAGCC 960

881 TACACCTCGCCGCCGACCTGATGCGTCAACGGCGGCGGCTGCTCGCGCCGTTACTAGGGGACGTGCGGGACCTTGTTCGG 960
L Q GLFNQSQEG L

961 TTGCAAGGTCTGTTCAACCAGTCGCAGGAGGGCCTG 1040

961 AACGTTCCAGACAAGTTGGTCAGCGTCCTCCCGGAC 1040

1041 1120

1041 1120
G Q 1 S A L K *

1121 GTCAGATCTCGGCGCTGAAATAGGCCGCATTGCAAGATGACAAGTTTTCCTGACGTTTTTTCACAAAAAACTTACAATCA 1200

1121 CAGTCTAGAGCCGCGACTTTATCCGGCGTAACGTTCTACTGTTCAAAAGGACTGCAAAAAAGTGTTTTTTGAATGTTAGT 1200

« 287C

Legenda; Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos das ORFs 208.0173, 216.0019 e
287.0556. O dominio GAF esta destacado em azul escuro, o dominio REC em azul claro, AAA
em rosa e HTH em amarelo. O motivo GAFTGA de cada proteina esta realgado em amarelo.

As regides de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores planejados para amplificar o
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dominio HTH de cada uma das ORFs estdo destacados em roxo, as setas indicam o sentido de

cada iniciador.

O fragmento de DNA correspondente ao dominio HTH da proteina
208.0173 foi amplificado a partir de DNA gendémico de H. seropedicae como
molde e utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores 208N e 208C. A
temperatura de anelamento utilizada foi de 45,4°C por 5 ciclos e 52°C por 35
ciclos. Inicialmente foi utilizada uma temperatura de anelamento menor para
facilitar a amplificacdo, considerando que o oligonucleotideos iniciadores
possuem mudancas de nucleotideos em relagdo ao molde nativo; apos 5 ciclos
de amplificacdo ja existe quantidade suficiente de DNA sintetizado de novo
para servir como molde para os proximos ciclos; permitindo assim o aumento
da temperatura de anelamento. O fragmento de DNA obtido possui
aproximadamente 250 pares de base.

O mesmo procedimento foi adotado para a amplificagdo da regido que
codifica para o dominio HTH da proteina 216.0019 e 287.0556. As
temperaturas de anelamento utilizadas foram 45,4°C e 52°C para a 216.0019 e
47,4°C e 54,2°C para a 287.0556. Os fragmentos obtidos possuem
aproximadamente 250 pares de base para 216.0019 e 300 pares de base para
287.0556. A Figura 7 mostra o eletroforetograma dos produtos de amplificagédo

obtidos.
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Figura 7 - Eletroforese dos Produtos de Amplificacdo de DNA Gendmico
de H. seropedicae com os Oligonucleotideos Iniciadores 208N e 208C,
216N e 216C e 287N e 287C.

1 2 3 _ ; 2
e 2500pb —» =
R 2000pb —» -
2500pb —p»
5000pb —»  — 1500pb —
1000pb —p e r5opb s
500pb _,
500pb _,

A. linha 1, marcador de massa molecular, linha 2, produto de amplificagdo dos iniciadores 208N
e 208C, linha 3, produto de amplificagdo dos iniciadores 216N e 216C.

B. linha 1, marcador de massa molecular, linha 2, produto de amplificacdo dos iniciadores 287N
e 287C. As flechas rosas indicam a banda do marcador de massa molecular equivalente a
500pb.

44 Clonagem dos Fragmentos de DNA que Codificam para o Dominio HTH
das Proteinas 208.0173, 216.0019 e 287.0556 em Vetor de Expresséo.

Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram amplificados com a
enzima Taq DNA polimerase. Essa enzima possui a caracteristica de adicionar
uma adenina na ponta 3° do fragmento de DNA amplificado. Esta
particularidade foi utilizada para a clonagem dos fragmentos no vetor pGEM-T,
que possui timinas ndo pareadas nas pontas 5. Essa primeira clonagem
originou os plasmidios pALI 208, pALI 216 e pALI 287. Os insertos destes



49

plasmidios foram completamente sequenciados para confirmagao da sequiéncia
de nucleotideos dos fragmentos clonados. A sequéncia obtida foi 100%
idéntica a do banco de dados GENOPAR.

Os plasmidios pALIl 208, pALI 216 e pALI 287 foram clivados com as
enzimas de restricdio Ndel e Hindlll para liberagdo do fragmento
correspondente ao dominio HTH das proteinas 208.0173, 216.0019 e
287.0556, respectivamente. Estes fragmentos foram subclonados no vetor de
expressao pET28a também tratado com as enzimas Ndel e Hindlll. Os
plasmidios pALIP 208, pALIP 216 e pALIP 287 obtidos foram sequienciados. O
resultado obtido mostrou que todos plasmidios possuiam sequéncia idéntica a
do banco de dados e que os produtos de tradugado tedricos possuiam uma
cauda N-terminal de histidinas.

O esquema da estratégia das clonagens esta mostrado na Figura 8.

Figura 8 - Estratégia para Producdo de Plasmidios para Expressao dos

Dominios HTH com Cauda de Histidina N-terminal.
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45 Expressao e Purificagdo dos Dominios 208.0173-His, 216.0019-His e
287.0556-His.

O dominio HTH-His das proteinas 208.0173, 216.0019 e 287.0556 foram
super-expressos em E. coli BL21A (DE3) contendo os plasmidios pALIP 208,
PALIP 216 e pALIP 287 apds indugao com 0,1'mmol/L de IPTG por 4 horas a
37° C (Material e Métodos). As células foram coletadas por centrifugagéo e
ressuspensas em tampao de sonicagao (50mmol/l Tris-HCI pH 7,0; 500mmol/L
NaCl e 10% de glicerol). A suspensao de células foi sonicada e posteriormente
centrifugada como descrito em Materiais e Métodos. A eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE) revelou que os dominios HTH-His super-expressos
estavam predominantemente na fragdo soluvel dos extratos (Figura 9).

Considerando que todas as proteinas se apresentaram na fragao soluvel
foi entdo realizada a purificacdo das trés proteinas, em apenas uma etapa
cromatografica utilizando uma coluna His-Trap (GE Health, 1mL) como descrito
em Materiais e Métodos. Todas as proteinas comecgaram a ser eluidas com 300
mmol/L de imidazol (dados ndo mostrados). O eletroforetograma das proteinas
purificadas esta mostrado na figura 10. A pureza das proteinas foi determinada
por densitometria dos eletroforetogramas corados com Coomassie Blue e
digitalizados com uma cémera CCD. Os valores obtidos foram de 91% para o
dominio HTH-His da proteina 208.0173, 90% para o dominio HTH-His da
proteina 216.0019 e 90% para o dominio HTH-His da proteina 287.0556.



51

Figura 9 — Eletroforese Desnaturante das Fragdes Soluvel e Insoluvel de
Extratos de E. coli BL21A (DE3) Expressando os Dominios HTH-His das
Proteinas 208.0173, 216.0019 e 287.0556 .

208.0173 216.0019 287.0556

ndo induzido 0,1mM IPTG ndo induzidoO,ImM IPTG ndo induzido O,1mM IPTG
I

S

MW 5 T

106KDa —»
66KDa —»

45KDa —p
35KDa =—p

25KDa —p

- - |
18KD + 1B & sy § E -
e E B

14KDa —p

Legenda: Extratos de E. coli estirpe BL21A(DE3), “MW?”, indica o marcador de massa

molecular, as linhas indicadas por “S”, representam a fragdo soluvel dos extratos e por “I” as
fracdes insoluveis, “ndo induzido” representam os extratos sem adicdo de IPTG e “0,1mM
IPTG” representa os extratos induzidos com 0,1mmol/L de IPTG de acordo com o descrito em
Materiais e Métodos. O numero 208.0173 indica os extratos celulares de E. coli contendo o
plasmidio pALIP 287, 216.0019, contendo o plasmidio pALIP 216 e 287.0556, contendo o
plasmidio pALIP 287. As elipses rosas indicam as bandas correspondentes as proteinas de

interesse super-expressas.
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Figura 10 — Eletroforese dos Dominios HTH-His das Proteinas 208.0173,
216.0019 e 287.0556 Purificados

18KDa —p
14KDa —»

Legenda: Linha 1, Marcador de massa molecular; Linha 2, Dominio HTH-His da proteina
208.0173 (5ug); Linha 3, Dominio HTH-His da proteina 216.0019(5ug); Linha 4, Dominio HTH-
His da proteina 287.0556(5u9).

4.6 Isolamento dos Aptameros de DNA

Aptameros s&o pequenas moléculas (fragmentos de DNA ou RNA, ou
partes de proteinas) que possuem afinidade de ligagado por outras moléculas
(http://en.wikipedia.org/wiki/Aptamer). A determinacdo dos aptameros de DNA
para cada um dos dominios HTH purificados foi realizada como descrito em
Materiais e Métodos. Resumidamente, as proteinas purificadas foram
incubadas com DNA gendmico da estirpe SmR1 de H. seropedicae
parcialmente digerido com a enzima de restricdo Sau3A1. Em seguida, o
complexo de DNA-proteina-His foi posteriormente aplicado em uma coluna Ni-
NTA Spin (Qiagen).

Os complexos DNA-proteina-His devem permaneceram ligados a resina,

enquanto que o DNA néo ligado a proteina foi eluido no tampao de lavagem.
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Os complexos DNA-proteina-His foram entdo eluidos com 500mmol/L de
imidazol. Os fragmentos de DNA ligados a proteina-His correspondem aos
aptéameros do dominio HTH da respectiva proteina.

A mistura de aptameros de DNA foi entdo ligada ao vetor pUC18
digerido com BamHI. A reagao de ligacao foi eletrotransformada em E. coli
DH10B e as col6nias brancas obtidas foram analisadas como descrito em
Materiais e Métodos.

Um ensaio controle contendo todos os componentes do sistema com
excegcao das proteinas foi realizado inicialmente. Nenhuma colbénia
transformante contendo plasmidio com inserto foi recuperada; indicando que o
DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com Sau3Al ndo se liga a coluna

de NTA-Ni*? na auséncia de proteina.

4.6.1 Aptédmeros Correspondentes ao Dominio HTH da Proteina 216.0019

Dois experimentos para isolamentos dos aptameros para o dominio HTH
da proteina 216.0019 foram realizados, produzindo 144 col6nias que
provavelmente continham plasmidios com inserto. Essas colonias foram
analisadas por PCR (Figura 11) e os insertos de 11 plasmidios foram
sequenciados parcialmente, como o descrito em Materiais e Métodos.

O sequénciamento parcial de pelo menos dois clones para cada
tamanho de inserto revelou a presenga do mesmo fragmento de DNA ligado ao
vetor nos dois sentidos, indicando fortemente que os insertos foram
selecionados pela ligagdo ao dominio HTH da proteina 216.0019 e ndo foram
ligados ao vetor aleatoriamente. Os insertos obtidos possuem de 400 a 750
pares de base (tabela 4) e correspondem a quatro regides gendmicas

diferentes (figura 12).
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Figura 11 - Eletroforese dos Produtos de PCR dos Plasmidios
Recombinantes Contendo os Aptameros do Dominio HTH da Proteina
216.0019

123456 78 9101112131415161718192021222324 25
-8 dLE
, 1

1000pBap-
750pB ==»

500pB -

Legenda: Linha 1, Marcador de massa molecular; linhas 2, 3 e 4, produto de PCR das colbnias
controle (que continham o plasmidio vetor sem inserto); linhas 5 a 25, produto de PCR dos
transformantes. Os circulos indicam os produtos de amplificagdo obtidos, o rosas indicam
produtos de aproximadamente 650pb, os amarelos de aproximadamente 550pb, os azuis de

aproximadamente 450pb e os verdes de 400pb.

Tabela 4 — Aptameros do Dominio HTH da Proteina 216.0019 que Foram

Isolados
Aptamero | Tamanho(pb) Contig Valor de e da melhor
sequéncia
216 -1 450 208 e -50
216 -2 550 216 e-71
216 -3 550 216 e-123
216 -4 400 255 e -134
216 -5 650 275 0.0
216 -6 650 275 5e -92
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Figura 12 — - Aptdmeros do Dominio HTH da Proteina 216.0019 Isolados e

sua Localizacdo no Genoma de H. seropedicae
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Legenda: As diregbes das setas indicam a diregdo de transcricdo dos genes. As regides dos

aptameros estéo delimitadas pelas chaves.

O alinhamento das sequéncias dos aptdmeros nao permitiu a

determinacao de um sitio de ligagc&o para o dominio HTH da proteina 216.0019,

entretanto as regides gendmicas puderam ser localizadas. Como pode ser

observado na Figura 12, dois aptameros correspondem a regides codificadoras

de proteinas, o que torna improvavel a interacdo funcional da proteina

216.0019 com essas regides. E possivel que tenha ocorrido ligagéo

inespecifica durante a reacdo de interagdo DNA-proteina. Novamente, a

presenca da cauda de histidinas ou a falta dos dominios central e N-terminal da
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proteina 216.0019 pode ter provocado uma alteragdo conformacional do
dominio HTH permitindo a ligagado n&o-especifica ao DNA. Por outro lado, estas
provaveis interacbes nao-especificas podem ter sido favorecidas pelas
condigdes (pH, forca e composigao idnica, concentragao de DNA e proteina) da
reacao que nao coincidem com a condigao intracelular.

Quatro aptameros isolados foram correspondentes a regides
intergénicas. Dois deles (2 e 3) correspondem a regido intergénica entre a ORF
216.0019 e o gene osmY, que codifica para uma proteina periplasmatica
sensora envolvida na regulagdo osmatica (Yim & Villarejo, 1992). Em E. coli a
transcricdo de osmY € dependente do fator sigma RpoS (Yim, Brems &
Villarejo, 1994), em contraste com o que aparentemente ocorre em H.
seropedicae, onde este gene deve ser dependente do fator sigma 54. E
interessante notar que a regido de DNA isolada corresponde a regiao a jusante
do gene 216.0019.

Os aptameros 5 e 6 da proteina 216.0019 correspondem a regiédo
intergénica entre a ORF hip (275.0459) e o gene prhA. O gene prhA codifica
para uma proteina transmembrana que provavelmente liga sideroforos. Em
Ralstonia solanacearum PrhA funciona como um sensor de sinais especificos
da planta hospedeira e induz a expressao de genes hrp (codificam para o
sistema de secregdo do tipo Ill) (Marenda, 1998). Como o sentido da ORF
275.0459 é inverso ao do gene prhA é possivel que essa ORF hipotética é que
seja regulada pela proteina 216.0019 e nao prhA; ou ambos os genes.

As regides amontante aos genes osmY e prhA foram analisadas quanto
a presenca de sequéncias consenso para promotores c>*. Foi localizado um
provavel promotor na regido amontante a osmY (figura 13), o que indica que
provavelmente esse gene seja transcrito pela RNA-polimerase/c®. Ja
amontante ao gene prhA foram encontrados dois provaveis promotores do tipo

o> (figura 14), porém nao tdo conservados quanto o amontante a osmY
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Figura 13 — Provavel Regido Promotora do Gene osmY

G G E EAVV AGRQEER L *

GGTGGGGAAGAGGCTGTCGTCGCGGGGCCACAGCAGGAAAGGCTTTGAAATCAGGGACTTAATCTCTTCAACGGAGGAAA 80

CCACCCCTTCTCCGACAGCAGCGCCCCGCTGTCCTCCTTTCCCGAAACTTTAGTCCCTGAATTAGAGAAGTTGCCTCCTTT 80

81 TTTGTCCTCCCTCGGCGACAGAAAAGCGGGTTGGGGTGGGGCATTGCAGAGCCCCATTTCCTTGGCGAGATCGCCAAGTC 160

81 AAACAGGAGGGAGCCGCTGTCTTTTCGCCCAACCCCACCCCGTAACGTCTCGGGGTAAAGGAACCGCTCTAGCGGTTCAG 160

161 | ATTGAATTCATTGAGGAAAATTCCTGCTGGCATGGGCTTTGCGATAGCAGGGACAGAGGCGCCTATATAGAGCAATGTTC 240

161 | TAACTTAAGTAACTCCTTTTAAGGACGACCGTACCCGAAACGCTATCGTCCCTGTCTCCGCGGATATATCTCGTTACAAG 240
M K K

241 | TGTCCCTATATAGAGCGCTGCCACGATGACTGATCAATAAGGAGATAGACCATGAAAAAG 300

241 | ACAGGGATATATCTCGCGACGGTGCTACTGACTAGTTATTCCTCTATCTGGTACTTTTTC 300

Legenda: Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da regido intergénica de osmY e a ORF
216.0019. O final da ORF 216.0019 esta destacado em rosa, o inicio de osmY destacado em

azul e o provavel promotor o™ esta destacado em roxo.

Figura 14 — Provavel Regido Promotora do Gene prhA

L MY A D *

1 CTGATGTACGCGGATTAGGGTTTCTGTGGGTCAGGCATGGCGGCGGAATTTCATTCCTGTGGATGATGAAAAACAGAAAT | 80

1 GACTACATGCGCCTAATCCCAAAGACACCCAGTCCGTACCGCCGCCTTAAAGTAAGGACACCTACTACTTTTTGTCTTTA | 80

81 GAAAATTTAAATTCACCTGGAGTTGCATGTGAAGTTTGAAAAATAAATTCGATTGCCTCTGGATAAACTTTTATATCAAT | 160
81 CTTTTAAATTTAAGTGGACCTCAACGTACACTTCAAACTTTTTATTTAAGCTAACGGAGACCTATTTGAAAATATAGTTA | 160
161 TCGACACGCTATCAGGCGACTTTCGAGTGGCAGGGAAGTATCACCGGATGCCGTGGAAGTGATGAGGGGATGCGCAGAAA | 240
161 AGCTGTGCGATAGTCCGCTGAAAGCTCACCGTCCCTTCATAGTGGCCTACGGCACCTTCACTACTCCCCTACGCGTCTTT | 240
241 ACAGCGTGGAAGTTCGGTTTTTCGGTGACGGCAAAAGATGTGCAATGTCATGGTCATGCACTGTAACAGTGATGCCTGAT | 320
241 TGTCGCACCTTCAAGCCAAAAAGCCACTGCCGTTTTCTACACGTTACAGTACCAGTACGTGACATTGTCACTACGGACTA | 320
321 CATCGGCAAAACGCAAAAGAGAAAATCGTTTTCAGAACTCTGCGATCCGCCTGTTTCAGGCTGCTTTCAATTTGTTCAGC | 400
321 GTAGCCGTTTTGCGTTTTCTCTTTTAGCAAAAGTCTTGAGACGCTAGGCGGACAAAGTCCGACGAAAGTTAAACAAGTCG | 400

M K L I S H

401 AGAGCCAATCTAACATCATTATTAGAAATCAACATGAAACTGATATCTCAT 451
401 TCTCGGTTAGATTGTAGTAATAATCTTTAGTTGTACTTTGACTATAGAGTA 451
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Legenda: Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da regido intergénica de prhA e a ORF
275.0470. O final da ORF 245.0470 esta destacado em rosa, o inicio de prhA destacado em

azul e os provaveis promotores o estdo destacados em roxo.

A identificagcdo dos aptdmeros da proteina ativadora de transcricdo a
montante de osmY e prhA sugere uma relagdo funcional entre os produtos
destes genes. Em muitos organismos a expressao dos genes hrp é dependente
de fatores ambientais como pH, osmolaridade e disponibilidade de carbono e
nitrogénio (Arlat, 1992). Considerando que PrhA participe da expresséo dos
genes hrp do sistema de secrecao do tipo Ill de H. seropedicae, como ocorre
em R. solanacearum, & possivel especular que as proteinas OsmY e PrhA
provavelmente participam de um sistema de sensoriamento envolvido na
regulacédo da transcricdo de genes responsaveis pela regulagédo da expressao
do sistema de secrecdo do tipo Il em H. seropedicae. Entretanto ensaios de
interacdo DNA-proteina, analise de mutantes e de expressdo génica sao
necessarios para confirmar a funcionalidade dos provaveis regides regulatérias

identificadas.

4.6.2 Aptédmeros Correspondentes ao Dominio HTH da Proteina 208.0173
Dois experimentos de interagdo DNA-proteina seguidos de
cromatografia foram realizados para isolar os aptameros de DNA do dominio
HTH da proteina 208.0173 e nesses experimentos foram isolados aptameros
de 9 tamanhos diferentes (tabela 5), variando de 400 e 1500 pares de base.
Dois clones de cada um dos aptameros foram parcialmente sequenciados e as
regides do genoma de H. seropedicae que correspondem a cada aptadmero

podem ser visualizadas na figura 15.
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Tabela 5 — Aptadmeros do Dominio HTH da Proteina 208.0173 que Foram

Isolados
Aptamero | Tamanho(pb) Contig Valor de e da melhor
sequéncia

208 - 1 1250 191 e -146
208- 2 1500 210 0.0
208 - 3 600 249 0.0
208 - 4 400 254 e -108
208 -5 400 257 e-70
208 - 6 750 268 e - 149
208 -7 700 274 e-152
208 - 8 600 283 e- 101
208 -9 650 284 e - 107

Figura 15 - Aptameros do Dominio HTH da Proteina 208.0173 Isolados e

sua Localizacdo no Genoma de H. seropedicae
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Legenda: As diregbes das setas indicam a diregdo de transcricdo dos genes. As regides dos

aptameros estao delimitadas pelas chaves.

Quatro dos nove aptameros obtidos para o dominio HTH da proteina

208.0173 estao localizados em provaveis regides codificadoras do genoma de

H. seropedicae. Esse resultado néo foi esperado, pois como se trata de uma

proteina reguladora de transcricdo esperava-se que as sequéncias

correspondessem a regides intergénicas, mais especificamente préximo a
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regido promotora de um gene ou operon. E provavel que a recuperagdo destes
aptédmeros tenha sido consequéncia de ligagao inespecifica do domino HTH da
proteina 208.0173-His ao DNA, que pode ocorrer pelo dobramento incorreto do
dominio na auséncia do restante da proteina e os residuos de histidina
inseridos na por¢cdo N-terminal do dominio também podem ter afetado a
conformagdo do dominio ou ainda a alta concentracdo de DNA e proteina
utilizada no ensaio.

Dois dos aptameros estdo localizados a montante de genes que
codificam para proteinas hipotéticas conservadas, mas de funcao
desconhecida. Os experimento de EMSA com essas regides confirmariam se a
ligacdo foi inespecifica, entretanto para elucidar a funcdo da proteina
reguladora de transcricdo seria necessario identificar a fungdo de cada um
desses genes que codifica para uma proteina hipotética conservada.

Somente trés aptameros corresponderam a regides intergénicas a
montante de genes ja caracterizados. Um deles corresponde a regiédo
promotora do gene thdF que, em E. coli, codifica para uma proteina
responsavel pela oxidagao de tiofeno (Alam & Clark, 1991). O segundo esta
localizado na regido a montante ao gene xdhC, que em Rhodobacter
capsulatus codifica para uma provavel chaperona da xantina desidrogenase
(Leimkuhler & Klipp, 1999). O ultimo aptadmero da proteina 208.0173
correspondente a regido a montante ao gene fhaC, que em Bordetella pertussi
codifica para uma subunidade da proteina FHA que é uma hemaglutinina
filamentosa envolvida na interacdo com células do hospedeiro (Willems, 1994).

Esses trés genes possivelmente regulados pela proteina 208.0173 nao
parecem possuir relacdo funcional entre si. Novos experimentos para
caracterizacdo da interagdo entre os fragmentos de DNA identificados e a
proteina 208.0173 e analise de expressdo génica sao necessarios para
confirmagédo da funcionalidade destas regides e dos genes regulados e sua

funcdo no metabolismo de H. seropedicae.

4.6.3 Aptéameros Correspondentes ao Dominio HTH da Proteina 287.0556
Trés diferentes aptameros foram identificados para o dominio HTH da
proteina 287.0556 em 120 colbnias obtidas. O tamanho desses aptameros

variou de 300 a 600 pares de base. Os insertos de pelo menos dois clones
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para cada tamanho de aptdmero foi sequénciado, mas s6é foram obtidas
sequéncias com qualidade necessaria para analise para o aptamero de 500
pares de base.

O aptéamero de 500 pares de base corresponde a regido do genoma de H.
seropedicae entre os genes fixP e fixG, no contig 271 (montagem de
18/08/2004) (Figura 16).

Figura 16 - Aptameros do Dominio HTH da Proteina 287.0556 Isolados e
sua Localizacdo no Genoma de H. seropedicae
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Legenda: As diregbes das setas indicam a diregéo de transcricdo dos genes. As regides dos

aptameros estao delimitadas pelas chaves.

Os genes fix estdo envolvidos com a fixagao biolégica de nitrogénio. O
gene fixP codifica para a subunidade Ill da citocromo oxidase cbb3. FixP é uma
proteina transmembrana indispensavel para a fixacdo de nitrogénio em
Rhizobium etli (Lopes et al., 2001). Ja fixG foi descrito como gene que codifica
para uma ferredoxina transmembrana que contém um grupo 4Fe-4S e
provavelmente €& parte de uma bomba de cations que influencia a fixagcao
simbiotica de nitrogénio em Rhizobium meliloti (Kahn et al., 1989).

A identificacdo de um aptdmero da proteina 287.0556 localizado a
montante de fixG sugere que essa proteina A expressdo do gene fixG. A
proteina 287.0556 € semelhante a proteina NifA (62% de identidade com NifA
de Frankia), mas n&o possui o dominio N-terminal receptor de sinal. Os
resultados obtidos sugerem que essa proteina pode estar envolvida na
regulacéo da expressao de oxidase terminal e da fixagdo de nitrogénio em H.

seropedicae.



63

4.6.4 Comparacao entre os Diversos Métodos de Isolamento de Aptadmeros de

DNA

O método para isolamento de aptadmeros de DNA desenvolvido neste
trabalho é inédito e os resultados apresentados sugerem que é uma opgao
eficiente para a identificagdo de provaveis sequéncias regulatorias no DNA de
procariotos. Entretanto, € importante frisar que € um método de triagem, assim
como a SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment)
(Tuerk & Gold, 1990 e Ellington & Szostak, 1990), requerendo experimentos de
modificagdo de mobilidade eletroforética de DNA (electrophoretic mobility shift
assay ou EMSA) e footprinting de DNA para confirmagao da interacao DNA-
proteina e determinacado do sitio de ligagdo da proteina no fragmento de DNA.
Este novo método de isolamento de aptameros de DNA requer menos etapas e

€ mais simples do que a SELEX (Figura 17).

Figura 17 — Esquema Comparativo dos Métodos SELEX e de

Cromatografia de Afinidade para Isolamento de Aptameros de DNA
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O isolamento de aptadmeros por ambos métodos requer a proteina, ou o
seu dominio de ligagdo ao DNA, purificada. Entretanto, para SELEX a proteina
pode ser nativa, enquanto que o método descrito neste trabalho requer que a
proteina tenha capacidade de se ligar a uma matriz sélida. Uma grande
diferenca entre as duas técnicas é que na SELEX s&o utilizados
oligonucleotideos sintéticos e no método por cromatografia de afinidade é
utilizado o DNA gendmico parcialmente cortado com uma enzima de restricdo
que sera utilizado para a formagao dos complexos DNA-proteina; isso faz com
que na SELEX sejam obtidos sempre aptameros do mesmo tamanho (cerca de
100pb) enquanto no método descrito neste trabalho os aptadmeros obtidos sao
de tamanhos variados (200 — 1500pb). A variabilidade do tamanho dos
aptameros isolados dificulta o alinhamento das sequéncias para determinar o
sitio de ligagcdo da proteina. Apesar disto, em ambos métodos outros
experimentos devem ser realizados para a determinagéo inequivoca dos sitios.
A técnica SELEX foi utilizada por Freede & Brantl (2004) para identificagao de
aptameros da proteina CopR, que foram confirmados por ensaios de
modificagdo de mobilidade eletroforética de DNA, e por Ferriéres (2004) que
confirmou o sitio de ligacdo da proteina FixJ de Sinorhizobium meliloti
utilizando mutantes sitio dirigidos.

Schultzaberger & Schneider (1998) fizeram uma comparagao o método
SELEX de identificagdo de aptameros e métodos in vivo (footprinting in vivo e
mutacoes sitio especificas no DNA) e concluiram que os resultados obtidos por
SELEX n&o corroboravam os resultados obtidos in vivo. Os autores discutem
que esse resultado deve ter sido devido a condi¢des inadequadas de interacao
entre DNA-proteina in vitro (alta concentragdo de sal, pH incorreto) que néo
mimetizam fielmente a situagao in vivo e, portanto, ocasionam a produgao de
complexo DNA-proteina n&o nativo. Foi aventado também que as etapas de
amplificagdo por PCR para aumentar o numero e variabilidade dos aptédmeros
podem gerar fragmentos de DNA com sequéncias em que a proteina pode
ligar, mas que nao correspondem aos reais sitios de ligagao in vivo.

Outro método de isolamento de aptameros de DNA largamente difundido
€ a imunoprecipitagcdo de cromatina (ChIP) (Boyd et al, 1998 e Boyd &
Farnham, 1997). E um método comumente utilizado para eucariotos e muito

pouco utlizado para procariotos. Nesta metodologia a proteina de interesse nao
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precisa estar purificada, entretanto € necessario que se tenha um anticorpo
contra esta proteina. A proteina e ligada covalentemente ao DNA in vivo, o
complexo DNA-proteina é isolado por imunoprecipitacao e o DNA ligado é
finalmente isolado e sequenciado (Figura 18) ( Boyd et al, 1998 e Boyd &
Farnham, 1997).

Figura 18 — Esquema do Isolamento de Aptameros por Imunoprecipitacéo
de Cromatina - ChIP
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O método de imunoprecipitagdo gera aptdmeros de diversos tamanhos e
muitas vezes grandes, assim como a técnica de cromatografia de afinidade

descrita neste trabalho. Aptameros muito grandes dificultam a determinagao de
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sitios de ligagao, tornando necessarios experimentos complementares (EMSA,
footprinting) para determinagao da localizagao exata dos sitios de ligagdo. Além
disso, a ChlIP é uma metodologia com muitas etapas, o que pode levar a uma
menor eficiéncia. Os anticorpos devem ser bastante especificos para que nao
ocorra a precipitacao de fragmentos de DNA nao relacionados a proteina de
interesse.

Existe ainda uma metodologia que, diferente dos métodos anteriores,
nao é de triagem e possibilita a determinacao dos sitios de ligagado da proteina
mais facilmente. Neste método a proteina que liga DNA é fundida ao dominio
hidrolitico de uma enzima de restricao (Fokl). Desta forma o DNA sera cortado
nas regides em que a proteina de interesse se liga e os fragmentos obtidos
podem ser clonados e sequenciados (Ruminy et al, 2001). Entretanto a grande
dificuldade dessa técnica é ter acesso aos vetores que possibilitam a formacéao
dessa proteina quimera, bem como a metodologia utilizada para a construgao
desses vetores.

A grande vantagem do método desenvolvido aqui em relagédo a SELEX e
ChIP é a facilidade, pois os aptameros sao isolados apds a reagao de interacao
DNA-proteina com apenas um passo cromatografico e podem se clonados e
sequenciados. A SELEX requer varias reacdes de amplificagcao por PCR; que
podem levar a formacado de aptadmeros diferentes daqueles obtidos in vivo
(Schultzaberger & Schneider, 1998) e a ChIP requer anticorpos muito
especificos e eficientes para que nao ocorra a precipitagao de fragmentos de
DNA indesejados.
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5 CONCLUSOES

A anadlise das proteinas reguladoras de transcricdo de H. seropedicae
identificou 444 ORFs que provavelmente estdo envolvidas em transcrigao.
Destas, 169 sao proteinas reguladoras de transcricao e possuem algum tipo de
dominio de interagdo com DNA. Dentre estas proteinas reguladoras de
transcricdo foram identificadas 11 que possuem dominios caracteristicos de
proteinas ativadoras de transcricdo dependentes do fator sigma 54 da RNA-
polimerase. Trés dessas proteinas (208.0173, 216.0019 e 287.0556) foram
selecionadas para identificar as suas respectivas sequéncias de
reconhecimento e seus genes alvos.

Um novo método para triagem de aptadmeros de DNA foi desenvolvido
que permitiu o isolamento e identificagcdo de aptameros para as trés proteinas
purificadas.

Os aptameros obtidos para o dominio HTH da proteina 208.0173 de H.
seropedicae sugerem que esta proteina controla a expressao dos genes thdF,
fhaC e xdhC.

Os aptameros obtidos para o dominio HTH da proteina 216.0019 de H.
seropedicae sugerem que provavelmente essa proteina esteja envolvida na
regulagdo de genes osmY e o gene prhA.

Trés diferentes aptdmero foram isolados para o dominio HTH da
proteina 287.0556 de H. seropedicae, mas apenas um destes foi caracterizado.
A localizagdo deste aptédmero sugere que a proteina 287.0556 participa da

regulagéo da expressao do gene fixG neste organismo.
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LysR

Apéndice | — Tabela da Analise das Proteinas Reguladoras de Transcri¢cdo de H. seropedicae

ORF  motivos estruturais COG Provavel funcéo aa | MW (Da) ‘ pl
186.0089 | HTH 1 LysR substrate 0583 | Associagao simbiotica, nodD 309 |34752,2 |6,52
202.0060 | HTH 1 LysR substrate 0583 | Resisténcia a antibioticos 332 [36170,12|10,7
205.0079 | HTH_1 LysR_substrate 0583 | Via de clivagem de glicina 336 |37530,19]7,25
214.0040 | HTH_1 LysR_substrate 0583 303 |33186,89 8,75
195.0139 | HTH_1 LysR_substrate 0583 | Regulac&o osmética e a pH alcalino 303 | 33537,77 8,83
236.0256 | HTH_1 LysR_substrate 0583 309 |33572,94 7,89
242.0355 |HTH_1 LysR substrate 0583 | Via da D-serina deaminase 301 |33271,60]9,87
250.0188 | HTH 1 LysR substrate ou DUF323 0583 | Via de clivagem de glicina 306 |34047,80 6,61
256.0386 | HTH 1 LysR substrate 0583 | Patogenicidade ou sintese de aminoacidos 331 [35101,89|9,56
258.0050 | HTH_1 LysR_substrate 0583 | Via de clivagem de glicina 300 |33376,47 |9,81
260.0285 | HTH_1 LysR_substrate 0583 299 |32362,61 6,07
268.0471 | HTH_1 LysR substrate 0583 | Metabolismo de alose 300 |33662,84 |6,76
272.0045 | HTH_1 LysR_substrate 0583 291 |31733,76 8,78
274.0154 | HTH_1 LysR_substrate 0583 | Metabolismo de alose 322 |34871,37 8,85
275.0162 |HTH_1 LysR_substrate 0583 305 [32799,16 11,2
281.0078 | HTH_1 LysR_substrate 0583 308 |33898,29 9,23
283.0147 | HTH_1 LysR_substrate 0583 310 |34382,89|9,42
283.1131 |HTH_1 LysR substrate 0583 | Glutationa-S-transferase/toxinas 307 |34274,43 7,21
287.0615 | HTH_1 LysR_substrate 0583 313 | 34648,68 | 7,26
181.0111 |HTH_1 LysR_substrate 0583 | Metabolismo de compostos aromaticos 426 |47357,27 10,3
163.0009 | HTH_1 LysR substrate 0583 | Controle de adesao ao hospedeiro 291 | 32670,47 | 6,29
137.0036 | HTH 1 LysR substrate 0583 | Sensoriamento de naftaleno/nitrotolueno 319 |35646,41|9,22
153.0065 | HTH_1 LysR_substrate 0583 308 |34192,05|6,01
169.0042 | HTH_1 LysR_substrate 0583 337 [38111,755,81
195.0154 |HTH_1 LysR_substrate 0583 | Metabolismo de glutamato 287 |31598,54 | 9,54
197.0047 | HTH_1 LysR_substrate 0583 331 |37176,39 8,35




201.0171 |HTH_1 LysR substrate 0583 | Proteina ligadora de galactose 321 |34515,21 (8,02
203.0166 | HTH_1 LysR_substrate 0583 299 |33228,18 9,46
220.0138 | HTH_1 LysR_substrate 0583 | Sensoriamento de naftaleno/nitrotolueno 311 [35082,63 (5,9
210.0134 | HTH 1 LysR substrate 5836 314 |36005,77 | 9,31
215.0158 | HTH_1 LysR substrate 0583 | Metabolismo de nopalina 312 |33618,66 | 6,42
233.0235 | HTH 1 LysR substrate 0583 201 |[38363,95[10,8
233.0237 | FRAMESHIFT 0583 156
237.0313 | HTH_1 LysR_substrate 0583 297 |33645,79 | 8,57
238.0250 | HTH 1 LysR substrate 0583 297 |32301,33 8,93
228.0028 | PFAM:MarR 5631 176 | 19618,77 9,46
191.0064 | HTH:MarR 1846 146 | 16245,74 | 8,64
x 125.0012 | HTH MarR 1846 153 [ 17207,96 | 6,63
3 169.0085 | HTH MarR 1846 208 |23485,01]10,1
= 164.0046 | HTH MarR 0583 315 |34668,93 | 9,53
219.0259 | HTH MarR 1846 141 | 16258,46 | 8,93
232.0105 | HTH MarR 1846 174 | 19635,66 | 7,94
182.0010 | HTH:ICLR 1414 282 |28634,03 6,22
188.0158 | HTH:ICLR 1414 176 |32986,56|7,3
199.0095 | HTH:ICLR 1414 261 |28836,93|7,07
243.0053 | HTH_ICLR 1414 | Quimiotaxia via beta-cetoadipato 273 |29786,29 7,81
. 243.0061 | HTH_ICLR 1414 | Quimiotaxia via beta-cetoadipato 260 |28705,09 6,85
S 256.0289 | HTH:ICLR 1414 263 |29001,08 | 5,69
- 273.0226 | IcIR 1414 192 [21036,13|7,88
273.0571 | IcIR 1522 159 |21036,13|7,88
273.0632 | IcIR 1414 | Quimiotaxia via beta-cetoadipato 216 |23544,63]9,23
284.1389 | HTH IcIR 1414 | Quimiotaxia via beta-cetoadipato 260 |28047,43 9,35
264.0610 | IcIR 1414 289 |31408,28 9,01
@ 239.0045 | HTH:GNTR PFAM:UTRA 2188 | Metabolismo de fosfato 244 |27318,54 9,27
c 239.0094 | HTH:GNTR 2186 240 |26360,81 |6,46
© 246.0015 | HTH_GNTR 1802 228 125199,88 | 5,58




250.0063 | HTH GNTR 1846 234 |25849,69|7,88
252.0462 | HTH GNTR 2186 | Sistema do hexuronato 256 |29035,21|6,68
262.0695 | HTH_GNTR 1802 243 |27123,92 5,7
263.0113 | HTH_GNTR 2186 233 |25326,57 | 5,69
264.0232 | HTH_GNTR 2186 65 |10204,62 6,58
264.0604 | HTH_GNTR 1802 243 |127115,68 6,81
254.0501 | HTH_GNTR 2186 255 |27961,47 16,11
270.0610 | HTH _GNTR 2186 249 |27827,77 6,61
276.0253 | HTH_GNTR 1802 213 |23661,19/9,13
283.1351 | HTH GntR 1802 | Resisténcia a antibioticos 222 |25459,2 16,84
285.0009 | HTH GNTR 2188 30 |60589,05 8,86
285.0011 | FRAMESHIFT 2188 212
253.0410 | HTH GntR 1802 245 |27528,46 |1 6,6
253.0472 | HTH GntR 1802 | Metabolismo do malonato 249 |27055,78 | 6,26
267.0688 | HTH GntR 1802 | Metabolismo do malonato 234 |26908,98 | 6,55
201.0179 | HTH GntR 1846 | Metabolismo de ac sialico 235 |26545,29 6,09
219.0270 | HTH: LACI 1609 | Repressao da sintese de gluconato 340 |36520,86 6,13
220.0019 | HTH:LACI 1609 | Producéao de toxinas 366 |39489,32 8,92
240.0050 | HTH:LACI 1609
g 240.0053 | FRAMESHIFT 1609
- 255.0457 | HTH:LACI 1609 | Repressao da sintese de gluconato 352 |38322,83 8,96
256.0343 | HTH:LACI 1609 | Represséo da sintese de gluconato 365 |38943,57 | 8,97
260.0189 | HTH LACI 1609 | Proteina de controle catabolico 345 |36733,15|5,84
270.0189 | HTH LACI 1609 338 | 36509,95 | 8,63
283.0732 | HTH:XRE 5499 132 | 149444,3 6,28
199.0062 | HTH:XRE PAS 1846 285 |32302,92 9,05
g 278.0446 | HTH Xre 1396 | Regulacdo de enzima de restricdo 89 [10307,73 5,44
285.0693 | HTH Xre 1396 | Repressor de profago 143 | 15781,74 5,12
287.1262 | HTH Xre 1396 | Repressor de profago 145 | 15357,69 | 9,52
S g |201.0085|HTH:MERR 0789 330 |35826,73|5,31




234.0092 | HTH:MERR 0789 135 | 15594 7,87
241.0206 | HTH:MERR 0789 144 |116202,47 19,2
258.0274 |HTH_MERR 0789 | Resisténcia a metais pesados 150 | 16748,09 | 6,06
258.0298 | HTH_MERR 0789 | Resisténcia a metais pesados 141 1 15551,04 | 7,01
281.0595 | HTH MerR 0789 142 | 16477,89 9,33
271.0224 | HTH AsnC 1522 | Metabolismo de leucina 153 [17390,37| 8,93
274.0004 | HTH_AsnC 1522 170 119632,69 | 8,55
o) 275.0470 | HTH_AsnC 1522 244 |27686,94 9,43
5 158.0067 | HTH AsnC 1522 | Metabolismo de leucina 162 | 18516,51|6,85
< 282.0406 | HTH AsnC 1522 | Metabolismo de leucina 154 [17310,25|7,74
283.0949 | HTH AsnC 1522 163 | 18106,61 | 6,1
218.0074 | HTH_AsnC 1522 172 | 19376,32 6,98
% 240.0237 | HTH:ARSR 0640 | Resposta a sinais simbioticos 110 [ 12475,55|6,33
< 246.0322 | HTH ARSR 0640 | Associagao simbiotica (N2, nodulagao) 110 | 12317,15]9,62
227.0272 | TetR_N 1309 209 |22398,87 19,99
261.0507 | TetR_N 1309 211 |27730,36 | 8,92
270.0486 | TetR N 1309 233 |25989,89 | 8,85
276.0600 | TetR N 1309 | Metabdlito antifungico 239 |26759,94 | 8,32
o 135.0020 | TetR_N 1309 146 |20587,7 |6,44
e 178.0046 | TetR N 1309 | Resisténcia a drogas 213 |23457,03 19,59
188.0079 | TetR_N 1309 206 |23024,83 6,84
201.0047 | TetR_N 1309 | Resisténcia a drogas 204 |22562,17|5,7
221.0015| TetR_N 1309 201 |22078,65 8,77
238.0317 | TetR_ N 1309 203 |22187,26 | 6,41
181.0100 | HTH_AraC 2207 331 |38846,53 9,01
236.0242 | DJ1_Pfpl HTH AraC 4977 190 [46617,14[10,3
Q 236.0248 | FRAMESHIFT 4977 247
< 239.0384 | DJ1_Pfpl HTH_AraC 4977 313 |34448,33 9,37
245.0069 | HTH_AraC 2207 337 |36647,23|7,85
265.0304 | AraC_binding HTH_AraC 2207 255 |27907,17 19,75




268.0678 | DJ1_Pfpl HTH_AraC 4977 | Metabolismo de glucose 330 |35912,97 9,83
277.0458 | DJ1_Pfpl HTH_AraC 4977 375 |41688,47 7,73
280.0613 | HTH_AraC 2207 299 |33393,14 19,37
282.0399 | HTH_AraC 2207 | Multiple transferable resistance 323 |34145,28 18,78
286.1343 | HTH AraC 2207 | Metabolismo etanolamina 351 |39485,77 | 7,02
286.1596 | DJ1_Pfpl HTH_AraC 4977 335 |36630,01 6,84
287.0681 | AraC_binding HTH_AraC 2207 271 [30038,83 | 7,09
287.0725 | HTH AraC 2207 | Metabolismo de nitrogénio 405 139101,41]8,84
287.0874 | HTH_AraC 2207 307 |34218,83 6,46
287.0929 | HTH_AraC 2207 349 |39089,17 | 8,51
169.0055 | AraC_N HTH AraC 2207 348 |39024,87 | 5,52
Ada_ZN_binding HTH AraC Metil_transF_1N Pfam:DNA
218.0069 | binding 2207 369 |39633,34 | 8,96
218.0031 | HTH AraC 2207 273 |30237,01 9,54
216.0019 | REC AAAHTH_3 2204 466 |51157,96 6,12
Metabolismo de nitrogénio/ ac. graxos de cadeia
262.0268 | REC AAAHTH_3 2204 | curta 450 [49544,13|6,31
281.0022 | REC AAAHTH 3 2204 448 |47934,715,85
172.0051 | GAF AAAHTH 3 3604 | Metabolismo de espécies reativas de nitrogénio 526 |57216,21|6,72
= 241.0256 | REC AAA HTH_3 2204 | metabolismo de nitrogénio/ C4 decarboxilato 445 |48204,22 |5,26
g 190.0071 | Xil. R N V4R AAAHTH 8 3604 | Metabolismo de compostos fendlicos 611 |66711,69|5,74
% 254.0323 | REC AAAHTH 3 2204 | Metabolismo de nitrogénio 500 |54458,02|5,68
275.0911 | GAF AAAHTH 3 3604 | Metabolismo de nitrogénio 542 |60807,21|8,99
287.0556 | AAAHTH_3 1221 380 424804 |7,37
254.0269 | Hic AAAHTH 3 2204 | Metabolismo de propionato 328 |62645,15|9,02
254.0276 | FRAMESHIFT 243
208.0173 | GAF PAS AAA HTH 8 ou IcIR PAS AAAHTH 8 3284 | Metabolismo de acetoina/glicerol 675 | 73442,43 |7,04
281.0067 | PAS PAC HTH 2771 210 |23689,32 | 8,51
> 127.0031 | ZnF NFX 0784 68 |7291,26 |6,38
6 187.0121 | REC HTH LuxR 4566 | Metabolismo de nitrogénio 196 |21375,76 | 5,55
196.0145 | REC HTH_ LuxR 2197 | Controle de infec¢ao a planta 146 | 23385,91 | 5,56




VI

213.0084 | REC HTH LuxR 2197 | Controle da nitrato redutase 216 |24113,96 | 5,87
221.0220 | REC HTH LuxR 4566 | Metabolismo de nitrogénio 252 |28165,77 9,45
243.0210 | REC trans_reg_C 0745 236 |26415,17 16,53
243.0335 | Response_reg LuxR 4566 | Metabolismo de nitrogénio 195 121317,43 19,09
245.0017 | REC HTH LuxR 0784 307 |33237,32 (6,32
248.0100 | REC HTH_3 4566 | Metabolismo do heme / viruléncia 182 [19901,54 | 8,14
276.0373 |REC HTH_3 4566 | Metabolismo do heme / viruléncia 178 | 19616,46|6,16
280.0468 | REC HTH_ LuxR 4566 | Metabolismo de nitrogénio 242 |30335,05 | 8,62
176.0021 | REC Trans_reg C 0745 | Sistema de transporte de K* 236 |26255,9 |6,56
184.0005 | HATPase 0642 122 [13031,68 |5,64
184.0011 | REC HTH LuxR 2197 | Mecanismos de colonizacao 217 123641,16|6,07
184.0098 | REC trans reg C 0745 | Resisténcia a antibioticos 234 |25825,7 |6,82
192.0159 | REC trans reg C 0745 262 |28975,51|7,87
198.0006 | REC trans reg C 0745 | Stress oxidativo/patogenicidade 185 [30695,26 | 6,35
198.0007 0745 91
200.0077 | REC trans_reg_C 0745 | Metabolismo de fosfato 220 |24192,83 6,1
249.0302 | REC HTH_8 2204 | Metabolismo de nitrogénio 249 |27083,87 5,8
201.0144 | REC HTH_AraC 3706 | Metabolismo de fosfato 262 |28979,27 | 9,24
201.0154 | Trans_reg_c 0745 224 |24956,26 | 9,69
204.0151 | REC HTH_LuxR 2197 | Metabolismo de nitrito/nitrato 219 |23708,44 5,76
214.0135 | REC trans_reg_C 0745 | Patogenicidade/viruléncia 253 |28627,79|5,52
217.0047 | REC trans_reg C 0745 | Metabolismo de fosfato 230 |26036,19|6,67
228.0222 | HTH_GntR Amintran_1_2 ou HTH_GntR DegT DnrJ_ EryC1 1167 516 |56598,02 | 8,86
236.0325 | REC trans_reg C 0745 239 |26587,34 16,14
254.0492 | ZnF _NFX 1959 | Metabolismo de nitrogénio 179 119620,44 | 6,57
286.1385 | HTH 6 PFAM:SIS 1737 | Metabolismo de fosfoaglcares 293 |31826,62 | 8,67
255.0359 | HTH_6 PFAM:SIS 1737 | Metabolismo de fosfoagucares 286 |30885,73 8,73
0 266.0033 | HTH 6 PFAM:SIS 1737 | Metabolismo de fosfoaglcares 327 |39928,04 9,6
n 277.0009 | HTH 6 PFAM:SIS 1737 | Metabolismo de fosfoagucares 280 |[31325,81|7,8
228.0174 | HTH_6 PFAM:SIS 1737 | Metabolismo de fosfoaglcares 329 |35796,77 | 7,22
286.1509 | HTH_6 PFAM:SIS 1737 | Metabolismo de fosfoagucares 319 |34380,2 |8,79




VI

Descricdo dos Dominios estruturais citados na tabela anterior.

> MarR — Pfam - Resisténcia mdultipla a antibiéticos, sistema de resisténcia ndo especifico. Expressao dos operons Mar é regulada por um repressor, MarR;
inumeros compostos se ligam a MarR fazendo com que ele nado ligue mais o DNA e a transcricdo do operon ocorra.

> PAS — SMART - Dominio sensor de sinal, geralmente dependente da ligagdo de um cofator. Aparece em canais de K.

> PAC — SMART - Dominio C-terminal ligado a PAS. Contribui para a montagem do dominio PAS.

> HTH-LUXR — SMART - Dominio localizado na regido C-terminal da sequéncia que possui um motivo de ligagdo ao DNA do tipo HTH e é ativado por
moléculas auto-indutoras como N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserina-lactona (OHHL).

> HTH-XRE — SMART - Grande familia de proteinas com dominio HTH que incluem: proteinas controladoras de copias de plasmidios, metilase de bactérias ;
proteinas de controle de transcricao de bacteriéfagos e proteinas vegetativas especificas de “slime mold”.

> DUF387 — Pfam - Provavel dominio HTH de regulador de transcricdo. Bastante conservado em bactérias.

> HTH —-ICLR — SMART - Motivo HTH que ocorre na regido N-terminal, onde a por¢ado C-terminal da proteina provavelmente deva interagir com substrato
regulatério.

> HTH — MARR — SMART - Resisténcia mdltipla a antibiéticos, sistema de resisténcia ndo especifico.

> HTH_1 — Pfam - Dominio relacionado as proteinas da familia LysR, é do tipo hélice-volta-hélice e faz interagcdo com de DNA, geralmente presente na
porcao na porcao N terminal.

> LysR_substrate — Pfam - Estrutura semelhante ao dominio de ligacao de proteinas de periplasma. Dominio caracteristico dos reguladores de transcricao
da familia LysR, geralmente se relaciona com um dominio HTH N-terminal.

> HTH-LACI — SMART - Dominio HTH em direcdo a regido N-terminal, presente em varias proteinas reguladoras de transcricdo de procariotos.

> TetR_N — Pfam - Subfamilia de dominios HTH. Muitas das proteinas que possuem este dominio funcionam como repressores que controlam o nivel de
suscetibilidade a antibidticos hidrofébicos e detergentes.

>HTH_6 — Pfam - Dominio caracteristico de genes regulatérios do metabolismo de fosfoagucares. (sem estrutura resolvida) Dominio HTH N-terminal
relacionado a dominios SIS.

> SIS — Pfam - Sugar Isomerase. Encontrado em fosfoagucar isomerase e proteinas ligadoras de fosfoagucar. Encontrado também em proteinas que
regulam a expressao de genes da sintese de fosfoagucares. provavelmente o dominio SIS se ligue ao produto final da via.

> HTH-MERR — SMART - Subfamilia de dominios HTH. Caracterizado na proteina responsavel pela indugdo dependente de mercurio no operon de
resisténcia a mercurio.

> HTH_GNTR — SMART - Subfamilia de dominios HTH. Presente no repressor do operon do gluconato. Nesta subfamilia o dominio HTH encontra-se em
direcdo ao N-terminal da proteina. O C-terminal destas proteinas & geralmente um dominio de oligomerizagao efetor-ligante.

> UTRA — Pfam - UbiC transcription regulator-associated. Acredita-se que module a atividade de fatores de transcrigdo de bactérias em resposta a pequenas
moléculas ligantes.

> HTH_ARSR — SMART - Familia de dominios HTH em que a proteina regulatéria se desliga do DNA na presencga de ions metalicos. ArsR atua como um
repressor do operon de resisténcia a arsénico.

> ZNF/NFX — SMART - Repressor de transcrigao. Dominio de coordenagao de zinco, dedo de zinco C-X(1-6)-H-X-C-X3-C(H/C)-X(3-4)-(H/C)-X(1-10)-C, onde
X representa qualquer aminoacido e 0os numeros entre parénteses representam o numero de residuos.

> ICLR — Pfam - Dominio presente em fatores de transcrigdo de bactérias, incluindo a proteina regulatéria do operon do glicerol e o repressor do operon do
acetato. Possui um motivo HTH na porgédo N-terminal e a regido C-terminal provavelmente liga substratos regulatérios.



VI

> AsnC - Regulador ativador autégeno de asparagina sintetase A. Subfamilia de dominios HTH onde o dominio de ligacdo ao DNA encontra-se na regido N-
terminal.
> Neg_Reg — Pfam - Regulacédo negativa da sintese de proteases e esporulagéo.

> HTH-ARAC — SMART - Dominio HTH semelhante ao da proteina AraC, a maioria se caracteriza por ser um regulador de transcrigdo positivo. O dominio
HTH geralmente localiza-se no % final das proteinas, proximo ao C-terminal.

> DJ-1_Pfpl — Pfam - Dominio caracteristico de proteases presente em alguns reguladores de transcrigéo.
> AraC_Binding — Pfam - Dominio de ligagédo de arabinose e dimerizagdo. Encontrado em conjunto com HTH_AraC.
> AAA — SMART - Dominio ATPase associado a diversos processos celulares.

> REC — SMART - Presente em proteinas da familia CheY; que regula o movimento rotatério de flagelos. Esse dominio contém um sitio aceptor de fosfato
que é fosforilado por um homodlogo de histidina quinase. Esse dominio recebe o sinal de um sensor nos sistemas de dois componentes de bactérias.
Usualmente é encontrado na porgao N-terminal de um dominio de ligagao de DNA.

> HTH_3 — Pfam - Dominio de ligagdo ao DNA HTH, que possui grande similaridade com dominios HTH de reguladores de transcrigdo dependentes de
sigmab4 de bactérias; como a proteina NtrC.

> Trans_reg_C — Pfam - Dominio de ligacdo de DNA geralmente encontrado em associagdo com um dominio sensor. Encontrado principalmente na porgao
C-terminal de reguladores de transcrigao.

> Response_reg — Pfam - Dominio que recebe um sinal de um parceiro em um sistema de dois componentes. Geralmente encontrado no N-terminal de um
dominio efetor de ligagéo de DNA.

> AraC_N — Pfam - Dominio N-terminal caracteristico dos reguladores de transcricdo do tipo AraC. Esta familia pode representar um tipo de brago N-terminal
que liga o dominio C-terminal de ligagdo ao DNA para manter a proteina em uma conformacao inativa.

> XilR_N — Pfam - N-terminal de reguladores de transcricdo dependentes de sigma-54 em proteobactérias; incluindo ativadores da degradagéo de fenol.
> V4R — Pfam - Vinil 4 redutase. Dominio ligador de pequenas moléculas, provavelmente liga hidrocarbonetos.
> GAF — SMART - Dominio presente em fitocromos e fosfodiesterases cGMP especificas. Fosfodiesterases cGMP especificas catalisam a conversao de

3’5’guanosina fosfato ciclica para 5°guanosina fosfato. O fitocromo é um fotorreceptor que existe em duas formas que sao reversivelmente interconversiveis
por luz. Esse dominio é encontrado em NifA.



> Ada_Zn_binding — Pfam - Proteinas Ada de E. coli reparam residuos de 60 — metilguanina e metilfosfotriesters no DNA por transferéncia do grupo metil
para um residuo de cisteina. Esse dominio contém 4 cisteinas conservadas que fazem coordenagdo com zinco. Uma dessas cisteinas é o aceptor do metil.
Um dominio metilado pode entéo especificamente ligar ao ada box no DNA duplex.

> Methyltransf_1N — Pfam - 6-O-methylguanine DNA methyltransferase, ribonuclease-like domain.

> Methyltransf_1 — Pfam - 6-O-methylguanine DNA methyltransferase, DNA binding domain
Ref. http://smart.embl-heidelberg.de/ e http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/



Apéndice Il - Grupos Funcionais Definidos pelo COG

Grupo Descricéo
Armazenamento e Processamento de Informacao

J Traducdo, Estrutura de Ribossomo e
Biogénese

K Transcricao

L Replicacdo de DNA, Recombinacao e Reparo

Processos Celulares

D Divisao Celular e Particado Cromossomal

O Modificagcbes  Pds-traducionais,  Turnover
protéico e Chaperonas

M Biogénese do Envelope Celular, Membrana
Externa

N Mobilidade e Secrecéo celular

P | Transporte e Metabolismo de lons
Inorganicos

T Mecanismos de Transduc¢ao de Sinal

Metabolismo

C Producéo e Converséao de Energia

G Metabolismo e Transporte de Carboidratos

E Metabolismo e Transporte de Aminoacidos

F Metabolismo e Transporte de Nucleotideos

H Metabolismo de Coenzimas

| Metabolismo de Lipidios

Q Biossintese, transporte e catabolismo de
metabdlitos secundarios

Pouco caracterizados
R Somente Predi¢ao da Funcao Geral
S Funcéo Desconhecida

www.ncbi.nlm.nih.gov/COG
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Apéndice Ill — Alinhamento da Sequéncia de Aminoacidos das Proteinas
Reguladoras de Transcricdo Dependentes de ¢>* de H. seropedicae e NtrC

de A. brasilense.

172.0051 @ @ e
281.0022 W mmmm -
A_brasilense @ - —-""———— ——— — ————
Nerc 0000 —e—————————————————
DctDh = = e
216.0019 0 —mmmmm e
AtoC = e
190.0071 = o——mmmm—————- MPSSPRISLAEMARHQGGGLSSAGTDRWSVDAHPTLADLSECLFFSPG
287.0556 00—
NifA e MATILDDRSVNLELVTIYEISKILGSSLD
PrpR e MKRPAPVDRHADKPV IWTVSVSRLSE
208.0173 MQYQANRPSAGALLGTSPLVQASTDGVPDLQAIERSHQRSSSYG IMRGQRPDLDSLSRAD
172.0051 = o ——mmmmmmmmmmmm—————— MTSRTLLDALVPLVADLSR-----————————————————
281.0022 0 —mmmmmmmmmmm - MARILIVDDDAAFRGSLAE-————————————————————
A_brasilense @  -———————————————— MSAATILVADDDR---———— === e e
NErc e MKPIWIVDDDE-————————————————————
DctD = e MDKPGGAASALLIEDEQ--------——-———————————
216.0019 00 @6 MELESPMGKTAPLMLVYDDDP-————————————————————
AtoC = VSENKPKLLIVEDDP-—-——————————————————
190.0071 DGRIWLNDQRMLL IHSRSMGTLRREL IDQLGIDQARGLL---——————————————————
287.0556 == -
NifA LSKTLREVLNVLSAHLETKRVLLSLMQDSGELQLVSAIG-————————————————————
PrpR LFRDITLEFDALADIEPIHLGFDDAVREIRERLATERCD-————————————————————
208.0173 LAQTLEANQTLSGHARPVMETLYDQIRNTHSMV ILSDAEGT I LHTLGDSDFLAKADRVAL
172.0051 = - EIDDRERYRRLLQTLRTLFPCDAAALLRLEGDVLVPLAIDGLSSDTLGR
281.0022 = —————————— TVSDLG-------- HDVLEAGSTAAGLKLLAAHAVDAATVDLRMPDED-
A.brasilense @  -——————————- AIRTVLTQALARLGHEVRTTGNASTLWRWVADGQGDL I ITDVVMP-—-—--
Nerc 0 e SIRWVLEKALARENLATQSFSSARDAIAALQNGTPQVLVSDIRMP----
Dctb = —mmm——————- TVRRATAQALELGGFAVTACGSAEEALPL I TRDFAGVVVSDVRLP----
216.0019 0 0—————————— DLLRLLTLRLNASGYRILAVESAEAALAQLAISLPALVITDVRLP----
AtoC —mmm——— GLQKQLRWSLDAY--EVLVAGDRESALAMVRRHEPAVVTMDLGLPPDPD
190.0071 = @ ———mm————- TRAGY I SGARDAQLVRERWPDADPST I LMAGTRLHTLEGLVKVVPVSFS
287.0556 00—
NiIFA e LSYEEFQSGRYRVGEGITGKIFQTETP 1VVRDLAQEPLFLARTSPRQSQ
PrpR e VVISAGSNGAYLKSRLPVPV IVARASGFDVMQALARARQLTRRIALVTY
208.0173 GPGGRWSEQLRGTNAIGTALFEQKPTTVHAQQHYLDANRFLTCSAAP I FDHRGQVLGVLD
172.0051 RFRITEHPRFGILLGNAAPTRFAADSPLPDPYDGLVDGLNDQHSGELEVHDCMGCALTVN
281.0022 @ - GLAFLQRAPAIAAIP-—————— CIMLT
A.brasilense @  ——————————- DENGLDLIPRIKKIRPDLR- === === == e 11VMS
Nerc 0 mmmee - GASGLELLQTVKAKHPGIP-——————————— VIHIT
Dcth ————————— GLSGLDVLARVVAIDHDLP-———————— e VIWT
216.0019 0 0—————————— GMDGLALFAEIRSRYPALP-———————————— - ————— VILLT
AtoC e GASEGFATLQQVLALAPDTK-————————— e VIMLT
190.0071 = - YDPETGRYEGEFLWHNSCEA-———————————————————————— DEHLA
287.0556 00—
NIFA e DGEVISFVGVPIKAAREMLG-———————————————————————— VLCVF
PrpR QEAMPALAEFGQRFGLEIVQRTYATEEDAR-—————————————— AWV
208.0173 VSGECGSFHKHTMALVRMSAQMIENHLLAGSFPDCI TLHFHSRAEFVGTLVEGIVSFTPG

172.0051 GRAWGLMTLDALGRGRFDRVDMDSLQAFAALAAATVNVAER ISDLAQAGQQAQQRAEAYR
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281.0022 AYASGDNTIEAIRLGAFDHLTKP--—=———————— VPRAALVETLERALRQGASTPAAAS
A_brasilense AQNTLITAVKAAERGAFEYLPKP--—-——=—————— FDLKELVSVVERALNSN---TPPAA
NtrC AFSDLDSAVSAFQGGAFEYLAKP—-——-———————— FDVDKAVEL IRRALDES---LRETD
DctD GHGDVGMAVEAMRAGAYDFVEKP-——————————— FSSDTLLEITALRAQEKRNLVLENRR
216.0019 AHGT IPDAVDATTQGAFAYLTKP-————=—————— FDGHVLLDKVAQALSLA----APAP
AtoC GNQDHAHAVKA I SMGAYDFHQKP-——————————— CIDETLRLVVQRAFYLHALQRENQR
190.0071 AYGVATAPSCWQQVGYAIGYVST-——————————— LLGHLVIFREVQCRAMGTAHCRVIG
287.056 0 0o——————- MHASHRSAHLYALPSS-—-————————- PEGHGDLAARASPPLLTLPHARKLG
NifA RDGQSPSRSVDHEVRLLTMVANL-—=————————— 1GQTVRLYRSVAAERQQLQEEKRQL
PrpR NELKAAGIEAVAGAGL ITDLAEEAGMRGIFLYSAATVRQAFEDALELARLTQLESTRSPI
208.0173 GRFLAANRSAQFQLGLTLAALQSHTFASLFGVPLSLLFEHHRKAAPGLLELCLHNGIRIH
172.0051 [ LEQSQGQREL 1GQSP
281.0022 PA-—— e TEE---RNQLVGESE
A_brasilense P ADAGEADEQLPLIGRSP
Ntrc ] QGAAQTPEIL---GQAP
DctD IR~--———-—— EAWAHDPELPPLVGQSP
216.0019 LS-———-—————--- PDQSWRADILS---RSQ
AtoC MQ-———— - QAGGHTALGG-LITRDA
190.0071 RSAELWSDAEEDLRYLNAQDFVGSGMLASEADASAEDGAQGAGEQDDDTDLVTALVGTSS
287.0556 =0 e TSIRATAQVFHDP
NifA SR~ i i i i - QLQGKYKLDNVIGISK
PrpR .- VADSLRARHHLKDLRGDSA
208.0173 GRAELRLRDQHFQAAREAV IDAPGLLPPAPNTTTPPPSPPQQRARHQRRPDLQALDTGDV
172.0051 AHRQLMQE I1GMAAPSDMTVLVAGETGTGKELVAHALHAAS - ——————- PRAHKPMISLNC
281.0022 AMRQVFKQIGRAATSDATVLVLGETGTGKELVARALHRNG----—-—- ARAARPFVAVNC
A_brasilense AMQE1YRVLARLMGTDLTVTITGESGTGKELVARALHDYG--—-——--— KRRNGPFVAINM
NtrC AMQDVFRAIGRLSQSNVTVLITGESGSGKELVARALHKHS - -————-—- PRASQPFVALNT
DctD AIERVRTLIRSLGPADVDVLINGQTGTGKEVVARQLHAAS—-—————— GRK-GPFVALNC
216.0019 RVAELLAEARLVAASDASILIRGDSGTGKELLARAIHRAS-—-—-——— ARAEQPFIAVNC
AtoC GMLAVCRS IEKVAPSSASVMLLGSSGTGKEVLARALHQLS—-—--—-- PRSGRRFMAINC
190.0071 AFNAACHLLNRVAATDATVLFTGESGVGKERFARMLHQIG----—-—- KRAKRACIAINC
287 .0556 VSLALLERVQRVAPSDANVVI IGATGTGKEL IARHVHELS--—-—--- QRRDAPFVAVNC
NifA AMQEVFAQVHQSAPSRSTMLLRGESGTGKEVIARAIHYLS--—-—-—- PRKDGPFIKVNC
PrpR EMETVRQS I TLFARSPANVL 1QGETGTGKELAAQAIHRAHPLM--QGKTQAAHPFVAINC
208.0173 RMSAIIAKLRRVIDRDIPILITGETGTGKEWLAQAIHGDSARFGARQNRAGAAPFVAVNC
* * E = *- -*
172.0051 AALPDTLVESELFGHVRGAFSGAVAD-RRGKFEMADGG----—-——-=—=—=———=——————
281.0022 AAIPAEL IESELFGHVKGAFSGATSP-RLGRFQEADGG-—-———————=————————————
A_brasilense AAIPREL I1ESELFGHEKGAFTGATNR-STGRFEQAQGG----—-——-———=——=—————————
NtrC AAIPKDLLESELFGHERGAFTGAQAM-RRGRFEQAEGG-—-———————————————————
DctD GALPETVFESEIFGHEPGAFTGAQKR-RIGKLEYANGG---—-——=—=————————————
216.0019 GAIPEQLLESELFGHVKGAFTGAVEH-REGLFQAAHGG--—-——-——=——————————————
AtoC AAIPENLLESELFGYEKGAFTGAAKQ-TIGKVELAHGG----—-—=———=—=—————————
190.0071 AAIPETLIEAELFGVERGAYTGATQS-RAGRFELADGG-—-———————————————————
287.0556 GAFSESLAESELFGHEKGAFTGAI TH-KPGWFEAANGG---—-——=——=————————————
NifA AALSETLLESELFGHEKGAFTGAQGE-RKGRFELAHGG-—-———-————————————————
PrpR GALAESLLESELFGYEEGAFTGSRRGGRAGVFEAAHRGTCARMRKAPLPVRAGAGVPACS
208.0173 SAIPENLIEAELFGYEDGAFTGARRKGALGKIAQAHGG ——————————————————————
*:_ - * * **x **- * _ *_
172.0051  ————- TLFLDEVGELPLAVQAKLLRVLQSGQLQRVGSDREHRVDVRL IAATNRDLADEVK
281.0022  ————- TLFLDEIGDMELPTQAKILRVLQERELTPVGGNQSVRVDVRVIAATHRDLQHEIT
A.brasilense @  --———- TLFLDEIGDMPLEAQTRLLRVLQEGEYTTVGGRTPIKTDVRIVAATHRDLRTLIR
Nerc 0 e TLFLDEIGDMPLDLQTRLLRVLSDGHFYRVGGHQSLKANVRVIAATHQNLEQRVR
DctD === TLFLDEIESMPLALQVKLLRVLQERRLERLGGNESVAIDCRVVAASKADLLKLAA
216.0019 = ————- TLFLDEIGDMPLPLQVKLLRVLQEKTVRQVGANQAGEVDVR I ISATHRDLEAAMR
AtoC - TFFLDEVGDLPMPLQAKLLRFLQERVIERVGGHTEIPVDVRVICATHQNLKELTA
190.00727 @ ————- TLFLDEVGTLSLVAQGKLLRVLQEGEFERVGSARPVKVDVRVVAATNEDLAQAVR
287.0556 0 ————- TLFLDEIGDLPLAIQVKLLRVLQEREVVRLGSRRSIPIDVRI IAATNVRLQDAVA
NiIFA - TLFLDEIGE1SPAFQAKLLRVLQEREFERVGGSRS IKVDVRLVTATNRDLEKAVA
PrpR RQRIVAPVLDEIGEMPLPLQTRLLRVLEEREVVRVGGTRPIPVQVRI ISATHCDLQARVR
208.0173  ————- TLFLDEIGDMPLALQGRLLRVLQERAVTPLGSQRVIPVDFALVCATNQPLREMAA

- KKk - K- mkk K - .- k-
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172.0051 RGHFRADFYHRLSVFP IRVPPLRERGRDVLLLAGYFLEQNRARLGLSSLRLSADAQR--—
281.0022 QGRFREDLWYRLQVLT IMVPALRERPGD I LT IAEHFLRQLGG---DAPKR I SPAAAR- - -
A.brasilense QGLFREDLFYRLCVVP IRLPPLRERTEDVPLLVRHFLNQCSAQG-LPVKS IDQPAMD- -~
NtrcC EGLFREDLYHRLNV IRLRLPSLRERSED I P ILARYFLAQSARQLGVEAKRLSPQAMQ-——
DctD EGQFREDLYYRIGVVAIDLPALNQRRED I ALLLAHFCQAAAVRYRRESPAWSAAQMQ-——
216.0019 EGQFREDLYYRLNVVTLHLPALEERRED I ALLANHFLKT I AAKYPKRLTGFAPDALE---
AtoC SGGFREDLYYRLCE I I IK1PALKERHGDAVLLARHFVQKFCAKEGRATLHLSQDAVA---
190.0071 EGRFRQDLFFRLNVFP IHLPPLRERRDD I PLLMNHFLKLYGQRHG I AVRGFTQRAIQ———
287.0556 AGHFRQDLYYRLQVVQLAIPRLRERPLDILPLAYHFLHEYRQRLGYGAAR I DGEGER- -~
NiFA KGEFRADLYYRINVVS I F1PPLRERRED I PYLVEHFLEKFRVENQRAMVAMSPQAMK———
PrpR EGRFRADLYYRLSVLCLQLPPLRERRDD I AALAEWHLKHALAALDVRPHANLGAE I VRCA
208.0173 RHAFREDLYYR INGLQVKLPALRDRSDLPQL I ER I LEDEGGPHAPRFDAQAQALLLAS--
** *::_*: . : :* *_:* :
172.0051 ~ALLDYAWPGN IRELEHL I GRSALRSLATHRTRPT ILTLDAAALELPAP--—————————
281.0022 ~LLLQHAWPGNVRELRNTMERAAVMSHG - - - - - - LCIEAEDIGLSARPP-——————————
A.brasilense ~RLKRYRWPGNVRELENLVRRLAALYSQ------ EVIGLDVVEAELADT———————————
NtrcC ~FLSQLEFPGNVRQLENLCNWITVMAPG- -~~~ QTVE IKDLPQDLVEERVHAPQPAQTV
DctD ~QWQQRDWPGNVRELRNFADRWVLGVEQ--—-—-—~- MAASAVSSAVPVLSS———————————
216.0019 ~ ILSLAHWPGNVRQLYNVVEQVCALSTA----—- PLIPASLVQRALRTP--—————————
AtoC -AIERYEWPGNVREMENCVMRAV IMADG - - - - —— QQITAEDLGLSVEGR-———-——————
190.0071 ~ALLNYSFPGNIRELQNL IERGVILAQG---~--~- HPLDLPHMF I SGERLNDEV----———
287.0556 ~KLRQHDWPGN IRELENA IHHALL 1CQD----—- DCLRAEHFHLS-——————————————
NiFA ~VMMNCYWPGNVRELENCVERTATMMRG - - - - —— DLITEVHFSCQQNK——=—=———————
PrpR PLLCRYDWPGNVRELRNLMERLALFLAAEPLQALTPAL IQRVAPELGQAP--————————
208.0173  ————m- HWPGNLRQLANLVRTSLAMAEGEEA 1 GPHHLPDDFLEEAGAPG-———————-—~-
kKKK - -
172.0051 = mmmmmmmmmmmmme SLATVAAAEPSLPAESTPAQASGSLRDALERY
281.0022 o —mmmmmmmemmmmmmee AGAASAASAPAIDWD-—————— GPLAVALAEV
A.brasilense = ————mmmmmmmeo TPAAQPVEEPQGEGL SAAVERHLKDYFAAHKDGMPSNGLYDRVLREV
NtrcC AAPASAAALPTAYTEPAPGVASASADGAAGASW I TLLETEAAQMLASEQPEVMD I LGRQF
DCED e LPEQVEQF
216.0019 e e TLDLLRYAEAKQKF
P EAEPLNLRQVRDEA
190.0071 --LSLALQGETGMLAGKSVEKSVEKSVAHPTAQG--LLDVLRQWRQEAAGEAAALTLPEM
287.0556  —mmmmmmmmmmee o HVERRLDYAVAAADERGNDPLHALEQALQGLFNQSQEGLFEKI
YT 7S —— CLTKVLHEPGQQQPVVVVPLER I SAHTAPSSPSGMAKDKPLAAAPPTS
PrpR e PSPAAPDEAQENITP
208.0173 e mm e ALHDGMHTMHAVRSDCLS 1QDN
172.0051 ERQLVSAALQRHGGNLAATARELGVDRANLNRLAKRLGLR -~ === ———————————— o=
281.0022 ERVMIERALQGAAGNRAEAARRLG I SRQQLYRRLEEAGKSHD -~ ——————— === ===
A.brasilense ERPL I SLSLSATRGNQ I KAAQLLGLNRNTLRKKIRDLD IQVVRGLK——====————————
NtrcC EAAL IKVALKHTHGRKNDAAVRLG IGRNT I TRK1QELG I GGAEDD———————————————
DctD EAGL 1 AAALKDSEGSVAVAAERLG IPKKTLYDK IRKYQLAGS -~ ————————————————
216.0019 ERDYL IRLLKLTDGNVSDAARLADRNRTEFYRLLQKNGLDPRRFRGGEEAVVAGRQEERL
AtoC ERKAVVKALTRMDGN I LKAAELLGVSRPTLYDLMSRHE IK === === ———————— -
190.0071 ERRL IAEAIERAEGNLSAAARLLG I SRAQLAYRQQKGQG -~~~ ———————————mmmm =
287.0556 EDTVFRTAFEFCERNQVQAARLLD I SRNVLRARL IRNGQ I SALK-———————————————
NiFA ERERL IWAMEQCGWVQAKAARALN I SPRQMGYALQKFN I EVKKF—————— ===
PrpR DNAS I AAALRRFRGNRAAAARYLGMSRTTLWRKLKESGTT === === ——————————————
208.0173 EWAAIERALRTHAGNVSAAAKALGVSRNT I YRRLKSRGH= === === ———— =
- - - -

Legenda: Hifens representam gaps, asteriscos aminoacidos conservados e .ponto e dois

pontos aminoacidos com substituicbes conservadas.
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Apéndice IV — Alinhamento da Sequéncia de Aminoacidos dos Dominios
AAA das Proteinas Reguladoras de Transcricdo Dependentes de ¢>* de H.

seropedicae

172.0051 SDMTVLVAGETGTGKELVAHALHAAS———————- PRAHKPMISLNCAALPDTLVESELFG
190.0072 TDATVLFTGESGVGKERFARMLHQIG--—-—-—- KRAKRACIAINCAAIPETLIEAELFG
NtrC SNVTVLITGESGSGKELVARALHKHS-—-———-- PRASQPFVALNTAAIPKDLLESELFG
216.0019 SDASILIRGDSGTGKELLARAIHRAS-—-———-- ARAEQPFIAVNCGAIPEQLLESELFG
281.0022 SDATVLVLGETGTGKELVARALHRNG---—-—-- ARAARPFVAVNCAAIPAELIESELFG
AtoC SSASVMLLGSSGTGKEVLARALHQLS—-—--—-- PRSGRRFMAINCAAIPENLLESELFG
NifA SRSTMLLRGESGTGKEVIARAIHYLS---—-—-- PRKDGPFIKVNCAALSETLLESELFG
DctD ADVDVLINGQTGTGKEVVARQLHAAS-——————- GRKG-PFVALNCGALPETVFESEIFG
287.0556 SDANVV I IGATGTGKEL IARHVHELS---—-—-- QRRDAPFVAVNCGAFSESLAESELFG
PrpR SPANVLIQGETGTGKELAAQAIHRAHPLM--QGKTQAAHPFVAINCGALAESLLESELFG
208.0173 RDIPILITGETGTGKEWLAQAIHGDSARFGARQNRAGAAPFVAVNCSAIPENLIEAELFG
::_*-* E *- -* - :* _*:_ :****
172.0051 HVRGAFSGAVAD-RRGKFEMADGG--—-——————————————— TLFLDEVGE
190.0072 VERGAYTGATQS-RAGRFELADGG-—--——————————— e TLFLDEVGT
NtrC HERGAFTGAQAM-RRGRFEQAEGG-—-—--—=—=—— === —— TLFLDEIGD
216.0019 HVKGAFTGAVEH-REGLFQAAHGG—-———— === === TLFLDEIGD
281.0022 HVKGAFSGATSP-RLGRFQEADGG—-—-——=—=—— === e —— TLFLDEIGD
AtoC YEKGAFTGAAKQ-TIGKVELAHGG-—--——————————— e TFFLDEVGD
NifA HEKGAFTGAQGE-RKGRFELAHGG-—-—--—=—=— === —— TLFLDEIGE
DctD HEPGAFTGAQKR-RIGKLEYANGG—-——-——————— e~ TLFLDEIES
287 .0556 HEKGAFTGAITH-KPGWFEAANGG--—-—————=———————— TLFLDEIGD
PrpR YEEGAFTGSRRGGRAGVFEAAHRGTCARMRKAPLPVRAGAGVPACSRQRIVAPVLDEIGE
208.0173 YEDGAFTGARRKGALGKIAQAHGG ——————————————————————————— TLFLDEIGD
**::*- . *_ : _***:
172.0051 LPLAVQAKLLRVLQSGQLQRVGSDREHRVDVRL IAATNRDLADEVKRGHFRADFYHRLSV
190.0072 LSLVAQGKLLRVLQEGEFERVGSARPVKVDVRVVAATNEDLAQAVREGRFRQDLFFRLNV
NtrC MPLDLQTRLLRVLSDGHFYRVGGHQSLKANVRVIAATHQNLEQRVREGLFREDLYHRLNV
216.0019 MPLPLQVKLLRVLQEKTVRQVGANQAGEVDVR I ISATHRDLEAAMREGQFREDLYYRLNV
281.0022 MELPTQAKILRVLQERELTPVGGNQSVRVDVRVIAATHRDLQHE I TQGRFREDLWYRLQV
AtoC LPMPLQAKLLRFLQERVIERVGGHTEIPVDVRVICATHQNLKELTASGGFREDLYYRLCE
NifA I SPAFQAKLLRVLQEREFERVGGSRS IKVDVRLVTATNRDLEKAVAKGEFRADLYYRINV
DctD MPLALQVKLLRVLQERRLERLGGNESVAIDCRVVAASKADLLKLAAEGQFREDLYYRIGV
287.0556 LPLAIQVKLLRVLQEREVVRLGSRRSIPIDVRITAATNVRLQDAVAAGHFRQDLYYRLQV
PrpR MPLPLQTRLLRVLEEREVVRVGGTRPIPVQVRIISATHCDLQARVREGRFRADLYYRLSV
208.0173 MPLALQGRLLRVLQERAVTPLGSQRVIPVDFALVCATNQPLREMAARHAFREDLYYRING
: *::***__ - :-*- ***-: *-
172.0051 -
190.0072
NtrC -
216.0019 -
281.0022
AtoC -
NifA -
DctD -
287.0556 -
PrpR -
208.0173 -

Legenda: Hifens representam gaps, asteriscos aminoacidos conservados e .ponto e dois

pontos aminoacidos com substituicdes conservadas.
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Apéndice V — Alinhamento da Sequéncia de Aminoacidos dos Dominios
HTH das Proteinas Reguladoras de Transcricdo Dependentes de ¢>* de H.

seropedicae

172.0051 LERYERQLVSAALQRHGGNLAATARELGVDRANLNRLAKR-
AtoC RDEAERKAVVKALTRMDGN I LKAAELLGVSRPTLYDLMSRH
208.0173 -QDNEWAAI ERALRTHAGNVSAAAKALGVSRNTI'YRRLKSR
PrpR --TPDNASIAAALRRFRGNRAAAARYLGMSRTTLWRKLKES
281.0022 LAEVERVMIERALQGAAGNRAEAARRLG ISRQQLYRRLEEA
DctD VEQFEAGL IAAALKDSEGSVAVAAERLG IPKKTLYDKIRKY
NtrC GRQFEAAL IKVALKHTHGRKNDAAVRLGIGRNT ITRKIQEL
216.0019 -QKFERDYL IRLLKLTDGNVSDAARLADRNRTEFYRLLQKN
191.0072 LPEMERRL IAEAIERAEGNLSAAARLLG ISRAQLAYRQQKG
NifA PPTSERERL IWAMEQCGWVQAKAARALN I SPRQMGYALQKF
287.0556 FEKIEDTVFRTAFEFCERNQVQAARLLD ISRNVLRARLIRN
- - -% -

Legenda: Hifens representam gaps, asteriscos aminoacidos conservados e .ponto e dois

pontos aminoacidos com substituicdes conservadas.
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ApéndiceVI — Sequéncia do aptamero 1 do dominio HTH da proteina
216.0019

1 AAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAG 80
1 TTCGATAAATCCACTGTGATATCTTATGAGTTCGATACGTAGGTTGCGCAACCCTCGAGAGGGTATACCAGCTGGACGTC 80

81 GCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGGCAAAAGCTTCCTGACGCGCTCGCGGCTGTTTACCGATGAGGAGTATGACGCCCT 160
81 CGCCGGCGCTTAAGTGATCACTAACCGTTTTCGAAGGACTGCGCGAGCGCCGACAAATGGCTACTCCTCATACTGCGGGA 160

161 GGCCCCGCTCAGTGCCCGCGTGACTTGAGGCGCCGGTAGATGGTATTGCATATGTGTCTCAATCGAATTCCCGCGGCCGC 240
161 CCGGGGCGAGTCACGGGCGCACTGAACTCCGCGGCCATCTACCATAACGTATACACAGAGTTAGCTTAAGGGCGCCGGCG 240

241 CATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAG 290
241 GTACCGCCGGCCCTCGTACGCTGCAGCCCGGGTTAAGCGGGATATCACTC 290



XVII

Apéndice VII — Sequéncia dos aptameros 2 e 3 do dominio HTH da
proteina 216.0019

1 CTTTTTTNGTNTATTACGCGGCAGNTTGGCTGNAAAGGGGGGATGTGCTGGGCNAAGGCGATTAATGTTGGTTAACGGCC
1 GAAAAAANCANATAATGCGCCGTCNAACCGACNTTTCCCCCCTACACGACCCGNTTCCGCTAATTACAACCAATTGCCGG

81
81

161
161

241
241

321
321

AGGGTTTTTNCCCATTTCAGCGAAGTTTGGTAANAACGAGCGGGNCCAGTTNGAATTGTAATAGGACTTCACTATAGGGC
TCCCAAAAANGGGTAAAGTCGCTTCAAACCATTNTTGCTCGCCCNGGTCAANCTTAACATTATCCTGAAGTGATATCCCG

GAATTGGGGCNCGGACGGTCGTCATGTTCCCGCCCCCCATTGGCGCCCGCGGGGAATTCGATTACCCCTCCATATGCGTG
CTTAACCCCGNGCCTGCCAGCAGTACAAGGGCGGGGGGTAACCGCGGGCGCCCCTTAAGCTAATGGGGAGGTATACGCAC

CGTTATGCCGGAGGGCCAAGCAGAAGTTCGAGCGTGATTACCTGATCCCGCTTGCTCAAGTTGACTGATGGCAACGTGTC
GCAATACGGCCTCCCGGTTCGTCTTCAAGCTCGCACTAATGGACTAGGGCGAACGAGTTCAACTGACTACCGTTGCACAG

TGACGCCGCCCGGCTGGCTGATCGCAACCGTACCGAGTTCTATCGCCTGTTGCAGAAGAATGGACTGGATC 391
ACTGCGGCGGGCCGACCGACTAGCGTTGGCATGGCTCAAGATAGCGGACAACGTCTTCTTACCTGACCTAG 391

80
80

160
160

240
240

320
320



XVIII

Apéndice VIIl — Sequéncia do aptamero 4 do dominio HTH da proteina
216.0019

1 TATGNGCCAATATTGGGGACCATCANNTTGAGNGNTGTAGTCCATGTGTCCANTCATGNGATNCACCTCCACCACCTCGG 80
1 ATACNCGGTTATAACCCCTGGTAGTNNAACTCNCNACATCAGGTACACAGGTNAGTACNCTANGTGGAGGTGGTGGAGCC 80

81 GAATGCAGGTGACNACATCGCGGAACTTCTTCANCCAGGAGGCGCTGTGCTGGCGCGTCTTGATCTCCACCAGAACCGTC 160
81 CTTACGTCCACTGNTGTAGCGCCTTGAAGAAGTNGGTCCTCCGCGACACGACCGCGCAGAACTAGAGGTGGTCTTGGCAG 160

161 ACCGAGACATTTAGTTTTTCGGCATCCANCACACCACGCGGNGCTTGATGACACCTTCGGCCTCCAACCTCTGGATGCNA 240
161 TGGCTCTGTAAATCAAAAAGCCGTAGGTNGTGTGGTGCGCCNCGAACTACTGTGGAAGCCGGAGGTTGGAGACCTACGNT 240

241 NGCCAGCATGGGGTTGGTCGACAAGTTGACGCACTCGGCGATTTCGGCCACAGNGCGCGTGNTGTCTTCTTGTAGGATCT 320
241 NCGGTCGTACCCCAACCAGCTGTTCAACTGCGTGAGCCGCTAAAGCCGGTGTCNCGCGCACNACAGAAGAACATCCTAGA 320

321 CCAGGN 326
321 GGTCCN 326



XIX

Apéndice IX — Sequéncia dos aptameros 5 e 6 do dominio HTH da proteina
216.0019

1 CCATATGNGCCAATATTGGGCACCATCACCTTGAGCATGTANTCGATGTGTCCACTCATGCGATGCACCTCCACCACCTC 80
1 GGTATACNCGGTTATAACCCGTGGTAGTGGAACTCGTACATNAGCTACACAGGTGAGTACGCTACGTGGAGGTGGTGGAG 80

81 GGGAATGCAGGTGACGACATCGCGGAACTTCTTCAGCCAGGAGGCGCTGTGCTGGCGCGTCTTGATCTCCACCAGAACCG 160
81 CCCTTACGTCCACTGCTGTAGCGCCTTGAAGAAGTCGGTCCTCCGCGACACGACCGCGCAGAACTAGAGGTGGTCTTGGC 160

161 TCACCGAGACATTGAGTTTTTCGGCATCCAGCAGCACCACGCGGCGCTTGATGACACCTTCGGCCTCCAGCCTCTGGATG 240
161 AGTGGCTCTGTAACTCAAAAAGCCGTAGGTCGTCGTGGTGCGCCGCGAACTACTGTGGAAGCCGGAGGTCGGAGACCTAC 240

241 CGACGCCAGCATGGGGTGGTCGACAAGTTGACGCACTCGGCGATTTCGGCCACAGCGCGCGTGCTGTCTTCTTGTAGGAT 320
241 GCTGCGGTCGTACCCCACCAGCTGTTCAACTGCGTGAGCCGCTAAAGCCGGTGTCGCGCGCACGACAGAAGAACATCCTA 320

321 CTCCAGGATCCAA 333
321 GAGGTCCTAGGTT 333



Apéndice X — Sequéncia do aptamero 1 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 CAAGAATGCGCCGGTCTCGGGTGGCACGGTCAATGGGGTTCAGGTGGGTATCCGCCATCTGTTCTGAGTTTGTGATGTTC
1 GTTCTTACGCGGCCAGAGCCCACCGTGCCAGTTACCCCAAGTCCACCCATAGGCGGTAGACAAGACTCAAACACTACAAG

81 TGAAAAGGAGTCAAGCAATGGACAGCATCGACCTCGATGTACTCAANCGCATTCANCAGTGGCTTGAGGCTGGCCGTGGC
81 ACTTTTCCTCAGTTCGTTACCTGTCGTAGCTGGAGCTACATGAGTTNGCGTAAGTNGTCACCGAACTCCGACCGGCACCG

161 GTNTTGCTGGCCACAGTGGTGCGCACCTGNGGTTCNGCGCCACCGCCGGTCGGGGCNATACTTNCCTTNCGTG 233
161 CANAACGACCGGTGTCACCACGCGTGGACNCCAAGNCGCGGTGGCGGCCAGCCCCGNTATGAANGGAANGCAC 233

XX

80

160
160



XXI

Apéndice XI — Sequéncia do aptamero 2 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 GGGGATCCTGGCTCATTGTGGTCTTGTGGNGCTGGTGAAACTGAAGTGGGTGCGGGGCGTCGTTTGATGGCCCCACTGCC 80
1 CCCCTAGGACCGAGTAACACCAGAACACCNCGACCACTTTGACTTCACCCACGCCCCGCAGCAAACTACCGGGGTGACGG 80

81 TGGCTGCGGGGCAATTTCCACGCGGAAATGGTGCCGCACAGCAATTTTACCTAAAATTACAATCTCATTGAACAGGAACG 160
81 ACCGACGCCCCGTTAAAGGTGCGCCTTTACCACGGCGTGTCGTTAAAATGGATTTTAATGTTAGAGTAACTTGTCCTTGC 160

161 TAACAGGTTGCGCTCGATCAGCGGCGATATGGCCAACTTCGTTGCTCTGTTACACCCTCATGGGGAAGTTACACCAAAGA 240
161 ATTGTCCAACGCGAGCTAGTCGCCGCTATACCGGTTGAAGCAACGAGACAATGTGGGAGTACCCCTTCAATGTGGTTTCT 240

241 AATAAAAAGTCAATATCTGTTAAATATAAAAGTCATCAGGGAACAAAAAACAATCAACCGCGCAAAAGTATTAAATATAA 320
241 TTATTTTTCAGTTATAGACAATTTATATTTTCAGTAGTCCCTTGTTTTTTGTTAGTTGGCGCGTTTTCATAATTTATATT 320

321 AACCAATAATTTCCCATCTAACAACTTGGGGGAGCTTGCGTGGCCAACGACGACGCCGTTGTTGATCG 388
321 TTGGTTATTAAAGGGTAGATTGTTGAACCCCCTCGAACGCACCGGTTGCTGCTGCGGCAACAACTAGC 388



XXl

Apéndice XIl — Sequéncia do aptamero 3 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 GATCGATTTTAGCGGATTCCTGACATCGTGTTGCGACGCGACACAAGCCACTGTTGCCATTCCGGCAAAGGCCGGCCCTG
1 CTAGCTAAAATCGCCTAAGGACTGTAGCACAACGCTGCGCTGTGTTCGGTGACAACGGTAAGGCCGTTTCCGGCCGGGAC

81 GCGATGCCCGCTGCGAAAGCGTCGCTGGGAGTGTTCAGATGGCGATGATGGAGGGATTTTAAAGAGTCCGACTCAAATAG
81 CGCTACGGGCGACGCTTTCGCAGCGACCCTCACAAGTCTACCGCTACTACCTCCCTAAAATTTCTCAGGCTGAGTTTATC

161 TCGGGAATTATCCGGGGCGACGCGCGAATGCCACAGAAAAAAGCAGCTTGCATCCAGGCAATGAAAAAAGGCGCCCGAAG
161 AGCCCTTAATAGGCCCCGCTGCGCGCTTACGGTGTCTTTTTTCGTCGAACGTAGGTCCGTTACTTTTTTCCGCGGGCTTC

241 GCGCCTTTGAAAGAGGCCGTCGCCGGCCCCGAAGGAATACTTGCAGACTCAGTCGATCAGTACGGCAGANGCTTTAGTGG
241 CGCGGAAACTTTCTCCGGCAGCGGCCGGGGCTTCCTTATGAACGTCTGAGTCAGCTAGTCATGCCGTCTNCGAAATCACC

321 TTAAGCCGATTCGCCGTNGGCTTGGAAATATCCAGGCCTTCGCGTTCTTCTTCCTCGGTCACACGCAGGCCGAT 394
321 AATTCGGCTAAGCGGCANCCGAACCTTTATAGGTCCGGAAGCGCAAGAAGAAGGAGCCAGTGTGCGTCCGGCTA 394

80

160

160

240
240

320
320



Apéndice XIIl — Sequéncia do aptamero 4 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 CAGCATGCCAGCACGTCCATCCACGTGGCTGCCAGGAGATCGCGCAGGGCAACATCGATCTCTCGCAGCGCTTCGAAGAA
1 GTCGTACGGTCGTGCAGGTAGGTGCACCGACGGTCCTCTAGCGCGTCCCGTTGTAGCTAGAGAGCGTCGCGAAGCTTCTT

81 CAGGCCGCCTCGCTGGAAGAAACCGCCTCCAGCATGGAAGAACTGACCAGCACTGTGCAACAGAATGCCGGTNACGCCAA
81 GTCCGGCGGAGCGACCTTCTTTGGCGGAGGTCGTACCTTCTTGACTGGTCGTGACACGTTGTCTTACGGCCANTGCGGTT

161 CAGGCCAGCAGCATGGCCAGCGCCGGTGCANAAGTGGCGCGCCGGGGCGAGGCCGAA 218
161 CGTCCGGTCGTCGTACCGGTCGCGGCCACGTNTTCACCGCGCGGCCCCGCTCCGGCTT 218

XXII

80

160
160



XXIV

Apéndice XIV — Sequéncia do aptamero 5 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 GATCTGGGTGCTCAACGCCAGCTCCAACTGGCTCTTGCGCGTGGCAGGCCTGGGTGCGGGCCATGGTCATGACGCCNNCT 80
1 CTAGACCCACGAGTTGCGGTCGAGGTTGACCGAGAACGCGCACCGTCCGGACCCACGCCCGGTACCAGTACTGCGGNNGA 80

81 ATTCGTCCGACGAACTCAAGCTCATCCTGNGCGCCGGCAACAAGAGCGGCAANAACGGCAAGTTCACCCGCGACGAATGG 160
81 TAAGCAGGCTGCTTGAGTTCGAGTAGGACNCGCGGCCGTTGTTCTCGCCGTTNTTGCCGTTCAAGTGGGCGCTGCTTACC 160

161 AATGTGCTGACGCAAAGCCTGAACTTCGCCGAGCTGGACGTGGCCGACATCATGCGTCCGGCCAGCGAGATC — 232
161 TTACACGACTGCGTTTCGGACTTGAAGCGGCTCGACCTGCACCGGCTGTAGTACGCAGGCCGGTCGCTCTAG — 232



XXV

Apéndice XV — Sequéncia do aptadmero 6 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 TACCTGATCCGTATTTTTCTCCAAGAGCAAATTCGCAACGGGATATCCAAGTTTTTAGCGCACTGTCGTTCACGAGCGCT 80
1 ATGGACTAGGCATAAAAAGAGGTTCTCGTTTAAGCGTTGCCCTATAGGTTCAAAAATCGCGTGACAGCAAGTGCTCGCGA 80

81 ATCGCTATCGAAACCAAAAAAGACGAAACAAGAAATGGCCAGAAAATACCGCCGATAGTGCTGTAGGCAGCGATGGAAAT 160
81 TAGCGATAGCTTTGGTTTTTTCTGCTTTGTTCTTTACCGGTCTTTTATGGCGGCTATCACGACATCCGTCGCTACCTTTA 160

161 TCCAGCAGAAAGCGTTCCATTCGCTAGATACAACCAACCAAGGAGCTGTTTTTTTTCTCCAAATGCCACGCGAGCGCTAA 240
161 AGGTCGTCTTTCGCAAGGTAAGCGATCTATGTTGGTTGGTTCCTCGACAAAAAAAAGAGGTTTACGGTGCGCTCGCGATT 240

241 CGGCAATATCGAAAGCGCCCGCCAGGATGCTGCCCCCATACCTGCCAGACGGGCCCCCTGGAT 303
241 GCCGTTATAGCTTTCGCGGGCGGTCCTACGACGGGGGTATGGACGGTCTGCCCGGGGGACCTA 303



XXVI

Apéndice XVI — Sequéncia do aptamero 7 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 CGTTGATCGACTTCAATACACTGTCGGCGCAGATGCCCAACGAGACACGTAACTACGTGCCCAAGCTGCAGGCGGTCAAG 80
1 GCAACTAGCTGAAGTTATGTGACAGCCGCGTCTACGGGTTGCTCTGTGCATTGATGCACGGGTTCGACGTCCGCCAGTTC 80

81 AACATCATCGCCAACCCGGCTGCCTTCGACATCGCCCTGCCCAAGGTGGACAACCAGCCCTACTTCGTCACCATCGGCAA 160
81 TTGTAGTAGCGGTTGGGCCGACGGAAGCTGTAGCGGGACGGGTTCCACCTGTTGGTCGGGATGAAGCAGTGGTAGCCGTT 160

161 GACCCGCAACATCGACGTGAAGGTCGCGGCGCAACTGGCCGAGCTGTCGCTGGACGAGTTCAAGGNCTTGAACCCGCAAT 240
161 CTGGGCGTTGTAGCTGCACTTCCAGCGCCGCGTTGACCGGCTCGACAGCGACCTGCTCAAGTTCCNGAACTTGGGCGTTA 240

241 TCAACCGCCCGGTCATCATCGGCGGNGAANACACCAAGATCC 282
241 AGTTGGCGGGCCAGTAGTAGCCGCCNCTTNTGTGGTTCTAGG 282



XXVII

Apéndice XVII — Sequéncia do aptamero 8 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 ATCGGCGGGGTCGGGTTGAGCTTGGNCTGCAGGAACATCGAAGCAGCCATGATGATGGGCAACAGACCGATGGGNNTGTT 80
1 TAGCCGCCCCAGCCCAACTCGAACCNGACGTCCTTGTAGCTTCGTCGGTACTACTACCCGTTGTCTGGCTACCCNNACAA 80

81 GAATTACGGGATGGTGCCAAACAGGCGGTCAGGCGCGGTCAGGTCATGCACCCAGCCCAGCCAGTGCGCGCCGCGCATTT 160
81 CTTAATGCCCTACCACGGTTTGTCCGCCAGTCCGCGCCAGTCCAGTACGTGGGTCGGGTCGGTCACGCGCGGCGCGTAAA 160

161 CCACCGACGCCAGCAGCACCGAGTACAGCGCGATGAACACCGGGATCCT 209
161 GGTGGCTGCGGTCGTCGTGGCTCATGTCGCGCTACTTGTGGCCCTAGGA 209



XXVIII

Apéndice XVIIl — Sequéncia do aptamero 9 do dominio HTH da proteina
208.0153

1 CCTTGATCATCTACATCGATAGTCAGAAGGAACTGATGTGGGATTAACGCGCTACCCGGGAGGNTGACGCTGCGCGCTTC 80
1 GGAACTAGTAGATGTAGCTATCAGTCTTCCTTGACTACACCCTAATTGCGCGATGGGCCCTCCNACTGCGACGCGCGAAG 80

81 GCCCGTGCTCAGGGTAAAGTAATGGTCAGATTGGCAGTGCGCGGTGCCAATTTGACGATATCTGAATAGCCGGCCAGCCC 160
81 CGGGCACGAGTCCCATTTCATTACCAGTCTAACCGTCACGCGCCACGGTTAAACTGCTATAGACTTATCGGCCGGTCGGG 160

161 ATTTTCGGTGTCGCTGATAAGCATCCAGCGCACTCCCAGATAGGCGAACAAGGTGATCCT 220
161 TAAAAGCCACAGCGACTATTCGTAGGTCGCGTGAGGGTCTATCCGCTTGTTCCACTAGGA 220



XXIX

Apéndice XIX — Sequéncia do aptamero 1 do dominio HTH da proteina
287.0556

1 ATCTGTGTCAGCGTCGGCCCCGGCGGCGGAACTAGCACCTCATGCGCGGCATGAGGTCTTACTTGGCTGCCGCGTTGCTG
1 TAGACACAGTCGCAGCCGGGGCCGCCGCCTTGATCGTGGAGTACGCGCCGTACTCCAGAATGAACCGACGGCGCAACGAC

81 GGCTTGTTGGAAAGACTCCACACATAGGCAGCCAGCACATGCACCTTGGGTTCACCGAGGAACTCGCCAAACGCCGGCAT
81 CCGAACAACCTTTCTGAGGTGTGTATCCGTCGGTCGTGTACGTGGAACCCAAGTGGCTCCTTGAGCGGTTTGCGGCCGTA

161 GGTATTGTCGCGACCCTTGTTGATGGTTTCCTTGATGGTGTCGATACTGCCGCCATACAGCCAGATCT 228
161 CCATAACAGCGCTGGGAACAACTACCAAAGGAACTACCACAGCTATGACGGCGGTATGTCGGTCTAGA 228

80

160
160



