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RESUMO

Herbaspirillum são organismos diazotróficos endofíticos 
associados a importantes gramíneas. A análise por eletroforese em 
campo pulsado do DNA genômico da estirpe Z78 de H. seropedicae 
indicou a presença um único cromossoma com tamanho de 
aproximadamente 5700 Kb. Neste trabalho foram ainda conduzidas 
análise comparativa das estirpes Z78, M2, ZA69, ZA95, Z152 e Z67 
de H. seropedicae e a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans por 
eletroforese em campo pulsado (PFGE), polimorfismo de 
comprimento de fragmento de restrição com endonucleases HindIII 
ou Dral (RFLP), polimorfismo de amplificação aleatória (RAPD), e 
sequenciamento parcial do o Gene que Codifica o rRNA 16S. Os 
resultados obtidos com PFGE mostraram que todas as estirpes de 
Herbaspirillum analisadas possuem genoma circular com tamanho 
variando de 5302 Kb para a estirpe ZA69 a 5783 Kb para as estirpes 
M2 e M4. Diferentes perfis de PFGE foram obtidos quando a enzima 
Swal foi utilizada para produzir macro fragmentos de restrição. Os 
resultados das análises dos quatro métodos utilizados permitiram a 
construção de dendrogramas de similaridade consistentes, agrupando 
as linhagens estudadas em três grupos distintos: grupo I inclui M2 e 
M4; grupo II, ZA69; e grupo III, ZA95, Z78, Z67, e Z152. O padrão 
de bandas resultante da amplificação aleatória (RAPD) do DNA 
genômico das várias estirpes apresentou um maior nível de 
variabilidade do que o obtido com os outros métodos: cada estirpe 
apresentou um único perfil eletroforético com cinco dos seis 
iniciadores utilizados. A estirpe M2 de H. seropedicae foi posicionada 
geneticamente muito próxima à estirpe M4 de H. rubrisubalbicans em 
todas as análises realizadas neste estudo. Os resultados obtidos por 
experimentos de hibridização sugeriram que as estirpes Z78, Z67, 
Z152 e ZA95 de H. Seropedicae, possuem 5 cópias do o Gene que 
Codifica o rRNA 16S e que as estirpes M2 e ZA69 de H. seropedicae e 
M4 de H. rubrisubalbicans possuem 4 cópias deste gene.
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ABSTRACT

Herbaspirillum are endophytic diazotrophs associated with 
important agricultural crops. H. seropedicae strain Z78 was analysed 
by pulsed field gel electrophoresis, suggesting that its genome 
consists of one circular DNA molecule of approximately 5700 Kb. In 
this work we also compared six strains of H. seropedicae (Z78, M2, 
ZA69, ZA95, Z152 and Z67), and one strain of H. rubrisubalbicans 
(M4) using pulsed field gel electrophoresis (PFGE), restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) using Hinólll or Dral 
restriction endonucleases, random amplified polymorphic DNA 
(RAPD), and partial sequence of 16S rRNA. Ali Herbaspirillum strains 
had circular chromosomes and their sizes varied from 5302Kb for 
strain ZA69 to 5783Kb for strains M2 e M4. Different PFGE profiles 
were obtained when the rare restriction endonuclease Swal was used 
to produce macrorestriction fragments. The analyses by the three 
methods produced consistent dendrograms of similarity allocating the 
strains studied in three distinct groups: group I consists of M2 and 
M4; group II, ZA69; and group III, ZA95, Z78, Z67 and Z152. The 
RAPD fingerprinting showed the highest variability, and each strain 
had a unique electrophoretic pattern with 5 of 6 primers used. H. 
seropedicae M2 was found genetically very close to H. 
rubrisubalbicans M4 by ali analyses. Hybridization experiments 
showed that the H. seropedicae strains Z78, Z67, Z152 and ZA95 
have 5 copies of the 16S rRNA gene and H. seropedicae strains M2 
and ZA69, and H. rubrisubalbicans M4 have 4 copies of this gene.



1

1 -  INTRODUÇÃO

1.1 -  FIXAÇÃO DE NITROGÊNIO

Fixação de nitrogênio é o processo químico ou biológico pelo 

qual o dinitrogênio gasoso (N2) é reduzido à amônia (NH3). A síntese 

química de amônia é utilizada principalmente para a produção de 

fertilizantes nitrogenados para a agricultura. Este processo apresenta 

custo elevado devido a necessidade de condições especiais, como 

pressão de aproximadamente 200 atmosferas e temperaturas entre 

400 e 600°C (BOTHE etal., 1983). Cerca de 65% do nitrogênio fixado 

na Terra é proveniente da fixação biológica, 25% são produzidos 

industrialmente e 10% são resultantes da ação de descargas 

elétricas, radiação ultravioleta, ação vulcânica, entre outros 

(NEWTON, 1999). A fixação biológica é importante na manutenção do 

ciclo do nitrogênio na biosfera, sendo também responsável pela 

disponibilização deste elemento para utilização pelos seres vivos 

(BURNS & HARDY, 1975; POSTGATE, 1982; NEWTON, 1999).

A fixação biológica de nitrogênio é catalisada pelo complexo 

enzimático da nitrogenase que é encontrado apenas em organismos 

procariontes denominados diazotróficos. Estes organismos podem ser 

encontrados nos Reinos Bactéria, incluindo actinomicetos, 

cianobactérias, clostrídios e proteobactérias, e Archaea (POSTGATE, 

1982). Nenhum eucarioto é capaz de utilizar o N2 diretamente em 

processos biossintéticos. Apesar disso, estes organismos podem 

utilizar nitrogênio biologicamente fixado resultante de uma 

associação íntima com procariontes diazotróficos (XIA et a!., 1994).
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1.2 - ORGANISMOS DIAZOTRÓFICOS

A capacidade de fixar nitrogênio é amplamente distribuída no 

Reino Bactéria e em alguns grupos de Archaea. Dentro destes reinos, 

a fixação de nitrogênio tem sido relatada em cerca de 100 gêneros 

distribuídos na maioria das principais divisões filogenéticas, embora 

quase todos estes gêneros também apresentem organismos que não 

são capazes de fixar nitrogênio (YOUNG, 1992).

A fixação de nitrogênio não é parâmetro para inclusão ou não 

de microrganismos em determinados grupos, uma vez que não existe 

uma divisão que inclua somente bactérias diazotróficas (YOUNG, 

1992). Por esta razão, a classificação de organismos fixadores de 

nitrogênio precisa abranger a classificação bacteriana em geral, 

levando em conta aspectos ecológicos, fisiológicos e evolutivos 

(YOUNG, 1992).

Os organismos diazotróficos podem ser aeróbicos, anaeróbicos 

facultativos ou estritos, de vida livre, aquáticos ou do solo (YOUNG, 

1992). Muitos organismos diazotróficos associam-se a plantas, 

colonizando o seu interior ou a rizosfera. Neste grupo encontram-se 

os rizóbios que associam-se simbioticamente com plantas 

leguminosas, culminando na formação de estruturas denominadas 

nódulos (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). Outro grupo distinto é 

formado pelos actinomicetos do gênero Frankia, que formam 

simbiose com algumas Angiospermas (BERRY et al, 1993).

O termo organismo diazotrófico endofítico foi introduzido na 

área de fixação biológica de nitrogênio por DÒBEREINER (1992), 

embora o termo endofítico tenha sido criado em 1846 por Leveille, 

para definir um grupo especial de fungos que colonizavam o interior 

de tecidos de plantas. Este conceito foi ampliado por Chanway em 

1996 (citado por BALDANI et a!., 1999), que observou colonização do



interior de tecidos de plantas por bactérias, sem causar sintoma de 

doença.

Os organismos endofíticos associam-se intimamente com seus 

hospedeiros, entretanto não desenvolvem estruturas especializadas, 

como os nódulos ou micorrizas. Este fato dificultou o isolamento e 

caracterização destes organismos associativos não simbióticos. Na 

década de 50 Beijerinckia fluminensis foi isolada da rizosfera de 

plantas de cana-de-açúcar (DÕBEREINER & RUSCHEL, 1958), o que 

resultou no início dos estudos da fixação biológica de nitrogênio em 

plantas não leguminosas. Deste então, novas espécies de bactérias 

fixadoras de nitrogênio, pertencentes aos gêneros Azoarcus, 

Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter e Herbaspirillum foram 

isoladas com a utilização de meios de cultura semi-sólidos 

(DÕBEREINER et al., 1995). Estes meios proporcionam um ambiente 

microaeróbio, onde a tensão de oxigênio não inibe a atividade da 

enzima nitrogenase, permitindo o isolamento de vários organismos 

diazotróficos endofíticos (KIRCHHOF et al., 1997). Esses estudos 

demonstraram a amplitude da associação biológica entre organismos 

diazotróficos e plantas hospedeiras, principalmente gramíneas de 

interesse agrícola.

Os organismos diazotróficos endofíticos possuem vantagens 

quando comparados àqueles que colonizam superfícies das plantas, 

uma vez que sua localização facilita a captação de fontes de carbono 

produzidas pelas plantas e este ambiente também proporciona 

condições necessárias para a expressão e atividade da nitrogenase 

(VERMA et al., 2001). Esta associação também pode trazer vantagens 

para a planta como, por exemplo, biocontrole de patógenos, estímulo 

do crescimento por produção de hormônios, resistência a doenças por 

indução de resistência sistêmica e localizada, e fixação de nitrogênio 

atmosférico e fornecimento de parte do nitrogênio fixado para a
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planta (KLOEPPER & BEAUCHAMP, 1992; FUENTES-RAMIREZ et al., 

1993; BALDANI etal., 1995; HALLMAN et al., 1997).

1.3 - O GÊNERO Herbaspirillum

0 gênero Herbaspirillum compreende bactérias gram-negativas, 

espiraladas, geralmente vibrióides, algumas vezes helicoidais e 

móveis em presença de O2 (BALDAIMI et al., 1986). As células podem 

apresentar de 1 a 3 flagelos em um ou ambos os pólos. O diâmetro 

destas bactérias foi estimado entre 0,6 e 0,7 um e 0 comprimento 

celular pode variar entre 1,5 e 5,0 pm. Apresentam típico 

metabolismo aeróbio, não fermentam açúcares e fixam N2 
atmosférico sob condições de microaerofilia (BALDANI et al., 1986; 

BALDANI et al., 1992). O gênero Herbaspirillum, que pertence à 

subdivisão beta das proteobactérias, apresenta cinco espécies 

descritas até 0 momento: H. seropedicae (BALDANI et a!., 1986), H. 

rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H. frisingense (KIRCHHOF et 

al., 2001), H. chlorophenolicum (ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) e H. 

lusitanum (ncbi.nlm.nih.g0v/taxonomy).

A inoculação de plantas com Herbaspirillum spp. pode resultar 

no aumento de crescimento e produtividade (BALDANI etal., 1995). 

Estes efeitos são atribuídos a sua capacidade em fixar nitrogênio 

(DÕBEREINER & PEDROSA, 1987; DÕBEREINER, 1991; URQUIAGA et 

al., 1992; DÕBEREINER et al., 1995; BODDEY etal., 1995; OLIVARES 

etal., 1996), e produção de auxinas e giberelinas, que podem induzir 

0 crescimento da planta (BASTIÁN et al., 1998).

A colonização da planta por estas bactérias inicia-se pela 

superfície das raízes e, em seguida, os microrganismos alcançam 0 
interior da planta provavelmente através de pontos de ramificação de 

raízes secundárias ou por meio de rachaduras ou fendas presentes 

nas raízes, ocupando espaços intercelulares e 0 xilema (JAMES etal.,



1997; RONCATO-MACARI et al., 2003). Ao contrário dos organismos 

diazotróficos que habitam a rizosfera e que necessitam competir com 

a microflora do solo por fontes de carbono, os organismos 

diazotróficos endofíticos como Herbaspirillum são encontrados no 

interior dos tecidos das plantas, ambientes mais uniformes e 

protegidos, o que pode explicar a alta contribuição da fixação 

biológica de nitrogênio em cana-de-açúcar associada a Herbaspirillum 

(URQUIAGA etal., 1992).

H. seropedicae foi primeiramente isolada no Brasil em 1986, 

por BALDANI e colaboradores, de preparações de rizosfera ou de 

raízes de milho, sorgo e arroz cultivados em diferentes solos. 

Posteriormente, foram encontradas colonizando raízes, colmos ou 

folhas de milho, sorgo, arroz, gramíneas forrageiras, palmeiras, 

abacaxizeiros e bananeiras, além de raízes e colmos de cana-de- 

açúcar. Existem poucos relatos quanto a ocorrência desta espécie em 

outros países, mas já foi isolada na índia, Austrália e Alemanha 

(BALDANI etal., 1986; BALDANI etal., 1997; WEBER, 1998; CRUZ et 

a!., 2001). ELBELTAGY et al. (2001) relataram a presença de 

organismos diazotróficos endofíticos no Japão, isolados de arroz, que 

foram classificados como pertencentes ao gênero Herbaspirillum com 

base em propriedades como utilização de fontes de carbono, 

comparações entre seqüências que codificam o gene 16S rRNA e 

hibridização com sondas gênero-específicas (HERB 86 e HERB 1432; 

KIRCHHOF et al., 2001). Os autores afirmam que aquelas estirpes 

não se inserem nos grupos das espécies conhecidas, sugerindo que 

podem se tratar de uma nova espécie.

H. rubrisubalbicans, uma espécie fitopatógena originalmente 

descrita como Pseudomonas rubrisubalbicans, foi incluída no gênero 

Herbaspirillum com base em estudos moleculares (GILLIS et al., 

1990; BALDANI et al., 1992, BALDANI et al., 1996). Esta espécie foi 

detectada colonizando cana-de-açúcar, arroz, bananeira, abacaxizeiro
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e palmeiras (BALDANI et al., 1997; WEBER, 1998) causa a doença da 

estria mosqueada na variedade B-4362 de cana-de-açúcar cultivada 

nos Estados Unidos e também estria vermelha em sorgo (James et 

al., 1997). Nas plantas afetadas um grande número de H. 

rubrisubalbicans pode ser encontrado no interior dos tecidos das 

folhas, dentro dos vasos do protoxilema e associadas a lacunas, 

aparentemente bloqueando os vasos completamente (JAMES et al., 

1997). Não foi observada a doença em variedades desta gramínea 

plantadas comercialmente no Brasil (BALDANI et al., 1996).

Tanto H. seropedicae quanto H. rubrisubalbicans 

aparentemente não sobrevivem em solos isento de plantas (BALDANI 

et al., 1996), embora a presença destes organismos em baixo 

número nestes solos tenha sido detectada (BALDANI et al., 1996), e 

pode ter ocorrido devido à inclusão de pêlos radiculares ou pequenas 

frações de raízes nas amostras analisadas. OLIVARES et al. (1996) 

também sugerem que H. rubrisubalbicans estirpe M4 pode 

permanecer no solo em um estado de latência, não podendo ser 

cultivada em laboratório. Entretanto, se este solo for usado para 

plantio de sementes esterilizadas, as bactérias são novamente 

encontradas na forma endofítica, cerca de 45 dias após o plantio. 

Presume-se que a planta produz substâncias capazes de induzir a 

proliferação bacteriana (OLIVARES et al., 1996). O processo pelo qual 

estas bactérias são disseminadas ainda não foi totalmente 

desvendado, e uma das hipóteses indica que a disseminação ocorra 

por meio das sementes das plantas colonizadas (BALDANI et al., 

1997).

Recentemente, KIRCHROF et al. (2001) sugeriram a inclusão de 

uma nova espécie no gênero Herbaspirillum, denominada H. 

frisingense, baseado em propriedades fisiológicas, análises 

filogenéticas por comparação de seqüências do gene 16S rRNA e 

estudos de homologia DNA-DNA. Esta bactéria coloniza raízes de



7

gramíneas das espécies Miscanthus sinensis, Miscanthus 

saccharifíorus e Pennisetum purpureum crescidas no Brasil e 

Alemanha (HARTMANN etal., 1999; KIRCHROF etal., 2001).

Gluconoacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp. são 

encontrados endofiticamente em cana-de-açúcar em número 

suficiente para fixar nitrogênio necessário para suprir as necessidades 

da planta (URQUIAGA etal., 1992; DÕBEREINER et al., 1993, 1994; 

JAMES etal., 1994; DONG etal., 1994; BODDEY, 1995). Entretanto, 

Gluconoacetobacter diazotrophicus somente foi encontrado em cana- 

de-açúcar, não sendo detectada em sorgo nem arroz. Por esta razão, 

Herbaspirillum tem potencial para ser utilizado como biofertilizante 

em outras espécies de gramíneas (DÕBEREINER et al., 1995; 

BODDEY, 1995; OLIVARES etal., 1996, JAMES etal., 1997).

As duas espécies de Herbaspirillum mais estudadas podem ser 

separadas por parâmetros fisiológicos e morfológicos: H. seropedicae 

é capaz de utilizar /V-acetil-glucosamina como única fonte de carbono, 

mas não meso-erithritol, além de apresentar de um a três fiagelos 

em um único pólo; estirpes de H. rubrisubalbicans, por outro lado, 

são capazes de crescer em meso-erithritol, mas não utilizam N- 

acetyl-glucosamina como única fonte de carbono, além de possuírem 

múltiplos fiagelos em um pólo (BALDANI et al., 1996). Finalmente, H. 

rubrisubalbicans é um colonizador de tecidos de plantas 

aparentemente mais agressivo que H. seropedicae (JAMES et al.,

1997). Poucas estirpes de espécies de Herbaspirillum foram 

analisadas ao nível molecular. A análise da seqüência parcial do gene 

16S rRNA (cerca de 300 pb) não diferenciou claramente as estirpes 

pertencentes às espécies de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans 

(CRUZ et al., 2001). Por este motivo, estudos moleculares mais 

discriminatórios são necessários para a determinação de suas 

relações filogenéticas.



1.4 - DIVERSIDADE GENÉTICA EM MICRORGANISMOS

Estudos recentes mostraram uma plasticidade surpreendente 

na estrutura do genoma de muitas bactérias, apresentando variação 

mesmo entre estirpes de uma mesma espécie. A estrutura do DNA 

bacteriano pode ser analisada sob vários aspectos, como número de 

cromossomas, tamanho do genoma, geometria do replicon, conteúdo 

de G+C, seqüência e freqüência de nucleotídeos e organização dos 

genes (CASJENS, 1998). Com o desenvolvimento de metodologias 

capazes de permitir a análise de DNA de alta massa molecular, 

estimar o tamanho de cromossomas e construir mapas genômicos de 

vários microrganismos tornaram-se práticas amplamente utilizadas 

(LEE etaL, 1996; CASJENS, 1998; MORENO, 1998).

Grandes replicons são designados como cromossomas enquanto 

os menores são denominados elementos extra cromossômicos, 

plasmídeos, ou ainda, pequenos cromossomas (KOLSTO, 1997). 

Todavia, estas definições tornaram-se confusas à medida que novos 

paradigmas surgiram. São considerados cromossomas replicons que 

possuem genes essenciais para o organismo. Por outro lado, certos 

replicons podem não ser imprescindíveis em condições de laboratório, 

embora possam estar presentes em todos os isolados naturais de 

uma dada espécie, sugerindo que contém genes essenciais para 

sobrevivência no "habitat" natural destes organismos (CASJENS & 

HUANG, 1993; LEWIN, 1997; CASJENS, 1998).

Em relação ao número de cromossomas, a maioria das 

bactérias apresenta um único replicon, mas já foi relatado que 

membros de vários gêneros podem conter dois ou mais mega- 

replicons, como Agrobacterium (ALLARDET-SERVENT et al., 1993; 

JUMAS-BILAK et al., 1995), Brucella (MICHAUX etaL, 1993; JUMAS- 

BILAK et al., 1995; JUMAS-BILAK et al., 1998), Rhizobium 

(HONEYCUTT et al., 1993), Rhodobacter (CHOUDHARY et al., 1997;
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SUWANTO & KAPLAN, 1989) e Azospirillum (MARTIN-DIDONET etal., 

2000) pertencentes à sub-classe das a-proteobactérias; Burkholderia 

(CHENG & LESSIE, 1994; RODLEY etal., 1995; LESSIE etal., 1996) 

das p-proteobactérias; alguns isolados de Bacillus thuringiensis 

(CARLSON et al., 1996) e de espiroquetas do gênero Leptospira 

(ZUERNER et al., 1993). Não há uma hipótese única para explicar a 

presença de mais de um cromossoma em bactérias. Alguns autores 

sugerem que pode ter ocorrido divisão desigual do cromossoma 

durante a replicação, quebra em diferentes posições gerando 

múltiplos replicons, além de mutações individuais nestes replicons, 

transferência horizontal ou ainda, plasmídeos convertendo-se em 

cromossomas por meio de aquisição de genes essenciais (KOLSTO, 

1997; JUMAS-BILAK et al., 1998). Em espécies do gênero Brucella as 

diferenças no número e tamanho de cromossomas podem ser 

explicadas por rearranjos em regiões do cromossoma contendo genes 

rrn. Diferentes rearranjos são provavelmente responsáveis pela 

presença de apenas um cromossoma no biovar 3, dois cromossomas 

nos biovares 1, 2 e 4 de Brucella suis (JUMAS-BILAK et al., 1998).

Além do número, a geometria e o tamanho dos cromossomos 

das bactérias podem variar. Até recentemente, todos os 

cromossomos bacterianos eram classificados como circulares. Embora 

verdadeiro para a maioria das bactérias, um número crescente de 

exceções está sendo identificado. Borrelia burgdoferi apresenta um 

cromossoma linear, além de 20 plasmídeos lineares e circulares 

(FRASER et al., 1997; CASJENS, 2000) e Streptomyces possui um 

cromossoma e plasmídeos lineares (DÀVIDSON et al., 1992; 

LUCHANSKY et al., 1992; CASJENS & HUANG, 1993; CHEN, 1996). 

Em Streptomyces, SHIFFMAN & COHEN (1992) também observaram 

uma interconversão na geometria do replicon durante a replicação do 

cromossoma, de linear para circular. Agrobacterium tumefaciens 

apresenta dois cromossomas, sendo um linear e outro circular, além
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de dois plasmídeos (ALLARDET-SERVENT et al., 1993; JUMAS-BILAK 

etal., 1995).

O tamanho dos cromossomas também varia entre as bactérias. 

O menor genoma conhecido é o de Mycoplasma genitalium com 580 

Kb (FRASER et al., 1995), e o maior é o de Stigmatella erecta com

9,9 Mb (NEUMANN et al., 1992). Esta variação no tamanho dos 

cromossomas foi também observada em bactérias pertencentes às 

mesmas divisões filogenéticas. Por exemplo, entre as a- 

proteobactérias encontram-se organismos com tamanho de genoma 

que varia entre 1,2 e 9,5 Mb (MORENO, 1998) e, entre os 

espiroquetas, de 910 Kb a 4,6 Mb. Esta variação no tamanho do 

genoma das bactérias pode estar relacionada ao seu "habitat". Os 

parasitas possuem um genoma menor, uma vez que utilizam parte da 

maquinaria do hospedeiro para sua sobrevivência. Já bactérias que 

apresentam um ciclo de vida mais complexo com estágios de 

desenvolvimento como formação de micélio ou esporulação, possuem 

um genoma mais complexo (CASJENS, 1998; MORENO, 1998; WREN, 

2000).

1.5 - MÉTODOS MOLECULARES PARA A IDENTIFICAÇÃO E 

CLASSIFICAÇÃO BACTERIANA

Recentemente muito progresso tem sido obtido na identificação 

e classificação de microrganismos devido ao desenvolvimento de 

metodologias moleculares eficientes e cada vez mais sensíveis. Na 

década de 80, vários métodos baseados em DNA foram desenvolvidos 

com o objetivo de identificação e tipagem de organismos procariotos 

e eucariotos (SAVELKOUL et al., 1999). Estes métodos diferem em 

seu alcance taxonômico, poder discriminatório, reprodutibilidade, 

facilidade de interpretação e padronização (VANEECHOUTTE, 1996; 

MOREL, 1997; OLIVE & BEAN, 1999). Além disso, a maioria das
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técnicas moleculares depende da separação eletroforética de 

fragmentos de DNA, representada por um padrão de bandas 

visualizado em gel. Como estes padrões podem ser complexos, a 

interpretação dos resultados e escolha de uma determinada técnica 

de tipagem depende da facilidade com a qual os resultados serão 

interpretados e relacionados (ARBEIT, 1995). Os métodos de 

genotipagem apresentam diferentes capacidades discriminatórias, 

dependendo do nível taxonômico e categoria. Em bacteriologia, a 

discriminação ao nível de espécie é denominada de identificação, 

enquanto que tipagem significa diferenciação ao nível de linhagem ou 

estirpe, entre organismos de uma espécie (SAVELKOUL et al., 1999).

Apesar dos esforços para uma classificação de bactérias ao 

nível de espécies, ainda não há uma definição clara dos critérios 

necessários para caracterizar espécies bacterianas, nem métodos 

padronizados para descrição de espécie. As definições iniciais 

baseavam-se em características bioquímicas, fenotípicas e 

morfológicas. Entretanto, microrganismos evolutivamente distintos 

podem não apresentar uma distinção marcante quando apenas estes 

parâmetros são avaliados (OLSEN etaL, 1986; WOESE, 1987; SMITH 

et al., 1991; YOUNG, 1992; STALEY, 1999). Assim, os sistemas 

baseados na morfologia e fisiologia geraram erros de posicionamento 

filogenético de bactérias, quando comparados a técnicas de 

comparação molecular, como por exemplo, comparação de seqüência 

do gene 16S rRNA (WOESE, 1987). Atualmente, vários métodos com 

base na análise de material genético estão sendo utilizados para 

classificação de bactérias, que utiliza um grupo de organismos, 

incluindo a estirpe tipo, para definir as características das espécies 

(VANDAMME et al., 1996). Além disso, o sequenciamento de 

proteínas e ácidos nucléicos permite medir as relações evolucionárias 

evolutivas entre organismos e relacioná-los em termos de relógio 

evolucionário (WILSON et al., 1977). A informação genotípica é mais
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rápida, confiável e precisamente interpretada, e fornece mais 

informação sobre as relações evolucionárias que as fenotípicas 

(WOESE, 1987).

A análise de macrofragmentos de restrição de DNA por 

eletroforese em campo pulsado e análise de fragmentos de DNA 

genômico por RFLP, juntamente com hibridização DNA-DNA utilizando 

como sonda genes essenciais como, por exemplo, o gene ribossômico 

16S (16S rRNA), são métodos bastante eficazes para a comparação 

bacteriana. A tecnologia de PCR oferece possibilidades alternativas 

para identificação de organismos para os quais diferenciação ao nível 

de espécie é particularmente difícil (VANDAMME et al., 2000).

1.5.1 -  ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO

Métodos eletroforéticos convencionais não permitem a 

separação de fragmentos de DNA com tamanho superior a 50 Kb 

(MANIATIS et al., 1982). Moléculas maiores que 50 Kb migram 

praticamente com a mesma velocidade, um fenômeno denominado 

limite de mobilidade (SCHWARTZ & CANTOR, 1984). Além disso, é 

necessário garantir a integridade do DNA contra choques mecânicos e 

contra degradação por nucleases durante o processamento das 

amostras. SCHWARTZ & CANTOR (1984) utilizaram uma técnica 

especial para análise e resolução de fragmentos de DNA de alta 

massa molecular denominado de eletroforese em campo pulsado 

(PFGE: "pulsed-field gel electrophoresis"). A manipulação de 

cromossoma de levedura foi feita aprisionando as células em blocos 

de agarose com baixo ponto de fusão ("plugs"), antes de qualquer 

processamento. Em seguida, os "plugs" foram tratados para o 

rompimento e a remoção dos componentes celulares de forma que 

finalmente apenas o DNA intacto permanecesse aprisionado nos 

blocos de agarose. Os procedimentos para preparação de
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cromossomas intactos são basicamente os mesmos para bactérias, 

fungos e outras células e tecidos e consiste na remoção da parede 

celular com enzimas e detergentes, e degradação de proteínas com 

proteases (CARLE & OLSON, 1984).

SCHWARTZ & CANTOR (1984) demonstraram que era possível 

separar moléculas maiores de DNA pela variação cíclica da orientação 

do campo elétrico no gel durante a corrida eletroforética. Com a 

mudança do campo elétrico, ocorre uma alteração conformacional e 

reorientação das moléculas de DNA na direção do novo campo 

elétrico antes que se inicie a migração. Deste modo, a migração se dá 

por uma série de passos em direções alternadas, com os campos 

elétricos regulados para assegurar que a migração se dê em linha 

reta. O tempo necessário para os fragmentos se reorientarem em 

cada mudança de direção do campo é dependente da massa 

molecular, ou seja, moléculas maiores demoram mais tempo para se 

re-alinharem após o campo elétrico ter sido alternado do que as 

menores, devido à barreira física da matriz de agarose. (SMITH etal., 

1988; MILLS & McCLUSKEY, 1990; BIRREN & LAI, 1993; HOOD,

1995). Segundo MILLS & McCLUSKEY (1990) o tempo do pulso 

elétrico aplicado ao gel deve ser selecionado para que as moléculas 

de DNA de um determinado tamanho gastem a maior parte da 

duração do pulso se reorientando, e não se movendo através do gel 

de agarose. Além do tamanho e número de fragmentos de DNA de 

alta massa molecular, PFGE pode também determinar a geometria 

das moléculas de acido nucléico. Moléculas de DNA de alta massa 

molecular que apresentam topologia circular, não são capazes de 

migrar pela matriz de agarose, permanecendo intactas no poço de 

aplicação, mas moléculas lineares também de alta massa migram, o 

que faz com que esta diferença de geometria fique evidente durante 

uma corrida eletroforética (LEE etal., 1996).
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0 termo eletroforese em campo pulsado (PFGE) foi 

originalmente proposto por SCHWARTZ & CANTOR em 1984 para 

qualquer corrida eletroforética envolvendo campos elétricos 

alternados. Posteriormente, métodos alternativos de PFGE foram 

descritos, uma vez que não só a orientação do gradiente elétrico é 

importante, mas outras alterações nas eletroforeses também 

contribuem para a separação de DNA de alta massa molecular, como 

variação na geometria dos eletrodos, homogeneidade e método de 

reorientação dos campos elétricos. Alguns dos sistemas que separam 

moléculas de DNA de alta massa molecular são:

a) OFAGE (Orthogonal Field Alternation Gel Eletrophoresis), 

formado por dois campos elétricos não homogêneos (CARLE 

&OLSON, 1984);

b) FIGE (Field Inversion Gel Eletrophoresis), onde os campos 

elétricos formam um ângulo de 180°C entre si (CARLE et 

al., 1986);

c) CHEF (Countor - Clamped Homogeneous Electric Fields), 

que utiliza múltiplos eletrodos organizados em forma de 

polígono (hexágono com ângulo de 120° ou 60° entre os 

campos elétricos ou quadrados com ângulo de 90° entre os 

campos) (CHU, 1986);

d) TAFE (Transverse-Alternating-Field Eletrophoresis), onde 

campos elétricos homogêneos são localizados 

transversalmente ao gel que fica numa posição vertical 

(GARDINER et al., 1986; GARDINER & PATTERSON, 1988).

O limite máximo de tamanho resolvido por estes métodos 

parece não ser diferente. Entretanto, estes métodos variam na 

capacidade de resolução, da forma de migração das moléculas e 

velocidade de separação (BIRREN & LAI, 1993).
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1.5.2 - POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS 

DE RESTRIÇÃO - RFLP

RFLP ("Restriction Fragment Length Polymorphism") é definido 

como polimorfismo do comprimento de fragmentos obtidos por corte 

da fita dupla de DNA por endonucleases de restrição (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1995). Os primeiros pesquisadores a utilizarem esta 

técnica foram Grodzicker e colaboradores (1974) (citado por

FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995) com o objetivo de detectar

mutações em DNA de adenovírus. Pouco tempo depois esta

metodologia já estava sendo amplamente empregada em várias 

áreas da biologia, como na sistemática de bactérias (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1995; BUSSE et al., 1996). Este método de 

classificação foi adaptado para a diferenciação de estirpes de 

bactérias pela localização de sítios de reconhecimento de

endonucleases presentes em "loci" genéticos de interesse. O 

resultado observado após eletroforese dos fragmentos obtidos é 

analisado com base no tamanho das bandas resultantes, que poderão 

ser diferentes entre espécies não relacionadas e até mesmo entre 

estirpes de uma mesma espécie. Estas diferenças são resultantes de 

rearranjos no genoma e mutações afetando os tamanhos dos 

fragmentos de restrição (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; BUSSE 

et aL, 1996). O poder discriminatório do RFLP pode ser aumentado 

quando esta técnica é combinada à hibridização (RFLP-Southern 

blotting) de uma seqüência clonada (sonda) com fragmentos de DNA 

obtidos pela ação de endonucleases. A homologia entre a seqüência 

de nucleotídeos da sonda e a seqüência complementar de 

nucleotídeos de um fragmento de DNA revela o polimorfismo 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; SILVA & WITTWER, 2000). 

Deste modo, RFLP refere-se a natureza polimórfica da localização de 

sítios de enzimas de restrição presentes em regiões genéticas
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definidas (OLIVE & BEAN, 1999), além de inserções e ou deleções 

nestes sítios de reconhecimento.

A ribotipagem, uma variação do "RFLP-Southern blotting", 

utiliza sondas provenientes dos genes 16S e 23S rDNA, e tem sido 

empregada com sucesso na diferenciação entre linhagens de 

bactérias (GERNER-SMIDT, 1992; KOOPMAN, et al., 1993, ESTRADA 

et al., 2002; KOZINSKA et al., 2002, SHAVER et al.r 2002, entre 

outros). Os resultados da ribotipagem baseiam-se em apenas 

algumas bandas, simplificando sua interpretação, embora esta 

característica possa limitar a capacidade da técnica em distinguir 

entre estirpes intimamente relacionadas (OLIVE & BEAN, 1999).

Algumas das principais limitações do uso de RFLP são 

dificuldade na interpretação dos resultados quando o experimento 

envolve grande número de organismos, obtenção de sondas 

adequadas, instalações apropriadas e pessoal técnico habilitado para 

manuseio de material radioativo (quando sondas marcadas 

radioativamente são utilizadas), além de custo elevado para 

realização dos experimentos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA ,1995).

1.5.3 - O GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

Desde a década de 70 quando WOESE e colaboradores 

começaram a investigar a filogenia de procariotos catalogando a 

seqüência do gene 16S rRNA, o conhecimento nesta área aumentou 

consideravelmente. A análise da seqüência do gene 16S rRNA de 

diferentes células possibilitou aos autores dividirem os organismos 

vivos em três Reinos denominados Archaea, Bactéria e Eucarya 

(WOESE et al., 1990), que eram formalmente conhecidas como 

Archaebacteria, Eubacteria e Eucaryotes (BUSSE et al., 1996). 

Entretanto, juntamente com estes avanços nos estudos de filogenia, 

a taxonomia de bactérias sofria mudanças substanciais. Como a
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sistemática bacteriana baseava-se em dados fisiológicos e 

morfológicos, os resultados obtidos pela comparação de seqüências 

do gene 16S rRNA eram freqüentemente conflitantes aos arranjos 

taxonômicos existentes naquela época (BUSSE et al., 1996). Apesar 

disso, estudos utilizando o gene 16S rRNA foram amplamente 

difundidos em filogenia.

O 16S rRNA é um candidato ideal para estudos evolucionários e 

evolutivos, uma vez que apresenta características estruturais e 

funcionais ideais capazes de determinar relações filogenéticas (OLSEN 

et al., 1986; WOESE, 1987; WEISBURG et al., 1991; MORENO,

1998). O gene que codifica para o RNA ribossômico 16S é altamente 

conservado entre os Reinos Bactéria e Archaea (OLSEN et al., 1986; 

WOESE, 1987), e estes genes são essenciais para funções biológicas 

e, seus transcritos não são traduzidos, o que resulta numa 

variabilidade menor quando comparados a outros genes.

Segundo OLIVER & BEAN (1999), para que uma seqüência de 

DNA possa ser utilizada na diferenciação entre estirpes, precisa 

preencher os seguintes critérios: a seqüência de DNA selecionada 

precisa ser variável e posicionada entre duas regiões altamente 

conservadas, o que permite a amplificação por PCR e tipagem dos 

membros de uma espécie; a variabilidade dentro da seqüência 

selecionada precisa ser suficiente para separar diferentes estirpes de 

uma dada espécie; finalmente, a seqüência selecionada não deve ser 

transmitida horizontalmente para outras estirpes da mesma espécie 

de forma freqüente, permitindo que o gene 16S rRNA seja 

amplamente utilizado nas análises filogenéticas. Algumas regiões da 

estrutura primária do 16S rRNA são altamente conservadas, 

enquanto outras possuem média ou baixa variabilidade entre 

indivíduos evolutivamente relacionados. Assim, o sequenciamento 

parcial ou completo do gene que codifica o 16S rRNA, seguido do 

alinhamento e comparação entre as seqüências constitui uma
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ferramenta importante para a determinação de relações filogenéticas, 

além de auxiliar na determinação do número de cromossomos em 

vários organismos (WOESE, 1987; WEISBURG et al., 1991).

Os genes rRNAs ribossômicos (que codificam para 5S, 16S e 

23S rRNAs) estão tipicamente presentes em um único operon, 

juntamente com genes que codificam para moléculas de tRNAs e são 

transcritos de maneira a produzir quantidades eqüimolares de cada 

produto destes genes (KLAPPENBACH et al., 2001). O número de 

operons rRNA apresenta grande variação entre as bactérias, podendo 

estar presente em apenas uma cópia, como em espécies de 

Mycoplasma (SAWADA et al., 1981; FRASER et al., 1995; 

HIMMELREICH et al., 1996) e de Mycobacterium (COLE et al., 1998) 

ou até dez cópias no genoma, como em Bacillus subtilis (KUNST et 

al., 1997). Durante o crescimento exponencial, o número de operons 

rrn pode chegar a 36 cópias em Escherlchia coli (BREMER & DENNIS,

1996). Além disso, pode existir diferença de bases entre as cópias 

dos genes 16S rRNA. Deinococcus radiodurans ATCC 13939 possui 

três cópias deste operon, podendo ocorrer diferença de duas bases 

neste gene. E. coli ATCC 10798 possui sete cópias do operon rRNA, e 

as diferenças entre os genes pode chegar a dezenove bases 

(KLAPPENBACH etal., 2001).

Atualmente, a disponibilidade de seqüências do gene 16S rRNA 

de um grande número de bactérias pertencentes a vários grupos tem 

tornado o estudo filogenético bacteriano mais abrangente. Deste 

modo, é possível efetuar análises comparativas entre vários 

indivíduos pertencentes a diversos táxons, produzindo árvores 

filogenéticas mais consistentes.
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1.5.4 - POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO AO ACASO - 

RAPD

A tipagem genética de organismos baseada em polimorfismo de 

DNA amplificado ao acaso é uma metodologia altamente 

discriminatória, envolvendo a utilização de um conjunto de iniciadores 

aleatórios para amplificar seqüências de DNA. Esta metodologia foi 

primeiramente descrita por WILLIAMS et al. (1990) e WELSH & 

MCCLELLAND (1990) e tem sido usada para distinguir vários grupos 

de procariotos, mas principalmente bactérias de relevância clínica, 

como por exemplo, na diferenciação de espécies intimamente 

relacionadas e dificilmente distinguíveis, como Listeria 

monocytogenes e Listeria innocua (CZAJKA et ai., 1993) ou de 

estirpes de Haemophilus sommus (MEYERS et al., 1993) e 

Staphylococcus aureus (SAULNIER et al., 1993).

Polimorfismo de DNA ao acaso (RAPD) é basicamente uma 

variação do protocolo de PCR, com uma característica distinta: utiliza 

um único iniciador por reação cuja seqüência é arbitrária sendo, 

portanto, sua seqüência alvo desconhecida (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1995). Baseia-se, em parte, no fato de que a Taq 

DNA polimerase, utilizada na reação realizada por PCR, é 

parcialmente tolerante aos pareamentos errados entre iniciadores e o 

DNA alvo. Uma vez que a amplificação se dá em condições de baixa 

estringência, um único iniciador pode interagir com o DNA alvo em 

várias posições onde o pareamento seria imperfeito (SILVA & RUSSO, 

2000). Por esta razão, os iniciadores utilizados na reação de 

amplificação são pequenos fragmentos de DNA, geralmente com 9 ou 

10 pb, que anelam com afinidade suficiente às seqüências do DNA 

genômico sob baixas temperaturas de anelamento, de tal forma que 

podem ser usados para iniciar a amplificação de regiões do DNA 

bacteriano. Os iniciadores precisam se anelar ao DNA alvo dentro de
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uma região de poucos kilobases de distância um do outro e em 

orientação contrária, para que ocorra a amplificação (OLIVE & BEAN, 

1999). O número e localização destas regiões de anelamento variam 

para diferentes estirpes de uma mesma espécie. Tipicamente, cada 

iniciador arbitrário dirige a síntese de vários segmentos de DNA 

simultaneamente em diversas posições do genoma, resultando em 

várias bandas no gel (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Deste 

modo, o padrão de bandas resultante é característico de uma estirpe 

em particular (WELSH & MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990; 

CAETANO-ANOLLES et a!., 1991; MEUNIER & GRIMONT, 1993).

Apesar desta técnica apresentar grande poder discriminatório, 

vários problemas têm sido relacionados à padronização das condições 

de amplificação. A reprodutibilidade dos resultados em diferentes 

laboratórios e diferenças resultantes do termociclador utilizado 

aparecem como as principais limitações desta técnica (PENNER et 

al., 1993; WANG et al., 1993). Entretanto, estudos realizados 

recentemente utilizando Cryptococcus neoformans var. neoformans 

demonstraram que o perfil de bandas amplificadas por RAPD 

apresenta reprodutibilidade e pode ser realizado por diferentes 

laboratórios apresentando os mesmos resultados (MEYER et al.,

1999). Da mesma maneira, LASKER (2002) afirmou que repetidas 

corridas utilizando a mesma amostra de DNA, bem como diferentes 

preparações de DNA da mesma estirpe de Aspergillus fumigatus 

resultaram em padrões altamente reprodutíveis, usando as técnicas 

de RFLP, RAPD, iniciador de seqüência específica (sequence-specific 

DNA primer, SSDP) ou ainda microsatélite marcador polimórfico 

(polymorphic microsatellite markers, PMM).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Definir relações inter e intra-específicas utilizando 

métodos moleculares:

2.1.1 - Determinar geometria e tamanho do DNA 

genômico de Herbaspirillum seropedicae Z78;

2.1.2 - Comparar as seqüências do gene que codifica o 

16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum seropedicae M2, ZA69, 

ZA95, Z152, Z67 e Z78 e da estirpe M4 de H. rubrisubalbicans;

2.1.3 - Comparar o padrão de fragmentos de restrição do 

DNA genômico das estirpes de Herbaspirillum seropedicae M2, ZA69, 

ZA95, Z152, Z67 e Z78 e a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans.

2.1.4 - Comparar o padrão de amplificação aleatória do 

DNA genômico das estirpes de Herbaspirillum seropedicae M2, ZA69, 

ZA95, Z152, Z67 e Z78 e a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans.
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3 - MATERIAL E MÉTODOS

3.1 -  BACTÉRIAS

As bactérias utilizadas neste trabalho estão listadas na Tabela 

1. As estirpes de Herbaspirillum foram cedidas pelo Programa 

Nacional de Pesquisas em Agrobiologia da Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária, Seropédica, Rio de Janeiro ou obtidas da 

coleção do Núcleo de Fixação Biológica de Nitrogênio - UFPR. As 

bactérias foram estocadas em glicerol 50% e mantidas a -20°C ou em 

meio NFbHP semi-sólido a temperatura ambiente.

Tabela 1 - Lista de Estirpes

Estirpes Referência

Herbaspirillum seropedicae

Z78 BALDANI etal., 1986

M2 BALDANI etal., 1996

Z69 BALDANI etal., 1986

ZA95 BALDANI etal., 1986

ZA152 BALDANI etal., 1986

Z67 BALDANI etal., 1986

Herbaspirillum rubrisubalbicans

M4 BALDANI etal., 1996

3.2 -  MEIOS DE CULTURA

As estirpes de Herbaspirillum foram cultivadas em meio NFb- 

malato (KLASSEN etal., 1997) que apresenta a seguinte composição:
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MEIO NFb-malato

g/L

Ácido málico 5,0

MgS04.7H20 0,2

NaCI 0,1
NTA 0,02

FeS04.7H20 0,056

Solução de micronutrientes

A solução de micronutrientes tem a seguinte composição e foi 

adicionado lOmL por litro de meio NFb-malato:

g/L

Na2Mo04.2H20 200

MnS04.H20 235

H3BO3 280

CUS04.5H20 80

ZnS04.7H20 24

O pH foi ajustado para 6,5 com KOH 70%. Ao meio NFb 

esterilizado foram adicionados solução de fosfatos (50mL para 

lOOOmL de NFb-malato) e NH4CI (20mmol/L final), sendo então 

denominado NFbHPN. A solução de fosfatos apresenta a seguinte 

composição:

9/L

K2HP04 17,8

KH2P04 159,5

Ao meio semi-sólido foram adicionados l,8g/L de ágar e, no 

meio sólido, 15g/L de ágar. Todos os meios de cultura e soluções 

foram esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atmosfera de pressão, 

por 20 minutos.

Para crescimento da estirpe Z78 de H. seropedicae foi 

adicionado ao meio de cultura estreptomicina, na concentração final 

de 80|ig/mL. A solução estoque de estreptomicina foi preparada em
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água destilada e esterilizada por filtração em filtro Millipore HAWP 

(0,22|im). As soluções estoque de antibiótico foram mantidas a - 

20°C.

3.3 -  CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

As células de Herbaspirillum foram crescidas a 30°C sob 

agitação constante (150rpm) em 50mL de meio NFbHPN (KLASSEN et 

al., 1997).

3.4 - REAGENTES QUÍMICOS

Lisozima, Proteinase K, Tris-base, SDS, RNAse, Triton X-100, 

agarose para eletroforese em campo pulsado e antibióticos foram 

adquiridos da Sigma Chemical Company. Agarose de baixo ponto de 

fusão, fenol, marcadores de massa molecular 1Kb ladder, X HinólU e 

lOOpb foram da Life-Technologies. Etanol, isopropanol, clorofórmio, 

álcool isoamílico foram adquiridos da Merck. As enzimas de restrição 

foram adquiridas da Amersham Biosciences, Life Technologies ou New 

England Biolabs. O nucleotídeo marcado [a32P] (dCTP) foi obtido da 

Amersham Biosciences. Extrato de Levedura, triptona e ágar 

bacteriológico foram adquiridos da Merck, Oxoid ou Biobrás. Os 

marcadores de massa molecular utilizados nos experimentos de PFGE 

foram Sacharomyces cerevisae e X DNA-PFGE (Amersham Biosciences 

e Biolabs), Hansenulla wingei e Schyzosacharomyces pombe (Bio- 

Rad). A água ultrapura foi obtida com aparelho Milli-Q (M íIIí- Q plus, 

Milipore) e esterilizada em autoclave.
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3.5 - ENZIMAS DE RESTRIÇÃO

Na Tabela 2 estão listadas as endonucleases de restrição 

utilizadas neste trabalho e os respectivos sítios de clivagem.

Tabela 2 - Enzimas de restrição utilizadas

Enzima Sítio de reconhecimento 5' -> 3' Fornecedor

Swal ATTTAAAT New England Biosciences

Pacl TTAATTAA New England Biosciences

Xbal TCTAGA INVITROGEN

Dral TTTAAA INVITROGEN

HinólU AAGGTT INVITROGEN

EcoRI GAATTC INVITROGEN

Satl GTCGAC LFN*

* Purificada no Laboratório de Fixação de Nitrogênio, UFPR.

3.6 -  PREPARO DE DNA GENÔMICO

O preparo de DNA genômico de alta massa molecular foi 

realizado conforme descrito por LEE et al. (1996).

As bactérias foram crescidas em 10 mL de meio NFb-malato 

como descrito no item 3.3 até densidade ótica (600nm) de 0,6. As 

culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, o 

sedimento foi ressuspendido em 400pL de solução SET (Tris 

lOmmol/L pH7,5; EDTA lOOmmol/L, pH8,0; NaCI lOOmmol/L) e foi 

adicionado o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusão a 

1,0% em água destilada na temperatura de 37°C. A mistura foi 

homogeneizada lentamente com pipeta, colocada nos moldes de 

plástico (com volume para ÍOO L̂) e mantida a 4°C por 15 minutos
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plástico (com volume para lOOpL) e mantida a 4°C por 15 minutos 

para geleificação. Os blocos de agarose contendo as células foram 

então transferidos para a solução de lise bacteriana (Tris.HCI 

lOmmol/L pH7,5; NaCI 50mmol/L; EDTA lOOmmol/L; desoxicolato de 

sódio 0,2% e lauril sarcosil de sódio 0,5%), contendo RNAse 

(lpg.mL1) e lisozima (lmg.mL'1) e foram incubados a 37°C por 24 

horas. Após este período, os blocos de agarose foram transferidos 

para solução DB (EDTA 0,5mol/L pH 8,0 e lauril sarcosil de sódio 

1,0%) acrescida de proteinase K (0,lmg.mL'1) e incubados por 48 

horas a 50°C. Os blocos contendo DNA total foram estocados em 

solução DB a 4°C.

3.7 - CONDIÇÕES DE RESTRIÇÃO DO DNA APRISIONADO EM 

AGAROSE

Os blocos de agarose contendo o DNA genômico das estirpes de 

Herbaspirillum foram submetidos à incubação por duas horas com TE 

(Tris.HCI lOmmol/L pH7,5 e EDTA lmmol/L) e PMSF (lmmol/L) por 

três vezes consecutivas. Em seguida, foram lavados 3 vezes com TE 

por 30 minutos cada lavagem. Todas estas incubações foram 

realizadas à temperatura ambiente e sob agitação constante. Após 

este procedimento, os blocos foram mantidos em tubos tipo 

Eppendorf no gelo por 30 minutos com lOOpL de tampão de restrição 

adequado para cada enzima utilizada. A solução foi então substituída 

por 50pL tampão de restrição fresco, acrescido da enzima de 

restrição a ser utilizada e lpL de albumina bovina acetilada - BSA 

(lOmg/mL) e mantida em banho de gelo por mais 1 hora. Os tubos 

foram então transferidos para banho-maria ajustado para a 

temperatura ótima da enzima utilizada e incubados por 16 horas.

A enzima SalI foi utilizada para a determinação da topologia do 

DNA de H. seropedicae em diferentes concentrações obtidas por
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diluições seriadas a partir de lpl_ da enzima até 0,0016|iL. 0 volume 

final do sistema de restrição foi ajustado para 50|iL e a incubação foi 

a 37°C por 5 minutos. A atividade enzimática foi inibida pela adição 

de lmL de TiEio (Tris lmM, e EDTA lOmM) ao sistema, e os blocos 

de agarose foram mantidos nesta solução até o momento de análise 

por eletroforese em campo pulsado.

3.8 - ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

O equipamento utilizado para a eletroforese em campo pulsado 

foi o Gene Navigator System (Amersham Biosciences), que produz 

campos elétricos alternados, orientadosem ângulo fixo de 120°. Os 

parâmetros eletroforéticos como tempo de corrida, tempo dos pulsos 

aplicados e voltagem foram ajustadas de acordo com o tamanho dos 

fragmentos de DNA a serem separados em cada experimento, e estão 

especificados nas respectivas legendas. A temperatura de corrida foi 

mantida constante em 14°C para todos os experimentos. O tampão 

de corrida foi TBE 0,5X (Tris 45mmol/L, acido bórico 45mmol/L e 

EDTA lmmol/L; SAMBROOK et al., 1989). Todos os géis obtidos 

neste estudo foram tratados com brometo de etídeo (0,5pg/mL) e 

fotografados sob luz ultravioleta.

3.9 -  TRANSFERÊNCIA DE DNA DO GEL DE AGAROSE PARA 

MEMBRANA DE NÁILON

A transferência do DNA por capilaridade ascendente foi 

realizada segundo SAMBROOK et al. (1989). Após a corrida 

eletroforética, o gel foi tratado com brometo de etídio, visualizado em 

transiluminador de luz ultravioleta e a imagem registrada 

fotograficamente. Após este procedimento, o gel foi tratado 

sucessivamente com solução de depurinação (0,25mol/L de HCI) por
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10 minutos, solução desnaturante (NaOH 0,5 mol/L; NaCI 1,5 mol/L) 

por 30 minutos, solução neutralizante (Tris.HCI 1 mol/L pH7,5/ NaCI

1,5 mol/L) por 20 minutos, e solução de transferência SSC 15X (SSC 

20X - NaCI 3 mol/L, citrato trissódico 0,3 mol/L pH 7,0) por 10 

minutos. Uma tira de papel 3MM foi depositada em bloco de vidro e 

suas extremidades imersas na solução de transferência SSC 15X. O 

gel foi depositado sobre o papel 3MM com a face superior voltada 

para o papel e uma membrana de náilon (Hybond, Armersham 

Biosciences), com o mesmo tamanho do gel, umedecia em solução 

SSC 15X foi colocada sobre a face inferior do gel e coberta com 3 

folhas de papel 3MM. Em seguida foi adicionada uma camada de 

papel absorvente de aproximadamente 10 cm sobre o papel 3MM, 

além de peso de 300g. Os fragmentos de DNA foram transferidos 

para a membrana de náilon por ação capilar ascendente imposta pelo 

papel absorvente por 24 horas.

Após a transferência, a membrana foi seca a temperatura 

ambiente e o DNA fixado à membrana pela exposição à luz 

ultravioleta (312nm) por 4 minutos. Após a transferência do DNA 

para a membrana, o gel foi novamente tratado com brometo de etídio 

(0,5pg/mL) e visualizado em luz ultravioleta para confirmar a 

eficiência da transferência. Foi utilizada membrana de náilon não 

carregada ou carregada positivamente ("Hybond" N ou N+, Amersham 

Biosciences).

3.10 - OBTENÇÃO, PURIFICAÇÃO E MARCAÇÃO DAS SONDAS

As sondas utilizadas nos experimentos de hibridização foram 

obtidas por amplificação parcial do gene que codifica o 16S rRNA de 

H. seropedicae por PCR, utilizando oligonucleotídeos iniciadores 

específicos para este gene. As condições empregadas na reação de 

PCR estão descritas no item 3.17. O produto da reação de PCR foi



29

aplicado em gel de agarose de baixo ponto de fusão (1%), submetido 

à corrida eletroforética, tratado com brometo de etídeo (0,5ng/mL) e 

visualizado em luz ultravioleta. A banda de interesse foi retirada do 

gel e o DNA extraído. Para cada 100|iL de gel fundido foram 

adicionados lOOuL de tampão Ti0EiNaCI4oo (Tris lOmmol/L, EDTA 

lmmol/L e NaCI 400 mmol/L) e 200pL de fenol equilibrado (pH 8,0). 

A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 13.000 rpm por 10 

minutos para separação das fases. A fase aquosa foi transferida para 

outro tubo e 200|aL de água ultrapura foram adicionados à fase 

orgânica. Após centrifugação por 10 minutos a 13.000 rpm, a fase 

aquosa foi novamente separada e o DNA foi precipitado com etanol 

absoluto (2,5 volumes), incubado em gelo por 15 minutos, e 

centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado foi lavado duas vezes com lmL de etanol 

80% e centrifugado (5 minutos a 13.000 rpm). O DNA extraído foi 

seco à vácuo e dissolvido em 10pL de água ultrapura esterilizada.

Os fragmentos de DNA contendo o gene que codifica o 16S 

rRNA de H. seropedicae foram marcados radioativamente com o 

nucleotídeo dCTP [32P], segundo FEINBERG & VOGELSTEIN (1984). 

Nesta marcação foram utilizados 25ng de DNA desnaturado, 10pL de 

tampão OLB (soluções A, B e C na proporção de 10:25:15) acrescidos 

de 12pL de água ultrapura esterilizada. Após fervura da mistura de 

reação por 15 minutos e incubação em banho de gelo, foram 

adicionados 2pL de BSA (lOmg/mL), 2,5 U da enzima Klenow 

(fragmento da DNA Polimerase I) e 25 |iCi de dCTP marcado com 

[32P]. A reação de marcação ocorreu à temperatura ambiente por 24 

horas.

A solução A continha lm L da solução O (Tris.HCI l,25mol/L e 

MgCh 0,125mol/L pH 8,0), 18̂ iL de p-mercaptoetanol e 5|j.L dos 

nucleotídeos, dATP, dTTP e dGTP (25p.mol/L); a solução B consiste
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MOPS 2mol/L pH7,0; e a solução C é a mistura de 

hexadesoxinucleotídeos (90 U/ L̂).

3.11 - HIBRIDIZAÇÃO DE DNA GENÔMICO DE Herbaspirillum .

As membranas de náilon contendo DNA a ser hibridizado foram 

incubadas em garrafas de vidro por 2 a 4 horas a 65°C, em 40 a 

60mL de solução de pré-hibridização (SSC 5X, SDS 2% e 200ug/mL 

de DNA de esperma de salmão desnaturado). A sonda marcada foi 

desnaturada em banho-maria fervente por 5 minutos, rapidamente 

resfriada em banho de gelo, e adicionada ao sistema de hibridização 

que foi mantido a 65°C por 24 horas, em sistema rotatório constante 

em forno de hibridização ("Hybaid"). Em seguida, a membrana de 

náilon foi lavada com 40 a 60mL de solução contendo SSC 0,1X e 

SDS 0,5 % a 65°C por 30 minutos, para remoção de excesso de 

sonda.

Os fragmentos de DNA hibridizados foram detectados por auto- 

radiografia. As membranas foram colocadas em suporte plástico, 

seladas com filme plástico e auto-radiografadas com filme de raios-X 

(Amersham Biosciences) a -70°C por um período de 12 a 24 horas, 

utilizando-se placa amplificadora.

3.12 - PURIFICAÇÃO DE DNA GENÔMICO

Culturas de Herbaspirillum foram crescidas como descrito no 

item 3.3, transferidas para tubos tipo Eppendorf e centrifugadas a 

13.000rpm por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado e foram 

adicionados mais l,5ml_ da suspensão de células neste mesmo tubo, 

para aumentar a quantidade de células. O sedimento celular foi 

ressuspendido em 500|o.L de tampão SET (Tris lOmmol/L pH7,5; 

EDTA lOOmmol/L, pH8,0; NaCI lOOmmol/L) e 300fig/mL de lisozima
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foram adicionados ao sistema que foram incubados a 30°C por, pelo 

menos, uma hora para lisar as células. Após este procedimento, 

foram adicionados ao sistema 200pg/mL de pronase E seguido de 

incubação a 37°C por cerca de 16 horas. A seguir, um volume de 

fenol equilibrado com Tris.Hcl (pH 8,0) foi adicionado ao sistema para 

extração de proteínas e centrifugado a 13.000rpm por 20 minutos. A 

fase aquosa foi removida para tubo novo, com o auxílio de ponteiras 

com as extremidades cortadas para evitar quebra mecânica na 

molécula de DNA, tratada com 1 volume de fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) e centrifugada. A fase aquosa foi tratada pelo 

menos três vezes desta maneira, até que não houvesse formação de 

precipitado na interface das fases aquosa e orgânica. Na última 

extração o fenol:clorofórmio:álcool isoamílico foi substituído por 

clorofórmio. O DNA foi então precipitado com etanol absoluto, 

transferido para tubo novo com auxílio de bastão de vidro e lavado 

com etanol 80%. Este material foi seco à vácuo e solubilizado em 

lOOpL de água ultrapura esterilizada.

3.13 -  POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS 

DE RESTRIÇÃO - RFLP

O DNA genômico das estirpes de Herbaspirillum foi extraído e 

purificado como descrito no item 3.12. Após este procedimento, 

foram realizados ensaios de restrição utilizando as endonucleases 

Dral ou Hindlll. As reações foram incubadas por 16 horas a 37°C, e 

submetidas à eletroforese em gel de agarose 1%. O perfil 

eletroforético originado foi analisado para presença (1) ou ausência 

(0) de bandas e os resultados, convertidos em dados binários. Os 

coeficientes de similaridade para todas as combinações entre os 

pares foram determinados pelo coeficiente de Dice (Dice, 1945).



32

3.14 - POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO AO ACASO > 

RAPD

A reação de amplificação de fragmentos de DIMA ao acaso foi 

realizada utilizando 10 ng de DNA genômico de cada estirpe com o Kit 

Ready.To.Go™ RAPD Analysis Beads Kit (Amersham Biosciences) de 

acordo com as instruções do fabricante. O DNA genômico das estirpes 

de Herbaspirillum foi obtido como descrito no item 3.12. Os 

iniciadores utilizados para amplificação ao acaso dos fragmentos de 

DNA estão descritos na Tabela 3.

Tabela 3 -  Seqüências dos iniciadores utilizados para amplificação 

de DNA ao acaso

Iniciadores Seqüência (5'->3') Referência
Iniciador 1 GGTGCGGGAA Amersham Bioscience
Iniciador 2 GTTTCGCTCC Amersham Bioscience
Iniciador 3 GTAGACCCGT Amersham Bioscience
Iniciador 4 AAGAGCCCGT Akopyanz et al., 1992
Iniciador 5 AACGCGCAAC Akopyanz etal., 1993
Iniciador 6 CCCGTCAGCA Akopyanz et al., 1994

3.15 - AMPLIFICAÇÃO DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA 

POR PCR

No sistema de 25pL de reação de amplificação foram utilizados: 

tampão de reação da Taq DNA polimerase (KCI 50 mmol/L, MgCh 

l,5mmol/L e Tris.HCI 10 mmol/L, pH 9,0), dNTP (200pmol/L de 

cada), 0,4 fxmol/L de cada iniciador (Yl e Y3), Taq DNA polimerase 

(1U), e 10 |iL da suspensão de células diluídas (50̂ iL das culturas 

fervidas diluídas em 450|j.L de água ultrapura esterilizada) ou DNA 

genômico purificado (entre 50 e lOOng). O volume final de 25)j.L foi 

ajustado com adição de água ultrapura esterilizada. A reação de
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amplificação do gene que codifica o 16S rDNA foi realizada em 

termociclador PE Biosystem 9600 com os seguintes ciclos de 

temperatura: desnaturação inicial a 93°C por 2 minutos; 34 ciclos de 

desnaturação a 93°C por 45 segundos; anelamento a 62°C por 30 

segundos e extensão a 72°C por 2 minutos, seguido de 1 ciclo de 

extensão final a 72°C por 5 minutos.

O DNA amplificado foi precipitado com 2/3 do volume de 

acetato de amônio 7,5 mol/L e 2 volumes de etanol absoluto, por 7 

minutos. A mistura foi centrifugada a 13.000rpm por 7 minutos, 

lavada com etanol 80%, seca a vácuo e ressuspendida em 20nL de 

água milliQ esterilizada. Uma alíquota de 3pL deste material foi 

submetida à eletroforese em gel de agarose para verificar a qualidade 

de DNA amplificado e estimar a concentração. O material amplificado 

foi utilizado para a reação de sequenciamento. Os iniciadores 

utilizados para amplificação do gene que codifica o 16S rRNA foram 

Y1 e Y3 e os utilizados para seu sequenciamento foram Yl, Y2, Y3, 

16S362f, 16S786f, 16S1203f, 16S1110r e 16S805r (Tabela 4).

3.16 - SEQUENCIAMENTO DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA 

DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum

Para o sequenciamento do gene que codifica o 16S rRNA das 

estirpes de Herbaspirillum foram utilizados 5jiL dos produtos de PCR, 

um dos oito iniciadores descritos na Tabela 4 (lOpmol/L), 8pL de 

"DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit" (Amersham Biosciences) e água 

ultrapura esterilizada para volume final de 20pL. Este procedimento 

foi realizado para todos os iniciadores. O termociclador foi 

programado com: 25 ciclos de desnaturação a 96°C por 15 segundos 

e extensão a 60°C por 4 minutos. Após a reação de sequenciamento, 

as amostras foram precipitadas por 20 minutos após a adição de 60|iL
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Tabela 4 -  Iniciadores utilizados para amplificação e sequenciamento 

do gene que codifica o 16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum

Iniciadores Seqüência (5'->3') Referência
Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC Young et al., 1991
Y2 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG Young et al., 1991
Y3 CTGACCCCACTTCAGCTTGTTCCAT Cruz et al., 2001
16S362f CTCCTACGGGAGGCAGTGGGG Soares-Ramos etal., 2003
16S786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG Soares-Ramos etal., 2003
16S1203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC Soares-Ramos et al., 2003
lôS lllO r TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC Soares-Ramos et al., 2003
16S805r GACTACCAGGGTATCTAATCCTG Soares-Ramos et al., 2003

de isopropanol e 20pL de água milliQ esterilizada, centrifugadas a 

13.000rpm por 30 minutos, lavadas com etanol 80% e novamente 

centrifugadas, a 13.000rpm por 5 minutos. As amostras foram secas 

a vácuo, dissolvidas em formamida deionizada e mantidas a -20°C 

até análise em sequenciador automático ABI PRISM 377 (Applied 

Biosystem).

3.17 - PROGRAMAS UTILIZADOS PARA ANÁLISE DE DNA

A edição e montagem das seqüências de ácidos nucléicos foi 

realizada usando o programa BioEdit (HALL, 1999). O alinhamento 

das seqüências de DNA obtidas foi feito utilizando o programa 

ClustalW (THOMPSON et al., 1994). A montagem das seqüências 

contíguas e comparação com o banco de dados GenBank foram 

realizadas empregando os programas CAP (HUANG, 1992) e BLAST 

(ALTSCHUL etal., 1997), respectivamente.

A árvore filogenética foi construída usando o método neighbor- 

joining, com o programa MEGA 2 (KUMAR et al., 2001). Os 

dendrogramas foram obtidos pela utilização do programa NTSYS pc



2.0 (Exeter Software - scientific software for teaching and research - 

h ttp: //w w w. exete rsoftwa re. co m/ i n d ex. h tm I).
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4 - RESULTADOS

HerbaspiriHum seropedicae foi descrito por BALDANI et al. 

(1986). Posteriormente, BALDANI et al. (1996), baseados em estudos 

morfológicos, fisiológicos e de hibridização DNA-DNA, sugeriram uma 

revisão taxonômica, incluindo Pseudomonas rubrisubalbicans no 

gênero HerbaspiriHum, como HerbaspiriHum rubrisubalbicans 

(BALDANI ef al., 1996) (Tabela 1).

Neste trabalho analisamos molecularmente as estirpes de 

HerbaspiriHum por eletroforese em campo pulsado (PFGE), 

polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição (RLFP - 

"Restriction Fragment Length Polymorphism"), polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (RAPD - "Random Amplified polymorphic DNA") 

e sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.

A estirpe de HerbaspiriHum seropedicae Z78 foi analisada em 

maior detalhe, incluindo a determinação da geometria e tamanho do 

genoma.

4.1 - GEOMETRIA E TAMANHO DO GENOMA DE H. seropedicae 

Z78 POR PFGE

A geometria (linear ou circular) e o tamanho da molécula de 

DNA de H. seropedicae Z78 foram determinados por eletroforese em 

campo pulsado (PFGE). Moléculas de DNA circulares de alta massa 

molecular não migram em gel de agarose em eletroforese em campo 

pulsado e aparecem como uma única banda no local de aplicação do 

DNA no gel, após tratamento com brometo de etídeo (SCHWARTZ & 

CANTOR 1984; LEE et ai., 1996).

A Figura 1 mostra o perfil de migração do cromossoma de H.
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Figura 1 - Perfil de migração do DNA intacto de H. seropedicae Z78

em eletroforese em campo pulsado.

Eletroforese em campo pulsado de amostras não digeridas de DNA de 

H. seropedicae Z78. As amostras foram aplicadas em gel de agarose 

e submetidas à eletroforese conforme descrito em Material e Métodos 

(item 3.8). A corrida foi realizada com pulsos de 60 segundos por 15 

horas seguidos por pulsos de 90 segundos por 9 horas, a 200V.
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seropedicae Z78 em PFGE. Todo DNA permaneceu no local de 

aplicação da amostra, sugerindo uma geometria circular para esta 

molécula de DNA.

Como DNA circular de alta massa molecular não migra em gel 

durante PFGE, a estimativa do tamanho do cromossoma de H. 

seropedicae Z78 foi realizada após a linearização desta molécula. O 

cromossoma de H. seropedicae Z78 foi linearizado com a enzima 

Sall, em diferentes concentrações, por um período de 5 minutos a fim 

de produzir um único corte no DNA cromossômico. As diferentes 

concentrações de Sall foram obtidas por diluições seriadas e, neste 

ensaio, variaram de 0,0016 a IjiL. Uma única banda foi observada 

(Figura 2, linha 3) correspondente à molécula de DNA genômico 

linearizada apresentando migração correspondente ao tamanho de 

5,7Mb. Nas demais linhas desta figura, pode-se observar DNA 

genômico parcialmente digerido, resultado do excesso de enzima. 

Este resultado indica que o genoma de H. seropedicae Z78 é 

constituído por um único cromossoma, com aproximadamente 6Mb 

de tamanho (Figura 2).

4.2 - PERFIL DE RESTRIÇÃO DE DNA GENÔMICO DE H.

seropedicae ESTIRPE Z78 COM ENZIMAS DE SÍTIOS RAROS E 

HIBRIDIZAÇÃO COM O GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

O perfil dos macrofragmentos de restrição do DNA genômico de 

H. seropedicae Z78 obtidos pela digestão com as enzimas de

restrição Swal e Pacl foi determinado e analisado. Os fragmentos de 

DNA resultantes foram analisados por eletroforese em campo pulsado 

(PFGE), em condições de corrida capazes de discriminar entre 

fragmentos pertencentes a duas faixas de tamanho: 150 a 2000Kb 

(24 horas de corrida eletroforética, Figuras 3 e 4) e 200 a 3500Kb

(48 horas de corrida eletroforética, Figura 5). Os tamanhos médios
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Figura 2 -  Perfil de migração do DNA genômico de H. seropedicae

Z78 parcialmente clivado submetido a eletroforese em campo pulsado

Análise por PFGE do DNA genômico de H. seropedicae Z78 após 

digestão parcial com a enzima SalI. As condições utilizadas estão 

descritas em Material e Métodos (item 3.8). A eletroforese foi 

realizada com pulsos de 60 segundos por 15 horas seguidos por 

pulsos de 90 segundos por 9 horas, a 200V.

Linha 1 - marcador molecular Schyzosacharomycepombe (Bio-Rad);

Linha 2 - DNA intacto de H. seropedicae Z78;

Linha 3 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,0016 

î L de Sa/I;

Linha 4 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,08 L̂ 

de Sa/I;

Linha 5 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,04 jj.L 

de Sa/I;

Linha 6 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,02 L̂ 

de SalI;

Linha 7 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 1 L̂ de 

SaU.
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Figura 3 -  Perfil de migração dos fragmentos de DNA genômico de

baixa massa molecular de H. seropedicae Z78 em eletroforese em

campo pulsado.

O DNA genômico foi digerido com endonucleases de corte raro como 

descrito em Material e Métodos (item 3.8). Condições de corrida: 24 

horas com pulsos de 30 a 120 segundos, a 200 V.

Linha 1 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Pacl 

Linha 2 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal 

Linha 3 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 intacto 

Linha 4 - Marcador molecular Saccharomyces cerevisae (Bio-Rad)
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Figura 4 - Perfil de migração dos fragmentos de DNA genômico de

baixa massa molecular de H. seropedicae Z78 em eletroforese em

campo pulsado.

O DNA genômico foi digerido com endonucleases de corte raro como 

descrito em Material e Métodos (item 3.8). Condições de corrida: 24 

horas com pulsos de 30 a 75 segundos, a 200V.

Linha 1 - Marcador molecular Saccharomyces cerevisae (Bio-Rad) 

Linha 2 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 intacto 

Linha 3 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal 

Linha 4 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Pacl
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Figura 5 -  Perfil de migração dos fragmentos de DNA genômico de

média massa molecular de H. seropedicae Z78 em eletroforese em

campo pulsado.

O DNA genômico foi digerido com endonucleases de corte raro como 

descrito em Material e Métodos (item 3.8). AS condições de corrida 

foram de 36 horas com pulsos em gradiente de 1 a 10 minutos 

seguidos por 12 horas com gradiente de 1 a 2 minutos, a 120V.

Linha 1 - Marcador molecular Saccharomyces cerevisae (Bio-Rad); 

Linha 2 - Marcador molecular Hansenulla wingei (Bio-Rad);

Linha 3 - Marcador molecular Schyzosacharomyces pombe (Bio-Rad); 

Linha 4 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 intacto;

Linha 5 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com SwaV, 

Linha 6 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Pacl.
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dos fragmentos de DNA obtidos em três experimentos independentes, 

assim como condições de corrida e enzimas utilizadas, estão 

sumarizados na Tabela 5. O tamanho total do genoma de H. 

seropedicae Z78 obtido do DNA digerido com Swal e Pacl foi de 

5514Kb e 6107Kb, respectivamente. Estes resultados estão de acordo 

com o valor obtido com DNA intacto linearizado (Figura 2) sendo 

possível suger um tamanho total do genoma de H. seropedicae Z78 

de 5811Kb.

Os fragmentos de DNA gerados por restrição com a enzima 

Swal separados por eletroforese em campo pulsado foram 

transferidos do gel de agarose para membranas de náilon e 

hibridizados com uma sonda contendo o gene que codifica o 16S 

rRNA de H. seropedicae Z78 marcado radioativamente com [32P] 

(item 3.10). Três bandas de hibridização foram detectadas na auto- 

radiografia correspondente ao DNA digerido com a enzima Swal 

(Figura 6B), sugerindo a presença de, pelo menos, três cópias do 

gene em H. seropedicae Z78. As bandas de hibridização apresentam 

tamanhos de, aproximadamente, 440, 650 e 700Kb.

4.3 - PERFIL DE RESTRIÇÃO COM ENZIMAS DE CORTE RARO 

DAS ESTIRPES DE HerbaspiriHum  E HIBRIDIZAÇÃO COM GENE 

QUE CODIFICA O 16S rRNA

A análise eletroforética do DNA genômico intacto das estirpes 

de HerbaspiriHum M2, M4, ZA69, ZA95, Z152 e Z67 mostrou o 

mesmo comportamento quando comparada a estirpe de H. 

seropedicae Z78 (Figura 1). Nenhuma migração foi observada, 

indicando topologia circular para estas moléculas (Figura 7). 

Entretanto, os resultados obtidos na análise comparativa do perfil de 

restrição gerado por endonucleases Xbal (dados não mostrados) e
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Tabela 5 -  Fragmentos de restrição do DNA genômico de H. 

seropedicae Z78 obtidos pela digestão com endonucleases de 

restrição de corte raro Swal e Pacl.

Swal Pacl

Fragmentos (Kb) Desvio Padrão Fragmentos (Kb) Desvio Padrão
682 32,35 947 34,69
657 25,10 826 40,77
562 22,10 636 46,06
550 20,97 580 43,29
529 22,23 485 2,89
504 36,02 437 7,48
367 13,63 422 5,55
352 11,63 354 43,86
295 13,93 303 27,89
267 13,93 273 29,83
253 9,88 256 25,82
232 10,37 231 15,92
145 18,28 199 17,09
116 18,27 159 16,78

Total 5511 Total 6108

Os tamanhos dos fragmentos para cada enzima foram calculados por 

média aritmética utilizando três perfis de eletroforese em campo 

pulsado com diferentes condições de corrida: Perfil 1 - tempo de 

corrida: 24 horas; pulsos: 60-90s; voltagem: 200V (Figura 3). Perfil 

2 - tempo de corrida: 24 horas; pulsos: 30-75s; voltagem: 200V 

(Figura 4). Perfil 3 - tempo de corrida: 48 horas; pulsos: 1-10 min 

(36hs) e 1- 2 min (12hs); voltagem: 120V (Figura 5).
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Figura 6 -  Perfil de hibridização do DNA genômico de H. seropedicae 

Z78 com uma sonda contendo o gene que codifica o 16S rRNA de H. 

seropedicae Z78.

A -  Eletroforese em campo pulsado do DNA digerido Swal como 

descrito em Material e Métodos (item 3.8). As condições de corrida 

foram de 36 horas com gradiente de 1 a 10 minutos seguidos por 12 

horas com gradiente de 1 a 2 minutos, totalizando 48 horas, a 120 V. 

B -  Auto-radiografia da hibridização com a sonda do gene que 

codifica o 16S rRNA marcado com [32P] (item 3.11) com o DNA 

genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal.
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Eletroforese em campo pulsado de amostras não digeridas das 

estirpes de Herbaspirillum. As amostras foram aplicadas em gel de 

agarose e submetidas à eletroforese conforme descrito em Material e 

Métodos (item 3.8). A corrida foi realizada com pulsos de 60 

segundos por 15 horas seguidos por pulsos de 90 segundos por 9 

horas, a 200V.

Linha 1 - H. seropedicae M2;

Linha 2 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 3 - H.seropedicae ZA69;

Linha 4 - H. seropedicae ZA95;

Linha 5 - H.seropedicae Z152;

Linha 6 - H. seropedicae Z67;

Linha 7 - H. seropedicae Z78.

Figura 7 -  Perfil de migração do DNA genômico intacto das estirpes

de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans em eletroforese em campo

pulsado.
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SwaI indicam que existem diferenças no padrão de bandeamento 

destas estirpes . A melhor resolução foi obtida pela clivagem do DNA 

genômico com Swal (Figura 8A). O número de fragmentos gerados 

por esta enzima variou de 12 para M2 e M4 a 14 fragmentos nas 

demais estirpes avaliadas. Estes resultados estão sumarizados na 

Tabela 6. Neste aspecto, o tamanho total do genoma destas estirpes 

variou de 5302Kb para M2 e M4 e 5329 Kb para Z69, Z95, Z152, Z67 

e Z78. Este resultado é concordante com o tamanho de 5514Kb 

obtido anteriormente para a estirpe Z78, que representa a média de 

tamanhos obtidos em diferentes corridas. Os tamanhos das bandas 

da estirpe Z78 mostrados na Tabela 6 diferem daqueles apresentados 

na Tabela 5. Isto ocorre porque na Tabela 5 os tamanhos dos 

fragmentos foram determinados nas condições ótimas para cada faixa 

de massa molecular, sendo portanto, mais precisos.

Análise do perfil eletroforético do DNA genômico digerido com 

Swal mostrou que as estirpes estudadas estão distribuídos em três 

diferentes grupos (Figura 8A). Apesar da presença de distorção entre 

as bandas na Figura 8A (principalmente a linha 7, referente a estirpe 

Z78 de H. seropedicae), este perfil foi sempre o mesmo em outras 

corridas utilizando as mesmas condições eletroforéticas. Os 

fragmentos de DNA gerados com Swal foram transferidos para 

membrana de náilon e hibridizados com uma sonda do gene que 

codifica o 16S rRNA de Herbaspirillum seropedicae Z78 marcada 

radioativamente (Figura 8B). Os sinais de hibridização presentes na 

auto-radiografia confirmaram a distribuição destas estirpes em três 

grupos.

O primeiro grupo inclui as estirpes M2 de H. seropedicae e M4 

de H. rubrisubalbicans, que apresentaram 12 fragmentos de restrição 

com a enzima Swal e quatro destes fragmentos (975Kb, 891Kb, 

857Kb e 283Kb) hibridizaram com o gene 16S rRNA (Figuras 8A e
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Figura 8 - DNA genômico das estirpes de Herbaspirillum digerido 

com Swal e hibridizado com o gene que codifica o 16S rRNA de H. 

seropedicae Z78.

A -  Eletroforese em campo pulsado do DNA digerido com Swal 

conforme descrito em Material e Métodos (item 3.8). As condições de 

corrida foram de 24 horas, com pulsos de 60 segundos por 15 horas 

seguidos por pulsos de 90 segundos por 9 horas, a 200 V.

Linha 1 - DNA genômico de H. seropedicae M2 digerido com Swal; 

Linha 2 - DNA genômico de H. rubrisubalbicans M4 digerido com 

Swal;

Linha 3 - DNA genômico de H. seropedicae ZA69 digerido com Swal; 

Linha 4 - DNA genômico de H. seropedicae ZA95 digerido com Swal; 

Linha 5 - DNA genômico de H. seropedicae Z152 digerido com Swal; 

Linha 6 - DNA genômico de H. seropedicae Z67 digerido com Swal; 

Linha 7 - DNA genômico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal; 

Linha 8 - Marcador molecular Scacharomyces cerevisae (Bio-Rad).

B -  Auto-radiografia da hibridização com a sonda do gene que 

codifica o 16S rRNA marcado com [32P] (item 3.10) com o DNA 

genômico das estirpes de Herbaspirillum digerido com Swal.
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Tabela 6 - Fragmentos de DNA gerados pela digestão do DNA 

genômico das diferentes estirpes de HerbaspiriHum com enzima Swal.

Estirpes Fragmentos gerados por Swal (Kb) Total (Kb)

M2 975*; 891*; 857*; 539; 416; 406; 

339; 330; 283*; 268; 242; 239 5783

M4 975*; 891*; 857*; 539; 416; 406; 

339; 330; 283*; 268; 242; 239 5783

ZA69 975*; 891*; 857*; 539; 416; 406; 

339; 330; 283*; 268 5302

ZA95 613*; 597*; 473; 461*; 438; 416; 

366; 356; 313; 305; 290; 283; 218*; 

197* 5328

Z152 613*; 597*; 473; 461*; 438; 416; 

366; 356; 313; 305; 290; 283; 218*; 

197* 5328

Z67 613*; 597*; 473; 461*; 438; 416; 

366; 356; 313; 305; 290; 283; 218*; 

197* 5328

Z78 613*; 597*; 473; 461*; 438; 416; 

366; 356; 313; 305; 290; 283; 218*; 

197* 5328

O DNA genômico das estirpes de HerbaspiriHum foi digerido com Swal 

conforme descrito em Material e Métodos (item 3.8). As condições de 

corrida foram de 24 horas, com pulsos de 60 segundos por 15 horas 

seguidos por pulsos de 90 segundos por 9 horas, a 200 V. Os 

asteriscos indicam as bandas que hibridizaram com o gene que 

codifica o 16S rRNA de H. seropedicae Z78.
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8B). O grupo II inclui a estirpe ZA69, com 10 fragmentos de 

restrição, sendo quatro (975Kb, 891Kb, 857Kb e 283Kb) com sinais 

positivos de hibridização com o gene 16Sr RNA. No grupo III estão as 

estirpes Z78, ZA95, ZA152 e Z67, apresentando 12 fragmentos de 

restrição e 5 bandas (613Kb, 597Kb, 461Kb, 218Kb e 197Kb) que 

hibridizaram com o gene 16S rRNA. Estes resultados diferem daquele 

da Figura 6, que mostra apenas 3 sinais de hibridização (440Kb, 

650Kb e 700Kb) para o DNA da estirpe Z78 digerido com Sival. Esta 

discrepância foi em decorrência da falta de sinal para os fragmentos 

de 197 e 218Kb, possivelmente devido à baixa intensidade destas 

duas bandas no gel original (Figura 6A). Os resultados obtidos com 

eletroforese em campo pulsado do DNA genômico das estirpes 

digerido com a enzima Swal foram utilizados para construção de um 

diagrama esquemático de bandeamento (Figura 9) para facilitar a 

visualização e construção do dendrograma de similaridade (Figura 

10). Os coeficientes de similaridade para todas as combinações entre 

pares foram determinados pelo coeficiente de Dice (DICE, 1945) e 

agrupados usando o método UPGMA (SOKAL & MICHENER, 1958). 

Este dendrograma agrupa as estirpes em três grupos: no grupo I 

encontram-se M2 e M4; o grupo II inclui Z69 e o grupo III foi 

formado pelas demais estirpes, ZA95, Z152, Z67 e Z78.

4.4 -  POLIMORFISMO NO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS DE 

RESTRIÇÃO -  RFLP

O DNA genômico das estirpes de Herbaspirillum foi purificado, 

digerido com as endonucleases HindIII (Figura 11) ou Dral (Figura 

12) e os fragmentos resultantes, analisados em gel de agarose 

convencional. Os perfis de restrição gerados por estas duas enzimas 

foram utilizados para construir um dendrograma (Figura 13). Os géis 

foram analisados e os resultados convertidos em dados binários, para
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presença ou ausência de bandas. Os coeficientes de similaridade para 

todas as combinações possíveis entre os pares foram determinados 

utilizando coeficiente de Dice (DICE, 1945), e agrupados segundo 

médias aritméticas pelo método UPGMA (SOKAL & MICHENER, 1958).

Os padrões de restrição obtidos pelas endonucleases Hinôlll ou 

Dral (Figura 11 e Figura 12, respectivamente) permitiram o 

agrupamento das estirpes em três grupos distintos. As estirpes M2 

(H. seropedicae) e M4 (H. rubrisubalbicans) apresentaram padrões de 

restrição idênticos e foram agrupadas no grupo I. H. seropedicae Z67 

e Z78 também apresentaram o mesmo perfil de restrição, com ambas 

enzimas, definindo um segundo grupo. As estirpes ZA95 e Z152 

apresentaram o mesmo perfil Dral de^restrição, mas duas bandas 

diferentes foram identificadas no perfil Hinôlll (Figura 11). Apesar 

desta pequena diferença no perfil de restrição, no dendrograma 

(Figura 13) ZA95 e Z152 foram posicionadas no grupo II. H. 

seropedicae ZA69 apresentou um padrão de restrição diferente das 

demais estirpes e foi posicionada em um grupo separado, próximo ao 

grupo das estirpes M2 e M4.
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Figura 9 - Esquema de bandeamento da eletroforese em campo 

pulsado do DNA genômico digerido com Swal (Figura 7) das estirpes 

de HerbaspiriHum utilizado para construção do dendrograma.

1 2 3 4 5 6 7

Linha 1 - Estirpe M2 de H. seropedicae;

Linha 2 - Estirpe M4 de H. rubrisubalbicans; 

Linha 3 - Estirpe ZA69 de H. seropedicae; 

Linha 4 -Estirpe ZA95 de H. seropedicae; 

Linha 5 - Estirpe Z152 de H. seropedicae; 

Linha 6 - Estirpe Z67 de H. seropedicae Swal; 

Linha 7 - Estirpe Z78 de H. seropedicae.
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Figura 10 -  Dendrograma das sete estirpes de Herbaspirillum

construído a partir do perfil de migração do DNA genômico, digerido

com a endonuclease Swal, por eletroforese em campo pulsado.

As similaridades foram calculadas usando o coeficiente de Dice (DICE, 

1945) e as estirpes foram agrupadas pelo método UPGMA (SOKAL & 

MICHENER, 1958).
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Figura 11 -  Perfil de migração dos fragmentos de DNA genômico

digerido com a endonuclease Hinôlll das estirpes de Herbaspirillum.

Eletroforese convencional em gel de agarose 1% revelando o perfil de 

RFLP das estirpes de Herbaspirillum obtido com a enzima Hinôlll. 

Linha 1 - gene que codifica o 16S rRNA de H. seropedicae Z78 

(1500pb);

Linha 2 - H.seropedicae M2;

Linha 3 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H. seropedicae ZA69;

Linha 5 - H.seropedicae ZA95;

Linha 6 - H. seropedicae Z152;

Linha 7 - H. seropedicae Z67;

Liinha 8 - H. seropedicae Z78.
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Figura 12 -  Perfil de migração dos fragmentos de DNA genômico

digerido com a endonuclease Dral das estirpes de Herbaspirillum.

Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do perfil de RFLP 

das estirpes de Herbaspirillum obtido com a enzima Dral.

Linha 1 - H.seropedicae M2;

Linha 2 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 3 - H. seropedicae ZA69;

Linha 4 - H.seropedicae ZA95;

Linha 5-/7. seropedicae Z152;

Linha 6 - H. seropedicae Z67;

Liinha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8 - Marcador molecular - Lambda HinólU (Life-Technologies).
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Figura 13 - Dendrograma das estirpes de Herbaspirillum construído 

a partir do perfil obtido por RFLP pela digestão do DNA genômico com 

endonucleases Hindlll e Dral.

As similaridades foram calculadas usando o coeficiente de Dice (DICE, 

1945) e as estirpes foram agrupadas pelo método UPGMA (SOKAL & 

MICHENER, 1958).
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4.5 - PERFIL DE RESTRIÇÃO DE ESTIRPES DE HerbaspiriHum 

COM DIFERENTES ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO E 

HIBRIDIZAÇÃO COM GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

O DNA genômico das estirpes de HerbaspiriHum foi purificado, 

digerido com Hindlll, EcoRI e Dral, submetido a eletroforese e 

hibridizado com sonda do gene 16S rRNA de H. seropedicae Z78 

marcado com 32P (Figuras 14A, 15A, 16A). A auto-radiografia dos 

DNAs digeridos com Hindlll (Figura 14B) revelou a presença de, pelo 

menos três bandas de hibridização para todas as estirpes. Além 

disso, a quantidade de DNA nas linhas 5 (estirpe Z95) e 7 (estirpe 

Z152) parece ser maior que nas demais, o que poderia explicar a 

distorção na corrida eletroforética. A auto-radiografia (Figura 15B), 

equivalente ao DNA genômico digerido com EcoRI (Figura 15A), 

mostra perfil semelhante para todas as estirpes, com visualização de 

4 bandas de hibridização para o gene 16S rRNA de H. seropedicae. 

Nas linhas 1 (estirpe M2) e 2 (estirpe M4) da Figura 15B aparecem 5 

sinais, mas provavelmente a segunda banda com maior massa 

molecular foi resultado de restrição parcial. A auto-radiografia do 

DNA clivado com Dral (Figura 16B) mostra uma única banda de 

hibridização para cada estirpe de HerbaspiriHum, e mais uma vez o 

excesso de DNA aplicado pode ter sido responsável por distorções no 

padrão obtido. O padrão de hibridização, portanto, foi semelhante 

para todas as estirpes e não pôde ser utilizado para separação das 

mesmas.

A conservação do padrão de hibridização entre estirpes sugere 

conservação de sítios de restrição na região do gene 16S rRNA. Além 

disso, o aparecimento de quatro bandas quando o DNA de 

HerbaspiriHum foi digerido com EcoRI, que cliva dentro do gene 16S 

rRNA, sugere a presença de 2 cópias distintas deste gene em
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Figura 14 - Perfil de hibridização do DNA genômico das diferentes

estirpes de Herbaspirillum digerido com HindIII e hibridizado com o

gene que codifica o 16S rRNA.

A - Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do DNA 

genômico das estirpes digerido com Hinàlll.

Linha 1 - gene que codifica o 16S rRNA de H. seropedicae Z78 

(1500pb);

Linha 2 - H. seropedicae M2;

Linha 3 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H. seropedicae ZA69;

Linha 5 - H. seropedicae ZA95;

Linha 6 - H. seropedicae Z152;

Linha 7 - H. seropedicae Z67;

Liinha 8 - H. seropedicae Z78.

B -  Auto-radiografia da hibridização do gene que codifica o 16S rRNA 

de H. seropedicae Z78 marcado com [32P] com o DNA genômico das 

estirpes de Herbaspirillum digerido com Hinàlll.
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Figura 15 - Perfil de hibridização do DNA genômico das diferentes

estirpes de Herbaspirillum digerido com EcoRI e hibridizado com o

gene que codifica o 16S rRNA.

A -  Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do DNA 

genômico das estirpes digerido com EcoRI.

Linha 1 - gene que codifica o 16S rRNA de H. seropedicae Z78 

(1500pb);

Linha 2 - H. seropedicae M2;

Linha 3 - H.rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H. seropedicae ZA69;

Linha 5 - H.seropedicae ZA95;

Linha 6 - H. seropedicae Z152;

Linha 7 - H.seropedicae Z67;

Linha 8 - H.seropedicae Z78.

B -  Auto-radiografia da hibridização do gene que codifica o 16S rRNA 

de H. seropedicae Z78 marcado com [32P] com o DNA genômico das 

estirpes de Herbaspirillum digerido com EcoRI.
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Figura 16 - Perfil de hibridização do DNA genômico das diferentes

estirpes de Herbaspirillum digerido com Dral e hibridizado com o

gene que codifica o 16S rRNA.

A -  Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do DNA 

genômico das estirpes digerido com Dral.

Linha 1 - gene que codifica o 16S rRNA de H. seropedicae Z78 

(1500pb);

Linha 2 - H. seropedicae M2;

Linha 3 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H.seropedicae ZA69;

Linha 5 - H.seropedicae ZA95;

Linha 6 - H.seropedicae Z152;

Linha 7 - H.seropedicae Z67;

Linha 8 - H. seropedicae Z78.

B -  Auto-radiografia da hibridização do gene que codifica o 16S rRNA 

de H. seropedicae Z78 marcado com [32P] com o DNA genômico das 

estirpes de Herbaspirillum digerido com Dral.
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Herbaspirillum. Este resultado está de acordo com os resultados de 

hibridização do padrão de eletroforese em eletroforese em campo 

pulsado com sonda 16S rRNA, que indicou 5 cópias deste gene.

4.6 - POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO AO ACASO - 

RAPD

A diversidade genômica das estirpes de Herbaspirillum também 

foi avaliada pelo polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD). 

Seis diferentes iniciadores, previamente descritos para caracterização 

de linhagens bacterianas (Amersham Biosciences), foram utilizados 

para as reações de RAPD (Tabela 4). Cada um dos iniciadores gerou 

um perfil eletroforético único para cada uma das estirpes analisadas 

(Figuras 17 a 22). A análise destes padrões resultou em um 

dendrograma (Figura 23) que está de acordo com os resultados 

obtidos pelos métodos PFGE e RFLP. Mais uma vez, as estirpes M2 e 

M4 foram inseridas no grupo I, com coeficiente de similaridade de, 

aproximadamente, 65%. A estirpe ZA69 foi posicionada no grupo II, 

isolada das demais estirpes, com o coeficiente de similaridade entre 

os grupos I e II de 40%. Todas as outras estirpes foram alocadas a 

um grupo principal, mas localizadas em posições distintas no 

dendograma, formando dois sub-grupos: ZA95 e Z78, com

similaridade de 72%, e Z152 e Z67, com similaridade de 65%. É 

importante ressaltar que todas as estirpes puderam ser diferenciadas 

por pelo menos uma banda, quando foram utilizados os iniciadores 

2,3,4,5 ou 6 (Tabela 7). Este método apresentou maior poder 

discriminatório, apresentando maior sensibilidade que os demais, 

resultando numa maior separação entre as estirpes.
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Figura 17 - Perfil de amplificação ao acaso de DNA das estirpes de

Herbaspirillum com o iniciador 1.

Eletroforese convencional em gel de agarose 2% do perfil de RAPD 

das estirpes de Herbaspirillum obtido com o iniciador 1.

Linha 1 - H. seropedicae M2;

Linha 2 - H. rubrisubaibicans M4;

Linha 3 - H. seropedicae ZA69;

Linha 4 - H.seropedicae ZA95;

Linha 5 - H.seropedicae Z152;

Linha 6 - H. seropedicae Z67;

Linha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8 - Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen).
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Figura 18 - Perfil de amplificação ao acaso de DNA das estirpes de

Herbaspirillum com o iniciador 2.

Eletroforese convencional em gel de agarose 2% do perfil de RAPD

das estirpes de Herbaspirillum obtido com o iniciador 2.

Linha 1- Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen);

Linha 2 - H. seropedicae M2;

Linha 3 - H.rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H.seropedicae ZA69;

Linha 5 - H.seropedicae ZA95;

Linha 6 - H. seropedicae Z152;

Linha 7 - H. seropedicae Z67;

Linha 8 - H.seropedicae Z78.
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Figura 19 - Perfil de amplificação ao acaso de DNA das estirpes de

Herbaspirillum com o iniciador 3.

Eletroforese convencional em gel de agarose 2% do perfil de RAPD 

das estirpes de Herbaspirillum obtido com o iniciador 3.

Linha 1 - H.seropedicae M2;

Linha 2 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 3 - H. seropedicae ZA69;

Linha 4 - H.seropedicae ZA95;

Linha 5 - H.seropedicae Z152;

Linha 6 - H. seropedicae Z67;

Linha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8- Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen).



65

Figura 20 - Perfil de amplificação ao acaso de DNA das estirpes de

Herbaspirillum com o iniciador 4.

Eletroforese convencional em gel de agarose 2% do perfil de RAPD 

das estirpes de Herbaspirillum obtido com o iniciador 4.

Linha 1- Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen);

Linha 2 - H. seropedicae M2;

Linha 3 - H. rubrisubaibicans M4;

Linha 4 - H. seropedicae ZA69;

Linha 5 - H.seropedicae ZA95;

Linha 6 - H. seropedicae Z152;

Linha 7 - H. seropedicae Z67;

Linha 8 - H. seropedicae Z78.
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Figura 21 - Perfil de amplificação ao acaso de DNA das estirpes de

Herbaspirillum com o iniciador 5.

1 2 3 4 5 6 7 8

pb

3054 
2036 
1636
1018

517
506396344298

Eletroforese convencional em gel de agarose 2% do perfil de RAPD 

das estirpes de Herbaspirillum obtido com o iniciador 5.

Linha 1 - H. seropedicae M2;

Linha 2 - H. rubrisubalbicans M4;

Linha 3 - H. seropedicae ZA69;

Linha 4 - H.seropedicae ZA95;

Linha 5 - H. seropedicae Z152;

Linha 6 - H. seropedicae Z67;

Linha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8- Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen).
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Figura 22 - Perfil de amplificação ao acaso de DNA das estirpes de

Herbaspirillum com o iniciador 6.

2 3 4 5 6 7 8

Eletroforese convencional em gel de agarose 2% do perfil de RAPD 

das estirpes de Herbaspirillum obtido com o iniciador 6.

Linha 1- Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen);

Linha 2 - H. seropedicae M2;

Linha 3 - H.rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H. seropedicae ZA69;

Linha 5 - H.seropedicae ZA95;

Linha 6 - H.seropedicae Z152;

Linha 7 - H. seropedicae Z67;

Linha 8 - H.seropedicae Z78.
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Figura 23 -  Dendrograma das estirpes de Herbaspirillum construído 

a partir do perfil obtido por RAPD com seis iniciadores.

M2

M4

ZA69

ZA95

Z78

Z152

1-----------  Z67

i 1------- 1------- 1------- 1--------1------- 1--------1------- 1--------1------- 1------- 1------- 1------- 1------- 1------- 1------- 1------- 1--------1------- 1------- 1

0.39 0.47 0.55 0.64 0.72

As similaridades foram calculadas usando o coeficiente de Dice (DICE, 

1945) e as estirpes foram agrupadas pelo método UPGMA (SOKAL & 

MICHENER, 1958).
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Tabela 7 - Caracterização genotípica das estirpes de Herbaspirillum 

obtidas por perfis de PFGE, RAPD e RFLP, e análise das seqüências 

parciais do gene que codifica o 16S rRNA.

Organismo Perfil de PFGE3 Perfil de RAPDb Perfil de RFLPC 16S rRNA0'

H. seropedicae

M2 a aaaaaa aa a

ZA69 b cccccc bb b

ZA95 C dddddd cc c

Z152 C deeeee cd c

Z67 C efffff ce c

Z78 c fggggg ce c

H. rubrisubalbicans

M4 a bbbbbb aa a

3 Perfil de PFGE obtido com a endonuclease Swal. Cada letra define um 

padrão.

b Perfis de RAPD obtidos com diferentes iniciadores. Cada letra define um 

padrão para os iniciadores 1 a 6, respectivamente (Tabela 4). 

c Perfis de RFLP obtidos por restrição do DNA genômico clivado com as 

endonucleases HindIII e Dral, respectivamente. Cada letra define um 

padrão.

d A região Y1-Y3 do gene 16S rRNA é constituída por aproximadamente 

1500 bp. As letras representam genótipos agrupados.
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4.7 - SEQUENCIAMENTO DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA 

DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum

A amplificação quase total do gene 16S rRNA das estirpes de 

Herbaspirillum foi realizada utilizando os iniciadores Y1 e Y3, que 

anelam em regiões conservadas das extremidades 5' e 3' deste gene, 

respectivamente. O produto de amplificação resultante apresenta 

tamanho de aproximadamente 1,5 Kb e corresponde a 93,4% do 

gene que codifica o 16S rRNA de Escherichia coli. Os produtos da 

reação de PCR foram seqüenciados em ambas as direções, resultando 

na seqüência completa do fragmento Y1-Y3, com redundância de três 

vezes. Oitos iniciadores foram utilizados para sequenciar esta região 

do gene 16S rRNA: Y l, Y2, Y3, 16S362f, 16S786f, 16S1203f, 

lò S lllO r  e 16S805r. As seqüências destes iniciadores estão 

descritas na Tabela 4.

A amplificação do gene 16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum 

produziu seqüências de 1464 nucleotídeos para as estirpes M2 de H. 

seropedicae; de 1465 para M4 de H. rubrisubalbicans; de 1429 

nucleotídeos para as estirpes ZA95, ZA152 e Z78 de H. seropedicae; 

de 1456 para estirpe ZA69; e de 1427pb para Z67 de H. seropedicae, 

excluindo as seqüências dos iniciadores. As seqüências das estirpes 

M2 (AY191276), ZA69 (AY191272), ZA95 (AY191274), Z152

(AY191273) e Z78 (AY191275) foram depositadas no Banco de dados 

GenBank, e seus números de acesso estão entre parênteses. A Figura 

24 mostra a árvore filogenética construída utilizando todas as 

seqüências parciais do gene 16S rRNA disponíveis no banco de dados 

GenBank de organismos relacionados, pertencentes à subdivisão beta 

das proteobactérias, assim como as seqüências deste gene obtidas 

neste trabalho. O alinhamento destas seqüências encontra-se no 

apêndice 1.
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Figura 24 - Árvore filogenética construída a partir das seqüências do 

gene 16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum obtidas neste trabalho 

(*) ou disponíveis no banco de dados GenBank.

A árvore foi construída utilizando o método neighbor-joining. Os 

valores de boot-strap foram calculados de 2000 árvores, e cada 

número presente nas ramificações indica a porcentagem de árvores 

nas quais estas ramificações foram suportadas. A barra representa o 

número de substituições por sítio.



72

A seqüência parcial do gene 16S rRNA da estirpe Z67 de H. 

seropedicae depositada no banco de dados GenBank (KIRCHOOF et 

al., 2001), foi diferente da seqüência obtida neste estudo em três 

bases. O gene 16S rRNA da estirpe M4 de H. rubrisubalbicans, 

depositado no banco de dados GenBank (KIRCHOOF et al., 2001), foi 

idêntica a seqüência obtida para esta estirpe neste trabalho, e 

apresentou 9 nucleotídeos diferentes da estirpe M2. A seqüência do 

gene 16S rRNA de M2 ainda não havia sido obtida, e quando 

comparada a da estirpe Z67, diferiu em 15 bases. A seqüência do 

gene 16S rRNA da estirpe ZA69 apresentou maior divergência, 

apresentando deleções e inserções de nucleotídeos ao longo de toda 

a seqüência. As demais estirpes (ZA95, Z152, Z67 e Z78 

apresentaram seqüências próximas, com poucas diferenças entre si. 

Apesar de não haver relatos na literatura onde valores de identidade 

entre seqüências do gene 16S rRNA sejam estabelecidos para 

determinação clara entre espécies ou grupos taxonômicos, a 

localização dos organismos em uma árvore filogenética inferida a 

partir das seqüências deste gene permite ter uma idéia da 

proximidade evolutiva e taxonômica entre os organismos 

comparados.

Estes resultados estão sumarizados na Tabela 8, onde a 

proporção de identidade entre as seqüências do gene 16S rRNA 

destas estirpes foi calculada.

Os resultados da análise das seqüências do gene 16S rRNA das 

estirpes de HerbaspiriHum estão de acordo com aqueles obtidos em 

todos os métodos utilizados (PFGE, RAPD e RFLP) localizando as 

estirpes estudadas em três grupos distintos: o grupo I inclui M2 e 

M4; grupo II, ZA69; e grupo III, ZA95, Z78, Z67 e Z152. A Tabela 8 

mostra a caracterização genotípica obtida com os diferentes métodos 

avaliados.
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Tabela 8 - Matriz de proporção de identidade entre pares de 

seqüências do gene que codifica o 16S rRNA calculada a partir do 

alinhamento entre as seqüências das estirpes analisadas.

Matriz mostrando a proporção de identidade entre pares de 

seqüências de 16S rRNA calculada a partir do alinhamento das 

seqüências obtidas neste estudo. O alinhamento foi realizado pelo 

programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994) usando-se os 

parâmetros padrões.

Estirpe M2 M4 ZA69 ZA95 Z152 Z67 Z78

M2 1,000 0,998 0,963 0,986 0,990 0,989 0,988
M4 — 1,000 0,960 0,983 0,987 0,986 0,985
ZA69 — — 1,000 0,963 0,966 0,965 0,964
ZA95 — — — 1,000 0,993 0,992 0,991
Z152 — — — — 1,000 0,995 0,995
Z67 — — — — — 1,000 0,993
Z78 — — — — — — 1,000
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5 - DISCUSSÃO

Técnicas de tipagem molecular utilizando marcadores ou 

seqüências de DNA ou de RNA apresentam alto poder discriminatório, 

e são muito utilizadas para caracterização e diferenciação de 

microrganismos. Só no ano passado, vários trabalhos de tipagem 

foram realizados. Estes métodos foram, por exemplo, utilizados com 

propósitos epidemiológicos para caracterizar estirpes de Aspergillus 

fumigatus (LASKER, 2002), Burkholderia cepacia (COENYE et al., 

2002), Pseudomonas aeruginosa (SPEERT, 2002; DAWSON et al., 

2002), Mycobacterium tuberculosis (KRUUNER et al., 2002; 

MOKROUSOV, et al., 2002); para diferenciação entre bactérias 

endofíticas como Erwinia carotovora (REITER et al., 2002); para 

diferenciação de estirpes de Streptococcus thermophilus (MORA et 

al., 2002); para estudos de bactérias com importância agronômica, 

como linhagens de Bacillus subtilis (SARKAR et al., 2002); para 

caracterização de leveduras relacionadas à fermentação de vinhos, 

tais como Kloeckera apiculata e Saccharomyces cerevisiae (CARUSO, 

et al., 2002). Estes trabalhos tiveram como objetivo diferenciar e 

classificar de forma mais clara espécies e estirpes relacionadas.

Neste estudo foram avaliadas as estirpes M2, ZA69, ZA95, 

Z152, Z67 e Z78 de H. seropedicae e a estirpe M4 de H. 

rubrisubalbicans, com o objetivo de definir relações inter e intra- 

específicas utilizando métodos moleculares, ao invés de 

características fenotípicas.

A caracterização e diversidade genética destas estirpes foi 

investigada utilizando as seguintes técnicas moleculares: eletroforese 

em campo pulsado (PFGE), polimorfismo do comprimento de 

fragmentos de DNA por restrição (RFLP), polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (RAPD) e sequenciamento parcial do gene que 

codifica o 16S rRNA das estirpes estudadas.
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Os resultados de eletroforese em campo pulsado de DNA total 

intacto mostraram que H. seropedicae Z78 possui um- único 

cromossomo circular. Os cromossomos das outras estirpes de 

HerbaspiriHum avaliadas neste estudo também são circulares já que, 

quando intactos, não migraram no gel de eletroforese em campo 

pulsado sob as condições de eletroforese utilizadas (Figura 7). Uma 

vez que os resultados obtidos com DNA digerido das estirpes 

estudadas indicam um tamanho de genoma semelhantes, é provável 

que todas as estirpes estudadas apresentem um único cromossomo 

circular.

Para a estimativa do tamanho do cromossomo de H. 

seropedicae Z78, o DNA foi linearizado por digestão parcial com a 

enzima Sall e submetido à eletroforese. O tamanho estimado foi de

5,8 milhões de pares de bases. A digestão de DNA intacto de H. 

seropedicae Z78 com enzimas de restrição de corte raro também 

permitiu estimar o tamanho do genoma. Devido ao alto grau de G+C 

no genoma de HerbaspiriHum, 67±0,5mol% (BALDANI et ai., 1986), 

as endonucleases de corte raro escolhidas para este estudo 

apresentam alto teor de A+T em seus sítios de reconhecimento 

(Tabela 2). A clivagem do DNA genômico de HerbaspiriHum com estas 

enzimas resulta em um pequeno número de bandas, uma vez que 

estes sítios de reconhecimento ricos em A+T encontram-se sub- 

representados num genoma com alta porcentagem de C+G. Desde 

que os fragmentos de DNA gerados por estas enzimas apresentam 

grande variação quanto ao tamanho, as condições de eletroforese em 

campo pulsado variaram de acordo com a faixa de tamanho a ser 

resolvida, e foram descritas nas legendas das Figuras.

Os tamanhos dos fragmentos de DNA resultantes em cada perfil 

foram determinados por comparação com três diferentes padrões 

moleculares, permitindo uma estimativa dos tamanhos destas 

bandas. O eletroforetograma representado na Figura 3 foi capaz de
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definir os fragmentos de DNA numa faixa de tamanho de 

aproximadamente 150 a 2000Kb, apesar de apresentar algumas 

bandas comprimidas. A Figura 4 mostrou uma eletroforese com boa 

definição dos fragmentos de menor tamanho molecular (até 

aproximadamente 400Kb), mas para bandas maiores, a separação foi 

ineficiente. A somatória das médias dos tamanhos dos fragmentos 

gerados pelas enzimas Swal e Pacl foi 5.511.000 e 6.108.000 pb, 

respectivamente. Estes valores estão de acordo com aqueles obtidos 

pelo perfil de migração do DNA total de H. seropedicae Z78 digerido 

em um único ponto.

O gene que codifica o 16S rRNA tem sido amplamente utilizado 

como marcador genético em estudos de fijogenia (WOESE, 1987). O 

número de operons contendo o 16S rRNA (operon rrn) observados 

em bactérias varia, sendo que alguns organismos apresentam apenas 

uma cópia deste operon, enquanto outros contém 15 cópias 

(KLAPPENBACH et al., 2001). Na grande maioria das espécies 

estudadas o operon ribossômico, independentemente do número de 

cópias presentes, apresenta quantidades eqüimolares dos genes 5, 

16 e 23S rRNA e são transcritos de uma maneira coordenada 

(KLAPPENBACH et al., 2001). Algumas vezes o operon rrn contém 

genes que codificam para tRNA.

Não existem evidências que relacionem o número de operons 

rrn presentes em bactérias a alguma implicação evolucionária ou 

ecológica (KLAPPENBACH et al., 2001), apesar de alguns autores 

sugerirem que o número de operons pode estar relacionado à 

velocidade de crescimento e a capacidade de adaptação bacteriana a 

mudanças nas condições ambientais (FEGATELLA et al., 1998; ELSER 

et al., 2000).

Nos experimentos de hibridização do DNA genômico com uma 

sonda contendo o gene que codifica o 16S rRNA, o número de sinais 

positivos para este gene nos cromossomas de todas as estirpes foi
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igual nos perfis de restrição digeridos com a enzimas HindIII (3 

bandas) e Dral (1 banda). Estes resultados sugerem que as estirpes 

de Herbaspirillum possuem, pelo menos, 3 cópias do gene que 

codifica o 16S rRNA. Os perfis de hibridização do DNA genômico de H. 

seropedicae Z78, digerido com endonucleases de corte raro, com 

uma sonda contendo o gene que codifica o 16S rRNA mostrou que 5 

bandas são visualizadas com a enzima Swal. Os resultados de 

clivagem do DNA total com enzima de corte raro são mais 

discriminatórios indicando, portanto, que H. seropedicae Z78 possui 

cinco cópias do gene que codifica o 16S rRNA.

Os resultados de comparação entre os organismos obtidos pela 

utilização da técnica RFLP mostraram baixa capacidade 

discriminatória, uma vez que somente a estirpe ZA69 apresentou um 

perfil eletroforético distinto das demais estirpes, com ambas enzimas 

utilizadas (HindIII e Dral). Padrões eletroforéticos idênticos foram 

obtidos para os grupos M2/M4, assim como para as estirpes Z67 e 

Z78. As estirpes ZA95 e Z152 diferenciaram-se apenas por duas 

bandas, quando a endonuclease HindIII foi utilizada. Entretanto, 

estes resultados permitiram a construção de um dendrograma, onde 

as estirpes foram divididas em três grupos principais. Estes grupos 

foram idênticos àqueles três formados quando foram Utilizados os 

resultados de PFGE.

Os dados gerados pelo método RAPD mostraram um maior nível 

de variabilidade entre as estirpes, embora, da mesma forma que os 

resultados dos ensaios de RFLP, o dendrograma construído a partir 

dos perfis obtidos por RAPD dividiram as sete estirpes de 

Herbaspirillum em três grupos principais, com nível de similaridade 

de 39% entre eles. O grupo I foi formado pelas estirpes M2 e M4, 

com nível de similaridade de 65%. Com exceção do iniciador 1, todos 

os outros iniciadores resultaram em padrões de amplificação 

diferentes entre estas duas estirpes, possibilitando uma diferenciação
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confiável entre M2 e M4. A linhagem ZA69 de H. seropedicae foi 

inserida no grupo II, próximo ao grupo I, apresentando similaridade 

de 40%. As demais linhagens, ZA95, Z78, Z152 e Z67, formaram um 

segundo grupo principal, com coeficiente de similaridade de 64% 

entre os dois sub-grupos (ZA95/Z78 e Z152/Z67).

Além disso, os perfis obtidos pelo polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (RAPD) foram mais facilmente interpretados em 

relação àqueles perfis gerados por polimorfismo do comprimento de 

fragmentos de restrição (RFLP). Estes resultados indicam que o RAPD 

foi o método mais sensível utilizado neste estudo para diferenciar as 

estirpes de HerbaspiriHum. Entretanto, a reprodutibilidade desta 

metodologia é algumas vezes questionada, o que poderia reduzir seu 

potencial de aplicação (PENNER et al., 1993; WANG et al., 1993). 

Neste trabalho, este efeito foi minimizado utilizando sempre o mesmo 

termociclador e um sistema de RAPD comercialmente disponível, com 

componentes e condições padronizados, com resultados confiáveis e 

reprodutíveis. Além disto, o sistema utilizado para os ensaios 

(Ready.To.Go™, Amersham Biosciences) apresenta-se sob forma de 

"beads", reduzindo significativamente o número de manipulações 

necessárias para obtenção dos resultados, aumentando a 

reprodutibilidade da técnica de RAPD. Os ensaios foram repetidos três 

vezes e todos os resultados obtidos foram idênticos.

LASKER (2000) relataram recentemente que experimentos 

independentes de amplificação utilizando a mesma preparação de 

DNA ou diferentes preparações de DNA da mesma estirpe de 

Aspergillus fumigatus produziram resultados altamente reprodutíveis, 

utilizando as seguintes técnicas: RFLP, RAPD, análises por SSDP 

("sequence-specific DNA primer"), ou PMM ("polymorphic 

microsatellite markers"). CONEY et al. (2002) chegaram à mesma 

conclusão analisando o genoma de isolados de Burkholderia cepacia
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Genomovar III por PFGE, "BOX-PCR fingerprinting" e tipagem por 

RAPD.

Ainda em relação à comparação entre metodologias, ZHANG et 

al. (2002) demonstraram que a tipagem por RAPD é útil na rápida 

caracterização de Streptococci grupo B, além de ter sido considerada 

pelos autores como mais discriminatória que ensaios sorológicos 

convencionais para distinguir estes microrganismos. Os resultados 

apresentados por estes autores, demonstram que a técnica de RAPD 

pode também ser mais discriminatória quando comparada a diversas 

outras técnicas de tipagem e reforçam as conclusões obtidas neste 

estudo, onde RAPD apresentou resultados consistentes e 

reprodutíveis, permitindo uma diferenciação entre todas as estirpes 

analisadas.

CRUZ et al. (2001) avaliaram a relação filogenética entre várias 

estirpes de Herbaspirillum e de organismos relacionados. Estes 

autores utilizaram o sequenciamento parcial do gene que codifica o 

16S rRNA e análise de restrição do DNA ribossômico amplificado 

[ARDRA] para definir o posicionamento filogenético destes 

organismos. As estirpes M2 e Z67 de H. seropedicae e M4 de H. 

rubrisubalbicans apresentaram o mesmo padrão de restrição do gene 

que codifica o 16S rRNA, quando as endonucleases Sau3A, Haelll e 

Rsal foram utilizadas. Somente a enzima de restrição Alui foi capaz 

de diferenciar todas as estirpes (CRUZ et al., 2001). O

sequenciamento de um fragmento de cerca de 300pb do gene que 

codifica o 16S rRNA de H. seropedicae Z67 e H. rubrisubalbicans M4 

também reuniu as duas espécies em grupos intimamente 

relacionados (CRUZ et al., 2001). Apesar de M2 e M4 pertencerem a 

diferentes espécies, como demonstrado por ensaios fisiológicos e de 

hibridização DNA-DNA (BALDANI etal., 1996), as análises realizadas 

neste estudo demonstraram uma grande proximidade genética entre 

estas duas bactérias. Esta observação foi discutida também por Cruz
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et al. (2001) e enfatiza a baixa diferenciação destes organismos. 

CABALLERO-MELADO & MARTINEZ ROMERO (1994) e KIRCHHOF et 

al. (2001), estudando estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus e

H. frisingense, chegaram à mesma conclusão, demonstrando que 

estes organismos pertencem a grupos geneticamente muito 

relacionados e apresentam baixa variabilidade. Por se tratar de um 

gênero representado por organismos endofíticos, diazotróficos, com 

baixa taxa de sobrevivência em solos não cultivados (BALDANI et al., 

1992), Herbaspirillum spp. demonstra ser uma bactéria bem 

adaptada ao seu estado endofítico. McARTHUR et al. (1988) sugerem 

que uma pequena variabilidade genética entre organismos, pode ser 

resultado de uma adaptação a um "habitat" natural muito estável, 

durante um longo período de tempo.

O sequenciamento dos operons ribossômicos é de relevância 

conhecida nos estudos de evolução e filogenia bacteriana (WOESE, 

1987). O sequenciamento do gene que codifica o 16S rRNA tem sido 

particularmente utilizado para reconstrução de relações filogenéticas 

entre organismos (GUTELL et al., 1994; LUZ et al., 1998). A análise 

filogenética da seqüência parcial do gene que codifica o 16S rRNA das 

estirpes de Herbaspirillum obtidas neste estudo e seqüências de 

organismos filogeneticamente relacionados depositadas no banco de 

dados GenBanK Database (Figura 24), posicionou as espécies de 

Herbaspirillum (H. seropedicae, H. rubrisubalbicans e H. frisingensis), 

isolados semelhantes a Herbaspirillum e a espécie relacionada 

Pseudomonas huttiensis em ramos separados bem suportados por 

valores de "bootstrap". As estirpes Z67, Z78, ZA95 e Z152 foram 

posicionadas na ramificação de H. seropedicae, formando um grupo 

próximo de organismos com valor de "bootstrap" de 96. A estirpe 

ZA69 foi inserida em um grupo separado das outras estirpes, com 

coeficiente de identidade de 96%, demonstrando uma íntima relação 

filogenética entre elas e consistente com sua posição taxonômica.
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Entretanto, as estirpes M2 de H. seropedicae e M4 de H. 

rubrisubalbicans apresentaram seqüências de 16S rRNA muito 

semelhantes, diferindo em apenas oito nucleotídeos, sendo 

agrupadas na ramificação de H. rubrisubalbicans. A estirpe ZA69 

encontra-se menos próxima das demais, apresentando identidades 

que variam de 96% em relação a M4 e de 96,6%, quando comparada 

a Z152. As demais estirpes de H. seropedicae, ZA95, Z152, Z67 e 

Z78, possuem íntima relação entre si, apresentando identidade de 

99,1% entre ZA95 e Z78 a 99,5%, entre Z152, Z67 e Z78.

Estes resultados estão de acordo com aqueles obtidos por 

PFGE, RFLP e RAPD e, embora existam diferenças no posicionamento 

relativo destas estirpes dentro dos grupos obtidos por estas três 

metodologias, o padrão geral de agrupamento das estirpes foi 

conservado.

Em resumo, as ferramentas moleculares analisando a seqüência 

do gene que codifica o 16S rRNA ou o genoma inteiro (PFGE, RFLP e 

RAPD) permitiram a diferenciação entre as sete estirpes de 

HerbaspiriHum estudadas. Os resultados obtidos por RAPD utilizando 

sistema comercialmente disponível foram os mais discriminatórios e 

permitiram uma diferenciação mais confiável entre todas as estirpes 

testadas. Estes resultados estão de acordo com o fato de que as 

seqüências do gene que codifica o 16S rRNA são muito conservadas 

entre organismos da mesma espécie, sendo esta metodologia 

potencialmente mais útil na comparação entre organismos que não 

apresentem uma relação filogenética muito próxima (WOESE, 1987). 

Em contraste, RAPD utiliza como molde para amplificação o DNA 

genômico total sendo, portanto, potencialmente capaz de detectar 

diferenças mesmo entre organismos muito próximos.
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6 - CONCLUSÕES

O cromossoma de H. seropedicae Z78 é constituído por apenas 

uma molécula de DNA circular, com tamanho de aproximadamente 

6000Kb.

As demais estirpes de H. seropedicae M2, ZA69, ZA95, Z152, 

Z67, assim como a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans, também 

apresentam DNA genômico circular.

Os métodos de eletroforese em campo pulsado (PFGE), 

polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição (RFLP), 

polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) e sequenciamento 

parcial do gene 16S rRNA utilizados para diferenciação entre as 

estirpes neste trabalho demonstraram bastante consistência, 

definindo três grupos para as estirpes: M2 e M4 foram inseridas no 

Grupo I, ZA69 foi posicionada em um grupo separado das demais 

estirpes, Grupo II, e o Grupo III englobou todas as demais estirpes, 

Z95, Z152, Z67 e Z78, independente do método de tipagem utilizado.

Os resultados obtidos nos ensaios de hibridização do DNA 

genômico das estirpes de Herbaspirillum com o gene que codifica o 

16S rRNA sugerem que estas estirpes possuem de quatro a cinco 

cópias deste gene, como demonstrado por PFGE.
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Apêndice 1 - Alinhamento entre as seqüências parciais do gene 16S rRNA de 

organismos pertencentes subdivisão p das proteobactérias obtidas no Banco de 

dados GenBank e as obtidas neste estudo (*). O alinhamento foi feito no programa 

BioEdit.
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H. ru b r isu b a lb ica n s  
H. fr is in g e n s e  
P. h u tt ie n s is  
H e rb a sp ir iH u m  sp__B501 
H e rb a sp ir iH u m  sp_B512 
H e rb a sp ir iH u m  sp__B65 
P. h u tt ie n s is  
H. seroped±cae_Z61 
H. fr is in g e n se _ M b ll 
H . fris ingense_GSF3 0 
H . fr is in g e n s e _ l5B 
H. ru b r is u b a lb i cans_M4 
H e rb a sp ir iH u m  sp_BA17 
H e rb a sp ir iH u m  sp__NAH4 
H. seropedi cae_X8 
H e rb a sp ir iH u m  spJBAlO 
H e rb a sp ir iH u m  sp__BAll 
H e rb a sp ir iH u m  sp_BA12 
H e rb a sp ir iH u m  sp_BA14 
H e rb a sp ir iH u m  sp__BA15 
H. seropedicae_BA153 
H e rb a sp ir iH u m  sp_BAl 6 
H e rb a sp ir iH u m  sp_BA161 
H. ru b r isu b a lb ica n s  
P. huttiensis__ATCC146 
H e rb a sp ir iH u m  sp_G8Al 
H. seropedicae  
E. c o l i j ü l l  
H. seropedicae^ZA69 (*)
H, seroped icae_Z l52 (*)
H. seropedi cae__Z 67 (*)
H. seropedicae^ZA95 (*)
H. seropedicae^ ZlQ(*)
H . ru b r is u b a lb icans_M4 (*) 
H. seroped icae_M2(* )

H. ru b r isu b a lb ica n s  
H. fri singense  
P. h u t t ie n s is  
H e rb a sp ir iH u m  sp_B501 
H e rb a sp ir iH u m  sp__B512 
H e rb a sp ir iH u m  sp_B65 
P. h u t t ie n s is  
H. seroped ica e_Z67 
H. £r i singense__Mbl 1 
H. fx\isingense__GSF30 
H. i singense_l 5B
H. ru b r isu b a lb ica n s M4

10 20 30 40 50
—  I —  I
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ANCCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
-TGCCTT-AC 
-TGCCTT-AC 
-TGCCTT-A.C 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTTCAC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC 
ATGCCTT-AC
 CTT-AC
ATGCCTT-AC
ATGCCTT-AC
ATGCCTT-AC
AGGCCTA-AC
ATGCCTT-AC
ATGCCTT-AC
ATGCCTT-AC
ATGCCTT-AC
ATGCCTT-AC
-TGCCTT-AC
-TGCCTT-AC

 | |
ACATGCAAG7 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT 
AC AAT GCAAT 
ACATGCAAGT 
ACATGCAAGT

 | |
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGTAA
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG
CGAACGGCAG

 |  |
C A T- - AGGAG 
C A T — AGGAG 
CA T--A G G A G  
C A T--A G G A G  
CA T--A G G A G  
C A T--A G G A G  
C A T--A G G A G  
C A T— AGGAG 
C A T--A G G A G  
CA T— AGGAG 
C A T— AGGAG 
C A T--A G G A G  
CA T--A G G A G  
CG C— GGCGG 
CA T--A G G A G  
CA T— AGGAG 
CA T— AGGAG 
CA T— AGGAG 
CA T— AGGAG 
CA T— AGGAG 
CA T--A G G A G  
C A T--A G G A G  
C A T— AGGAG 
C A T--A G G A G  
C A T--A G G A G  
CG C— GGGGG 
C A T— AGGAG 
CAGGAAGAAG 
C A T - -AGGAG  
CAT —  AGGAG 
CA T— AGGAG 
CA T--A G G A G  
CAT --AGGAG  
CA T— AGGAG 
CA T--A G G A G

 |  |
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
GTAACTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
GTAACTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTTCTT 
CTTGCTCCT - 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT- 
CTTGCTCCT-

60
 | | .
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG

70
 |  |  | . .
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT- 
TGGCGAACGG GTGAGT-

80 90 100
. . | ----|----I ---- I---- I
AAT AT AT C GG AAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA. 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATA.TCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
•AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA



Herbaspirillum sp BA17 
Herbaspirillum sp NAH4 
H. seropedicae_XQ 
Herbaspirillum sp BAIO 
Herbaspirillum sp BA11 
Herbaspirillum sp BA12 
Herbaspirillum sp BA14 
Herbaspirillum sp BA15 
H . seropedi cae_BAl 5 3 
Herbaspirillum sp__BA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H__seropedi ca e
E . co!i_K12 
H. seropedicae^ZA69(*)
H. seropedicae_Zl52(*)
H. seropedicae^Z67(*)
H . seropedicae_ZA95 (*)
H. seropedicae_ZlQ(*)
H . rubrisubaIbicans_M4 (*) 
H. seropedicae__M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H . £r i singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp__B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H. seropedicae_ZSl 
H. frisingense_Mbll 
H . £!z\i singrense__GSF3 0 
H . frisingense_l 5B 
H . rubrisubalbicans_MA 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H. seropedi cae_X8 
Herbaspirillum sp__BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp__BA14 
Herbaspirillum sp___BA15 
H. sex*qpecücae_BA153 
Herbaspirillum sp_BA16 
Herbaspirillum sp__BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. hutfciensxs__ATCC146 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H . seropedicae
E . co!i__K12 
H. seropedicae^ZA69(*)
H. seropedicae_ZlS2 (*)
H. seropedicae_Z61(*)
H . seropedicae__ZA95 ( * )
H . seropedicae^Z7 8(*)
H . rubrisuba lbi cans_M4 ( *) 
H. seropedicae_M2(*)

-GATGGCGAG TGGCGAACGG G7GAG7-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GWCGGCGAG TGCCGAACGG GTGACWTAAT ATATCGGAAC GTGCCCAAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-TAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-.AAT .ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GWCGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCAAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
TGCTGACGAG TGGCGGACGG GTGAGT-AAT GTCTGGGAAA CTGCCTGATG 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT /ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA 
-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT .ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
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110
—  I —  I
GTGGGGGATA
GT GGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGG-ATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GAGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
GTGGGGGATA

120
 | |
ACTAGTCGAA 
AC TAGT C GAA 
ACTAGTCGAA 
AC TAGT C GAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA. 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA. 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTACTGGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA 
ACTAGTCGAA

130
 | |
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGATTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGATTAGCTA
AGACTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTGGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGATTGGCTA
AGATTAGCTA
ACGGTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGACTAGCTA
AGAATAGCTA

140
 | |
AT AC C G CATA 
ATAC C G CATA 
AT AC C G CATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA 
ATACCGCATA

150
 | |
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTAAGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
ACGTCGCAAG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
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160 170 180 190 200
 I  |  |  |  |  |  |  |  | --- |

H. rubrisubalbicans ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. frisingense ATGAAAGTGG GGGA.TCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
P. huttiensis ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_B501 .ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_B512 ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA. GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_B65 ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
P. huttiensis ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA. GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae_Z67 ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. frisingense_tíbll ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GA.CCTCATGC TCGTGGAGCG GCCGATATCT
H. frisingense_GSF30 ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. frisingense_l5B ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA. GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. rubrisubalbicans_M4 ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA17 ATGAAAGTGG GGG.ATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_NAH4 ATGAAAGTGG GGGA.T CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae_XB ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA10 ATGAAAGTGG GGGA.T CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BAll AT GAAA.GT GG GGGAT C GC AA GA.CCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA12 ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA14 ATGAAAGTGG GGGAT CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA15 ATGAAAGTGG GGGA.T CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae_HKL53 .AT GAAA.GT GG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA16 ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_BA161 ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. rubrisubalbicans ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
P. huttiensis_ATCC146 ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
Herbaspirillum sp_G8Al ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae ATGAAAGTGG GGGATCGCAA. GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
E. coli_K12 ACCAAAGAGG GGGACCTTCG GGCCTCTTGC CATCGGATGT GCCCA.GATGG
H. seropedicae_ZA69(*) ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GAACTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedioae_Z152(*) ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae_Z61 (*) ATGAAAGTGG GGGATCGCAA. GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae_ZA95 (*) ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedioae_Z78(*) ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. rubrisubalbicans_M4 (*) ATGAAAGTGG GGGA.T CGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT
H. seropedicae_M2(*) ATGAAAGTGG GGGATCGCAA GACCTCATGC TCCTGGAGCG GCCGATATCT

210 220 230 240 250
 I  | ----- |  |  |  |  I --I ------I ----- I

H. rubrisubalbicans -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCT.A CCAAGGCG.AC GATCAGTAGC
H. frisingense -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
P. huttiensis -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_B501 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_B512 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_B65 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
P. huttiensis -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCAAC GATCAGTAGC
H. seropedicae_Z67 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H. frisingense_tíbll -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCAAC GATCAGTAGC
H. frisingense_GSF30 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCTCA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H. frisingense_l5B -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCTCA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H. rubrisubalbioans_M4 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_BA17 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_NAH4 -GATTAGCTA GTTGGTGCGG TAAAAGCCTA. CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H. seropedicae_XB -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCTCA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_BA10 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_BAll -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_BA12 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_BA14 -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCA.GTAGC
Herbaspirillum sp_BA15 -GATTAGCTA. GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA, CCAAGGCGAC GAT CAGTAGC
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H. seropedicae_BA153 -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCG.-.C GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_BA16 -G A TTA G CTA  GTT GGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTrAGC
Herbaspirillum sp_BA161 -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H. rubrisubalbicans -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
P. huttiensis_ATCC146 -GA TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA. CCAAGGCAAC GATCAGTAGC
Herbaspirillum sp_G8Al -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H . seropedicae -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
E. aoli_K12 -GATTAGCTA. GTA.GGTGGGG TAACGGCTCA CCTAGGCGAC GATCCCTAGC
H. seropedicae_ZA69(*) -GATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAA.GCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H . seropedicae_Z152 ( * )  -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H . seropedicae_Z67 ( * )  -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC G.ATCAGTAGC
H . seropedicae_ZA95 ( * )  TGATTAGCTA GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGT
H. seropedicae_Z78 ( * )  -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H . rubrisubaUbicans_M4(*) -GATTAGCTA. GTTGGTGGGG TAAAA.GCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC
H. seropedicae_M2 ( * )  -G A TTA G CTA  GTTGGTGGGG TAAAAGCCTA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC

260 270 280 290 300
 | |  | |  | |  | |  | |

H. rubrisubalbicans TGGTCTG.AGA GGACGACCA.G CCAC.ACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
ff. frisingense TGGTCTGAGA GGA.CGACCAG CCA.CA.CTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGA.C
P. huttiensis TGGTCTGAGA GGA.CGACCAG CC.ACACTGGG ACTGAGACAC GGGCCCAGAC
Herbaspirillum sp_B501 TGGTCTGAGA GGA.CGACCAG CCA.CA.CTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_B512 TGGTCTGAGA GGACGACCA.G CCACA.CTGGG ACTGA.GA.CAC GG-CCCAGA.C
Herbaspirillum sp_B65 TGGTCTGAGA GGA.CGACCAG CCA.CA.CTGGG ACTGAGACAC GG-CCCA.GAC
P. huttiensis TGGTCTGAGA GGACGACCA.G CC.ACACTGGG ACTGAGACA.C GG-CCCAGAC
H. seroped±cae_Z67 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGA.CAC GG-CCCAGAC
H. frÍSÍngense_Mbl 1 TGGTCTGAGA GGACGACCA.G CCACACTGGG ACTGAGACA.C GG-CCCAGAC
H. frÍSÍngense_GSF30 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H . frisingense_75B TGGTCTGAGA GGACGACCAG CC.ACACTGGG ACTGAGACA.C GG-CCCAGAC
H . rubrisubalbieans_M4 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG .ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA17 TGGTCTGAGA. GGACGACCA.G CCACACTGGG ACTGAGA.CAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_NAH4 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACA.C GG-CCCAGAC
H. seropedicae_X8 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA10 TGGTCTGAGA GGA.CGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BAll TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA12 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA14 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA15 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H. seropedicae_BA153 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA16 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_BA161 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H. rubrisubalbicans TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
P. huttiensis_ATCC146 TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
Herbaspirillum sp_G8Al TGGTCTGAGA GGACGACCA.G CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H. seropedioae TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
E. ooli_K12 TGGTCTGAGA GGATGACCAG CCACACTGGA ACTGAGACAC GG-TCCAGAC
H . seropedicae_ZA69 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC G G -CC-A G A C
H. seropedicae_Z152 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCA.CACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H . seropedicae_Z67 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H. seropedicae_ZA95 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ATTGAGACAC GG-CCCAGAC
H . seropedicae_Z78 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H . rubrisubalbicans_M4 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCA.G CCACACTGGG ACTGAGACAC GG-CCCAGAC
H . seropedicae_M2 ( * )  TGGTCTGAGA GGACGACCAG CCACACTGGG ACTGAGACA.C GG-CCCAGAC

310 320 330 340 350
 I |  | |  | |  | |  I-I

H. rubrisubalbicans TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA
H . frisingense TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA
P. huttiensis TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA
Herbaspirillum sp_B501 TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA
Herbaspirillum sp_B512 TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA



Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H. seropedicae^ZGl 
H . fri singense__Mbl 1 
H . fri singense_G SF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H. zrubri suba lbi cans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H. seropedicae_X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp__BA15 
H. seropedicae^BA153 
Herbaspirillum sp_BA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P . huttxensxs__ATCC146 
Herbaspirillum sp_G8Al 
H. seropedicae
F. co!x_K12 
H. seropedicae_ZA69 (*)
H. seirqpedxcae__Z152 (*)
H. seropedicae_Z67(*)
H. seropedicae_ZA95(*)
H. seropedicae_ZlQ(*)
H . zrubrisubalbi cans_M4 ( * ) 
H. seropedicae_lí2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H . seropedi cae__Z 67 
H. £rxsxngrense__Mbll 
H. íirx sxng-enae__GSF3 0 
H . frisingense_l 5B 
H. rubrisubalbicans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H . seropedi cae__X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H. seropedi crae_BAl 5 3 
Herbaspirillum sp__BA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P . huttxenaxa_ATCC14 6 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H . seropedicae
F. coli K12

TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTT GGGAATTTTG GACAATGGGG G C A A CC--G A  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATNGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GA.CAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATA.TTG CACAATGGGC GCAAGCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG -CAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCCACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA  
TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATTTTG GACAATGGGG GCAACCCTGA

360
—  I —  I
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCC-A CA A TG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TGCAGCCATG

370
 | |
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGTGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGTGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGTAT

380
 | |
GAAGAAGGC C 
G AAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC

390
 | |
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT

400
 | |
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCACTTT
A AAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
A AAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
A AAGCTCTTT
A AAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
A AAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCACTTT
AAAGCTCTTT
AAAGTACTTT



H. seropedicae^ZA69 (*)
H. seropedicae__Z152 (*)
H. seropedicae^Z67(*)
H. seropedicae_ZA95(*)
H. seropedicae_Z7Q(*)
H. rubrisuba.lbicans_MA (*) 
H . seropedi cae_M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_JB501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H . seropedicae_Z67 
H. frisingense_bSbll 
H . £rlsingense__GSF3 0 
H . fjr i singense_7 5B 
H. rubrisubalbicans_M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H . seropedi cae__X 8 
Herbaspirillum sp__BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp__BA15 
H. seropedicae__BAl53 
Herbaspirillum sp_BA16 
Herbaspirillum sp__BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbaspirillum sp_G8Al 
H. seropedicae 
E. coli_,K12 
H. seropedi cae__ZA6 9 ( * )
H. sex-qpedicae_Z152 (*)
H. seropedicae_Z67 (*)
H . seropedicae_ZA95(*)
H. seropedicae__Z78 ( *)
H . rubri suba lbi cans_MA (*) 
H . seropedicae_M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp__B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H. seropedi cae__Z 67 
H. £rlslngense_Mbl 1 
H. frisingense_GSF30 
H . frisingense^75B 
H. rubri s ubalbi cans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17

T C — ACAATG  
TCCAGCAATG  
TCCAGCAATG  
TCCAGCAATG  
TCCAGCAATG  
TCCAGCAATG  
TCCAGCAATG

ACGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT

GAAAAAGGCC 
GAA Gr-. A GG C C 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGC C 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGCC 
GAAGAAGGC C

7TCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT

111
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
TAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT

410
 | |
7 GT CAGGGAA 
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA. 
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA. 
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
CAGCGGGGAG 
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA. 
TGTCAGGGAA  
TGTCAGGGAA  
T GT C A.GGGAA 
TGTCAGGGAA

420
 | |
GAAACGGTGG 
GAAACGGTTC 
GAAACGGTAG 
GAAACGGTTC 
GAAACGGTTC 
GAAACGGTAG 
GAAACGGTAG 
GAAACGGTTT 
GAAACGGTTC 
GAAACGGTTC  
GAAACGGTTC  
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGG 
GAAACGGTG.A 
GAAACGGTTC  
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGG 
GAAACGGTTT 
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGG 
GAAAC C GGT G 
GAAACGGTAG 
GAAAC GGT GA 
GAAACGGTTT  
GAAGGGAGTA  
GAAACGGTTT  
GAAACGGTTT  
GAAACGGTTT  
GAAACGGTTT  
GAAACGGTTT  
GAAACGGTGG 
GAAACGGTGT

430
 |  |
TA G CTA A T-A  
TGGATAAT-Â  
TA G CTA A T-A  
TG G CTA A T-A  
TG G CTA A T-A  
TA G CTA A T-A  
T AGC GAAT AA  
TG G CTA A T-A  
TG GA TAA T-A  
T GGAT AAT -  A 
TG GA TAA T-A  
TA G CTA A T-A  
TA G CTA A T-A  
CG G CTA A T-A  
TG GA TAA T-A  
TA G CTA A T-A  
TA G CTA A T-A  
TA G CTA A T-A  
TA G C TA A T-A  
TAGCTAAT -  A  
TG G CTA A T-A  
TA G CTA A T-A  
TA G CTA A T-A  
GAGCTAAT-A  
TAG CG AA T-A  
GGGCTAAT-A  
TGGCTAAT-A. 
A A G TTA A T-A  
CGGCTAATTA  
TG G CTA A T-A  
TG G CTA A T-A  
T G G C T T A T -A  
TG G CTA A T-A  
T .AGC T AAT -  A 
TG G CTA A T-A

440
 | |
TCTA CTA CTA  
CCTAGAGCTA  
TCTATTA.CTA  
TCCAGAGCTA  
TCCAGAGCTA  
TCTATTA.CTA. 
-  CTA.TT A.CTA. 
TCCAGAACTA. 
CCTAGGACTA  
CCTGGAGCTA  
CCT GGGACTA. 
TCTA CTA CTA  
TCTA CT A.CTA 
TCCCTTGCTA. 
CCT GGGACTA  
TCTA CTA CTA  
TCTA CTA CTA  
TCTA CTG CTA  
TCTA CTA CTA  
TCTA CTA CTA  
T C CA.GAACT A 
TCTA CTA CTA  
TCTACTGCTA  
TCTA CTA CTA  
A CTA TTA CTA  
TCCC TTG CTA  
TCCAGAACTA  
CCTTTG CTCA  
TCCAGAACTA  
TCCAGAACTA  
TCCAGAACTA  
TCCAGAACTA  
TCCAGAACTA  
TCTA CTA CTA  
TCCACAACTA

450  
 | |
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
AT GACG—  G i 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
ATGACG — GT 
ATGACG— GT 
ATGACG— GT 
ATGACG— GT 
AT GAC G— GT 
ATGACG— GT 
ATGACG— GT 
.ATGACG--GT  
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
ATGACG— GT 
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
TTGACG— TT  
ATGACGTCGT  
AT GAC G— GT 
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT 
A TG A CG --G T  
ATGACG— GT

500
 I |
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA.
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAA.TA
CGCGGTAATA

490
 | |
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCC.AGCAG-C
GCCAGCAGCC
GCC.AGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C

460  
. . .  | |

AC C T GAA GAA 
ACC T GAA GAA 
AC C T GAAGAA 
AC C T GAAGAA 
ACCTGAAGAA  
AC C T GAAGAA 
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA

470
 |  |
T.AAGC AC C GG 
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG  
TAAGCACCGG

480
 |  |
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT



Herbasplrlllum sp__NAH4 
H . seropedl cae__X8 
Herbasplrlllum sp_BAl 0 
Herbasplrlllum sp_BAll 
Herbasplrlllum sp_BA12 
Herbasplrlllum sp_BA14 
Herbasplrlllum sp_BA15 
H . seropedl cae__BAl 5 3 
Herbasplrlllum sp_BAl 6 
Herbasplrlllum sp_BA161 
H. rubrlsubalblcans 
P . huttlensls__ATCC 146 
Herbasplrlllum sp__G8Al 
H. seropedlcae 
E. coii_K12 
H. seropedlcae__ZA69 (*)
H. seropedlcae^Z152(*)
H. seropedlcae_ZSl (*)
H. seropedlcae__ZA95(*)
H. seropedl cae__Z 7 8(*)
H . rubrlsubalblcans__M4 ( *) 
H. seroped±cae_bí2 (*)

112

H. rubrlsubalblcans 
H . £r 1 singense 
P. huttlensis 
Herbasplrlllum sp_B501 
Herbasplrlllum sp_B512 
Herbasplrlllum sp_B65 
P. huttlensis 
H . seropedlcae_Z67 
H. ifrlslngrense_Mbll 
H . lrisingense__GSF3 0 
H . £rl singense_15B 
H. rubrlsuba lbl cans_M4 
Herbasplrlllum sp_BA17 
Herbasplrlllum sp_NAH4 
H. seropedl cae_XQ 
Herbasplrlllum sp_BA10 
Herbasplrlllum sp__BAll 
Herbasplrlllum sp_BA12 
Herbasplrlllum sp__BA14 
Herbasplrlllum sp_BA15 
H. seropedlcae__BAl53 
Herbasplrlllum sp_BA16 
Herbasplrlllum sp_BA161 
H. rubrlsubalblcans 
P . huttlensls__ATCC146 
Herbasplrlllum sp__G8Al 
H . seropedlcae 
E . croll__K12 
H. seropedlcae_JZA69 (*)
H. seropedlcae__Z 152 (*)
H. seropedlcae_Z67(*)
H. seropedlcae_ZA95(*)
H. seropedlcae^ZTQ(*)
H . rubrlsubalbl cans_M4 ( *) 
H . serope dl ca e__M2 ( * )

AC C T GAAGAA 
ACCTGAAGAA  
rlCC x GAa GAm 
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA. 
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
AC C T GAAGAA 
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCCGCAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA. 
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA  
ACCTGAAGAA

TAAGGCACCG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
GAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCA.CCGG

CTAACTACGT
CTAAC7ACGT
CTAACTA.CGT
CTAACTACGT
CTAACTA.CGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTCCGT
CTAACTA.CGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTA.CGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT

GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCA.GCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCA.GCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCCAGC
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C

CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
C G C GGT Aja.’! ía 
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA  
CGCGGTAATA. 
CGCGGTACTA

510
 | |
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGGAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC

520
 | |
AAGC G T T AAT 
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AACCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AACGCTTAAT  
AACGCTTAAT  
AACGCTTAAT  
AACGCTTAAT  
AAGCGTTAAT  
AAGCGTTAAT

530
 | |
CGGAATT.ACT 
C GGAA.T T.ACT 
CGGAATT.ACT 
C GGAA.T T.ACT 
CGGAATT.ACT 
CGGAATT.ACT 
CGGAATT.ACT 
CGGAATT.ACT 
CGGAATTACT 
CGGAATT.ACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT  
CGGAATTACT  
CGGAATTACT  
CGGAATTACT  
CGGAATTACT  
CGGAATT.ACT 
CGGAATTACT  
CGGAATTACT  
CGGAATTACT 
CGGAATTACT 
CGGAATT.ACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT  
CGGAATTACT  
CGGAATT.ACT 
CGGAATTACT  
CGTAATTACT  
CGGAATTACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT 
CGGAATTACT

540
 | |
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC- GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGCCGT.AAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA.
GGGC-GTAAA
GGGC-GTTAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA

550
 | |
--GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
AGCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-ACGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGCACGCA
-GCGTGCCCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
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H . rubrisubalbi cans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_JB65 
P. huttiensis 
H . seropedi cae__Z 6 7 
H. frisingense_bíbll 
H. £risingrense__GSF30 
H . fri singense_l 5B 
H . rubrisubalbicans_M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H. seropedi cae__X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H. seropedi cae_JBAl 5 3 
Herbaspirillum sp__BA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. hut£iensis__ATCC146 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H. seropedicae 
E . co!i_K12 
H. seropedicae_ZA69 (*)
H. seropedicae__Z152 (*)
H. seropedicae_ZSl (*)
H. seropedicae_ZA95(*)
H. seropedicae_Z78(*)
H . rubrisubalbicans_M4 (*) 
H. seropedicrae_M2 (*)

560
 | |
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
G GCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
G GCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
G GCGGTTG-T
G GCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCG G TTT-G
GGCGGTTGAT
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
G G CGGTTG-T
GGCGGTTG-T
G GCGGTTG-T
G GCGGTTG-T

570
 | |
GTAAGTCAGA  
GT AAGT CAGA 
GTAAGTCAGA  
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA  
GTAAGTCAGA  
GTAAGACAGA 
GTAAGTCAGA  
GTAAGTCAGA  
GT AAGT CATA  
GTAAGTCAGA  
GTAAGACAGA 
GTAAGTCAGA  
GTAAGTCAGA  
GTAAGACAGA 
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA 
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA 
GTAAGACAGA 
GTAAGACAGA 
GTAAGTCAGA  
GTAAGTCAGA  
GTAAGTCAGA  
GTAAGACAGA  
T T AAGT CAGA. 
GTAGAACAGA 
GTAAGACAGA 
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA  
GTAAGACAGA  
GTAAGTCAGA  
GTAAGTCAGA

580
 |  |
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
T G iG A A A i CC 
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAANCC  
T GT G AAAT C C 
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC  
TGTGAAATCC

590
 | |
CCGGGCT CAA 
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA. 
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA. 
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA. 
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCA- 
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA  
CCGGGCTCAA.

600
 | |
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 7 
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
C C T GGGAA.T T 
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAACT  
CCTG G G A-TT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT  
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT 
CCTGGGAATT

H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp__B512 
Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H . seropedi cae__Z 6 7 
H. frisingense_líbll 
H . frisingrense_GSF30 
H . £r i singense_1 5B 
H . rubri suba lbi cans__M4 
Herbaspirillum sp_JBA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H. seropedi crae_X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp_BAl5 
H . seropedicae_BA153

610
 |  |
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA.
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA

620
 |  |
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CT GCACGCTA  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT  
CTGCACGGCT

630
 |  |

AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AG GTGTC
AGAGTGTGTC
G -A G TG TG TC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC

640
 | |
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGANGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT

650
 | |

AGAAT T C C A.C 
AGAATTCCAC  
AGAAT T C C AC 
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAAT T C CAC 
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC
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Herbasplrlllum sp_BA16 
Herbasplrlllum sp__BA161 
H. rubrlsubalblcans 
P. huttiensis__ATCC146 
Herbasplrlllum sp__G8Al 
H . seropedlcae 
E. coli_K12 
H. seropedicaeJLA69(*)
H. seropedlcae_Zl52(*)
H. seropedlcae_Z61(*)
H. seropedlcae_ZA95(*)
H . seroped±cae_Z7 8(*)
H . rubrlsubalblcans_M4 (*) 
H. seropedicae_l&2 (*)

GCATTTGTGA  
GCATTTGTGA  
GCAT T T GAGA 
GC AT T T GAGA. 
GCAT T T GAGA 
G CATTTGTGA  
GCATCTGATA  
GCATTTGTGA  
GCATTTGTGA  
GCATTTGTGA  
GCATTTGTGA  
GCATTTGTGA  
GCAT T T GAGA 
GCATTTGTGA

CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGGCAAGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT

AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
TGAGTCTCGT
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
A -A A TG TG TC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC

AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGG? 
.hGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT 
AGAGGGGGGT

AGAAT7CCAC  
AGAATT CC AC 
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC 
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAA.TTCCAG 
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC  
AGAATTCCAC

H. rubrlsubalblcans 
H . fri singense 
P. huttlensis 
Herbasplrlllum sp_B501 
Herbasplrlllum sp_B512 
Herbasplrlllum sp__B65 
P. huttlensis 
H . seropedlcae_Z67 
H. ürisingense_Mbll 
H . £risxn^ensejGSF3 0 
H . frlslngense_l5B 
H . rubrl suba Ibi cans_M4 
Herbasplrlllum sp_BA17 
Herbasplrlllum sp_NAH4 
H. seropedl cae__X8 
Herbasplrlllum sp__BA10 
Herbasplrlllum sp_BAll 
Herbasplrlllum sp__BA12 
Herbasplrlllum sp__BA14 
Herbasplrlllum sp_BA15 
H . seropedl cae__BA15 3 
Herbasplrlllum sp__BA16 
Herbasplrlllum sp__BA161 
H. rubrlsubalblcans 
P. huttiensis__ATCC146 
Herbasplrlllum sp_G8Al 
H . seropedlcae 
E. coli__K12 
H. seropedl ca e__ZA6 9(*)
H. seropedl cae__Z 152 (*)
H. seropedlcae_Z61(*)
H . seroped±cae_ZA95(*)
H. seropedlcae_Z7 8(*)
H . rubrl suba lbi cans_M4 (*) 
H. seropedlcae_M2 (*)

660
 |  |
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTA.GCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCGGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT

670
 | |
GAAAT GCGT A  
GAAAT GCGT A  
GAAAT GC GT A  
GAAAT GCGT A  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAAT GCGT A  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAAT GCGT A  
GAAAT GCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAATGCGTA  
GAAAT GCGTA  
GAAATGCGTA

680
 |  |
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GAGATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GAGATGTGGA
GATATGTGGA
GAGATCTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA
GATATGTGGA

690
 | |
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATAC C GA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGATTACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA 
GGAATACCGA  
GGAATACC GA 
GGAATACCGA  
GGAATACCGA 
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGG  
GGAATACCGA  
GGAATACCGA 
GGAATACCGA 
GGAATACCGA. 
GGAATACCGA  
GGAATACCGA  
GGAATA.CCGA

700
 | |
TGGCGA--AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TTGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGACAGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG

H. rubrlsubalblcans 
H . fri singense 
P. huttlensis 
Herbasplrlllum sp_B501

710
 |  |
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG

720
 |  |
GGATAACACT  
GGATAACAC T 
GGATAACACT  
GGATAACAC T

730  
 |  |
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG

740  
 | |
CACGAAAGCG 
C AC GAAAGC G 
CACGAAAGCG 
CAC GAAAGCG

750
 | |
TGGGGAGCAA 
T GGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA



Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedicae_Z67 
H . fri singense^,Mbl 1 
H . fri singense__GSF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H . rubri subalbi cans_M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H . seropedi cae__X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_JBA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H. seropedi cae_BAl 5 3 
Herbaspirillum sp_JBA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbaspirillum sp_G8Al 
H. seropedicae 
E . coli__K12 
H . seropedicae^ZA69 (*)
H. seropedicae^Z152(*)
H. seropedicae_Z 67 (*)
H . seropedicae__ZA95 ( * )
H. seropedi ca e_Z 7 8(*)
H . rubrisubalbicans__M4 (*) 
H__seropedi cae_M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp_JB512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedicae__Z 67 
H . fri singen se__Mb 11 
H . fri singense__GSF3 0 
H__f ris ingens e_7 5B 
H. rubrisubalbicans_M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H. seropedicae_X8 
Herbaspirillum sp__BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum spJBA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp__BA15 
H. seropedi cae__BAl 5 3 
Herbaspirillum sp_BA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H . rubrisubalbi cans 
P. huttiensis__ATCC146 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H. seropedicae

115
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CGGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG

GGATAACAC7 
GG AT AA CA C T 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GACGAAGACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GGATAACACT 
GG AT AACAC T 
GGATAACACT

GACGCCC.ATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GA.CGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCA.GG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG

CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
TGCGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGAAAGCG

TGGGGAGCAA 
T GGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCrA 
T GGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA, 
T GGGGAGCA.-. 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA. 
TGGGGAGCAA. 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA. 
TGGGGAGCAA 
T GGGGAGC AA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
T GGGGAGCAG 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA 
TGGGGAGCAA

760
AC AGGAT T AG 
AC AGGAT T AG 
AC AGGAT T AG 
AC AGGAT T AG 
ACAGGATTAG 
ACAGGAT T AG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGAT T AG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG 
ACAGGATTAG

770
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT

780
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
A.GTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCA.CGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC

790
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CT AAAC GAT G 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
C T AAAC GAT G 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG 
CTAAACGATG

800
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT



E. coli_K12 
H. seropedicae_ZA69 (*)
H. seropedicae_Z 152 (*)
H. seropedicae_Z67(*)
H. seropedicae__ZA95 (*)
H. seropedicae_Z78(*)
H. zrubrisubalbi cans_M4 (*) 
H. seropedi cae_M2 (*)

H. rubri suba lbi cens 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedicae_Z67 
H. frisingrense_Mbll 
H . fri sinçrenfire__GSF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H . rubri suba lbi cans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H . seropedicae_X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H . seropedi cae_BA15 3 
Herbaspirillum sp_JBA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis__ATCC146 
Herbaspirillum sp_G8Al 
H . seropedicae 
E . coli_K12 
H. seropedicae_ZA69(*)
H. seropedicae_Z152(*)
H. seropedicae^Z67(*)
H . seropedicae__ZA95 (*)
H. seropedi cae__Z 7 8(*)
H . rubrisubalbicans_M4 (*) 
H . seropedi cae_M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp__B501 
Herbaspirillum sp_JB512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H. seropedi cae_Z 6 7 
H . fri singrense__Mbl 1 
H. frisingrense_GSF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H. rubrisubalbicans M4

830 850
 | |
GAAGTAGACC 
GAA.GT AG*-C C 
GAAGT AGa C C 
GhA.G i  AGk CC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GATGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAA.GTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGT AGAC C 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGT AGAC C 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
TAAGTCGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC 
GAAGTAGACC

810
 | |
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
GGTTGTGCCC
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT

 | .

TAA.TT- 
T A A T T - 
TAATT -  
T A A T T -  
T A A T T -  
T A A T T -  
T A A T T -  
T A A T T-  
T A A T T -  
T A A T T -  
T A A T T-  
T A A T T-  
T A A T T-  
TAA.TT- 
TA A T T-  
TA A T T-  
TAATT-- 
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
T A A T T - 
TTGAG- 
T A A T T - 
TA A TT-  
TA A TT-  
TA A TT-  
T A A T T - 
T A A T T - 
TA A TT-

820  
. - - I
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
GACT
■GACT
GCGT
GACT
•GACT
GACT
•GACT
■GACT
•GACT
■GACT

830
 | |
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
T GGT AACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
GGCTTCCGGA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA^ 
TGGTAACGCA  
TGGTAACGCA

840
 | |
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT

860 890
 I |
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA

860
 | |
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG

870
 | |
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TACG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C
TA CG G TCG -C

880
 | |
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA
AAGATTAAAA

900
 | |
TTGACGGGGA 
T T GAC GGGGA 
TTGACGGGGA. 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA 
TTGACGGGGA

116
ACAGGATTAG
A.CAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
.ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTA.G

A.TA CCCTGGT  
ATACCCTGGT  
AT AC CCT GGT 
ATACCCTGGT  
ATACCCTGGT  
ATACCCTGGT  
ATACCCTGGT  
ATACCCTGGT

AGTCCACGCC  
A GT C CAC GC C 
AGTCCACGCC  
AGTCCACGCC  
AGTCCACGCC  
AGTCCACGCC  
AGTCCACGCC  
AGTCCACGCC

GTAAACGATG  
CTAAACGATG  
CTAAACGA.TG 
CTAA-CGATG  
CTAAACGATG  
CTAAACGATG  
C i A í*lm.C GA í G 
CTAAACGATG

TCGACTTGGA
TCTA CT-A G T
TCTA CT-A G T
TCTA CT-A G T
TCTA CT-A G T
TCTA.CT-AGT
TCTA CT-A G T
TCTACT-.AGT



HerbaspiriHum sp_BA17 
HerbaspiriHum sp_NAH4 
H. seropedicae_X8 
HerbaspiriHum sp__BA10 
HerbaspiriHum sp__BAll 
HerbaspiriHum sp__BA12 
HerbaspiriHum sp_BA14 
HerbaspiriHum sp_JBA15 
H. seropedicae^BA153 
HerbaspiriHum sp_BA16 
HerbaspiriHum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis_ATCC146 
HerbaspiriHum sp__G8Al 
H . seropedicae
E. coli_K12 
H. seropedicae_ZA69(*)
H. seropedicae__Z 152 (*)
H. seropedicae_Z67(*)
H . seropedicae^ZA95(*)
H. seropedicae_Z78(*)
H. rubrisubalbicans_MA (*) 
H . seropedicae_M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
HerbaspiriHum sp_B501 
HerbaspiriHum sp_B512 
HerbaspiriHum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedicae_Z67 
H . £ri si.ngrense_Mbl 1 
H . singrense_GSF3 0 
H . frisingense_l5B 
H. rubrisubaIbicans_MA 
HerbaspiriHum sp_JBA17 
HerbaspiriHum sp__NAH4 
H. seropedicae_X8 
HerbaspiriHum sp_JBA10 
HerbaspiriHum sp_BAll 
HerbaspiriHum sp_BA12 
HerbaspiriHum spJBA14 
HerbaspiriHum sp__BA15 
H . seropedi cae__BAl 5 3 
HerbaspiriHum sp_BA16 
HerbaspiriHum sp_JBA161 
H. rubrisubalbicans 
P. hufctiensis__ATCC146 
HerbaspiriHum sp_G8Al 
H . seropedicae
F. coliJH2 
H. seropedi cae_ZA6 9 (*)
H. seropedicae_Z 152 (*)
H . seropedicae_Z67(*)
H . seropedicae_ZA95(*)
H. seropedicae_ZTQ (*)
H . rubrisubalbicans_MA ( * ) 
H. seropedicae_M2 (*)

117
GCCTGGGGAG 7A CG G TCG -C  .AAGATTAJAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TACGGTCTGC AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG T AC GGT C G -C  AA.GA T T AAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA 
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA 
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAA- CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA. CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGA.G TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AA.GATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA. CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGA.G TA CG G TCG -C  AA.GA.TTAAAA CTCAAAGGAA. TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA 
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G CCG -C AAGGTTAAAA CTCAAATGAA TTGACGGGGG 
GCCTGGGGAG TA .CG -TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA. CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA C G G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAA-GGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGA.G TA CG G TCG -C  AA.GATTAAAA. CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA CG G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA  
GCCTGGGGAG TA C G G TCG -C  AAGATTAAAA CTCAAAGGAA TTGACGGGGA

910
 | |
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCCTGCACAA
C CC-G CA CA A
C CC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-GCA.CAA
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC--GCACAA
CCC-G CA CA A
CCC-G CA CA A
CCC-G CACA A

920
 | |
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGT GGAGC 
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG  
GCGGTGGATG

930
 | |

ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGTTTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA

940
 | |
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA

950
 | |

AC GCGAAAAA 
AC GC GAAAAA 
ACGCGAAAAA 
AC GC GAAAAA 
ACGCGAAAAA  
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA. 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA. 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA  
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
AC GCGAAGAA 
ACGCGAAAAA  
ACGCGAAAAA 
AC GCGAAAAA 
C C GC G AAAA C 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA 
ACGCGAAAAA



118

H. rubrisubalbicans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp__B512 
Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H. seropedicae_ZGl 
H. frisingense_Mbll 
H . fri sxngense__GSF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H. rubrisubalbi cans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H. s eropedi ca e__X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H . seropedi cae__BAl 5 3 
Herbaspirillum sp_BA16 
Herbaspirillum sp_BA161 
H . rubri subalbi cans 
P. huttxenaxs_ATCC146 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H. seropedicae 
E . colx__K12 
H. seropedi cae__ZA6 9 (*)
H. seropedicae__Zl52 (*)
H. seropedicae_Z67(*)
H. seropedicae_ZK9S (*)
H. seropedicae_ZlQ(*)
H . rubri suba lbi cans_MA (*) 
H. seropedicae__M2 (*)

H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp__B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedi cae__Z 6 7 
H. £z*xaxnçrense__Mbll 
H . ifx*x axngrenae_jGSF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H . rubri suba lbi cans_M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H. seropedicae_X8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp__BAl5

960
 | |
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTGG
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTA CCTA C
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC

970
 | |
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
TCTTG ACA TC
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG

980
 |  |
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
CACGGAAGTT
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC

990
 | |
T GAA GAGAT T 
C GAAGAGAT T 
TGAAGAGATT 
T GAAGAGAT T 
T GAAGAGAT T 
T GAAGAGAT T 
CGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
CGAAGAGATT 
C GAA GAGAT T 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGCTGAGAGG  
T GAAGAGAT T 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
CGAAGAGATT 
CGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
C GAAGAGAT T 
TGCTGAGAGG  
TGAAGAGATT 
TTCAGAGA—  
CGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT 
TGAAGAGATT

1000100C
 | |
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT  
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TAGGAGTGCT  
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
CGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
CGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
T GAGAAT GT G 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT 
TGGGAGTGCT

1010 
 |  |
CGAAAGAGAA 
C GAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
C GAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
C GAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAG 
CGAAAGAGAA 
C GAAAGAGAA 
C GAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
C GAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA

1020
 |  |
CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
C C AT C AC AC A  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
CCATCACACA  
CCGGCGCA.CA 
CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
CCATCACACA  
CCATCACACA  
CCATCACACA  
CCATCACACA

1030
 | |
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT

1040
 | |
GGCTGTCGTC
G G CTG TCG -C
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGAC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC

1050
 | |
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC



119
H. seropedl ca e__BAl 5 3 
Herbaspirlllum sp_BA16 
Herbasplrlllum sp_BA161 
H. rubrlsubalblcans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbasplrlllum sp_G8Al 
H . seropedlcae 
E. coli_K12 
H. seropedlcae_ZA69(*)
H. seropedicae__Z152 (*)
H. seropedlcae__Z 67 (*)
H . seroped±cae__ZA95 (*)
H . seropedicae_ZlB (*)
H . rubrlsubalbl cans_M4 (*) 
H . seropedlcae_M2(*)

C GAA AGAGAA 
CGAAAGAGAA 
C GAAA GAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
C GAA?a Ga GAA 
CCTTCGGGAA  
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA 
CGAAAGAGAA

CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
C C n i C ACr-̂ Cr-i 
CCGGCGCACA  
CCATCACACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCGTGAGACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA. 
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA  
CCGGCGCACA

GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCA.T
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT

GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGCG
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC

A.GCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTT
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC

H. rubrlsubalblcans 
H . £ri singense 
P. huttlensis 
Herbasplrlllum sp__B501 
Herbasplrlllum sp_B512 
Herbasplrlllum sp__B65 
P. huttlensis 
H . seropedicae_Z61 
H. frisingense^Mbll 
H . £r i slngense__GSF3 0 
H . fxisingense_l5B 
H. rubrl s uba lbi cans_M4 
Herbasplrlllum sp_BA17 
Herbasplrlllum sp_NAH4 
H. seropedlcae_X8 
Herbasplrlllum sp__BA10 
Herbasplrlllum sp__BAll 
Herbasplrlllum sp_BA12 
Herbasplrlllum sp_J3A14 
Herbasplrlllum sp_BA15 
H. seropedlcae__BAl5 3 
Herbasplrlllum sp_BA16 
Herbasplrlllum sp_BA161 
H . rubrl suba lbi cans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbasplrlllum sp_G8Al 
H . seropedlcae 
E. coli_K12 
H. seropedl cae__ZA6 9 (* )
H. seropedlcae_Z 152 (*)
H. seropedlcae_Z67(*)
H. seropedl cae__ZA9 5 (*)
H. seropedl eae__Z 7 8(*)
H . rubrisubalbicans__M4 (*) 
H. seropedlcae__M2 (*)

1060
 | |
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT 
GTGAGATGTT 
GTGAGATGTT 
GTGAGATGTT 
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT 
GTGAGATGTT  
GT GAAAT GT T 
GTGAGATGTT 
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT  
GTGAGATGTT

1070
 | |
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGT C 
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGT C 
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC  
GGGTTAAGTC

1080
 | |
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
C C GC AAC GAG 
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG  
CCGCAACGAG

1090
 | |
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CAA-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CGCAA-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CAA-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CGCAA-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CACA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT
CGCAA.-CCCT
CG CA A-CCCT
CG CA A-CCCT

1100
 | |
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTC.ATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTTATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TA TCCTTTG T
TGTCATAAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT

H. rubrlsubalblcans 
H . fr i singense 
P. huttlensis 
Herbasplrlllum sp_B501 
Herbasplrlllum sp_B512

1110
 | |
T G C T A -C G A -
T G C T A -C G A -
T G C T A -C G A -
T G C T A -C G A -
T G C T A -C G A -

1120
 |  |
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC

1130
 | |
ACTCTAATGA  
ACT CTAAT GA 
A CTCTAA TG A  
A CTCTAATG A  
A CTCTAATGA

1140
 | |
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT

1150
 |  |
GAChAAC c  —  
GACAAACC -- -  
G ACAAACC-- 
G ACAAACC-- 
GACAAACC—



HerbaspiriHum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedi cae__Z 6 7 
H. frisingense_Mbll 
H . fri singense__GSF3 0 
H . fri singense_l 5B 
H . rubrisubalbicans_MA 
HerbaspiriHum sp__BA17 
HerbaspiriHum sp__NAH4 
H. seropedicae__XB 
HerbaspiriHum sp_BA10 
HerbaspiriHum sp__BAll 
HerbaspiriHum sp__BA12 
HerbaspiriHum sp__BA14 
HerbaspiriHum sp_JBA15 
H. seropedi ca e__BAl 5 3 
HerbaspiriHum sp__BA16 
HerbaspiriHum sp_BA161 
H. rubrisubalbicans 
P . huttiensis_ATCC146 
HerbaspiriHum sp__G8Al 
H . seropedicae 
E. coli_K12 
H . seropedi cae_ZA69 (*)
H. seropedicae_Z152(*)
H. seropedicae^Z67(*)
H . seropedicae__ZA95(*)
H. seropedicae_Z78 (*)
H . rubrisubalbi cans__M4 (*) 
H . seropedi ca e__M2 (* )

H. rubrisubalbicans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
HerbaspiriHum sp__B501 
HerbaspiriHum sp_B512 
HerbaspiriHum sp__B65 
P. huttiensis 
H. seropedicae^Z67 
H. frisingense__Mbll 
H. fri singense__GSF3 0 
H . fri singense_7 5B 
H. rubrisubalbicans_M4 
HerbaspiriHum sp__BA17 
HerbaspiriHum sp__NAH4 
H . seropedicaeJC 8 
HerbaspiriHum sp__BA10 
HerbaspiriHum sp__BAll 
HerbaspiriHum sp_BAl 2 
HerbaspiriHum sp__BA14 
HerbaspiriHum sp_JBA15 
H. seropedi cae__BAl 5 3 
HerbaspiriHum sp_BA16 
HerbaspiriHum sp__BA161 
H. rubrisubalbicans 
P . huttiensis__ATCC146 
HerbaspiriHum sp_G8Al 
H. seropedicae 
E. coli K12

120
TG CTA -CG A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G CT A -C A TT  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
7G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G CT A -C G A -  
T G C T A -C A TT  
T G C T A -C G A -  
TGCCA.GCGGT 
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A - 
TG C TA -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G C T A -C G A -  
T G CTA -CG A -  
T G C T A -C G A -

 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
C-AGTTGAGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC

AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
C-AGTTGAGC
 AAGGGC
CCGGCCGGGA
 AAGGGC
 AAGGGC
 .AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC
 AAGGGC

ACTCTAATGA  
A.CTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
A.CT CTAA.TGA 
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
A.CTCTAATGA  
A.CTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAA.TGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCAAAGGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
A.CTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA  
ACTCTAATGA

GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCAGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GAATGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GAGTGCCGGT

GACAAACC — 
GACAAACC —  
GACAAAC C —  
GACAAACC —  
GACAAACC - -  
GhlCAAACC 
GACAAACC- -  
G ACA AA CC--  
GACAAACC- -  
GACAAACC - -  
GACAAACC- -  
GACAAACC—  
GACAAACC —  
GACAAACC—  
G A CA A A CC-- 
GACAAACC -  -  
GACAAACC —  
GACAAACC- -  
GACAAACC—  
GACAAACC —  
GACAAACC —  
GACAAACC —  
GATAAACT —  
GACAAACC—  
GACAAACC—  
GACAAACC —  
GACAAACC —  
GACAAACC—  
GACAAACC-- 
GACAAACC—

1160
 | |
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT

1170
 | |
GGGGATGACG 
GGGGAT GAC G 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG

1180  
 |  |
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCATC

1190  
 | |
A TG G CCCTTA
A TGGCCCTTA
A TG G CCCTTA
A TGGCCCTTA
A TGGCCCTTA
A TGGCCCTTA
A TGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
A TGGCCCTTA
ATG G CCCTTA
A TGGCCCTTA
A TG G CCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
A TG G CCCTTA
ATG G CCCTTA
A TG G CCCTTA
A TG G CCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
A TG G CCCTTA
A TGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
A TGGCCCTTA
ATGGCCCTTA

1200
 | |
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TG G G --TA G G  
TGGG— TAGG 
TGGCGTTAGG  
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TG G G --TA G G  
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TGGG— TAGG  
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TG G G --TA G G  
CGAC — CAGG



H. seropedi cae__ZA6 9 (*)
H. seropedi cae__Z 152 (*)
H. seropedicae__Z67 (*)
H . seropedicae_ZA95(*)
H. seropedicae__Z78 (*)
H . rubrisubalbicans_M4 ( *) 
H. seropedicae_M2(*)

H. rubrisubalbicans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp__B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H . seropedicaejZ 67 
H. frisingense_Mbll 
H. frisingense__GSF30 
H . fri singense^! 5B 
H . rubri suba lbi cans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H . seropedi cae__X 8 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp_BA12 
Herbaspirillum sp_BA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H. seropedi cae__BAl 5 3 
Herbaspirillum sp__BA16 
Herbaspirillum sp__BA161 
H. rubrisubalbicans 
P . huttiensis__ATCC14 6 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H. seropedicae 
E . coIi_K12 
H . seropedicae_ZA69(*)
H. seropedicae_Z152(*)
H. seropedicae_Z67(*)
H. seropedi cae_9 5(*)
H . seropedicae_Z7 8(*)
H . rubrisubalbi cans_M4 (*) 
H. seropedicae_M2(*)

H. rubrisubalbicans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp_JB512 
Herbaspirillum sp__B65 
P. huttiensis 
H . seropedi cae__Z 67 
H. frisingrense__Mbll 
H . fri singense_GSF3 0 
H. frisingense_15B 
H . rubri suba lbi cans_ M4 
Herbaspirillum sp__BA17

121
GGAGGAA.GGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT

1230
 |  |
GT AC AT AC AG 
GTACATACAG

1210
 |  |
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTT CAC ACG 
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTACACACG  
GC AT CAC ACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG  
GCTTCACACG

1220
 |  |
T C AT AC AAT G 
T CATACAATG  
T C AT AC AAT G 
T C ATACAAT G 
T CATACAAT G 
T CATACAAT G 
T CATA CAAT G 
T CAT ACAAT G 
TCATACAATG  
T CAT ACAAT G 
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
T CAT ACAAT G 
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
T G C T AC AAT G 
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG  
TCATACAATG

GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATA.CAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GCGCATACAA
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG

1240
 |  |
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA.
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
A.GGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA.
AGGGCCGCCA
AGGGCGGCT.A
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGAGAAGCGA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA

1250
 | |
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
A.CCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
A.CCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
CCTCGCGAGA
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
A.CCCGCGAGG
ACCCGCGAGG

1260
 |  |
GGGAGC T AAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGC T AAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGCTAAT 
GGGAGC T AAT

1270
 |  |
CCCAGAAAGT 
C C CAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT 
CCCAGAAAGT

1280
 |  |
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTATCGTAGT  
GTA.T CGTA.GT

1290
 | |
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGTA
CCGGATTGTA
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA

1300  
 | |
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT

GGGCATGACA. 
GGGGATGACG 
GGGGAT GACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG 
GGGGATGACG

TCA A TTCC7C
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC

A.TGGCCGTTA
A TGGCCCTTA
A.TGGCCCTT.A
ATGGCCCTTA
A TGGCCCTTA
ATG G CCCTTA
ATGGCCCTTA

TGG TAGG
TG GG --TA GG  
TGGG— TAGG 
TGGG— TAGG 
TG G G --TA G G  
TG G G --TA G G  
TG G G --TA G G
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Herbaspirillum sp_NAH4 GGGAGCTAAT C C CAGAAAGT GT AT CGT AGT CCGGATTGGA
H. seropedicae_X8 GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BA10 GGGAGCTAAT CCCAGAAA.GT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BAll GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BA12 GGGAGCTA.AT CCCAGAAA.GT GTA.TCGTA.GT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BA14 GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BA15 GGGAGCTAAT CCCAGAAA.GT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. seropedicae_BA15 3 GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BA16 GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_BA161 GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. rubrisubalbicans GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGTA
P. huttÍensis_ATCC146 GGGAGCTAAT CCCA.GAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
Herbaspirillum sp_68Al GGGAGCTAAT CCCAGAAA.GT GTATCGTA.GT CCGGATTGGA
H. seropedicae GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
E. coli_K12 GCAAGCGGAC CTCATAAAGT GCGTCGTA.GT CCGGATTGGA
H. seropedicae_ZA69(*) GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. seropedicae_Z152 (*) GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. seropedicae_Z67(*) GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. seropedicae_ZA95 (*) GGGAGCTAAT CCCAG AAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. serppedicae_Z78(*) GGGAGCTAAT CCCAGAAA.GT GTATCGTAGT CCGGATTGGA
H. rubrisubalbicans_M4(*) GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGTA
H_serppedicae_hS2 (*) GGGAGCTAAT CCCAGAAAGT GTATCGTAGT CCGGATTGTA

GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT

1310  1320 1330 1340 1350
 | |  | |  | |  | |  |-I

H. rubrisubalbicans CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. frisingense CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
P. huttiensis CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Berbaspirillum sp_B501 CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_B512 CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_B65 CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
P. huttiensis CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. seropedicae_Z67 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. frisingense_)tbll CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. frisingense_GSP30 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. frisingense_l5B CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H . rubrisubalbicansJAA CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA17 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_NAH4 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGMGG
H. seropedicae_XB CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA10 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BAll CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA12 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA14 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA15 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. seropedicaeJB&lS3 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA16 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_BA161 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. rubrisubalbicans CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
P. huttienjsifi_ATCC146 CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
Herbaspirillum sp_G8Al CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. seropedicae CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
E. coli_K12 CGACTCCATG AAGT C GGAAT CGCTAGTAAT CGTGGATCAG AAT GC CAC GG
H. seropedícae_ZA69(*) CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGA
H. sercpedicae_Z152(*) CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. seropedicae_z6 7 < *) CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. seropedicae_ZA95 (*) CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. seropedicae_Z78(*) CGACTCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG
H. rubrisubalbicans M4 ( * )  CGACTACATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGTCGCGG



H. seropedicae__M2 (*)
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H. rubrisubalbicans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_JB501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H. seropedi cae__Z 6 7 
H. frisingense__Mbll 
H . frisingense__GSF30 
H . fri singense_7 5B 
H . rubrisubalbi cans__M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H. seropedicae_XQ 
Herbaspirillum sp_BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum sp__BA12 
Herbaspirillum sp__BA14 
Herbaspirillum sp_BA15 
H. seropedi cae_JBAl 5 3 
Herbaspirillum sp_BA16 
Herbaspirillum sp__BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbaspirillum sp_G8Al 
H__seropedi cae 
E. coli_K12 
H. seropedicae__ZA69(*)
H . seropedicae__Z 152 (*) 
H. seropedi cae__Z 6 7 (*)
H. seropedicae__ZA95(*) 
H. seropedicae_Z78(*)
H . seropedi cae_M4 ( * )
H. seropedicae_M2(*)

H . rubri subalbi cans 
H . fri singense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp__B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H. seropedicae_Z61 
H . frisingense_Hbl1 
H . fri singense__GSF3 0 
H . fri singense_15B 
H. rubrisubalbi cans_M4 
Herbaspirillum sp_BA17 
Herbaspirillum sp_NAH4 
H . seropedicae_X 8 
Herbaspirillum sp_JBA10 
Herbaspirillum sp_BAll 
Herbaspirillum sp__BA12 
Herbaspirillum sp__BAl4

CGACTACATG

1360  
 | |
T GAATACGTT 
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT

AAGTTGGAAT

1370
 | |

CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGCCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT
CCCGGGTCTT

CGCTAGTAAT

1380  
 |  |
G T AC AC A C C G 
GT AC AC AC CG 
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG  
GTACACACCG

CGCGGATCAG

1390  
 |  |
C C C GT CACAC 
CCCGTCACAC  
C C C GT CACAC 
C C C GT C AC AC 
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC  
CCCGTCACAC

CATGTCGCGG

1400
 | |
CATGGGAGCG 
CAT GGGAGCG 
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CAT GGGAGC G 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CATGGGAGCG  
CAT GGGAGT G 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG 
CATGGGAGCG

1410
 |  |
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
G GTTTTACCA
G GTTTTACCA
G GTTTTACCA
GGTTTTACCA
GgtttTACCA
Gg t t t TACCA
Gg t t t TACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGGTTCACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
Gg t t t TACCA

1420
 | |
GAAGT GGGTA 
GAAGT GGGTA 
GAAGTGGGTA 
GAAGTGGGTA 
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAAGT GGGT A  
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA 
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAGGTAGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA  
GAAGTGGGTA 
GAAGTGGGTA

1430
 |  |
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGT
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCAC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC

1440
 |  |
AAGGAGGGC G 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGC G 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGGG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG 
AAGGAGGGCG

1450
 | |
CTCACCACGG  
CT CAC CAC GG 
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
C T C A C C T C --  
CT CAC CAC GG 
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CAT AC CAC GG 
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG  
CTCACCACGG



Herbaspirillum sp_BA15 
H . seropedi cae__BA15 3 
Herbaspirillum sp BA16 
Herbaspirillum sp__BA161 
H. rubrisubalbicans 
P. huttiensis_ATCC146 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H. seropedicae 
E . co!i_K12 
H. seropedicae^ZA69(*)
H. seropedicae__Z152 (*)
H. seropedi cae__Z 67 (*)
H. seropedicae^ZA95(*)
H. seropedicae_Z78(*)
H . rubrisubalbicans__M4 (*) 
H . seropedica e_M2(*)

H. rubrisubalbi cans 
H. frisingense 
P. huttiensis 
Herbaspirillum sp_B501 
Herbaspirillum sp_B512 
Herbaspirillum sp_B65 
P. huttiensis 
H. seropedicae_Z67 
H. frisingense_Mbll 
H . frisingrense_GSF3 0 
H . frisingense_7 5B 
H. rubrisubalbicans_M4 
Herbaspirillum sp__BA17 
Herbaspirillum sp__NAH4 
H . seropedicae_XB 
Herbaspirillum sp__BA10 
Herbaspirillum sp__BAll 
Herbaspirillum sp__BA12 
Herbaspirillum sp__BA14 
Herbaspirillum sp__BA15 
H. seropedicae_BA15 3 
Herbaspirillum sp__BA16 
Herbaspirillum sp__BA161 
H. rubrisubalbi cans 
P . hut tiensis__ATCC14 6 
Herbaspirillum sp__G8Al 
H. seropedicae 
E. coli_K12 
H. seropedicae_ZA69(*)
H. seropedi cae__Z 152 (*)
H. seropedicae__Z67(*)
H . seropedi cae__ZA95 (*)
H. seropedicrae_Z78 (*)
H. rubrisubalbi cans__M4 ( * ) 
H. seropedioae_M2(*)
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GGTTTTACCA g a a g t g g g t a g c c t a a c c g c a a g g a g g g c g c t c acca cgg
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGT AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
Gg t t tTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGGG CTCACCACGG 
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC .AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTTCACCA GAAGTAGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTTACCACGG 
Gg t t tTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTGCAAAA GAAGTAGGTA GCTTAACCTT CGGGAGGGCG CTTACCACTT 
GGTTTTACCA GAAGTGGTAG CACTAACCGC TAGGAGGGCG CTCACCACGG 
Gg t t tTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
Gg t t tTACCA. GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
Gg t t tTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG 
GGTTTTACCA GAAGTGGGTA GCCTAACCGC AAGGAGGGCG CTCACCACGG

1 4 6 0

 | |
TAGGATTCGT
TAG-------
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGAGTTTG-
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TTGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TACGATTCGT
TAGCATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAAGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TGGGATTCGT
TAGGATTCGT
TGTGATTCAT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT
TAGGATTCGT


