JULIANA ROCHA LOPES SOARES RAMOS

ANALISES MOLECULARES COMPARATIVAS DE ESTIRPES

DE Herbaspirillum POR PFGE, RAPD,

RFLP E SEQUENCIAMENTO

DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

CURITIBA
2003

Tese apresentada ao Curso de Pos-
Graduacgao em Bioquimica da Universidade
Federal do Parana, como requisito parcial
para a obtengdo do titulo de doutor em
Bioquimica.



JULIANA ROCHA LOPES SOARES RAMOS

ANALISES MOLECULARES COMPARATIVAS DE ESTIRPES
DE Herbaspirillum POR PFGE, RAPD, RFLP E SEQUENCIAMENTO
DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

Tese apresentada ao Curso de Pés-
Graduagao em Bioquimica da Universidade
Federal do Parana, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de doutor em
Bioquimica.

CURITIBA
2003



JULIANA ROCHA LOPES SOARES RAMOS

ANALISES MOLECULARES COMPARATIVAS DE
ESTIRPES DE Herbaspirillum POR PFGE, RAPD, RFLP E
SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA

Tese aprovada como requisito parcial para a obten¢do do titulo de Doutor em Ciéncias
(Bioquimica) no Programa de Pos-Graduacdo em Bioquimica da Universidade Federal
do Parand, pela comissdo formada pelos professores:

Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza (Orientador)

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
UFPR

-/ R A
i raHacdo Bretl,
Prof® Dr* Elaine Machado Benelli
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular

UFPR

/{/( L) ik 2o P €n e
Prof* Dr* Maria Luiza Petzl Erler
Departamento de Genética

UFPR

\/LLCL 501,&0(, .
Dr® Vera Lucia Divan Baldani
EMBRAPA, RJ

- !/]
Prof* Dr* Elza Fernandes de Araujo
Departamento de Microbiologia

UFV

Curitiba, 30 de julho de 2003



I

Orientadores:
Prof. Emanuel Maltempi de Souza
Prof. Leda Satie Chubatsu



II

A Deus.
Aos meus pais, Fernando e Violeta e ao meu irmao, Fernando.
A minha familia Vigosense.

Aos meus Humberto e Dudinha.



AY

AGRADECIMENTOS

Ao professor Fabio, pela oportunidade de trabalhar no Nucleo
de Fixacdo de Nitrogénio e por sempre ser solicito, em todos os
aspectos, tanto comigo quanto com o Humberto. Muito obrigada!

Aos meus orientadores, Prof. Emanuel e Prof. Leda pelas
sugestdes, pelo auxilio na elaboragdo deste trabalho e pela paciéncia.
Muito obrigada!

Aos professores, pelos conhecimentos adquiridos ao longo
destes anos. Muito obrigada!

Ao Dr. Marshal Geooffrey Yates pelas correcoes sempre muito
cuidadosas dos textos em inglés. Hy Geff,thank you!!

As Professoras Cinthia Pichet e Elaine Benelli pelas sugestdes e
dedicacdao, sempre dispostas a ajudar no que for preciso Muito
obrigada!

A todos os funcioniarios, e em especial a D. Marilza, Nancy, D.
Ju, D. Roseli Prado e ao Valter. Muito obrigada por todo auxilio
técnico e pelos momentos de descontragdao. Nunca vou me esquecer
de voceés.

A todos os colegas do departamento, mesmo aos que nao
colaboraram diretamente na execugao deste trabalho, mas sempre
deram uma forcinha nos bate papos pelos corredores, muito
obrigada!

A todos o0s meus amigos, aos que ja passaram pelo
departamento, e aos que ainda continuam, muito obrigada pelo
ombro amigo nos momentos dificeis e, principalmente pelas festas e
alegrias compartilhadas. Afinal de contas, viver também é preciso!
Valeu mesmo galera, muito obrigada!!!

A minha “familia Vicosense”, por todo apoio, amizade e
companheirismo em todos os momentos. Muito obrigada.



\%

Aos meus pais Maria Violeta e Fernando Lopes, por tudo de bom
que eles sao e sempre foram na minha vida. Por toda a ajuda, de
todos os modos, nos bons e maus momentos e por tentarem
compreenderem como funciona a pods-graduacao. Muito obrigada de
coracgao!!!

Aos meus Humberto e Dudinha. Ao Humberto por todo amor,
dedicacdo e contribuicdo para a realizagdo deste trabalho, além da
forca e amizade sempre. A minha Dudinha, que representa a luz da
minha vida e minha alegria maior. Muito obrigada por vocés existirem
e fazerem parte da minha vida!!!

A Deus por tudo.



e
L hHhWN =

NoOoun bW

W W W
s
N = O

-

-

v\

%

D W

N =

SUMARIO

AGRADECIMENTOS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT

INTRODUGAO:

Fixacao de Nitrogénio
Organismos Diazotroéficos
O Género Herbaspirillum
Diversidade Genética em Microrganismos
Métodos Moleculares para a Identificacdo e
Classificacao Bacteriana

Eletroforese em Campo Pulsado

Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de
DNA por Restrigao - RFLP

O Gene que Codifica o rRNA 16S

Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso -
RAPD

OBJETIVOS

MATERIAL E METODOS

Bactérias
Meios de Cultura
Meio NFb-malato
Solugao de micronutrientes para meio de cultura
Solucao de fosfatos para Herbaspirillum
Condicoes de Crescimento dos Microrganismos
Reagentes Quimicos
Enzimas de Restrigao
Preparo de DNA Genomico
Condigbes de Restricao do DNA Aprisionado em
Agarose
Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)
Transferéncia de DNA do Gel de Agarose Para
Membrana de Nailon
Obtencao, Purificagao e Marcagao das Sondas
Hibridizacao de DNA Genomico de Herbaspirillum
Purificagao de DNA Genoémico

VI

v
VIII

XI
XII
XIII

—

19

21

22

22
22
23
23
23
24
24
25
25

26
27

27
28
30
30



4.1 -

4.2 -

4.3 -

4.4 -

4.5 -

4.6 -
4.7 -

Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de
DNA por Restricao - RFLP

Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso - RAPD
Amplificagdo do Gene que Codifica 0 16S rRNA por
PCR

Sequenciamento do Gene que Codifica 0 16S rRNA
das Estirpes de Herbaspirillum

Programas Utilizados Para Analise de DNA

RESULTADOS

Geometria e Tamanho do Genoma de H. seropedicae
Z78 por PFGE

Perfil de Restricdo do DNA Genomico de H.
seropedicae Estirpe Z78 com Enzimas de Sitios Raros
e Hibridizacdao com Gene que Codifica o rRNA 16S
Perfil de Restricdo com Enzimas de Corte Raro das
Estirpes de Herbaspirillum e Hibridizacao com Gene
que Codifica o rRNA 16S

Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de
DNA por Restrigao - RFLP

Perfil de Restricao de Estirpes de Herbaspirillum com
Diferentes Endonucleases de Restricdo e Hibridizacao
com Gene que Codifica o 16S rRNA

Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso - RAPD
Sequenciamento do Gene que Codifica 0 16S rRNA
das Estirpes de Herbaspirillum

DISCUSSAO
CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
APENDICE 1

VIl

31
32

32

33
34

36

36

38

43
50
57
61
70
74
82

83
106



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

LISTA DE FIGURAS

Perfil de Migracao do DNA Intacto de H. seropedicae
Z78 em Eletroforese em Campo Pulsado

Perfil de Migracdo do DNA Genomico de H.
seropedicae Z78 Parcialmente Clivado Submetido a
Eletroforese em Campo Pulsado

Perfil de Migracao dos Fragmentos de DNA
Genomico de Baixa Massa Molecular de H.
seropedicae Z78 em Eletroforese em Campo Pulsado
Perfil de Migragdo dos Fragmentos de DNA
Gendmico de Baixa Massa Molecular de H.
seropedicae Z78 em Eletroforese em Campo Pulsado
Perfil de Migragcdo dos Fragmentos de DNA
Genomico de Meédia Massa Molecular de H.
seropedicae Z78 em Eletroforese em Campo Pulsado
Perfil de Hibridizagdo do DNA Genomico de H.
seropedicae Z78 com uma Soenda Contendo o Gene
que Codifica 0 16S rRNA de H. seropedicae Z78
Perfil de Migracao do DNA Gendémico Intacto das
Estirpes de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans em
Eletroforese em Campo Pulsado

DNA Genomico das Estirpes de Herbaspirillum
Digerido com Swal e Hibridizado com o Gene que
Codifica 0 16S rRNA de H. seropedicae Z278.
Esquema de Bandeamento da Eletroforese em
Campo Pulsado do DNA Genomico Digerido com
Swal das Estirpes de Herbaspirillum Utilizado para
Construcao do Dendrograma

Dendrograma das Sete Estirpes de Herbaspirillum
Construido a partir do Perfil de Migracdo do DNA
Genomico Digerido com a Endonuclease Swal, por
Eletroforese emm Campo Pulsado

Perfii de Migracdo dos Fragmentos de DNA
Genomico Digerido com a Endonuclease HindIII das
Estirpes de Herbaspirillum.

Perfil de Migragdo dos Fragmentos de DNA
Genomico Digerido com a Endonuclease Dral das
Estirpes de Herbaspirillum.

Dendrograma das Estirpes de Herbaspirillum
Construido a partir do Perfil Obtido por RFLP pela
Digestdao do DNA Genbémico com Endonucleases
HindIIl e Dral

Perfil de Hibridizacgdo do DNA Gendmico das
Diferentes Estirpes de Herbaspirillum Digerido com
HindIII e Hibridizado com o Gene que Codifica o0 16S

VIII

37

39

40

41

42

45

46

48

52

53

54

55

56



Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -
Figura 18 -
Figura 19 -
Figura 20 -
Figura 21 -
Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

rRNA

Perfil de Hibridizacdo do DNA Genbémico das
Diferentes Estirpes de Herbaspirillum Digerido com
EcoRI e Hibridizado com o Gene que Codifica 0 16S
rRNA

Perfil de Hibridizacgdo do DNA GenOmico das
Diferentes Estirpes de Herbaspirillum Digerido com
Dral e Hibridizado com o Gene que Codifica o 16S
rRNA

Perfil de Amplificacdo ao Acaso de DNA das Estirpes
de Herbaspirillum com o Iniciador 1

Perfil de Amplificagdo ao Acaso de DNA das Estirpes
de Herbaspirillum com o Iniciador 2

Perfil de Amplificacdo ao Acaso de DNA das Estirpes
de Herbaspirillum com o Iniciador 3

Perfil de Amplificacdao ao Acaso de DNA das Estirpes
de Herbaspirillum com o Iniciador 4

Perfil de Amplificacdao ao Acaso de DNA das Estirpes
de Herbaspirillum com o Iniciador 5

Perfil de Amplificacdao ao Acaso de DNA das Estirpes
de Herbaspirillum com o Iniciador 6

Dendrograma das Estirpes de Herbaspirillum
Construido a partir do Perfil Obtido por RAPD com
Seis Iniciadores

Arvore Filogenética Construida a partir das
Seqliéncias do Gene que Codifica o 16S rRNA das
Estirpes de Herbaspirillum Obtidas Neste Trabalho
(*) ou Disponiveis no Banco de Dados GenBank

IX

58

59

60

62

63

64

65

66

67

68

71



Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -
Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

LISTA DE TABELAS

Lista de Estirpes

Enzimas de Restricao Utilizadas

Seqliiéncias dos Iniciadores Utilizados para
Amplificacao de DNA ao Acaso

Iniciadores Utilizados para Amplificacao e
Sequenciamento do Gene que Codifica o0 16S rRNA
das Estirpes de Herbaspirillum

Fragmentos de Restricdo do DNA Genomico de H.
seropedicae 278 Obtidos pela Digestao com
Endonucleases de Restricao de Corte Raro Swal e
Pacl

Fragmentos de DNA Gerados pela Digestao do DNA
Gendmico das Diferentes Estirpes de Herbaspirillum
com Enzima Swal

Caracterizacdao Genotipica das Estirpes de
Herbaspirillum Obtidas por Perfis de PFGE, RAPD e
RFLP, e Analise das Seqiliéncias Parciais do Gene
que Codifica o rRNA 16S

Matriz de Proporcao de Identidade entre Pares de
Sequéncias do Gene que Codifica o 16S rRNA
Calculada a Partir do Alinhamento entre as
Sequéncias das Estirpes Analisadas

22
25

32

34

44

49

69

73



atm -
dATP -
dCTP -
dGTP -
dTTP -
DNA -
EDTA -
Kb -
Mb -
min -
MM -

PFGE -

PMSF -
PCR -

q.s.p -
RAPD -

RFLP -

RNA -
SDS -

LISTA DE ABREVIATURAS

Atmosfera
Deoxiadenosina trifosfato
Deoxicitidina trifosfato
Deoxiguanosina trifosfato
Deoxitimidina trifosfato
Acido desoxiribonucléico
Acido etileno diamino tetra-acético
kilo bases (103 pb)

Mega bases (10° pb)
Minuto

Massa Molecular

Pares de bases

XI

Eletroforese em Campo Pulsado (Pulsed Field Gel

Electrophoresis)
Fenil Metilsulfonilfluoreto

Reacdao da polimerase em cadeia (Polymerase Chain

Reaction)
Quantidade suficiente para

Amplificacgdo de DNA ao Acaso (Random Amplified

Polymorphic DNA)

Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restricao

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

Acido Ribonucléico
Dodecil sulfato de sodio



XII

RESUMO

Herbaspirillum sdo organismos diazotroficos endofiticos
associados a importantes gramineas. A analise por eletroforese em
campo pulsado do DNA gendmico da estirpe Z78 de H. seropedicae
indicou a presenga um Uunico cromossoma com tamanho de
aproximadamente 5700 Kb. Neste trabalho foram ainda conduzidas
analise comparativa das estirpes 278, 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 restricdo com endonucleases HindIII
ou Dral (RFLP), polimorfismo de amplificacdo aleatéria (RAPD), e
sequenciamento parcial do o Gene que Codifica o0 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 restricdo. Os
resultados das analises dos quatro métodos utilizados permitiram a
construcao de dendrogramas de similaridade consistentes, agrupando
as linhagens estudadas em trés grupos distintos: grupo I inclui M2 e
M4; grupo II, ZA69; e grupo III, ZAS5, Z78, Z67, e Z152. O padrao
de bandas resultante da amplificacdo aleatéria (RAPD) do DNA
gendmico das varias estirpes apresentou um maior nivel de
variabilidade do que o obtido com os outros métodos: cada estirpe
apresentou um unico perfil eletroforético com cinco dos seis
iniciadores utilizados. A estirpe M2 de H. seropedicae foi posicionada
geneticamente muito proxima a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans em
todas as anadlises realizadas neste estudo. Os resultados obtidos por
experimentos de hibridizacao sugeriram que as estirpes 278, 267,
Z152 e ZA95 de H. Seropedicae, possuem 5 copias 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 copias 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 (278, M2,
ZA69, ZA95, 72152 and Z67), and one strain of H. rubrisubalbicans
(M4) using pulsed field gel electrophoresis (PFGE), restriction
fragment length polymorphism (RFLP) wusing HindIII or Dral
restriction endonucleases, random amplified polymorphic DNA
(RAPD), and partial sequence of 16S rRNA. All 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, 278, 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 all analyses. Hybridization experiments
showed that the H. seropedicae strains Z78, 267, Z152 and ZA9S5
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 - INTRODUCAO
1.1 - FIXAGCAO DE NITROGENIO

Fixacdo de nitrogénio é o processo quimico ou biolégico pelo
qual o dinitrogénio gasoso (N;) é reduzido a amonia (NHs). A sintese
quimica de amoénia € utilizada principalmente para a produgdo de
fertilizantes nitrogenados para a agricultura. Este processo apresenta
custo elevado devido a necessidade de condigdes especiais, como
pressao de aproximadamente 200 atmosferas e temperaturas entre
400 e 600°C (BOTHE et al., 1983). Cerca de 65% do nitrogénio fixado
na Terra é proveniente da fixacdo biologica, 25% sao produzidos
industrialmente e 10% sdao resultantes da acdao de descargas
elétricas, radiacdo ultravioleta, acdo vulcanica, entre outros
(NEWTON, 1999). A fixagao biolégica é importante na manutengao do
ciclo do nitrogénio na biosfera, sendo também responsavel pela
disponibilizacdo deste elemento para utilizagdo pelos seres vivos
(BURNS & HARDY, 1975; POSTGATE, 1982; NEWTON, 1999).

A fixacdo biologica de nitrogénio é catalisada pelo complexo
enzimatico da nitrogenase que é encontrado apenas em organismos
procariontes denominados diazotroficos. Estes organismos podem ser
encontrados nos Reinos Bacteria, incluindo actinomicetos,
cianobactérias, clostridios e proteobactérias, e Archaea (POSTGATE,
1982). Nenhum eucarioto é capaz de utilizar o N> diretamente em
processos biossintéticos. Apesar disso, estes organismos podem
utilizar nitrogénio biologicamente fixado resultante de uma
associagao intima com procariontes diazotroficos (XIA et al., 1994).



1.2 - ORGANISMOS DIAZOTROFICOS

A capacidade de fixar nitrogénio é amplamente distribuida no
Reino Bacteria e em alguns grupos de Archaea. Dentro destes reinos,
a fixacdo de nitrogénio tem sido relatada em cerca de 100 géneros
distribuidos na maioria das principais divisdes filogenéticas, embora
quase todos estes géneros também apresentem organismos que nao
sdo capazes de fixar nitrogénio (YOUNG, 1992).

A fixacdo de nitrogénio ndo é parametro para inclusdo ou ndo
de microrganismos em determinados grupos, uma vez que nao existe
uma divisdo que inclua somente bactérias diazotréficas (YOUNG,
1992). Por esta razao, a classificagcao de organismos fixadores de
nitrogénio precisa abranger a classificagdo bacteriana em geral,
levando em conta aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e evolutivos
(YOUNG, 1992).

Os organismos diazotréficos podem ser aerdbicos, anaerdbicos
facultativos ou estritos, de vida livre, aquaticos ou do solo (YOUNG,
1992). Muitos organismos diazotréficos associam-se a plantas,
colonizando o seu interior ou a rizosfera. Neste grupo encontram-se
0os rizobios que associam-se simbioticamente com plantas
leguminosas, culminando na formagao de estruturas denominadas
nddulos (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). Outro grupo distinto é
formado pelos actinomicetos do género Frankia, que formam
simbiose com algumas Angiospermas (BERRY et a/, 1993).

O termo organismo diazotréfico endofitico foi introduzido na
area de fixacdo biolégica de nitrogénio por DOBEREINER (1992),
embora o termo endofitico 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 al., 1999), que observou colonizagao do
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interior de tecidos de plantas por bactérias, sem causar sintoma de
doenca.

Os organismos endofiticos associam-se intimamente com seus
hospedeiros, entretanto ndao desenvolvem estruturas especializadas,
como os nddulos ou micorrizas. Este fato dificultou o isolamento e
caracterizagdo destes organismos associativos nao simbioticos. Na
década de 50 Beijjerinckia fluminensis foi isolada da rizosfera de
plantas de cana-de-acucar (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958), o que
resultou no inicio dos estudos da fixacdo bioldgica de nitrogénio em
plantas ndo leguminosas. Deste entdo, novas espécies de bactérias
fixadoras de nitrogénio, pertencentes aos géneros Azoarcus,
Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter e Herbaspirillum foram
isoladas com a utilizacdo de meios de cultura semi-solidos
(DOBEREINER et al., 1995). Estes meios proporcionam um ambiente
microaerdbio, onde a tensdo de oxigénio ndo inibe a atividade da
enzima nitrogenase, permitindo o isolamento de varios organismos
diazotroficos endofiticos (KIRCHHOF et al., 1997). Esses estudos
demonstraram a amplitude da associagao bioldgica entre organismos
diazotrdficos e plantas hospedeiras, principalmente gramineas de
interesse agricola.

Os organismos diazotroficos endofiticos possuem vantagens
quando comparados aqueles que colonizam superficies das plantas,
uma vez que sua localizacao facilita a captacao de fontes de carbono
produzidas pelas plantas e este ambiente também proporciona
condigbes necessarias para a expressao e atividade da nitrogenase
(VERMA et al., 2001). Esta associagao também pode trazer vantagens
para a planta como, por exemplo, biocontrole de patégenos, estimulo
do crescimento por producao de hormonios, resisténcia a doencgas por
indugdo de resisténcia sistémica e localizada, e fixagdo de nitrogénio

atmosférico e fornecimento de parte do nitrogénio fixado para a



planta (KLOEPPER & BEAUCHAMP, 1992; FUENTES-RAMIREZ et al.,
1993; BALDANI et al., 1995; HALLMAN et al., 1997).

1.3 - O GENERO Herbaspirillum

O género Herbaspirillum compreende bactérias gram-negativas,
espiraladas, geralmente vibridides, algumas vezes helicoidais e
moveis em presenca de O, (BALDANI et al., 1986). As células podem
apresentar de 1 a 3 flagelos em um ou ambos os polos. O diametro
destas bactérias foi estimado entre 0,6 e 0,7 um e o comprimento
celular pode variar entre 1,5 e 5,0 pm. Apresentam tipico
metabolismo aerdbio, ndo fermentam acgucares e fixam N;
atmosférico sob condicdes de microaerofilia (BALDANI et al., 1986;
BALDANI et al., 1992). O género Herbaspirillum, que pertence a
subdivisdo beta das proteobactérias, apresenta cinco espécies
descritas até o momento: H. seropedicae (BALDANI et al., 1986), H.
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), H. frisingense (KIRCHHOF et
al., 2001), H. chlorophenolicum (ncbi.nim.nih.gov/taxonomy) e H.
lusitanum (ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).

A inoculacao de plantas com Herbaspirillum spp. pode resultar
no aumento de crescimento e produtividade (BALDANI et al., 1995).
Estes efeitos sdo atribuidos a sua capacidade em fixar nitrogénio
(DOBEREINER & PEDROSA, 1987; DOBEREINER, 1991; URQUIAGA et
al., 1992; DOBEREINER et al., 1995; BODDEY et al., 1995; OLIVARES
et al., 1996), e produgao de auxinas e giberelinas, que podem induzir
o crescimento da planta (BASTIAN et al., 1998).

A colonizagao da planta por estas bactérias inicia-se pela
superficie das raizes e, em seguida, os microrganismos alcancam o
interior da planta provavelmente através de pontos de ramificagao de
raizes secundarias ou por meio de rachaduras ou fendas presentes

nas raizes, ocupando espacos intercelulares e o xilema (JAMES et al.,



1997; RONCATO-MACARI et al., 2003). Ao contrario dos organismos
diazotroficos que habitam a rizosfera e que necessitam competir com
a microflora do solo por fontes de carbono, os organismos
diazotroficos endofiticos como Herbaspirillum sdo encontrados no
interior dos tecidos das plantas, ambientes mais uniformes e
protegidos, o que pode explicar a alta contribuicao da fixagao
bioldgica de nitrogénio em cana-de-agucar associada a Herbaspirillum
(URQUIAGA et al., 1992).

H. seropedicae foi primeiramente isolada no Brasil em 1986,
por BALDANI e colaboradores, de preparagoes de rizosfera ou de
raizes de milho, sorgo e arroz cultivados em diferentes solos.
Posteriormente, foram encontradas colonizando raizes, colmos ou
folhas de milho, sorgo, arroz, gramineas forrageiras, palmeiras,
abacaxizeiros e bananeiras, além de raizes e colmos de cana-de-
acucar. Existem poucos relatos quanto a ocorréncia desta espécie em
outros paises, mas ja foi isolada na India, Austrdlia e Alemanha
(BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1997; WEBER, 1998; CRUZ et
al., 2001). ELBELTAGY et al. (2001) relataram a presenga de
organismos diazotréficos endofiticos no Japao, isolados de arroz, que
foram classificados como pertencentes ao género Herbaspirillum com
base em propriedades como utilizacao de fontes de carbono,
comparacdes entre seqiiéncias que codificam o gene 16S rRNA e
hibridizagdo com sondas género-especificas (HERB 86 e HERB 1432;
KIRCHHOF et al., 2001). Os autores afirmam que aquelas estirpes
ndo se inserem nos grupos das espécies conhecidas, sugerindo que
podem se tratar de uma nova espécie.

H. rubrisubalbicans, uma espécie fitopatogena originalmente
descrita como Pseudomonas rubrisubalbicans, foi incluida no género
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-acgucar, arroz, bananeira, abacaxizeiro



e palmeiras (BALDANI et al., 1997; WEBER, 1998) causa a doenca da
estria mosqueada na variedade B-4362 de cana-de-agucar cultivada
nos Estados Unidos e também estria vermelha em sorgo (James et
al., 1997). Nas plantas afetadas um grande numero 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). Nao foi observada a doenca em variedades desta graminea
plantadas comercialmente no Brasil (BALDANI et al., 1996).

Tanto H. seropedicae quanto  H. rubrisubalbicans
aparentemente nao sobrevivem em solos isento de plantas (BALDANI
et al., 1996), embora a presenca destes organismos em baixo
numero nestes solos tenha sido detectada (BALDANI et al., 1996), e
pode ter ocorrido devido a inclusdo de pélos radiculares ou pequenas
fracoes de raizes nas amostras analisadas. OLIVARES et al. (1996)
também sugerem que H. rubrisubalbicans estirpe M4 pode
permanecer no solo em um estado de laténcia, ndo podendo ser
cultivada em laboratdrio. Entretanto, se este solo for usado para
plantio de sementes esterilizadas, as bactérias sdao novamente
encontradas na forma endofitica, cerca de 45 dias apds o plantio.
Presume-se que a planta produz substancias capazes de induzir a
proliferacao bacteriana (OLIVARES et al., 1996). O processo pelo qual
estas bactérias sdao disseminadas ainda ndo foi totalmente
desvendado, e uma das hipoéteses indica que a disseminagao ocorra
por meio das sementes das plantas colonizadas (BALDANI et al.,
1997).

Recentemente, KIRCHROF et a/. (2001) sugeriram a inclusao de
uma nova espécie no género Herbaspirillum, denominada H.
frisingense, baseado em propriedades fisiologicas, analises
filogenéticas por comparagdo de seqiéncias do gene 16S rRNA e
estudos de homologia DNA-DNA. Esta bactéria coloniza raizes de



gramineas das espécies Miscanthus sinensis, Miscanthus
sacchariflorus e Pennisetum purpureum crescidas no Brasil e
Alemanha (HARTMANN et al., 1999; KIRCHROF et al., 2001).

Gluconoacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp. sao
encontrados endofiticamente em cana-de-agucar em numero
suficiente para fixar nitrogénio necessario para suprir as necessidades
da planta (URQUIAGA et al., 1992; DOBEREINER et al., 1993, 1994;
JAMES et al., 1994; DONG et al., 1994; BODDEY, 1995). Entretanto,
Gluconoacetobacter diazotrophicus somente foi encontrado em cana-
de-agucar, nao sendo detectada em sorgo nem arroz. Por esta razao,
Herbaspirillum tem potencial para ser utilizado como biofertilizante
em outras espécies de gramineas (DOBEREINER et al., 1995;
BODDEY, 1995; OLIVARES et al., 1996, JAMES et al., 1997).

As duas espécies de Herbaspirillum mais estudadas podem ser
separadas por parametros fisioldgicos e morfologicos: H. seropedicae
é capaz de utilizar N-acetil-glucosamina como unica fonte de carbono,
mas ndo meso-erithritol, além de apresentar de um a trés flagelos
em um unico polo; estirpes de H. rubrisubalbicans, por outro lado,
sao capazes de crescer em meso-erithritol, mas nao utilizam N-
acetyl-glucosamina como unica fonte de carbono, além de possuirem
multiplos flagelos em um poélo (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 nivel molecular. A analise da sequéncia parcial do gene
16S rRNA (cerca de 300 pb) nao diferenciou claramente as estirpes
pertencentes as espécies de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
(CRUZ et al., 2001). Por este motivo, estudos moleculares mais
discriminatorios sdao necessarios para a determinacdo de suas
relagoes filogenéticas.



1.4 - DIVERSIDADE GENETICA EM MICRORGANISMOS

Estudos recentes mostraram uma plasticidade surpreendente
na estrutura do genoma de muitas bactérias, apresentando variagao
mesmo entre estirpes de uma mesma espécie. A estrutura do DNA
bacteriano pode ser analisada sob varios aspectos, como numero de
cromossomas, tamanho do genoma, geometria do replicon, conteudo
de G+C, seqiiéncia e freqiéncia de nucleotideos e organizacdo dos
genes (CASJENS, 1998). Com o desenvolvimento de metodologias
capazes de permitir a analise de DNA de alta massa molecular,
estimar o tamanho de cromossomas e construir mapas genomicos de
varios microrganismos tornaram-se praticas amplamente utilizadas
(LEE et al., 1996; CASJENS, 1998; MORENO, 1998).

Grandes replicons sao designados como cromossomas enquanto
os menores sdao denominados elementos extra cromossomicos,
plasmideos, ou ainda, pequenos cromossomas (KOLSTO, 1997).
Todavia, estas definicdes tornaram-se confusas a medida que novos
paradigmas surgiram. Sao considerados cromossomas replicons que
possuem genes essenciais para o organismo. Por outro lado, certos
replicons podem ndo ser imprescindiveis em condicdes de laboratério,
embora possam estar presentes em todos os isolados naturais de
uma dada espécie, sugerindo que contém genes essenciais para
sobrevivéncia no “habitat” natural destes organismos (CASJENS &
HUANG, 1993; LEWIN, 1997; CASJENS, 1998).

Em relagdo ao numero de cromossomas, a maioria das
bactérias apresenta um unico replicon, mas ja foi relatado que
membros de varios géneros podem conter dois ou mais mega-
replicons, como Agrobacterium (ALLARDET-SERVENT et al., 1993;
JUMAS-BILAK et al., 1995), Brucella (MICHAUX et al., 1993; JUMAS-
BILAK et al., 1995; JUMAS-BILAK et al., 1998), Rhizobium
(HONEYCUTT et al., 1993), Rhodobacter (CHOUDHARY et al., 1997;



SUWANTO & KAPLAN, 1989) e Azospirillum (MARTIN-DIDONET et al.,
2000) pertencentes a sub-classe das a-proteobactérias; Burkholderia
(CHENG & LESSIE, 1994; RODLEY et al., 1995; LESSIE et al., 1996)
das p-proteobactérias; alguns isolados de Bacillus thuringiensis
(CARLSON et al., 1996) e de espiroquetas do género Leptospira
(ZUERNER et al., 1993). Nao ha uma hipotese unica para explicar a
presenca de mais de um cromossoma em bactérias. Alguns autores
sugerem que pode ter ocorrido divisao desigual do cromossoma
durante a replicacdao, quebra em diferentes posicoes gerando
multiplos replicons, além de mutagoes individuais nestes replicons,
transferéncia horizontal ou ainda, plasmideos convertendo-se em
cromossomas por meio de aquisicao de genes essenciais (KOLSTO,
1997; JUMAS-BILAK et al., 1998). Em espécies do género Brucella as
diferencas no numero e tamanho de cromossomas podem ser
explicadas por rearranjos em regides do cromossoma contendo genes
rrn. Diferentes rearranjos sao provavelmente responsaveis pela
presenca 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 numero, 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 numero crescente de
excecoes esta sendo identificado. Borrelia burgdoferi apresenta um
cromossoma linear, além de 20 plasmideos lineares e circulares
(FRASER et al., 1997; CASJENS, 2000) e Streptomyces possui um
cromossoma e plasmideos lineares (DAVIDSON et al., 1992;
LUCHANSKY et al., 1992; CASJENS & HUANG, 1993; CHEN, 1996).
Em Streptomyces, SHIFFMAN & COHEN (1992) também observaram
uma interconversao na geometria do replicon durante a replicagao do
cromossoma, de linear para circular. Agrobacterium tumefaciens

apresenta dois cromossomas, sendo um linear e outro circular, além
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de dois plasmideos (ALLARDET-SERVENT et al., 1993; JUMAS-BILAK
et al., 1995).

O tamanho dos cromossomas também varia entre as bactérias.
O menor genoma conhecido € 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 variagao no tamanho dos
cromossomas foi também observada em bactérias pertencentes as
mesmas divisdes 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 variagao 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 sobrevivéncia. ]Ja bactérias que
apresentam um ciclo de vida mais complexo com estagios de
desenvolvimento como formacao de micélio ou esporulagao, possuem
um genoma mais complexo (CASJENS, 1998; MORENO, 1998; WREN,
2000).

1.5 - METODOS MOLECULARES PARA A IDENTIFICAGAO E
CLASSIFICAGCAO BACTERIANA

Recentemente muito progresso tem sido obtido na identificacao
e classificagcdo de microrganismos devido ao desenvolvimento de
metodologias moleculares eficientes e cada vez mais sensiveis. Na
década de 80, varios métodos baseados em DNA foram desenvolvidos
com o objetivo de identificacdo e tipagem de organismos procariotos
e eucariotos (SAVELKOUL et al., 1999). Estes métodos diferem em
seu alcance taxondémico, poder discriminatorio, reprodutibilidade,
facilidade de interpretacdao e padronizacao (VANEECHOUTTE, 1996;
MOREL, 1997; OLIVE & BEAN, 1999). Além disso, a maioria das
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técnicas moleculares depende da separacdo eletroforética de
fragmentos de DNA, representada por um padrdao de bandas
visualizado em gel. Como estes padroes podem ser complexos, a
interpretacao dos resultados e escolha de uma determinada técnica
de tipagem depende da facilidade com a qual os resultados serao
interpretados e relacionados (ARBEIT, 1995). Os métodos de
genotipagem apresentam diferentes capacidades discriminatorias,
dependendo do nivel taxonomico e categoria. Em bacteriologia, a
discriminacdo ao nivel de espécie é denominada de identificagdo,
enquanto que tipagem significa diferenciacao ao nivel de linhagem ou
estirpe, entre organismos de uma espécie (SAVELKOUL et al., 1999).

Apesar dos esforcos para uma classificacdo de bactérias ao
nivel de espécies, ainda ndao ha uma definicdo clara dos critérios
necessarios para caracterizar espécies bacterianas, nem métodos
padronizados para descricdo de espécie. As definigdes iniciais
baseavam-se em caracteristicas bioquimicas, fenotipicas e
morfologicas. Entretanto, microrganismos evolutivamente distintos
podem nao apresentar uma distingao marcante quando apenas estes
parametros sao avaliados (OLSEN et al., 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
comparagdo molecular, como por exemplo, comparacao de seqiéncia
do gene 16S rRNA (WOESE, 1987). Atualmente, varios métodos com
base na analise de material genético estdo sendo utilizados para
classificacdo de bactérias, que utiliza um grupo de organismos,
incluindo a estirpe tipo, para definir as caracteristicas das espécies
(VANDAMME et al., 1996). Além disso, o sequenciamento de
proteinas e acidos nucléicos permite medir as relagoes evolucionarias
evolutivas entre organismos e relaciona-los em termos de reldgio
evolucionario (WILSON et al., 1977). A informacdo genotipica é mais
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rapida, confidvel e precisamente interpretada, e fornece mais
informacdo sobre as relagdes evolucionarias que as fenotipicas
(WOESE, 1987).

A anadlise de macrofragmentos de restricdo de DNA por
eletroforese em campo pulsado e anadlise de fragmentos de DNA
gendomico por RFLP, juntamente com hibridizacao DNA-DNA utilizando
como sonda genes essenciais como, por exemplo, o gene ribossémico
16S (16S rRNA), sdo métodos bastante eficazes para a comparagao
bacteriana. A tecnologia de PCR oferece possibilidades alternativas
para identificacdo de organismos para os quais diferenciacdo ao nivel
de espécie é particularmente dificil (VANDAMME et al., 2000).

1.5.1 - ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO

Métodos eletroforéticos convencionais nao permitem a
separacao 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 fendomeno denominado
limite de mobilidade (SCHWARTZ & CANTOR, 1984). Além disso, é
necessario garantir a integridade do DNA contra choques mecanicos e
contra degradacao por nucleases durante o processamento das
amostras. SCHWARTZ & CANTOR (1984) utilizaram uma técnica
especial para analise e resolugdao de fragmentos de DNA de alta
massa molecular denominado de eletroforese em campo pulsado
(PFGE: “pulsed-field gel electrophoresis”). A manipulacao de
cromossoma de levedura foi feita aprisionando as células em blocos
de agarose com baixo ponto de fusdao (“plugs”), antes de qualquer
processamento. Em seguida, os "“plugs” foram tratados para o
rompimento e a remogao dos componentes celulares de forma que
finalmente apenas o DNA intacto permanecesse aprisionado nos

blocos de agarose. Os procedimentos para preparagao de
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cromossomas intactos sao basicamente os mesmos para bacteérias,
fungos e outras células e tecidos e consiste na remocdo da parede
celular com enzimas e detergentes, e degradacao de proteinas com
proteases (CARLE & OLSON, 1984).

SCHWARTZ & CANTOR (1984) demonstraram que era possivel
separar moléculas maiores de DNA pela variagao ciclica da orientagdo
do campo elétrico no gel durante a corrida eletroforética. Com a
mudanca do campo elétrico, ocorre uma alteracao conformacional e
reorientacdo das moléculas de DNA na direcao do novo campo
elétrico antes que se inicie a migracao. Deste modo, a migracado se da
por uma série de passos em direcdes alternadas, com os campos
elétricos regulados para assegurar que a migragao se dé em linha
reta. O tempo necessario para os fragmentos se reorientarem em
cada mudanca de direcao do campo é dependente da massa
molecular, ou seja, moléculas maiores demoram mais tempo para se
re-alinharem apds o campo elétrico ter sido alternado do que as
menores, devido a barreira fisica da matriz de agarose. (SMITH et al.,
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
duracdo do pulso se reorientando, e ndo se movendo através do gel
de agarose. Além do tamanho e numero 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, ndo sao capazes de
migrar pela matriz de agarose, permanecendo intactas no pogo de
aplicagao, mas moléculas lineares também de alta massa migram, o
que faz com que esta diferenca de geometria fique evidente durante
uma corrida eletroforética (LEE et al., 1996).



O 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 ndo s6 a orientacao do gradiente elétrico é
importante, mas outras alteracdées nas eletroforeses também
contribuem para a separacao de DNA de alta massa molecular, como
variacdo na geometria dos eletrodos, homogeneidade e meétodo de
reorientagdo dos campos elétricos. Alguns dos sistemas que separam
moléculas de DNA de alta massa molecular sao:

a) OFAGE (Orthogonal Field Alternation Gel Eletrophoresis),

formado por dois campos elétricos ndao homogéneos (CARLE
& OLSON, 1984);

b) FIGE (Field Inversion Gel Eletrophoresis), onde os campos
elétricos formam um angulo de 180°C entre si (CARLE et
al., 1986);

c) CHEF (Countor - Clamped Homogeneous Electric Fields),
que utiliza multiplos eletrodos organizados em forma de
poligono (hexagono com angulo de 120° ou 60° entre os
campos elétricos ou quadrados com angulo de 90° entre os
campos) (CHU, 1986);

d) TAFE (Transverse-Alternating-Field Eletrophoresis), onde
campos elétricos homogéneos sao localizados
transversalmente ao gel que fica numa posicao vertical
(GARDINER et al., 1986; GARDINER & PATTERSON, 1988).

O limite maximo de tamanho resolvido por estes métodos
parece nao ser diferente. Entretanto, estes métodos variam na
capacidade de resolugdao, da forma de migracdo das moléculas e
velocidade de separagcao (BIRREN & LAI, 1993).
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1.5.2 - POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS
DE RESTRICAO - 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 restricao (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
mutacdes em DNA de adenovirus. Pouco tempo depois esta
metodologia ja estava sendo amplamente empregada em varias
areas da biologia, como na sistematica de bactérias (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995; BUSSE et al., 1996). Este método de
classificacao foi adaptado para a diferenciacao de estirpes de
bactérias pela localizacdo de sitios de reconhecimento de
endonucleases presentes em "loci" genéticos de interesse. O
resultado observado apos eletroforese dos fragmentos obtidos é
analisado com base no tamanho das bandas resultantes, que poderdo
ser diferentes entre espécies nao relacionadas e até mesmo entre
estirpes de uma mesma espécie. Estas diferengas sao resultantes de
rearranjos no genoma e mutacoes afetando os tamanhos dos
fragmentos de restricao (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; BUSSE
et al., 1996). O poder discriminatdério do RFLP pode ser aumentado
quando esta técnica é combinada a hibridizagdo (RFLP-Southern
blotting) de uma seqiiéncia clonada (sonda) com fragmentos de DNA
obtidos pela acdo de endonucleases. A homologia entre a seqiéncia
de nucleotideos da sonda e a seqiéncia complementar de
nucleotideos de um fragmento de DNA revela o polimorfismo
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; SILVA & WITTWER, 2000).
Deste modo, RFLP refere-se a natureza polimdrfica da localizagdo de

sitios de enzimas de restricdo presentes em regides genéticas
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definidas (OLIVE & BEAN, 1999), além de insercdoes e ou delegdes
nestes sitios de reconhecimento.

A ribotipagem, uma variacdo do “RFLP-Southern blotting”,
utiliza sondas provenientes dos genes 16S e 23S rDNA, e tem sido
empregada com sucesso na diferenciacao entre linhagens de
bactérias (GERNER-SMIDT, 1992; KOOPMAN, et al., 1993, ESTRADA
et al., 2002; KOZINSKA et al., 2002, SHAVER et al., 2002, entre
outros). Os resultados da ribotipagem baseiam-se em apenas
algumas bandas, simplificando sua interpretacdao, embora esta
caracteristica possa limitar a capacidade da técnica em distinguir
entre estirpes intimamente relacionadas (OLIVE & BEAN, 1999).

Algumas das principais limitacdes do uso de RFLP sao
dificuldade na interpretacao dos resultados quando o experimento
envolve grande numero de organismos, obtengcdo de sondas
adequadas, instalagdes apropriadas e pessoal técnico habilitado para
manuseio de material radioativo (quando sondas marcadas
radioativamente sdo utilizadas), além de custo elevado para
realizacdo dos experimentos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA ,1995).

1.5.3 - O GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

Desde a década de 70 quando WOESE e colaboradores
comecaram a investigar a filogenia de procariotos catalogando a
sequéncia do gene 16S rRNA, o conhecimento nesta area aumentou
consideravelmente. A analise da seqiiéncia do gene 16S rRNA de
diferentes células possibilitou aos autores dividirem os organismos
vivos em trés Reinos denominados Archaea, Bacteria e Eucarya
(WOESE et al., 1990), que eram formalmente conhecidas como
Archaebacteria, Eubacteria e Eucaryotes (BUSSE et al., 1996).
Entretanto, juntamente com estes avancos nos estudos de filogenia,

a taxonomia de bactérias sofria mudancas substanciais. Como a
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sistematica bacteriana baseava-se em dados fisioldgicos e
morfoldgicos, os resultados obtidos pela comparagdo de seqiiéncias
do gene 16S rRNA eram frequientemente conflitantes aos arranjos
taxondmicos 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 evolucionarios e
evolutivos, uma vez que apresenta caracteristicas estruturais e
funcionais ideais capazes de determinar relacdes filogenéticas (OLSEN
et al., 1986; WOESE, 1987; WEISBURG et al., 1991; MORENO,
1998). O gene que codifica para o RNA ribossomico 16S é altamente
conservado entre os Reinos Bacteria e Archaea (OLSEN et al., 1986;
WOESE, 1987), e estes genes sdo essenciais para funcodes bioldgicas
e, seus transcritos nao sao traduzidos, o que resulta numa
variabilidade menor quando comparados a outros genes.

Segundo OLIVER & BEAN (1999), para que uma seqiéncia de
DNA possa ser utilizada na diferenciagao entre estirpes, precisa
preencher os seguintes critérios: a seqiéncia de DNA selecionada
precisa ser variavel e posicionada entre duas regides altamente
conservadas, o que permite a amplificacao por PCR e tipagem dos
membros de uma espécie; a variabilidade dentro da sequéncia
selecionada precisa ser suficiente para separar diferentes estirpes de
uma dada espécie; finalmente, a seqiiéncia selecionada ndo deve ser
transmitida horizontalmente para outras estirpes da mesma espécie
de forma freqiente, permitindo que o gene 16S rRNA seja
amplamente utilizado nas analises filogenéticas. Algumas regides da
estrutura primdria do 16S rRNA s3o altamente conservadas,
enquanto outras possuem média ou baixa variabilidade entre
individuos evolutivamente relacionados. Assim, o sequenciamento
parcial ou completo do gene que codifica o 16S rRNA, seguido do
alinhamento e comparacdo entre as seqiiéncias constitui uma
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ferramenta importante para a determinacao de relagoes filogenéticas,
além de auxiliar na determinacdo do numero de cromossomos em
varios organismos (WOESE, 1987; WEISBURG et al., 1991).

Os genes rRNAs ribossomicos (que codificam para 5S, 16S e
23S rRNAs) estdao tipicamente presentes em um Gnico operon,
juntamente com genes que codificam para moléculas de tRNAs e sao
transcritos de maneira a produzir quantidades eqliimolares de cada
produto destes genes (KLAPPENBACH et al/., 2001). O numero de
operons rRNA apresenta grande variagao entre as bactérias, podendo
estar presente em apenas uma cOpia, 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 cdpias no genoma, como em Bacillus subtilis (KUNST et
al., 1997). Durante o crescimento exponencial, 0 numero de operons
rrn pode chegar a 36 copias em Escherichia coli (BREMER & DENNIS,
1996). Além disso, pode existir diferenca de bases entre as cdpias
dos genes 16S rRNA. Deinococcus radiodurans ATCC 13939 possui
trés copias deste operon, podendo ocorrer diferenca de duas bases
neste gene. E. coli ATCC 10798 possui sete copias do operon rRNA, e
as diferencas entre os genes pode chegar a dezenove bases
(KLAPPENBACH et al., 2001).

Atualmente, a disponibilidade de seqiiéncias do gene 16S rRNA
de um grande niumero de bactérias pertencentes a varios grupos tem
tornado o estudo filogenético bacteriano mais abrangente. Deste
modo, € possivel efetuar analises comparativas entre varios

individuos pertencentes a diversos taxons, produzindo arvores
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 € uma metodologia altamente
discriminatdria, envolvendo a utilizagdo de um conjunto de iniciadores
aleatdrios para amplificar seqiiéncias de DNA. Esta metodologia foi
primeiramente descrita por WILLIAMS et al. (1990) e WELSH &
McCLELLAND (1990) e tem sido usada para distinguir varios grupos
de procariotos, mas principalmente bactérias de relevancia clinica,
como por exemplo, na diferenciacdo de espécies intimamente
relacionadas e dificilmente distinguiveis, como Listeria
monocytogenes e Listeria innocua (CZAJKA et al., 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
variacdo do protocolo de PCR, com uma caracteristica distinta: utiliza
um unico iniciador por reagdo cuja sequéncia é arbitraria sendo,
portanto, sua seqiéncia alvo desconhecida (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995). Baseia-se, em parte, no fato de que a Taqg
DNA polimerase, utilizada na reacdo realizada por PCR, €
parcialmente tolerante aos pareamentos errados entre iniciadores e 0
DNA alvo. Uma vez que a amplificacdo se da em condicoes de baixa
estringéncia, um unico iniciador pode interagir com o DNA alvo em
varias posicoes onde o pareamento seria imperfeito (SILVA & RUSSO,
2000). Por esta razao, os iniciadores utilizados na reacao de
amplificagao sao pequenos fragmentos de DNA, geralmente com 9 ou
10 pb, que anelam com afinidade suficiente as seqiiéncias do DNA
gendmico sob baixas temperaturas de anelamento, de tal forma que
podem ser usados para iniciar a amplificacdo de regidoes do DNA

bacteriano. Os iniciadores precisam se anelar ao DNA alvo dentro de
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uma regido de poucos kilobases de distancia um do outro e em
orientacdo contraria, para que ocorra a amplificagdo (OLIVE & BEAN,
1999). O numero e localizagdao destas regides de anelamento variam
para diferentes estirpes de uma mesma espécie. Tipicamente, cada
iniciador arbitrario dirige a sintese de varios segmentos de DNA
simultaneamente em diversas posicoes do genoma, resultando em
varias bandas no gel (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Deste
modo, o padrdo de bandas resultante é caracteristico de uma estirpe
em particular (WELSH & McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990;
CAETANO-ANOLLES et al., 1991; MEUNIER & GRIMONT, 1993).
Apesar desta técnica apresentar grande poder discriminatorio,
varios problemas tém sido relacionados a padronizagao das condigdes
de amplificacdo. A reprodutibilidade dos resultados em diferentes
laboratorios e diferencas resultantes do termociclador utilizado
aparecem como as principais limitagdes 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
laboratorios 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
preparacbes de DNA da mesma estirpe de Aspergillus fumigatus
resultaram em padroes altamente reprodutiveis, usando as técnicas
de RFLP, RAPD, iniciador de seqliéncia especifica (sequence-specific
DNA primer, SSDP) ou ainda microsatélite marcador polimadrfico

(polymorphic microsatellite markers, PMM).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Definir relacbes inter e intra-especificas utilizando

meétodos moleculares:

2.1.1 - Determinar geometria e tamanho do DNA

genomico de Herbaspirillum seropedicae Z78;

2.1.2 - Comparar as seqiiéncias 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 padrao de fragmentos de restricao do
DNA genomico das estirpes de Herbaspirillum seropedicae M2, ZA69,
ZA95, Z152, Z67 e Z78 e a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans.

2.1.4 - Comparar o padrao de amplificacdo aleatdria do
DNA gendmico das estirpes de Herbaspirillum seropedicae M2, ZA69,
ZA95, 7152, 267 e Z78 e a estirpe M4 de H. rubrisubalbicans.



22

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - BACTERIAS

As bactérias utilizadas neste trabalho estdo listadas na Tabela
1. As estirpes de Herbaspirillum foram cedidas pelo Programa
Nacional de Pesquisas em Agrobiologia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria, Seropédica, Rio de Janeiro ou obtidas da
colecdo do Nucleo de Fixacao Biologica de Nitrogénio - UFPR. As
bactérias foram estocadas em glicerol 50% e mantidas a -20°C ou em

meio NFbHP semi-solido a temperatura ambiente.

Tabela 1 - Lista de Estirpes

Estirpes Referéncia
Herbaspirillum seropedicae

Z78 BALDANI et al., 1986
M2 BALDANI et al., 1996
Z69 BALDANI et al., 1986
ZA95 BALDANI et al., 1986
ZA152 BALDANI et al., 1986
267 BALDANI et al., 1986
Herbaspirillum rubrisubalbicans

M4 BALDANI et al., 1996

3.2 - MEIOS DE CULTURA

As estirpes de Herbaspirillum foram cultivadas em meio NFb-

malato (KLASSEN et al., 1997) que apresenta a seguinte composicao:



MEIO NFb-malato

g/L
Acido malico 5,0
MgS04.7H0 0,2
NaCl 0,1
NTA 0,02
FeS04.7H,0 0,056

Solugcdo de micronutrientes
A solucdo de micronutrientes tem a seguinte composicao e foi
adicionado 10mL por litro de meio NFb-malato:

g/L
Na;M004.2H;0 200
MnS04.H,0 235
H3BO3 280
CUSO4.5H20 80
ZnS04.7H0 24

O pH foi ajustado para 6,5 com KOH 70%. Ao meio NFb
esterilizado foram adicionados solucao de fosfatos (50mL para
1000mL de NFb-malato) e NH4Cl (20mmol/L final), sendo entao
denominado NFbHPN. A solucdo de fosfatos apresenta a seguinte

COMpoSicao:

g/L
K2HPO4 17,8
KH2PO4 159,5

Ao meio semi-sdlido foram adicionados 1,8g/L de agar e, no
meio solido, 15g/L de agar. Todos os meios de cultura e solugodes
foram esterilizados em autoclave a 120°C e 1 atmosfera de pressao,
por 20 minutos.

Para crescimento da estirpe Z78 de H. seropedicae foi
adicionado ao meio de cultura estreptomicina, na concentracao final
de 80ug/mL. A solugao estoque de estreptomicina foi preparada em
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agua destilada e esterilizada por filtracdo em filtro Millipore HAWP
(0,22um). As solugdes estoque de antibiotico foram mantidas a -
20°C.

3.3 - CONDIGCOES DE CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

As células de Herbaspirillum foram crescidas a 30°C sob
agitacao constante (150rpm) em 50mL de meio NFbHPN (KLASSEN et
al., 1997).

3.4 - REAGENTES QUIMICOS

Lisozima, Proteinase K, Tris-base, SDS, RNAse, Triton X-100,
agarose para eletroforese em campo pulsado e antibioticos foram
adquiridos da Sigma Chemical Company. Agarose de baixo ponto de
fusao, fenol, marcadores de massa molecular 1Kb ladder, A HindIII e
100pb foram da Life-Technologies. Etanol, isopropanol, cloroférmio,
alcool isoamilico foram adquiridos da Merck. As enzimas de restrigao
foram adquiridas da Amersham Biosciences, Life Technologies ou New
England Biolabs. O nucleotideo marcado [o*?P] (dCTP) foi obtido da
Amersham Biosciences. Extrato de Levedura, triptona e agar
bacterioldgico foram adquiridos da Merck, Oxoid ou Biobras. Os
marcadores de massa molecular utilizados nos experimentos de PFGE
foram Sacharomyces cerevisae e . DNA-PFGE (Amersham Biosciences
e Biolabs), Hansenulla wingei e Schyzosacharomyces pombe (Bio-
Rad). A dgua ultrapura foi obtida com aparelho Milli-Q (Milli-QpLus,
Milipore) e esterilizada em autoclave.
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3.5 - ENZIMAS DE RESTRICAO

Na Tabela 2 estao listadas as endonucleases de restricao

utilizadas neste trabalho e os respectivos sitios de clivagem.

Tabela 2 - Enzimas de restricao utilizadas

Enzima |Sitio de reconhecimento 5' - 3' |Fornecedor

Swal ATTTAAAT New England Biosciences
Pacl TTAATTAA New England Biosciences
Xbal TCTAGA INVITROGEN

Dral TTTAAA INVITROGEN

HindIII |AAGGTT INVITROGEN

EcoRI GAATTC INVITROGEN

Sall GTCGAC LFN*

* purificada no Laboratdrio de Fixagdo de Nitrogénio, UFPR.

3.6 - PREPARO DE DNA GENOMICO

O preparo de DNA gendmico 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 otica (600nm) de 0,6. As
culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, 0
sedimento foi ressuspendido em 400uL de solucao SET (Tris
10mmol/L pH7,5; EDTA 100mmol/L, pH8,0; NaCl 100mmol/L) e foi
adicionado o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusdo a
1,0% em d&gua destilada na temperatura de 37°C. A mistura foi
homogeneizada lentamente com pipeta, colocada nos moldes de
plastico (com volume para 100uL) e mantida a 4°C por 15 minutos
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plastico (com volume para 100uL) e mantida a 4°C por 15 minutos
para geleificagdao. Os blocos de agarose contendo as células foram
entdo transferidos para a solucdao de lise bacteriana (Tris.HCI
10mmol/L pH7,5; NaCl 50mmol/L; EDTA 100mmol/L; desoxicolato de
sddio 0,2% e lauril sarcosil de sodio 0,5%), contendo RNAse
(1pg.mL?) e lisozima (1mg.mL?) e foram incubados a 37°C por 24
horas. Apos este periodo, os blocos de agarose foram transferidos
para solucao DB (EDTA 0,5mol/L pH 8,0 e lauril sarcosil de sodio
1,0%) acrescida de proteinase K (0,1mg.mL™?) e incubados por 48
horas a 50°C. Os blocos contendo DNA total foram estocados em
solucao DB a 4°C.

3.7 - CONDICOES DE RESTRICAO DO DNA APRISIONADO EM
AGAROSE

Os blocos de agarose contendo o DNA gendomico das estirpes de
Herbaspirillum foram submetidos a incubacao por duas horas com TE
(Tris.HCI 10mmol/L pH7,5 e EDTA 1mmol/L) e PMSF (1mmol/L) por
trés vezes consecutivas. Em seguida, foram lavados 3 vezes com TE
por 30 minutos cada lavagem. Todas estas incubacdoes foram
realizadas a temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Apds
este procedimento, os blocos foram mantidos em tubos tipo
Eppendorf no gelo por 30 minutos com 100uL de tampado de restricao
adequado para cada enzima utilizada. A solucdo foi entdo substituida
por 50uL tampao de restricdo fresco, acrescido da enzima de
restricdo a ser utilizada e 1uL de albumina bovina acetilada - BSA
(10mg/mL) e mantida em banho de gelo por mais 1 hora. Os tubos
foram entdo transferidos para banho-maria ajustado para a
temperatura 6tima da enzima utilizada e incubados por 16 horas.

A enzima Sall foi utilizada para a determinacao da topologia do
DNA de H. seropedicae em diferentes concentracdes obtidas por
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diluicdes seriadas a partir de 1uL da enzima até 0,0016uL. O volume
final do sistema de restricao foi ajustado para 50uL e a incubagao foi
a 37°C por 5 minutos. A atividade enzimatica foi inibida pela adigdo
de 1mL de TiEio (Tris 1ImM, e EDTA 10mM) ao sistema, e os blocos
de agarose foram mantidos nesta solucdo até o momento de analise

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, orientados em angulo fixo de 120° Os
parametros 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 estao
especificados nas respectivas legendas. A temperatura de corrida foi
mantida constante em 14°C para todos os experimentos. O tampao
de corrida foi TBE 0,5X (Tris 45mmol/L, acido bdérico 45mmol/L e
EDTA 1mmol/L; SAMBROOK et al., 1989). Todos os géis obtidos
neste estudo foram tratados com brometo de etideo (0,5ug/mL) e

fotografados sob luz ultravioleta.

3.9 - TRANSFERENCIA DE DNA DO GEL DE AGAROSE PARA
MEMBRANA DE NAILON

A transferéncia do DNA por capilaridade ascendente foi
realizada segundo SAMBROOK et al. (1989). Apodés a corrida
eletroforética, o gel foi tratado com brometo de etidio, visualizado em
transiluminador de Iluz ultravioleta e a imagem registrada
fotograficamente. Apds este procedimento, o gel foi tratado
sucessivamente com solucao de depurinagao (0,25mol/L de HCI) por
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10 minutos, solugao desnaturante (NaOH 0,5 mol/L; NaCl 1,5 mol/L)
por 30 minutos, solugdo neutralizante (Tris.HCI 1 mol/L pH7,5/ NaCl
1,5 mol/L) por 20 minutos, e solucdo de transferéncia SSC 15X (SSC
20X - NaCl 3 mol/L, citrato trissodico 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 solugao de transferéncia SSC 15X. O
gel foi depositado sobre o papel 3MM com a face superior voltada
para o papel e uma membrana de nadilon (Hybond, Armersham
Biosciences), com o mesmo tamanho do gel, umedecia em solucao
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 nailon por agdo capilar ascendente imposta pelo
papel absorvente por 24 horas.

Apds a transferéncia, a membrana foi seca a temperatura
ambiente e o DNA fixado a membrana pela exposicdo a luz
ultravioleta (312nm) por 4 minutos. Apds a transferéncia do DNA
para a membrana, o gel foi novamente tratado com brometo de etidio
(0,5ug/mL) e visualizado em luz ultravioleta para confirmar a
eficiéncia da transferéncia. Foi utilizada membrana de nailon nao
carregada ou carregada positivamente (*Hybond” N ou N*¥, Amersham
Biosciences).

3.10 - OBTENGCAO, PURIFICACAO E MARCACAO DAS SONDAS

As sondas utilizadas nos experimentos de hibridizacdo foram
obtidas por amplificagdo parcial do gene que codifica o 16S rRNA de
H. seropedicae por PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos para este gene. As condicées empregadas na reagdo de
PCR estdo descritas no item 3.17. O produto da reagdo de PCR foi
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aplicado em gel de agarose de baixo ponto de fusao (1%), submetido
a corrida eletroforética, tratado com brometo de etideo (0,5ug/mL) e
visualizado em luz ultravioleta. A banda de interesse foi retirada do
gel e o DNA extraido. Para cada 100uL de gel fundido foram
adicionados 100uL de tampao TioE;NaClsoo (Tris 10mmol/L, EDTA
1mmol/L e NaCl 400 mmol/L) e 200uL de fenol equilibrado (pH 8,0).
A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 13.000 rpm por 10
minutos para separagao das fases. A fase aquosa foi transferida para
outro tubo e 200uL de agua ultrapura foram adicionados a fase
organica. Apos centrifugacdao 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 1mL de etanol
80% e centrifugado (5 minutos a 13.000 rpm). O DNA extraido foi
seco a vacuo e dissolvido em 10uL de agua ultrapura esterilizada.

Os fragmentos de DNA contendo o gene que codifica 0o 16S
rRNA de H. seropedicae foram marcados radioativamente com o
nucleotideo dCTP [*?P], segundo FEINBERG & VOGELSTEIN (1984).
Nesta marcagao foram utilizados 25ng de DNA desnaturado, 10uL de
tampao OLB (solugdes A, B e C na proporcao de 10:25:15) acrescidos
de 12uL de agua ultrapura esterilizada. Apos fervura da mistura de
reacao por 15 minutos e incubagcao em banho de gelo, foram
adicionados 2uL de BSA (10mg/mL), 2,5 U da enzima Klenow
(fragmento da DNA Polimerase I) e 25 uCi de dCTP marcado com

[*?P]. A reacdo de marcacdo ocorreu a temperatura ambiente por 24
horas.

A solugao A continha 1mL da solugdao O (Tris.HCI 1,25mol/L e
MgCl; 0,125mol/L pH 8,0), 18uL de B-mercaptoetanol e 5uL dos
nucleotideos, dATP, dTTP e dGTP (25umol/L); a solugcdo B consiste



MOPS 2mol/L pH7,0;, e a solugio C ¢é a mistura de
hexadesoxinucleotideos (90 U/uL).

3.11 - HIBRIDIZAGAO DE DNA GENOMICO DE Herbaspirillum.

As membranas de nailon contendo DNA a ser hibridizado foram
incubadas em garrafas de vidro por 2 a 4 horas a 65°C, em 40 a
60mL de solucdo de pré-hibridizacao (SSC 5X, SDS 2% e 200ug/mL
de DNA de esperma de salmao desnaturado). A sonda marcada foi
desnaturada em banho-maria fervente por 5 minutos, rapidamente
resfriada em banho de gelo, e adicionada ao sistema de hibridizagao
que foi mantido a 65°C por 24 horas, em sistema rotatorio constante
em forno de hibridizacdo (“Hybaid”). Em seguida, a membrana de
nailon foi lavada com 40 a 60mL de solugao contendo SSC 0,1X e
SDS 0,5 % a 65°C por 30 minutos, para remocdo de excesso de
sonda.

Os fragmentos de DNA hibridizados foram detectados por auto-
radiografia. As membranas foram colocadas em suporte plastico,
seladas com filme plastico e auto-radiografadas com filme de raios-X
(Amersham Biosciences) a -70°C por um periodo de 12 a 24 horas,
utilizando-se placa amplificadora.

3.12 - PURIFICACAO DE DNA GENOMICO

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 1,5mL da suspensao de células neste mesmo tubo,
para aumentar a quantidade de células. O sedimento celular foi
ressuspendido em 500uL de tampao SET (Tris 10mmol/L pH7,5;
EDTA 100mmol/L, pH8,0; NaCl 100mmol/L) e 300ug/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. Apds este procedimento,
foram adicionados ao sistema 200ug/mL de pronase E seguido de
incubacdo 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
extracdo de proteinas e centrifugado a 13.000rpm por 20 minutos. A
fase aquosa foi removida para tubo novo, com o auxilio de ponteiras
com as extremidades cortadas para evitar quebra mecanica na
molécula de DNA, tratada com 1 volume de fenol:cloroformio:alcool
isoamilico (25:24:1) e centrifugada. A fase aquosa foi tratada pelo
menos trés vezes desta maneira, até que nao houvesse formagao de
precipitado na interface das fases aquosa e organica. Na ultima
extragdo o fenol:cloroformio:alcool isoamilico foi substituido por
cloroformio. O DNA foi entdo precipitado com etanol absoluto,
transferido para tubo novo com auxilio de bastdo de vidro e lavado
com etanol 80%. Este material foi seco a vacuo e solubilizado em

100uL de agua ultrapura esterilizada.

3.13 - POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS
DE RESTRICAO - RFLP

O DNA gendmico das estirpes de Herbaspirillum foi extraido e
purificado como descrito no item 3.12. Apds este procedimento,
foram realizados ensaios de restricdao utilizando as endonucleases
Dral ou HindIII. As reacbes foram incubadas por 16 horas a 37°C, e
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. O perfil
eletroforético originado foi analisado para presenca (1) ou auséncia
(0) de bandas e os resultados, convertidos em dados binarios. Os
coeficientes de similaridade para todas as combinacdes entre os
pares foram determinados pelo coeficiente de Dice (Dice, 1945).



3.14 - POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO AO ACASO -
RAPD

A reagdo de amplificacdo de fragmentos de DNA ao acaso foi
realizada utilizando 10 ng de DNA gen6mico de cada estirpe com o Kit
Ready.To.Go™ RAPD Analysis Beads Kit (Amersham Biosciences) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA gendmico das estirpes
de Herbaspirillum foi obtido como descrito no item 3.12. Os
iniciadores utilizados para amplificacdo ao acaso dos fragmentos de
DNA estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacao
de DNA ao acaso

Iniciadores Sequéncia (5'-3") Referéncia

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 et al., 1993
Iniciador 6 CCCGTCAGCA Akopyanz et al., 1994

3.15 - AMPLIFICACAO DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA
POR PCR

No sistema de 25uL de reacdo de amplificacdo foram utilizados:
tampao de reagdao da Tag DNA polimerase (KClI 50 mmol/L, MgCl;
1,5mmol/L e Tris.HCI 10 mmol/L, pH 9,0), dNTP (200umol/L de
cada), 0,4 umol/L de cada iniciador (Y1 e Y3), Tag DNA polimerase
(1U), e 10 uL da suspensao de células diluidas (50uL das culturas
fervidas diluidas em 450uL de agua ultrapura esterilizada) ou DNA
gendémico purificado (entre 50 e 100ng). O volume final de 25uL foi

ajustado com adicdo de agua ultrapura esterilizada. A reacdo de



amplificacao do gene que codifica o 16S rDNA foi realizada em
termociclador PE Biosystem 9600 com os seguintes ciclos de
temperatura: desnaturacao inicial a 93°C por 2 minutos; 34 ciclos de
desnaturacdo a 93°C por 45 segundos; anelamento a 62°C por 30
segundos e extensdao a 72°C por 2 minutos, seguido de 1 ciclo de
extensao final a 72°C por 5 minutos.

O DNA amplificado foi precipitado com 2/3 do volume de
acetato de amonio 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 vacuo e ressuspendida em 20uL de
agua milliQ esterilizada. Uma aliquota de 3uL deste material foi
submetida a eletroforese em gel de agarose para verificar a qualidade
de DNA amplificado e estimar a concentracao. O material amplificado
foi utilizado para a reacdao de sequenciamento. Os iniciadores
utilizados para amplificacdo do gene que codifica o 16S rRNA foram
Y1l e Y3 e os utilizados para seu sequenciamento foram Y1, Y2, Y3,
16S362f, 16S5786f, 16S1203f, 16S1110r e 165805r (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 5uL dos produtos de PCR,
um dos oito iniciadores descritos na Tabela 4 (10pmol/L), 8uL de
“DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit” (Amersham Biosciences) e agua
ultrapura esterilizada para volume final de 20uL. Este procedimento
foi realizado para todos os iniciadores. O termociclador foi
programado com: 25 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15 segundos
e extensdo a 60°C por 4 minutos. Apds a reacdo de sequenciamento,
as amostras foram precipitadas por 20 minutos apos a adicao de 60uL



Tabela 4 - Iniciadores utilizados para amplificacdao e sequenciamento

do gene que codifica 0 16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum

Iniciadores Seqiiéncia (5'-»3") Referéncia

Y1 TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC  Young et al., 1991

Y2 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG  Young et al., 1991

Y3 CTGACCCCACTTCAGCTTGTTCCAT  Cruz et al., 2001

16S362f CTCCTACGGGAGGCAGTGGGG Soares-Ramos et al., 2003

165786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG Soares-Ramos et al., 2003
1651203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC Soares-Ramos et a/_, 2003
16S1110r TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC Soares-Ramos et al., 2003
16S805r GACTACCAGGGTATCTAATCCTG Soares-Ramos et a/., 2003

de isopropanol e 20uL de agua 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 vacuo, dissolvidas em formamida deionizada e mantidas a -20°C
até analise em sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Applied
Biosystem).

3.17 - PROGRAMAS UTILIZADOS PARA ANALISE DE DNA

A edicdo e montagem das seqiiéncias de acidos nucléicos foi
realizada usando o programa BioEdit (HALL, 1999). O alinhamento
das seqliiéncias de DNA obtidas foi feito utilizando o programa
ClustalW (THOMPSON et al., 1994). A montagem das seqiéncias
contiguas e comparacao com o banco de dados GenBank foram
realizadas empregando os programas CAP (HUANG, 1992) e BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), respectivamente.

A arvore filogenética foi construida usando o método neighbor-
joining, com o programa MEGA 2 (KUMAR et al., 2001). Os
dendrogramas foram obtidos pela utilizacdo do programa NTSYS pc



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

http://www.exetersoftware.com/index.html).



4 - RESULTADOS

Herbaspirillum seropedicae foi descrito por BALDANI et al.
(1986). Posteriormente, BALDANI et al. (1996), baseados em estudos
morfoldgicos, fisiologicos e de hibridizagdo DNA-DNA, sugeriram uma
revisdo taxondmica, incluindo Pseudomonas rubrisubalbicans no
género Herbaspirillum, como Herbaspirillum  rubrisubalbicans
(BALDANI et al., 1996) (Tabela 1).

Neste trabalho analisamos molecularmente as estirpes de
Herbaspirillum por eletroforese em campo pulsado (PFGE),
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdao (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 Herbaspirillum seropedicae Z78 foi analisada em
maior detalhe, incluindo a determinacao 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 ndo migram em gel de agarose em eletroforese em campo
pulsado e aparecem como uma unica banda no local de aplicagao do

DNA no gel, apos tratamento com brometo de etideo (SCHWARTZ &
CANTOR 1984; LEE et al., 1996).

A Figura 1 mostra o perfil de migracao do cromossoma de H.



37

Figura 1 - Perfil de migracdo do DNA intacto de H. seropedicae Z78
em eletroforese em campo pulsado.

Local de aplicagao do DNA

Eletroforese em campo pulsado de amostras nao digeridas de DNA de
H. seropedicae Z78. As amostras foram aplicadas em gel de agarose
e submetidas a 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.



seropedicae Z78 em PFGE. Todo DNA permaneceu no local de
aplicagao da amostra, sugerindo uma geometria circular para esta
molécula de DNA.

Como DNA circular de alta massa molecular ndo migra em gel
durante PFGE, a estimativa do tamanho do cromossoma de H.
seropedicae 278 foi realizada apos a linearizacao desta molécula. O
cromossoma de H. seropedicae Z78 foi linearizado com a enzima
Sall, em diferentes concentragdes, por um periodo de 5 minutos a fim
de produzir um unico corte no DNA cromossomico. As diferentes
concentragoes de Sal/l foram obtidas por diluicdes seriadas e, neste
ensaio, variaram de 0,0016 a 1uL. Uma unica banda foi observada
(Figura 2, linha 3) correspondente a molécula de DNA gendmico
linearizada apresentando migragao correspondente ao tamanho de
5,7Mb. Nas demais linhas desta figura, pode-se observar DNA
genomico parcialmente digerido, resultado do excesso de enzima.
Este resultado indica que o genoma de H. seropedicae 278 é
constituido por um unico cromossoma, com aproximadamente 6Mb
de tamanho (Figura 2).

4.2 - PERFIL DE RESTRICAO DE DNA GENOMICO DE H.
seropedicae ESTIRPE 278 COM ENZIMAS DE SITIOS RAROS E
HIBRIDIZACAO COM O GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

O perfil dos macrofragmentos de restricdo do DNA genomico de
H. seropedicae Z78 obtidos pela digestdo com as enzimas de
restricdo Swal e Pacl foi determinado e analisado. Os fragmentos de
DNA resultantes foram analisados por eletroforese em campo pulsado
(PFGE), em condicoes 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 migracdo do DNA genOmico de H. seropedicae
Z78 parcialmente clivado submetido a eletroforese em campo pulsado

w 1234567

5700
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Anadlise por PFGE do DNA gendmico de H. seropedicae Z78 apos
digestdo parcial com a enzima Sal/l. As condigdes utilizadas estao
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 Schyzosacharomyces pombe (Bio-Rad);
Linha 2 - DNA intacto de H. seropedicae Z78,;

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

Linha 4 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,08 pL
de Sall;

Linha 5 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,04 uL
de Sall;

Linha 6 - DNA de H. seropedicae parcialmente digerido com 0,02 puL
de Sall;

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

S
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Figura 3 - Perfil de migracdo dos fragmentos de DNA gendmico de

baixa massa molecular de H. seropedicae Z78 em eletroforese em
campo pulsado.

Kb

1900 + 1640

O DNA gendmico foi digerido com endonucleases de corte raro como
descrito em Material e Métodos (item 3.8). Condigdes de corrida: 24
horas com pulsos de 30 a 120 segundos, a 200 V.

Linha 1 - DNA gen6mico de H. seropedicae Z78 digerido com Pacl
Linha 2 - DNA gendmico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal
Linha 3 - DNA gendmico de H. seropedicae Z78 intacto

Linha 4 - Marcador molecular Saccharomyces cerevisae (Bio-Rad)



41

Figura 4 - Perfil de migracdo dos fragmentos de DNA gendmico de

baixa massa molecular de H. seropedicae Z78 em eletroforese em
campo pulsado.
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O DNA gendmico foi digerido com endonucleases de corte raro como
descrito em Material e Métodos (item 3.8). CondigOes de corrida: 24
horas com pulsos de 30 a 75 segundos, a 200V.

Linha 1 - Marcador molecular Saccharomyces cerevisae (Bio-Rad)
Linha 2 - DNA genOmico de H. seropedicae Z78 intacto

Linha 3 - DNA gendmico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal
Linha 4 - DNA gendmico de H. seropedicae Z78 digerido com Pacl
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Figura 5 - Perfil de migragdo dos fragmentos de DNA gendmico de
meédia massa molecular de H. seropedicae Z78 em eletroforese em
campo pulsado.

123456

O DNA genémico foi digerido com endonucleases de corte raro como
descrito em Material e Métodos (item 3.8). AS condi¢des 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 gen6mico de H. seropedicae Z78 intacto;

Linha 5 - DNA gendmico de H. seropedicae Z78 digerido com Swal;
Linha 6 - DNA gendmico de H. seropedicae Z78 digerido com Pacl.



dos fragmentos de DNA obtidos em trés experimentos independentes,
assim como condigdes de corrida e enzimas utilizadas, estdo
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 estdao de acordo
com o valor obtido com DNA intacto linearizado (Figura 2) sendo
possivel suger um tamanho total do genoma de H. seropedicae Z78
de 5811Kb.

Os fragmentos de DNA gerados por restricdo com a enzima
Swal separados por eletroforese em campo pulsado foram
transferidos do gel de agarose para membranas de nailon e
hibridizados com uma sonda contendo o gene que codifica o 16S
rRNA de H. seropedicae Z78 marcado radioativamente com [32P]
(item 3.10). Trés bandas de hibridizacao foram detectadas na auto-
radiografia correspondente ao DNA digerido com a enzima Swal
(Figura 6B), sugerindo a presenca de, pelo menos, trés copias do
gene em H. seropedicae Z78. As bandas de hibridizagdao apresentam
tamanhos de, aproximadamente, 440, 650 e 700Kb.

4.3 - PERFIL DE RESTRICAO COM ENZIMAS DE CORTE RARO
DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum E HIBRIDIZACAO COM GENE
QUE CODIFICA O 16S rRNA

A analise eletroforética do DNA gendmico intacto das estirpes
de Herbaspirillum M2, M4, ZA69, ZA95, Z152 e Z67 mostrou o
mesmo comportamento quando comparada a estirpe de H.
seropedicae Z78 (Figura 1). Nenhuma migracao foi observada,
indicando topologia circular para estas moléculas (Figura 7).
Entretanto, os resultados obtidos na analise comparativa do perfil de

restricdao gerado por endonucleases Xbal (dados nao mostrados) e
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Tabela 5 - Fragmentos de restricdo do DNA genOmico de H.

seropedicae Z78 obtidos pela digestdo com endonucleases de

restricao de corte raro Swal e Pacl.

Swal Pacl

Fragmentos (Kb) | Desvio Padrao |Fragmentos (Kb)|Desvio Padrao
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 trés perfis de eletroforese em campo

pulsado com diferentes condicdes 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 hibridizacdo do DNA genémico de H. seropedicae
Z78 com uma sonda contendo o gene que codifica 0 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 condigdes 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 hibridizagdo com a sonda do gene que
codifica o 16S rRNA marcado com [*°P] (item 3.11) com o DNA
gendmico de H. seropedicae 278 digerido com Swal.
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Figura 7 - Perfil de migragdao do DNA gendmico intacto das estirpes
de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans em eletroforese em campo
pulsado.
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{3 Local de aplicagdo

Eletroforese em campo pulsado de amostras nao digeridas das
estirpes de Herbaspirillum. As amostras foram aplicadas em gel de
agarose e submetidas a 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 278.



47

Swal indicam que existem diferencas no padrao de bandeamento
destas estirpes . A melhor resolucdo foi obtida pela clivagem do DNA
gendmico com Swal (Figura 8A). O numero de fragmentos gerados
por esta enzima variou de 12 para M2 e M4 a 14 fragmentos nas
demais estirpes avaliadas. Estes resultados estao 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 € 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 condigdes 6timas para cada faixa
de massa molecular, sendo portanto, mais precisos.

Andlise do perfil eletroforético do DNA gendomico digerido com
Swal mostrou que as estirpes estudadas estdo distribuidos em trés
diferentes grupos (Figura 8A). Apesar da presenca de distorgao entre
as bandas na Figura 8A (principalmente a linha 7, referente a estirpe
Z78 de H. seropedicae), este perfil foi sempre o0 mesmo em outras
corridas utilizando as mesmas condicbes eletroforéticas. Os
fragmentos de DNA gerados com Swal foram transferidos para
membrana de nailon e hibridizados com uma sonda do gene que
codifica o 16S rRNA de Herbaspirillum seropedicae Z78 marcada
radioativamente (Figura 8B). Os sinais de hibridizacdo presentes na
auto-radiografia confirmaram a distribuicdo destas estirpes em trés
grupos.

O primeiro grupo inclui as estirpes M2 de H. seropedicae e M4
de H. rubrisubalbicans, que apresentaram 12 fragmentos de restrigao
com a enzima Swal e quatro destes fragmentos (975Kb, 891Kb,
857Kb e 283Kb) hibridizaramm com o gene 16S rRNA (Figuras 8A e
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Figura 8 - DNA gendmico das estirpes de Herbaspirillum digerido
com Swal e hibridizado com o0 gene que codifica o 16S rRNA de H.
seropedicae Z78.
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A - Eletroforese em campo pulsado do DNA digerido com Swal
conforme descrito em Material e Métodos (item 3.8). As condigdes 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 gen6mico de H. seropedicae M2 digerido com Swal;
Linha 2 - DNA genb6mico de H. rubrisubalbicans M4 digerido com
Swal;

Linha 3 - DNA gendmico de H. seropedicae ZA69 digerido com Swal;
Linha 4 - DNA gendmico de H. seropedicae ZA95 digerido com Swal;
Linha 5 - DNA genOmico de H. seropedicae Z152 digerido com Swal;
Linha 6 — DNA gen6mico de H. seropedicae Z67 digerido com Swal;
Linha 7 - DNA genbmico de H. seropedicae 278 digerido com Swal;
Linha 8 - Marcador molecular Scacharomyces cerevisae (Bio-Rad).

B - Auto-radiografia da hibridizagdo com a sonda do gene que
codifica o 16S rRNA marcado com [3*’P] (item 3.10) com o DNA
gendmico das estirpes de Herbaspirillum digerido com Swal.
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Tabela 6 - Fragmentos de DNA gerados pela digestao do DNA

gendmico das diferentes estirpes de Herbaspirillum 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 1613*; 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
267 613*; 597*; 473; 461%*; 438; 416;

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

197* 5328
278 613*; 597*: 473; 461*; 438; 416;

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

197* 5328

O DNA genomico das estirpes de Herbaspirillum foi digerido com Swal
conforme descrito em Material e Métodos (item 3.8). As condicdes 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
restricdo, sendo quatro (975Kb, 891Kb, 857Kb e 283Kb) com sinais
positivos de hibridizacdao com o gene 16Sr RNA. No grupo III estdo as
estirpes Z78, ZA95, ZA152 e 7267, apresentando 12 fragmentos de
restricdo 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 hibridizacao (440Kb,
650Kb e 700Kb) para o DNA da estirpe Z78 digerido com Swal. Esta
discrepancia foi em decorréncia da falta de sinal para os fragmentos
de 197 e 218Kb, possivelmente devido a baixa intensidade destas
duas bandas no gel original (Figura 6A). Os resultados obtidos com
eletroforese em campo pulsado do DNA genomico das estirpes
digerido com a enzima Swal foram utilizados para construcao de um
diagrama esquematico de bandeamento (Figura 9) para facilitar a
visualizacao e construgdao do dendrograma de similaridade (Figura
10). Os coeficientes de similaridade para todas as combinagdes 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 trés grupos: no grupo I
encontram-se M2 e M4; o grupo II inclui Z69 e o grupo III foi
formado pelas demais estirpes, ZA95, 2152, Z67 e Z78.

4.4 - POLIMORFISMO NO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS DE
RESTRICAO - RFLP

O DNA gendmico das estirpes de Herbaspirillum foi purificado,
digerido com as endonucleases HindIIl (Figura 11) ou Dral (Figura
12) e os fragmentos resultantes, analisados em gel de agarose
convencional. Os perfis de restricdo gerados por estas duas enzimas
foram utilizados para construir um dendrograma (Figura 13). Os géis

foram analisados e os resultados convertidos em dados binarios, para
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presenca ou auséncia de bandas. Os coeficientes de similaridade para
todas as combinagdes possiveis entre os pares foram determinados
utilizando coeficiente de Dice (DICE, 1945), e agrupados segundo
médias aritméticas pelo método UPGMA (SOKAL & MICHENER, 1958).

Os padroes de restricao obtidos pelas endonucleases HindIII ou
Dral (Figura 11 e Figura 12, respectivamente) permitiram o
agrupamento das estirpes em trés grupos distintos. As estirpes M2
(H. seropedicae) e M4 (H. rubrisubalbicans) apresentaram padrdes de
restricdo idénticos e foram agrupadas no grupo 1. H. seropedicae Z67
e Z78 também apresentaram o mesmo perfil de restricdo, com ambas
enzimas, definindo um segundo grupo. As estirpes ZA95 e Z152
apresentaram o mesmo perfil Dral de restricdo, mas duas bandas
diferentes foram identificadas no perfil HindIII (Figura 11). Apesar
desta pequena diferenca no perfil de restricdo, no dendrograma
(Figura 13) ZA95 e Z152 foram posicionadas no grupo II. H.
seropedicae ZA69 apresentou um padrao de restricdo diferente das
demais estirpes e foi posicionada em um grupo separado, préximo ao
grupo das estirpes M2 e M4.
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Figura 9 - Esquema de bandeamento da eletroforese em campo
pulsado do DNA gendomico digerido com Swal (Figura 7) das estirpes

de Herbaspirillum utilizado para construgao do dendrograma.

1234567

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.



Figura 10 - Dendrograma das sete estirpes de Herbaspirillum
construido a partir do perfil de migracdo do DNA genomico, digerido
com a endonuclease Swal, por eletroforese em campo pulsado.

M2
M4

ZA69

ZA95

z152

278

z67

T T T T T T T T T T T T 1
0.33 0.50 0.66 0.83 1.00

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 migragdo dos fragmentos de DNA genO6mico
digerido com a endonuclease HindIIl das estirpes de Herbaspirillum.

1 2 3 45 6 7 8

Eletroforese convencional em gel de agarose 1% revelando o perfil de
RFLP das estirpes de Herbaspirillum obtido com a enzima HindIII.
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 267,

Liinha 8 - H. seropedicae Z78.
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Figura 12 - Perfil de migragdo dos fragmentos de DNA gendmico
digerido com a endonuclease Dral das estirpes de Herbaspirillum.

Kb

12345678

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 - H. seropedicae Z152;

Linha 6 — H. seropedicae 267,

Liinha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8 - Marcador molecular - Lambda HindIII (Life-Technologies).
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Figura 13 - Dendrograma das estirpes de Herbaspirillum construido
a partir do perfil obtido por RFLP pela digestdo do DNA gendémico com
endonucleases HindIII e Dral.

oy

M4

ZA69

ZA95

Z152

278

267

|
0.33 0.50 0.66 0.83 1.00

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 RESTRICAO DE ESTIRPES DE Herbaspirillum
COM DIFERENTES ENDONUCLEASES DE RESTRICAO E
HIBRIDIZAGAO COM GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA

O DNA genomico das estirpes de Herbaspirillum foi purificado,
digerido com HindIIIl, EcoRI e Dral, submetido a eletroforese e
hibridizado com sonda do gene 16S rRNA de H. seropedicae Z78
marcado com 2P (Figuras 14A, 15A, 16A). A auto-radiografia dos
DNAs digeridos com HindIII (Figura 14B) revelou a presenca de, pelo
menos trés bandas de hibridizacdao 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
distorcdo na corrida eletroforética. A auto-radiografia (Figura 15B),
equivalente ao DNA genomico digerido com EcoRI (Figura 15A),
mostra perfil semelhante para todas as estirpes, com visualizagao de
4 bandas de hibridizacao 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 restricao parcial. A auto-radiografia do
DNA clivado com Dral (Figura 16B) mostra uma unica banda de
hibridizacao para cada estirpe de Herbaspirillum, e mais uma vez o
excesso de DNA aplicado pode ter sido responsavel por distorgoes no
padrao obtido. O padrao de hibridizagao, portanto, foi semelhante
para todas as estirpes e ndao pdéde ser utilizado para separacao das
mesmas.

A conservagao do padrao de hibridizagao entre estirpes sugere
conservagao de sitios de restricdo na regido do gene 16S rRNA. Além
disso, o aparecimento de quatro bandas quando o DNA de
Herbaspirillum foi digerido com EcoRI, que cliva dentro do gene 16S
rRNA, sugere a presenga de 2 copias distintas deste gene em



58

Figura 14 - Perfil de hibridizagdo do DNA gendmico das diferentes
estirpes de Herbaspirillum digerido com HindIIl e hibridizado com o
gene que codifica 0 16S rRNA.

123 456 78

123 456 78

- —

A - Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do DNA
gendmico das estirpes digerido com HindIII.

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 hibridizagdo do gene que codifica o0 16S rRNA
de H. seropedicae Z78 marcado com [32P] com o DNA gendémico das
estirpes de Herbaspirillum digerido com HindIII.
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Figura 15 - Perfil de hibridizacgdo do DNA genO6mico das diferentes

estirpes de Herbaspirillum digerido com EcoRI e hibridizado com o
gene que codifica o 16S rRNA.

1 23 45 6 7 8

I e .

A - Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do DNA
gendmico das estirpes digerido com EcoRI.

Linha 1 - gene que codifica o0 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 2152;

Linha 7 — H. seropedicae 267;

Linha 8 - H. seropedicae 278.

B - Auto-radiografia da hibridizagdo do gene que codifica 0 16S rRNA
de H. seropedicae 278 marcado com [*?P] com o DNA gendmico das
estirpes de Herbaspirillum digerido com EcoRlI.
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Figura 16 - Perfil de hibridizacdo do DNA gendmico das diferentes
estirpes de Herbaspirillum digerido com Dral e hibridizado com o
gene que codifica o 16S rRNA.

1 2 3 456 78 1 2 3 456 78

A - Eletroforese convencional em gel de agarose 1% do DNA
gendmico das estirpes digerido com Dral.

Linha 1 - gene que codifica o0 16S rRNA de H. seropedicae 278
(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 267;

Linha 8 - H. seropedicae Z278.

B - Auto-radiografia da hibridizagdao do gene que codifica o 16S rRNA
de H. seropedicae Z78 marcado com [*°P] com o DNA gendmico das
estirpes de Herbaspirillum digerido com Dral.



61

Herbaspirillum. Este resultado esta de acordo com os resultados de
hibridizacdo do padrao de eletroforese em eletroforese em campo
pulsado com sonda 16S rRNA, que indicou 5 copias deste gene.

4.6 - POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO AO ACASO -
RAPD

A diversidade gendmica das estirpes de Herbaspirillum também
foi avaliada pelo polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD).
Seis diferentes iniciadores, previamente descritos para caracterizagao
de linhagens bacterianas (Amersham Biosciences), foram utilizados
para as reacoes de RAPD (Tabela 4). Cada um dos iniciadores gerou
um perfil eletroforético Unico para cada uma das estirpes analisadas
(Figuras 17 a 22). A andlise destes padroes resultou em um
dendrograma (Figura 23) que esta 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 posicoes distintas no
dendograma, formando dois sub-grupos: ZA95 e Z78, com
similaridade de 72%, e Z152 e Z67, com similaridade de 65%. E
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 meétodo apresentou maior poder
discriminatério, apresentando maior sensibilidade que os demais,

resultando numa maior separagao entre as estirpes.
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Figura 17 - Perfil de amplificagdo ao acaso de DNA das estirpes de
Herbaspirillum com o iniciador 1.

1 2 3 45 6 738

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. rubrisubalbicans M4;

Linha 3 - H. seropedicae ZA69;

Linha 4 - H. seropedicae ZA95;

Linha 5 - H. seropedicae Z152;

Linha 6 - H. seropedicae 267,

Linha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8 - Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen).
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Figura 18 - Perfil de amplificacdo ao acaso de DNA das estirpes de
Herbaspirillum com o iniciador 2.

1 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 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 267,

Linha 8 - H. seropedicae Z78.
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Figura 19 - Perfil de amplificagdo 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 267,

Linha 7 - H. seropedicae Z78;

Linha 8- Marcador Molecular 1Kb ladder (Invitrogen).
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Figura 20 - Perfil de amplificagdo 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. rubrisubalbicans M4;

Linha 4 - H. seropedicae ZA69;

Linha 5 - H. seropedicae ZA95;

Linha 6 - H. seropedicae Z152;

Linha 7 — H. seropedicae 267,

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

Herbaspirillum com o iniciador 5.

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 amplificagdo ao acaso de DNA das estirpes de
Herbaspirillum com o iniciador 6.

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 Z267;

Linha 8 - H. seropedicae Z78.
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Figura 23 - Dendrograma das estirpes de Herbaspirillum construido
a partir do perfil obtido por RAPD com seis iniciadores.

M2

M4

ZA69

J ZA95

Z78

2152

Z67

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 - Caracterizagdao genotipica das estirpes de Herbaspirillum
obtidas por perfis de PFGE, RAPD e RFLP, e analise das seqliéncias
parciais do gene que codifica 0 16S rRNA.

Organismo Perfil de PFGE® Perfil de RAPD® Perfil de RFLP° 16S rRNA?

H. seropedicae

M2 a aaaaaa aa a
ZA69 b cccccc bb b
ZA95 c dddddd cc c
Z152 C deeeee cd c
267 C efffff ce c
Z78 c fggggg ce c

H. rubrisubalbicans

M4 a bbbbbb aa a

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

® Perfis de RAPD obtidos com diferentes iniciadores. Cada letra define um
padrao para os iniciadores 1 a 6, respectivamente (Tabela 4).

¢ Perfis de RFLP obtidos por restricdo do DNA gendmico clivado com as
endonucleases HindIIl e Dral, respectivamente. Cada letra define um
padrao.

9 A regido Y1-Y3 do gene 16S rRNA é constituida por aproximadamente

1500 bp. As letras representam genétipos agrupados.
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4.7 - SEQUENCIAMENTO DO GENE QUE CODIFICA O 16S rRNA
DAS ESTIRPES DE Herbaspirillum

A amplificacdo quase total do gene 16S rRNA das estirpes de
Herbaspirillum foi realizada utilizando os iniciadores Y1 e Y3, que
anelam em regides conservadas das extremidades 5' e 3' deste gene,
respectivamente. O produto de amplificagao 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
reacao de PCR foram sequienciados em ambas as direcoes, resultando
na seqiiéncia completa do fragmento Y1-Y3, com redundancia de trés
vezes. Oitos iniciadores foram utilizados para sequenciar esta regiao
do gene 16S rRNA: Y1, Y2, Y3, 16S362f, 165786f, 16S1203f,
16S1110r e 16S805r. As seqliéncias destes iniciadores estao
descritas na Tabela 4.

A amplificacao do gene 16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum
produziu seqliéncias de 1464 nucleotideos para as estirpes M2 de H.
seropedicae; de 1465 para M4 de H. rubrisubalbicans; de 1429
nucleotideos 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 seqliéncias dos iniciadores. As seqliéncias das estirpes
M2 (AY191276), ZA69 (AY191272), ZA95 (AY191274), Z152
(AY191273) e Z78 (AY191275) foram depositadas no Banco de dados
GenBank, e seus numeros de acesso estao entre parénteses. A Figura
24 mostra a arvore filogenética construida utilizando todas as
seqiéncias parciais do gene 16S rRNA disponiveis no banco de dados
GenBank de organismos relacionados, pertencentes a subdivisdao beta
das proteobactérias, assim como as sequéncias deste gene obtidas
neste trabalho. O alinhamento destas seqiiéncias encontra-se no
apéndice 1.
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Figura 24 - Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do
gene 16S rRNA das estirpes de Herbaspirillum obtidas neste trabalho
(*) ou disponiveis no banco de dados GenBank.

- H. seropedicae (ZA95)* \
96/~ H. seropedicae (Z78)*
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H. rubrisubalbicans (M4)
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L—ai Herbaspirillum-like (NAH4)
! Herbaspirillum-like (G8A1)

Escherichia coli K12

92

[
0 (2 substitutions/site

A arvore foi construida utilizando o método neighbor-joining. Os
valores de boot-strap foram calculados de 2000 arvores, e cada
numero presente nas ramificacdes indica a porcentagem de arvores
nas quais estas ramificagdes foram suportadas. A barra representa o

numero de substituicdes por sitio.
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A seqliéncia parcial do gene 16S rRNA da estirpe Z67 de H.
seropedicae depositada no banco de dados GenBank (KIRCHOOF et
al., 2001), foi diferente da seqiiéncia obtida neste estudo em trés
bases. O gene 16S rRNA da estirpe M4 de H. rubrisubalbicans,
depositado no banco de dados GenBank (KIRCHOOF et al., 2001), foi
idéntica a seqiiéncia obtida para esta estirpe neste trabalho, e
apresentou 9 nucleotideos diferentes da estirpe M2. A seqliéncia do
gene 16S rRNA de M2 ainda nao havia sido obtida, e quando
comparada a da estirpe Z67, diferiu em 15 bases. A seqiiéncia do
gene 16S rRNA da estirpe ZA69 apresentou maior divergéncia,
apresentando delecdes e insercdoes de nucleotideos ao longo de toda
a seqliiéncia. As demais estirpes (ZA95, Z152, Z67 e Z78
apresentaram seqiiéncias proximas, com poucas diferengas entre si.
Apesar de nao haver relatos na literatura onde valores de identidade
entre seqiéncias do gene 16S rRNA sejam estabelecidos para
determinacdo clara entre espécies ou grupos taxondmicos, a
localizacdo dos organismos em uma arvore filogenética inferida a
partir das sequéncias deste gene permite ter uma idéia da
proximidade evolutiva e taxondmica entre o0s organismos
comparados.

Estes resultados estdo sumarizados na Tabela 8, onde a
proporcdo de identidade entre as seqliéncias do gene 16S rRNA
destas estirpes foi calculada.

Os resultados da analise das seqiiéncias do gene 16S rRNA das
estirpes de Herbaspirillum estao de acordo com aqueles obtidos em
todos os meétodos utilizados (PFGE, RAPD e RFLP) localizando as
estirpes estudadas em trés 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 caracterizagdo genotipica obtida com os diferentes métodos
avaliados.



Tabela 8 - Matriz de proporcao de identidade entre pares de

seqiéncias do gene que codifica 0 16S rRNA calculada a partir do

alinhamento entre as seqiiéncias das estirpes analisadas.

Estirpe

M2
M4
ZA69
ZA95
Z152
267
Z78

Matriz mostrando a proporgcao de

M2

M4

ZA69

0,963
0,960

ZA95

0,986
0,983
0,963
1,000

Z152

0,990
0,987
0,966
0,993
1,000

267

0,989
0,986
0,965
0,992
0,995
1,000

Z78

0,988
0,985
0,964
0,991
0,995
0,993
1,000

identidade entre pares de

sequéncias de 16S rRNA calculada a partir do alinhamento das

seqliéncias obtidas neste estudo. O alinhamento foi realizado pelo

programa Clustal

W (THOMPSON et al.,

parametros padroes.

1994) usando-se o0s
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5 - DISCUSSAO

Técnicas de tipagem molecular utilizando marcadores ou
sequiéncias de DNA ou de RNA apresentam alto poder discriminatorio,
e sao muito utilizadas para caracterizagdo e diferenciagao de
microrganismos. SO0 no ano passado, varios trabalhos de tipagem
foram realizados. Estes métodos foram, por exemplo, utilizados com
propositos epidemioldgicos 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 diferenciagdo entre bactérias
endofiticas como Erwinia carotovora (REITER et al., 2002); para
diferenciacdao de estirpes de Streptococcus thermophilus (MORA et
al., 2002); para estudos de bactérias com importancia agronémica,
como linhagens de Bacillus subtilis (SARKAR et al., 2002); para
caracterizagao de leveduras relacionadas a fermentagao 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 relagdes inter e intra-
especificas utilizando métodos moleculares, ao invés de
caracteristicas fenotipicas.

A caracterizagdao 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 restricdo (RFLP), polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD) e sequenciamento parcial do gene que
codifica 0 16S rRNA das estirpes estudadas.



Os resultados de eletroforese em campo pulsado de DNA total
intacto mostraram que H. seropedicae Z78 possui um- unico
cromossomo circular. Os cromossomos das outras estirpes de
Herbaspirillum avaliadas neste estudo também sao circulares ja que,
quando intactos, ndao migraram no gel de eletroforese em campo
pulsado sob as condicoes de eletroforese utilizadas (Figura 7). Uma
vez que os resultados obtidos com DNA digerido das estirpes
estudadas indicam um tamanho de genoma semelhantes, é provavel
que todas as estirpes estudadas apresentem um Unico cromossomo
circular.

Para a estimativa do tamanho do cromossomo de H.
seropedicae Z78, o DNA foi linearizado por digestao parcial com a
enzima Sall e submetido a eletroforese. O tamanho estimado foi de
5,8 milhdes de pares de bases. A digestao de DNA intacto de H.
seropedicae Z78 com enzimas de restricdo de corte raro também
permitiu estimar o tamanho do genoma. Devido ao alto grau de G+C
no genoma de Herbaspirillum, 67+0,5mol% (BALDANI et al., 1986),
as endonucleases de corte raro escolhidas para este estudo
apresentam alto teor de A+T em seus sitios de reconhecimento
(Tabela 2). A clivagem do DNA genomico de Herbaspirillum com estas
enzimas resulta em um pequeno numero de bandas, uma vez que
estes sitios 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 variacao quanto ao tamanho, as condigoes 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 comparacdo com trés diferentes padroes
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
definicdo dos fragmentos de menor tamanho molecular (até
aproximadamente 400Kb), mas para bandas maiores, a separacao foi
ineficiente. A somatdria das médias dos tamanhos dos fragmentos
gerados pelas enzimas Swal e Pacl foi 5.511.000 e 6.108.000 pb,
respectivamente. Estes valores estao de acordo com aqueles obtidos
pelo perfil de migracdao do DNA total de H. seropedicae Z78 digerido
em um unico ponto.

O gene que codifica 0 16S rRNA tem sido amplamente utilizado
como marcador genético em estudos de filogenia (WOESE, 1987). O
numero de operons contendo o 16S rRNA (operon rrn) observados
em bactérias varia, sendo que alguns organismos apresentam apenas
uma copia deste operon, enquanto outros contém 15 codpias
(KLAPPENBACH et al., 2001). Na grande maioria das espécies
estudadas o operon ribossomico, independentemente do numero de
copias presentes, apresenta quantidades eqiiimolares dos genes 5,
16 e 23S rRNA e sdo transcritos de uma maneira coordenada
(KLAPPENBACH et al., 2001). Algumas vezes o operon rrn contém
genes que codificam para tRNA.

Ndo existem evidéncias que relacionem o numero de operons
rrn presentes em bactérias a alguma implicacdo evolucionaria ou
ecoldgica (KLAPPENBACH et al., 2001), apesar de alguns autores
sugerirem que o numero de operons pode estar relacionado a
velocidade de crescimento e a capacidade de adaptacao bacteriana a
mudancgas nas condigdes ambientais (FEGATELLA et al., 1998; ELSER
et al., 2000).

Nos experimentos de hibridizacdo do DNA genémico com uma
sonda contendo o gene que codifica 0 16S rRNA, o numero de sinais

positivos para este gene nos cromossomas de todas as estirpes foi
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igual nos perfis de restricdo digeridos com a enzimas HindIIl (3
bandas) e Dral (1 banda). Estes resultados sugerem que as estirpes
de Herbaspirillum possuem, pelo menos, 3 copias do gene que
codifica 0 16S rRNA. Os perfis de hibridizacdo do DNA genémico de H.
seropedicae Z78, digerido com endonucleases de corte raro, com
uma sonda contendo o gene que codifica o0 16S rRNA mostrou que 5
bandas sao visualizadas com a enzima Swal. Os resultados de
clivagem do DNA total com enzima de corte raro sao mais
discriminatédrios indicando, portanto, que H. seropedicae Z78 possui
cinco copias do gene que codifica 0 16S rRNA.

Os resultados de comparacao entre os organismos obtidos pela
utilizagdo da técnica RFLP mostraram baixa capacidade
discriminatdria, uma vez que somente a estirpe ZA69 apresentou um
perfil eletroforético distinto das demais estirpes, com ambas enzimas
utilizadas (HindIII e Dral). Padroes eletroforéticos idénticos 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 construcdo de um dendrograma, onde
as estirpes foram divididas em trés grupos principais. Estes grupos
foram idénticos aqueles trés formados quando foram utilizados os
resultados de PFGE.

Os dados gerados pelo método RAPD mostraram um maior nivel
de variabilidade entre as estirpes, embora, da mesma forma que 0s
resultados dos ensaios de RFLP, o dendrograma construido a partir
dos perfis obtidos por RAPD dividiram as sete estirpes de
Herbaspirillum em trés grupos principais, com nivel de similaridade
de 39% entre eles. O grupo I foi formado pelas estirpes M2 e M4,
com nivel de similaridade de 65%. Com excecao do iniciador 1, todos
os outros iniciadores resultaram em padroes de amplificacao

diferentes entre estas duas estirpes, possibilitando uma diferenciagao



78

confiavel entre M2 e M4. A linhagem ZA69 de H. seropedicae foi
inserida no grupo II, proximo ao grupo I, apresentando similaridade
de 40%. As demais linhagens, ZA95, 278, Z152 e Z67, formaram um
segundo grupo principal, com coeficiente de similaridade de 64%
entre 0s dois sub-grupos (ZA95/278 e Z152/767).

Além disso, os perfis obtidos pelo polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD) foram mais facilmente interpretados em
relacdo aqueles perfis gerados por polimorfismo do comprimento de
fragmentos de restricao (RFLP). Estes resultados indicam que o RAPD
foi o método mais sensivel utilizado neste estudo para diferenciar as
estirpes de Herbaspirillum. Entretanto, a reprodutibilidade desta
metodologia é algumas vezes questionada, o que poderia reduzir seu
potencial de aplicagao (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 disponivel, com
componentes e condigdoes padronizados, com resultados confiaveis e
reprodutiveis. Além disto, o sistema utilizado para os ensaios
(Ready.To.Go™, Amersham Biosciences) apresenta-se sob forma de
“beads”, reduzindo significativamente o nuimero de manipulagdes
necessarias para obtencdao dos resultados, aumentando a
reprodutibilidade da técnica de RAPD. Os ensaios foram repetidos trés
vezes e todos os resultados obtidos foram idénticos.

LASKER (2000) relataram recentemente que experimentos
independentes de amplificagao utilizando a mesma preparacao de
DNA ou diferentes preparacoes de DNA da mesma estirpe de
Aspergillus fumigatus produziram resultados altamente reprodutiveis,
utilizando as seguintes técnicas: RFLP, RAPD, analises por SSDP
(“sequence-specific DNA primer”), ou PMM (“polymorphic
microsatellite markers”). CONEY et al. (2002) chegaram a mesma

conclusao 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 relagdao a comparagao entre metodologias, ZHANG et
al. (2002) demonstraram que a tipagem por RAPD é util na rapida
caracterizacao de Streptococci grupo B, além de ter sido considerada
pelos autores como mais discriminatéria que ensaios soroldgicos
convencionais para distinguir estes microrganismos. Os resultados
apresentados por estes autores, demonstram que a técnica de RAPD
pode também ser mais discriminatoria quando comparada a diversas
outras técnicas de tipagem e reforcam as conclusdes obtidas neste
estudo, onde RAPD apresentou resultados consistentes e
reprodutiveis, permitindo uma diferenciacdo entre todas as estirpes
analisadas.

CRUZ et al. (2001) avaliaram a relacao filogenética entre varias
estirpes de Herbaspirillum e de organismos relacionados. Estes
autores utilizaram o sequenciamento parcial do gene que codifica o
16S rRNA e analise de restricdo do DNA ribossomico amplificado
[ARDRA] para definir o posicionamento filogenético destes
organismos. As estirpes M2 e Z67 de H. seropedicae e M4 de H.
rubrisubalbicans apresentaram o0 mesmo padrao de restricao do gene
que codifica 0 16S rRNA, quando as endonucleases Sau3A, Haelll e
Rsal foram utilizadas. Somente a enzima de restricao A/ul foi capaz
de diferenciar todas as estirpes (CRUZ et al., 2001). O
sequenciamento de um fragmento de cerca de 300pb do gene que
codifica 0 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 fisiologicos e de
hibridizagdo DNA-DNA (BALDANI et al., 1996), as analises realizadas
neste estudo demonstraram uma grande proximidade genética entre

estas duas bactérias. Esta observacdo foi discutida também por Cruz
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et al. (2001) e enfatiza a baixa diferenciacao destes organismos.
CABALLERO-MELADO & MARTINEZ ROMERO (1994) e KIRCHHOF et
al. (2001), estudando estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus e
H. frisingense, chegaram a mesma conclusdo, demonstrando que
estes organismos pertencem a grupos geneticamente muito
relacionados e apresentam baixa variabilidade. Por se tratar de um
género representado por organismos endofiticos, diazotroficos, com
baixa taxa de sobrevivéncia em solos nao cultivados (BALDANI et al.,
1992), Herbaspirillum spp. demonstra ser uma bactéria bem
adaptada ao seu estado endofitico. MCARTHUR et al. (1988) sugerem
que uma pequena variabilidade genética entre organismos, pode ser
resultado de uma adaptagdo a um “habitat” natural muito estavel,
durante um longo periodo de tempo.

O sequenciamento dos operons ribossomicos é de relevancia
conhecida nos estudos de evolucao e filogenia bacteriana (WOESE,
1987). O sequenciamento do gene que codifica 0 16S rRNA tem sido
particularmente utilizado para reconstrucao de relacdes filogenéticas
entre organismos (GUTELL et al., 1994; LUZ et al., 1998). A andlise
filogenética da seqliiéncia parcial do gene que codifica 0 16S rRNA das
estirpes de Herbaspirillum obtidas neste estudo e seqliéncias 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 ramificagcao de H. seropedicae, formando um grupo
proximo 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 intima relacao

filogenética entre elas e consistente com sua posicdo taxondomica.
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Entretanto, as estirpes M2 de H. seropedicae e M4 de H.
rubrisubalbicans apresentaram seqiiéncias de 16S rRNA muito
semelhantes, diferindo em apenas oito nucleotideos, sendo
agrupadas na ramificacao de H. rubrisubalbicans. A estirpe ZA69
encontra-se menos proxima das demais, apresentando identidades
que variam de 96% em relacao a M4 e de 96,6%, quando comparada
a Z152. As demais estirpes de H. seropedicae, ZA95, Z152, Z67 e
Z78, possuem intima relacdao entre si, apresentando identidade de
99,1% entre ZA95 e 278 a 99,5%, entre Z152, 267 e Z78.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por
PFGE, RFLP e RAPD e, embora existam diferengcas no posicionamento
relativo destas estirpes dentro dos grupos obtidos por estas trés
metodologias, o padrdao geral de agrupamento das estirpes foi
conservado.

Em resumo, as ferramentas moleculares analisando a seqiiéncia
do gene que codifica 0 16S rRNA ou o genoma inteiro (PFGE, RFLP e
RAPD) permitiram a diferenciacao entre as sete estirpes de
Herbaspirillum estudadas. Os resultados obtidos por RAPD utilizando
sistema comercialmente disponivel foram os mais discriminatorios e
permitiram uma diferenciacdo mais confiavel entre todas as estirpes
testadas. Estes resultados estdao de acordo com o fato de que as
sequéncias do gene que codifica 0 16S rRNA sao muito conservadas
entre organismos da mesma espécie, sendo esta metodologia
potencialmente mais util na comparagao entre organismos que nao
apresentem uma relagao filogenética muito proxima (WOESE, 1987).
Em contraste, RAPD utiliza como molde para amplificacdo o DNA
gendomico total sendo, portanto, potencialmente capaz de detectar

diferencas mesmo entre organismos muito proximos.
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6 - CONCLUSOES

O cromossoma de H. seropedicae Z78 é constituido 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 gendmico circular.

Os métodos de eletroforese em campo pulsado (PFGE),
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdao (RFLP),
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) e sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA utilizados para diferenciacdo entre as
estirpes neste trabalho demonstraram bastante consisténcia,
definindo trés 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, 2152, 267 e 278, independente do método de tipagem utilizado.

Os resultados obtidos nos ensaios de hibridizagdo do DNA
gendmico das estirpes de Herbaspirillum com o gene que codifica o
16S rRNA sugerem que estas estirpes possuem de quatro a cinco
copias deste gene, como demonstrado por PFGE.
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Apéndice 1 - Alinhamento entre as sequéncias parciais do gene 16S rRNA de

organismos pertencentes subdivisdo B das proteobactérias obtidas no Banco de
dados GenBank e as obtidas neste estudo (*). O alinhamento foi feito no programa
BioEdit.

10 20 30 40 50
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H. rubrisubalbicans ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCRG CRT--AGGAG CTIGCTCCT -
H. frisingense ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGRACGGCAG CRT--AGGAG CTTGCTCCT-
P. huttiensis ATGCCTT-AC ACLTGCAAGT CGAACGGCAG CAT--RGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp_B501 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp B512 ATGCCTT-AC ACATGCRAGT CGARACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp B65 ATGCCTT-AC ACATGCARGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTICCT-
P. huttiensis ANCCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCRG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. seropedicae Z67 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCARG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. frisingense Mbll ATGCCTT-AC RCATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. frisingense GSF30 -TGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. frisingense 75B -TGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTITGCTCCT-
H. rubrisubalbicans M4 -TGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp | BA17 ATGCCTT-AC ACATGCARGT CGAACGGCEG CAT--LGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp NAH4 ATGCCTTCAC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CGC--GGCGG GTAACTCCT-
H. seropedicae X8 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGARCGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp_BAlO ATGCCTT~AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp BAll ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGARACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp_BAl1l2 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp_ BAl4 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp BA1lS5 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H.seropedicae BA153 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp_BAl6 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
Herbaspirillum sp BA161 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. rubrisubalbicans ----CTT~AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
P. huttiensis ATCC146 ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGARCGGCAG CAT--AGGAG CTITGCTCCT-
Herbaspirillum sp G8Al ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CGC--GGGGG GTAARCTCCT-
H. seropedicae ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
E. coli K12 AGGCCTA-AC ACATGCAAGT CGAACGGTARA CAGGAAGAAG CTTGCTTCTT
H. seropedicae ZA69 (*) ATGCCTT-ARC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. seropedicae Z152(*) ATGCCTT-AC RCATGCAAGT CGARCGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. seropedicae Z67(*) ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. seropedicae_ ZA95 (*) ATGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. seropedicae 278 (*) ATGCCTT-AC ACAATGCAAT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. rubrisubalbicans M4 (*) -TGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
H. seropedicae M2 (¥*) -TGCCTT-AC ACATGCAAGT CGAACGGCAG CAT--AGGAG CTTGCTCCT-
60 70 80 90 100
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H. rubrisubalbicans -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGARC GTGCCCTAGA
H. frisingense -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
P. huttiensis -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-RAT ATATCGGARC GTGCCITAGA
Herbaspirillum sp_ B501 -GATGGCGAG TGGCGARACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
Herbaspirillum sp_B512 -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGARC GTGCCCTAGA
Herbaspirillum sp_B65 -GATGGCGAG TGGCGARCGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
P. huttiensis -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
H. seropedicae Z67 ~-GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATETCGGAAC GTGCCCTAGA
H. frisingense Mbll -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGRAC GTGCCCTAGA
H. frisingense GSF30 -GATGGCGAG TGGCGARACGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
H. frisingense_ 75B -GATGGCGAG TGGCGAARCGG GTGAGT-AAT ATATCGGAAC GTGCCCTAGA
H. rubrisubalbicans M4 -GATGGCGAG TGGCGAACGG GTGAGT-AAT ATATCGGALC GTGCCCTAGA
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H.

seropedicae_X8
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Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp BAl2
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H.
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seropedicae
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seropedicae_ ZA69 (*)
seropedicae_ 2152 (*)
seropedicae Z67(*)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae 278 (*)
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (%)

-GRTGGCGAG
-GWCGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAEG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
—~GWCGGCGAG
-GATGGCGAG
TGCTGACGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
—-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
-GATGGCGAG
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GTGGGGGATA
GTGGGGGATA
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

TGGCGEACGG
TGCCGEECGG
TGGCGAACGG
TGGCGLACGG
TGGCGLACGG
TGGCGAACGG
TGGCGE=CGG
TGGCGALCGG
TGGCGARCGG
TGGCGALRCGG
TGGCGARACGG
TGGCGAACGG
TGGCGRACGG
TGGCGALCGG
TGGCGAACGG
TGGCGGACGG
TGGCGARCGG
1 GGCG:".."LCGG
TGGCGAARCGG
TGGCGAECGG
TGGCGALRCGG
TGGCGARACGG
TGGCGERACGG
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ceeeleedld
ACTAGTCGARA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGARA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGARA
ACTAGTC
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGARA
ACTAGTCGARA
ACTAGTCGAAR
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGRA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGARA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
BCTACTGGAA
ACTRGTCGARA
ACTAGTCGARA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA
ACTAGTCGAA

GTGACWT:
GTGAGT-~4
GTGAGT
GTGAGT -AL
GIGAGT-=AT
GTGAGT -~AT
GTGAGT-~AT
GTGAGT -~AT
GTGAGT-=AT
GTGAGT-RAT
GTGAGT-
GTGAGT -
GTGAGT-
GIGAGT-
GTGAGT-
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GTGAGT-
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GTGAGT-RAT

GTGAGT-AAT
TGAGT-224

GIGAGT-=AT
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AGACTAGCTA
LGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA

GAA AGACTRGCTA

AGACTAGCTA
AGATTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAGCTA
AGATTAGCTR
AGACTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTGGCTA
AGATTAGCTA
LGATTAGCTA
AGATTEGCTR
AGATTAGCTA
LAGATTAGCTA
LGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTEGCTA
AGATTAGCTA
AGACTAGCTA
AGACTAEGCTA
AGATTGGCTA
AGATTAGCTA
ACGGTAGCTA
RGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
AGATTAGCTA
LEGACTAGCTA
AGAATAGCTA
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QQ
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CGGAAC
GGAPC
CGG
FTA CGG“p
ATATCGGAREC
ATRTCGGRAC
ATATCGGAALC
ATATCGGAAC
LRTATCGGRAC
ATA ‘CGGAAC
TCGGARC
ATATCGGARC
GTCTGGGAAA
ATATCGGAARC
ATATCGGAAC
ATATCGGRAC
ATATCGGAAC
ATATCGGAAC
ATATCGGEAC
ATATCGGAAC
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ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATER
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATRACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATEA
ATACCGCATR
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA

GTGCCCTAGAR
GTGCCCRAEGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GIGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTARAGA
GTGCCCTAGAR
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCARAGH
GTGCCCTNAGA
CTGCCTGATG
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTNAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTAGA
GTGCCCTLAGA

150
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CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTRAGG
CGATCTARAGG
CGATCTARAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTARAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGARTICTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTAAGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
ACGTCGCAAG
CGATCTACGG
CGRTCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTACGG
CGATCTARAAGG
CGATCTACGG

107



H.
H. frisingense
P. huttiensis
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
P. huttiensis
H.
H.

frisingense

Herbaspirillum
Herbaspirillum

rubrisubalbicans

sp_B501
sp_B512
sp_B65

seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense_ GSF30

75B

rubri subalbzcans_bﬁ

sp_BA17
sp_NAH4

H. seropedicae X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_BA10
sp_BAll
sp_BAl12
sp_BAl4
sp_BA1l5

H. seropedicae BA153
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rubrisubalbicans

H.
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P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillum
H. seropedicae
coli K12

H.
H. frisingense
P. huttiensis

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
huttiensis

Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_GS8Al

seropedicae 2ZA69 (*)
seropedicae Z152 (¥)
seropedicae 267 (*)

seropedicae ZA95 (*)
seropedicae 278 (*)

rubrisubalbicans M4 (*)
sercpedicae M2 (*)

rubrisubalbicans

sp_BS501
sp B512
sp_B65

seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4

sp BAl17
sp_NAH4

H. seropedicae X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_BA1l10
sp BAll
sp_BA12
sp_BAl4
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160
R T
ATGARAGTGG
ATGARAGTGG
ATGRRAAGTGG
ATGARLGTGG
ATGAREGTGG
ATGARAGTGG
ATGRAAGTGG
ATGARAGTGG

ATGAARGTGG
ATGARRAGTGG
ATGRAEAGTGG
ATGARAGTGG
ATGEAAGTGG
ATGARAGTGG
ATGAARAGTGG
ATGARAGTGG
ATGARAGTGG
ATGAARGTGG
ETGAARGTGG
ATGRARGTGG
ATGRRAGTGG
ATGAAAGTGG
ATGRARGTGG
ATGALAGTGG
ATGAAAGTGG
ATGARAAGTGG
ACCAAARGAGG
ATGAARGTGG
ATGARAGTGG
ATGAARGTGG
ATGARAGTGG
ATGAARGTGG
ATGARARGTGG
ATGAAAGTGG

210
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-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTRGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTRGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
~-GATTAGCTA
-GATTRGCT™

170
NP
GGGATCGCAR
GGGARTCGCAL
GGGLTCGCAE
GGGATCGCLL
GGGATCGCAL
GGGLICGCARA
GGGLRTCGCARA
GGGATCGCAA
GGGATCGCARL
GGGATCGCAZR
GGGATCGCRA
GGGATCGCAL
GGGLTCGCAR
GGGATCGCRA
GGGATCGCAA
GGGRTCGCAR
GGGATCGCARA
GGGATCGCAA
GGGATCGCA~
GGGATCGCAA
GGGATCGCAR
GGGELTCGCAA
GGGATCGCARA
GGGATCGCAA
GGGATCGCAA
GGGATCGCRA
GGGATCGCEA
GGGACCTTCG
GGGATCGCAA
GGGATCGCHRA
GGGRTCGCAA
GGGATCGCAA
GGGATCGCAA
GGGARTCGCRA
GGGATCGCAA

220
R I
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGCGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG

180
ceeeleentl
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCRIGC
GACCTCATIGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATIGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCARTIGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GGCCTCTTGC
GAACTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC
GACCTCATGC

230
R I
TARAAGCCTA
TAAAAGCCTA
TARAAGCCTA
TAAARGCCTA
TAAAAGCCTA
TRARAGCCTA
TAAARAGCCTA
TRAAAGCCTA
TAAARGCCTA
TAAAAGCTCA
TAAARGCTCA
TARRAGCCTA
TAARAGCCTA
TAAAAGCCTA
TAARAGCTCA
TAAAAGCCTA
TARAAAGCCTA
TAAAAGCCTA
TAAAAGCCTA

TRAAAAGCCTA
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ceeeleeal
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGEGCG
'TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCGTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGARGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGEGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
CATCGGATGT
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG
TCCTGGAGCG

240

I

CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCARAC
CCAAGGCGARC
CCAAGGCARAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCARAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCGAC
CCALGGCGAC
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GCCGATARTCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGETLTICT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGLTATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATRTCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCCARGATGG
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
GCCGATATCT
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GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC
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seropedicae M2 (*)
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-GATTAGCTA
wGATTme*“
~GATTAGCT
°GA”TAGCLH
~GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTRGCTA
- G’ATT:tG‘C r[';\
-GATTAGCTA
TGATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA
-GATTAGCTA

|J ':0
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R I
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA
TGGTCTGAGA

310
R
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA

GTTGGTGGGG TARAS

GT”GGTGGGG ™

. GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG

TTGGTGGGG

GTTGGTGGGG
GTEGGTGGGG
GTT”GGTGGGG
GTZGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG
GTTGGTGGGG T

270
I
GGACGACC2G
GGACGACCEG
GGLCGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCEG
GG~ACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCEG
GGRCGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCEHG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGRCGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCRG
GGLECGACCAG
GGLTGACCAG
GGACGACCAG
GGRCGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCAG
GGACGACCRG

320
A I
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG

TAAARGCCTA
T AGCCT
TEALDMGCCTE
TLLARGCCTA

L

TAARAGCCTA CC

TARCGGCTCA
TRAKFGCC-“
TAALAGCCT

LAAAAGCC:A
TREPAGCCTA
;tﬁnhGC"”“

ADLDGCCTA

EAAAGCCTA

280
N
CCACACTGGG
CCRCRCTGGG
CCACACTGGG
CCRCACTGGG
CCACACTGGG
CCRCACTGGG
CCRCACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG

CCACACTGGG AC

CCACACTGGG
CCARCACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCRCACTGGA
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG
CCACACTGGG

330
ool
GGGRATTTTG
GGGAATTTT
GGGAATTTT
GGGAATTTT
GGGAATTTTG

CCRRGGCGC

% CCAAGGCGEC

CCARGGCGEC
CCAAGGCGAC
CCAAGGCARC
CCRAGGCG=C
HAGGCGRC
CCTAGGCG~C
CCARAGGCGET
CCARGGCGEC
CCAAGGCGEC
CCAAGGCG-C
CCAARGGCGEC
CCAAGGCGET
CCARAGGCGAC

290
N I
ArCTGAGACEC
ACTGAGACAC
ACTGAGACEC
ACTGAGACEC
ACTGAGELCEC
ACTGAGAC=C
ACTGAGACEC
ACTGARGACAC
BACTGAGACAC
RCTGAGACRC
ACTGAGACEC
ACTGAGACKC
ACTGAGACAEC
ACTGAGACEC
ACTGAGACRC
ACTGAGACAC
ACTGAGACAC
ACTGAGACRC
ACTGAGACAC
TGAGACEC
ACTGAGACEC
ACTGAGACAC
LCTGAGACEC
ACTGAGACAC
ACTGAGACAC
ACTGAGACEC
ACTGAGACAC
ACTGAGACRC
ACTGAGACRC
LECTGAGACEC
ACTGAGACAC
ATTGAGACEC
ACTGAGACEC
ACTGAGACEC
ACTGAGACHC

340
R I
GACLETGGGG
GACAATGGGG
GACEATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG

GLICAGTAGC
GRTCAGTAGC
GLTCAGTAGC
GATCAGTAGC
GETCAGTAGC
GAICAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCCCTAGC
GATCAGTAGC

ATCAGTAGC
GATCAGTRGC
GATCAGTAGT
GRTCAGTAGC
GATCAGTAGC
GATCAGTAGC

300
N
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGZEC
GGGCCCAGAC
GG-CCCARGAC
GG-CCCAGEC
GG-CCCRGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCRGAC
GG-CCCAGAEC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCARGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCEARGRC
GG-CCCAGAC
GG-TCCAGAC
GG-CC-AGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC
GG-CCCAGAC

350

R
AZCCCTGA
GCRACCCTGA
GCRACCCTGA
GCAACCCTGA
LACCCTGA
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Herbaspirillum sp B65

pP.

Herbaspirillum sp BAl61

H.

H.
H.
P.

huttiensis

seropedicae_ 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BA17
Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae BA153
Herbaspirillum sp BAl6

sp_BA10
sp_BAll

rubrisubalbicans
P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp_G8Al

seropedicae
coli K12

seropedicae_2ZA69 (*)
sercpedicae 2152 (*)
seropedicae 267 (%)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae Z78(*)

rubrisubalbicans M4 (*)

seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans

frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp_ B65

P.

Herbaspirillum
Herbaspirillum

huttiensis

seropedicae_267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BAl7
Herbaspirillum sp_ NAH4
H. seropedicae X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

seropedicae

sp_BAl1l0
sp BAll
sp BAl12
sp BAl4
sp_BA1l5
BA153

Herbaspi rilltm_sp_BAl 6

Herbaspirillum sp BA161

H.

H.
E.

rubrisubalbicans
P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp G8Al

seropedicae
coli K12

TCCTARCGGGE
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGG=
TCCTRCGGGA
TCCTACGGGA
TCCTRCGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTRCGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGE
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTARACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA

360
RPN I
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCC-ACAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCARATG
TCCAGCAATG
TCCAGCARATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCAATG
TCCAGCARATG
TGCAGCCATG

GGCAGCAGTG
GGCEGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCEGTG
GGCLGCAGTG
GGCLEGCRGTG
GGCEGCAGTG
GGCAGCAGTT
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCRGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCLGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCARGCAGTG
GGCAGCAGTG

370
R I
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

GGGAATTTIG
GGGRATTTTG
GGGAATTITTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTT

GGGAETTTTG
GGGAALTTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTT

GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATATTG
GGGAATTTT

GGGRATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG
GGGRATTTTG
GGGAATTTTG
GGGAATTTTG

380
ceeeleetl
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GARAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GARAGAAGGCC
GRAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAARGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GARGARAGGCC
GAAGARAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GARGAARGGCC
GARGAAGGCC
GAAGAAGGCC

GLCALTGGGG
GACARTGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACRATGGGG
GACAATGGGG
GACRATGGGG
GACLATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAARTGGGG
GACALRTGGGG
GACRATGGGG
GACAATGGGG
GACAATINGGG
GRACAATGGGG
GACRATGGGG
GACRATGGGG
CACARTGGGC
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG
GACALTGGGG
GACAATGGGG
GACAATGGGG

390
N
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

GCARACCCTGA
GCALCCCTGA
GCAACCCTGA

ARCCCTGA
GCAACCCTGA
GCRACCCTGAR
GCRACCCTGA
GCRACCCTGA
GCRACC--GA

ARCCCIGA
GCAACCCTGA
GCARCCCTGA
GCAACCCTGA
GCAACCCTGA
GCAACCCTGA
GCARRCCCTGA
GCARACCCTGA
GCRACCCTGA
GCAACCCTGA
GCRACCCTGA
GCEACCCTGA
GCRACCCTGA
GCAAGCCTGER
-CAACCCTGAR
GCCACCCTGA
GCARCCCTIGAR
GCAACCCTGA
GCARACCCTGA
GCAACCCTGA
GCAACCCTGA

400
ceeedeendld
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
RAAGCTCTTT
ARAGCTCTTT
AARGCTCTTT
AAAMGCTCTTT
ARAGCTCTITT
ARAGCTCTTT
ARARGCTCTTT
ARAGCTCTTT
AARGCTCTTT
AARGCTCTTT
AAAGCTCTTT
ARRGCACTTT
AAAGCTCTTT
AARAGCTCTTT
BAAGCTCTITT
AARAGCTCTTT
ARAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
ADAGCTCTTT
AAAGCTCTTT
LAAGCACTTT
AAAGCTCTTT
AAAGTACTTTY
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seropedicae_ ZA69 (*)
seropedicae_ 2152 (*)
seropedicae Z67(*)
seropedicae_ ZA95 (*)
seropedicae Z78(*)

seropedicae M2 (*)

H. rubrisubalbicans

H. frisingense

P. huttiensis
Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65
P. huttiensis
serocpedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BA1l7
Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8
Herbaspirillum sp BAl1l0
Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp BA1l2
Herbaspirillum sp BAl4
Herbaspirillum sp BAl1lS5
H. seropedicae BA153
Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BA161
H. rubrisubalbicans

P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp_G8Al
H. seropedicae

E. coli K12

H. seropedicae ZA69 (*)
H. seropedicae_Z152 (%)
seropedicae 767 (%)
seropedicae_ ZA95 (*)
seropedicae Z78(*)

H.

seropedicae M2 (*)

H. rubrisubalbicans

H. frisingense

P. huttiensis
Herbaspirillum sp BS501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65
P. huttiensis
seropedicae_Z67
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BAl7

rubrisubalbicans M4 (*)

rubrisubalbicans M4 (*)

TC--RCEATG
TCCAGCARTG
TCCAGCRATG
TCCAGCAATG
TCCAGCRATG
TCCAGCARTG
TCCAGCARTG

410
I
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAR
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAR
TGTCAGGGA~R
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGRA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGEA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGARA
TGTCAGGGAA
CAGCGGGGAG
TGTCAGGGARA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA
TGTCAGGGAA

460

N R
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGARGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA

ACGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGEGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT
CCGCGTGAGT

420
NN I
GAAACGGTGG
GARACGGTTC
GARACGGTEA
GAAACGGTTC
GAAACGGTT
GARACGGTAG
GAAACGGTAG
GAAACGGTTT
GAAACGGTTC
GAARCGGTTC
GARACGGTTC
GARACGGTGG
GAAACGGTIGG
GAANACGGTGE
GAAACGGTTC
GAAACGGTGG
GAARLCGGTGG
GARACGGTGG
GARAACGGTGG
GAAACGGTGG
GAARCGGTTT
GARACGGTGG
GARACGGTGG
GARACCGGTG
GAAACGGTAG
GRAACGGTGA
GARARCGGTT
GAAGGGAGTA
GARACGGTTT
GARACG
GAAACGGTTT
GAAACGGTTT
GARACGGTTT
GARARCGGTGG
GRAACGGTGT

mmm
Ll

470
AR
TAAGCACCGG
TRAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TARGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG

-----

ARt mnaGGCC
GAAGEAGGCC
GARGALGGCC
GAAGAEGGCC
GAAGLAGGCC
GAAGELGGCC
GLAGALGGCC

430
R I
TRAGCTAAT-A
TGGATRAT-A
TAGCTAAT-A
TGGCTAAT-A
TGGCTRAAT-A
TAGCTRAT L
TAGCGARTAA
TGGCTARAT-A
TGGATAAT-A
TGGATAAT-FE.
TGGATARAT-A
TAGCTAAT-A
TAGCTAAT-A
CGGCTEAT-A
TGGATEAT-A
TAGCTAAT-A
TAGCTRAT-A
TAGCTAAT-A
TAGCTAAT-A
TAGCTAAT-A
TGGCTRAT-A
TAGCTRAT-R
TAGCTAAT-A
GAGCTAAT-A
TAGCGAAT-A
GGGCTAAT-A
TGGCTAAT-A
AAGTTAAT-A
CGGCTAATTA
TGGCTARAT-L
TGGCTAAT-A
TGGCTTAT-A
TGGCTAAT-A
TAGCTAAT-A
TGGCTAAT-A

480
B
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTRACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT

TTCGGGTITIGT ARl

TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT

440
N -
TCTACTACTA
CCTAGAGCTA
TCTATTACTA
TCCAGAGCTA
TCCAGAGCTL
TCTATTRCTA
~-CTATTACTA
TCCAGAACTA
CCTAGGACTAR
CCTGGAGCTA
CCTGGGACTA
TCTACTACTA
TCTRACTLCTA
TCCCTTGCTA
CCTGGGACTA
TCTACTECTA
TCTACTACTA
TCTACTGCTA
TCTACTACTA
TCTACTACTA
TCCAGAACTA
TCTACTACTA
TCTACTGCTA
TCTACTACTA
ACTATTACTA
TCCCTTGCTA
TCCAGAACTA
CCTTTGCTCA
TCCAGARCTA
TCCAGARCTA
TCCAGAACTA
TCCAGAACTA
TCCAGAACTA
TCTACTACTA
TCCACAACTA

490
S
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAGCC
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C

EARGCTCTTIT
ARBGCTCTTT
AALGCTCTTT
AASRGCTCTTT
2RaGCTCTTT

450
N I

ATGACG--GT

LTGACG--GT
ATGACG--GT
ATGECG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT

ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGRCG--GT
ATGACG--GT
ATGECG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGARCG--GT
ATGACG--GT

ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGLCG--GT
TTGACG—-TT
ATGACGTCGT

ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
ATGACG--GT
LETGACG--GT

500
-

CGCGGTRATA
CGCGGTARTA
CGCGGTARATE
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTARTA
CGCGGTARATA
CGCGGTAATR
CGCGGTEATA
CGCGGTAATA
CGCGGTAATA
CGCGGTALRTA
CGCGGTAATA

B



Herbaspirillum sp NAH4

H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

seropedicae X8

sp_BAl0O
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4
sp_BAlS5

seropedicae BA153

Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BAl61

H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillum sp G8Al

H.
H.
P.

seropedicae

coli K12
seropedicae_ZA69 (*)
seropedicae 2152 (*)
seropedicae 267 (*)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae Z78 (%)
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp_B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65

p.

huttiensis
seropedicae 767
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp_BA17
Herbaspirillum sp NAH4

H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

seropedicae X8
sp_BA1l10
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4
sp_BAlS5
seropedicae BA153

Herbaspirillum sp_ BAl6
Herbaspirillum sp_BAl61

H.

rubrisubalbicans

P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp G8Al

E.

seropedicae

coli K12

seropedicae ZA69 (*)
seropedicae_Z152 (*)
sercpedicae Z67(*)
seropedicae_ ZA95 (*)
seropedicae 278 (%)
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (*)

ACCTGAAGRA
LCCTGALRGAD
ACCTGERAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGEA
ACCTGAAGAR
~CCTGARAGAA
ACCTGRAGAA
ECCTGAAGAR
ACCTGARGAA
ZCCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGRAGRA
ACCTGAAGAA
ARCCCGCAGAA
ACCTGARGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAA
ACCTGAAGAR
2CCTGAAGAA
ACCTGARGAA
ACCTGAAGARA

510
R I
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
CGTARGGGTGC
CGTAGGGTGC
CGTAGGGTGC

TEAGGCACCG
TALGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TARAGCACCGG
TALGCACCGG
TRAGCACCGG
TREGCACCGG
TERGCACCGG
TALEGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG
GRAGCACCGG
TARGCACCGG
TARGCACCGG
TARAGCACCGG
TRAAGCACCGG
TAAGCRCCGG
TAAGCACCGG
TAAGCACCGG

520
PN R
AAGCGTTAAT
BAAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
ARGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
ARAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
AARGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTARAT
ARGCGTTART
AAGCGTTARAT
AAGCGTTAAT
ABGCGTTRAAT
AAGCGTTRAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
ARGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
ARAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
AACCGTTAAT
AAGCGTTARAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT
ARGCGTTAAT
ARACGCTTART
AACGCTTAAT
AACGCTTAAT
AACGCTTAAT
AAGCGTTAAT
AAGCGTTAAT

TREACTECGT
CTAACTECGT
CTALRCTARCGT
CTAACTACGT

TAACTACGT
CTREACTACGT
CTAACTECGT
CTRACTRCGT
C7RACT=CGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTACGT

TAACTACGT
CTARCTACGT
CTAACTCCGT

TAACTACGT
CTAACTACGT
CTAACTRCGT
CTAACTACGT
CTARRCTECGT

TAARCTACGT

CTRAACTACGT

530
R
CGGAATTACT
CGGAATTECT
CGGAATTECT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTLCT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGARTTACT
CGGAATTACT
CGGAATTECT
CGGAATTACT
CGGAATTECT
CGGARATT=CT
CGGRATTECT
CGGAATTLCT
CGGAATTACT
CGGAATTECT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGARATTACT
CGGAATTARCT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTECT
CGGAATTACT
CGTAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTACT
CGGAATTRCT
CGGARATTECT
CGGAATTACT

GCCEAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C

GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCARGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCRG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCCAGC
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCRG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C
GCCAGCAG-C

540
N -
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTARA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTARAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAR
GGGC-GTAAA
GGGC-GTARA
GGGC-GTARA
GGGC-GTAAA
GGGCCGTRAR
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTARA
GGGC-GTARA
GGGC-GTARAA
GGGC-GTARAA
GGGC-GTARAA
GGGC-GTARAA
GGGC-GTAAA

GGGC-GTARRA

GGGC-GTAAR
GGGC-GTTAA
GGGC-GTARAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA
GGGC-GTAAA

n
2

CGCGGTAAT!
CGCGGTRATA
CGCGGTAATA
CGCGGTEATA
CGCG
CGCGGTEAT
CGCGGTAATA
CGCGGTAAT™
CGCGGTEATA
CGCGGTRATA
CGCGGTRATEL
CGCGGTAATA
CGCGGTAAT
CGCGGTAATA
CGCGGTARATA
CGCGGTARATA
CGCGGTAATA
CGCGGTERATA
CGCGGTAATA
CGCGGTARATA
CGCGGTARATA
CGCGGTACTR

T"—‘_"TT

550
R I
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCE
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCE
-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
-GCGTGCGCEAR
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
-GCGTGCGCA
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H. rubrisubalbicans
H. frisingense

P. huttiensis
Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65
P. huttiensis

H. seropedicae 2767

H. frisingense Mbll

H. frisingense GSF30
H. frisingense_ 75B

H. rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BAl7
Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8
Herbaspirillum sp BA1l0
Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp BA12
Herbaspirillum sp BAl4
Herbaspirillum sp BAlS5
H. seropedicae BA153
Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BAl61
H. rubrisubalbicans
P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp G8Al
seropedicae

coli K12
seropedicae ZA69 (*)
seropedicae 2152 (*)
seropedicae_Z67 (*)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae 778 (*)
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (*)

H. rubrisubalbicans

H. frisingense

P. huttiensis
Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65
P. huttiensis

H. seropedicae_ Z67

H. frisingense Mbll

H. frisingense GSF30

H. frisingense 75B

H. rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BA1l7
Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8
Herbaspirillum sp_ BAl0
Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp BAl2
Herbaspirillum sp BAl4
Herbaspirillum sp_ BA1lS5
H. seropedicae BA153

560
R I
GGCGGTTG-T
GGCGGT“G—T
GGCGGTTG-
GGCGGTTG-T
GGCG r"”"G T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG"T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTITG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-
GGCGGTTG-
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTT-G
GGCGGTTGAT
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T
GGCGGTTG-T

610
I
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA

570
NN I
TAAGTCAGA
GTARGTCAGA
GTAAGTCARGH
GTAAGACAGA
GTRAGACAGA
GTAAGACEAGH
GTAAGTCAGA

GTAAGACARGA T

GTALGTCAGA
TEAGTCAGA

GTAAGTCATR T

GTAAGTCAGA
GTAAGACAGA
GTAAGTCAGA

T GTAAGTCAGA
T GTRAGACAGA

GTARGACAGA
GTAAGACAGA
GTAAGACAGA

TAAGACAGA

GTARGARCAGA T

GTAAGACAGA
GTAAGACAGA

TAAGTCAGA
GTAAGTCAGA
GTAAGTCAGA
GTAAGACAGA
TTAAGTCAGA
GTRGAACAGA
GTAAGACAGA
GTAAGACAGA

T GTAAGACAGA

GTAAGACAGA
GTAAGTCAGA
GTAAGTCAGA

620

B
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
TGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGCTA
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT

580
B
TGTGARATCC
TGTGARATCC
TGTGAAATCC
TGTGAAATCC
TGTGAAATCC
TGTGRRATCC
TGTGARATCC
TGAAATCC
TGTGARATCC
TGTGAAATCC
TGARATCC
TGTGARATCC
TGTGAARTCC
TGTGAAATCC
TGTGARAATCC
TGTGAARATCC
TGTGAARTCC
TGTGARARTCC
TGTGAAATCC
TGTGARATCC
TGAAATCC
TGTGEAATCC
TGTGAAATCC
TGTGAARNCC
TGTGALATCC
TGTGAAATCC
TGTGAAATCC
TGTGARATCC
TGTGAARATCC
TGTGARATCC
TGTGARAATCC
TGTGAAATCC
TGTGRRATCC
TGTGAAATCC
TGTGAARATCC

630
R I
LAGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AG---GTGTC
AGAGTGTGTC
G-AGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC

590
N
CCGGGCTCan
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCRA
CCGGGCTCRA
CCGGGCTCAR
CCGGGCTCrA
CCGGGCTICA
CCGGGCTICAR
CCGGGCTCAA
CCGGGCTZCRA
CCGGGCTCARA
CCGGGCTCAA
CCGGGCICAA
CCGGGCTCRA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCARA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCAR
CCGGGCTCARA
CCGGGCTCARA
CCGGGCTCAR
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCARA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCRA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCA-
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCAR
CCGGGCTCARA
CCGGGCTCAA
CCGGGCTCAAR

—\—\

640
e
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGRNGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGRGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT

600
R I
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAALTT
CCTGGGEAT"
CCTGGGA~T
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGG2AATT
CCTGGGELATT
CCTGGGRATT
CCTGGGRATT
CCTGGGAATT
CCTGGGARATT
CCTGGGE
CCTGGGAA-*
CCTGGGAAT
CCTGGGRRTT
CCTGGGARETT
CCTGGGAETT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGARATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGARACT
CCTGGGA-TT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT
CCTGGGAATT

.—jb

ER

650
S I
AGAATTCCA
AGAATTCCEC
AGRATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGARTTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCEC
AGARATTCCAC
AGAATTCCAC
RGARTTCCAC
AGAATTCCRC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
AGAATTCCAC
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Herbaspirillum sp BAl6

Herbaspirillum sp BA161

H.

E.

H.
H.
P.

rubrisubalbicans
P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp G8Al

seropedicae
coli K12

seropedicae_ ZA69 (*)
sercpedicae Z152 (%)
seropedicae 267 (*)
seropedicae ZA95 (¥)
seropedicae_ 278 (*)

rubrisubalbicans M4 (*)

sercpedicae M2 (%)

rubrisubalbicans

frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae

huttiensis

seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30

frisingense

75B

rubrisubalbzcans_M4
Herbaspirillum sp BA1l7
Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8

sp_BAl10
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4
sp_BAl1S5
BA153

Herbaspirilltm—sp_BAJ.G

Herbaspirillum sp BA161

H.
P.

H.
E.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.

H.
H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp G8Al

seropedicae
coli K12

seropedicae ZA69 (*)
seropedicae Z152 (*)
seropedicae Z67 (%)
seropedicae 2ZA95 (¥*)
seropedi cae:z 78 (*)

rubrisubalbicans M4 (*)

seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans

frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp_B501

GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA
GCATCTGATA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGTGA
GCATTTGAGA
GCATTTGTGA

660
R I
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
TGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTARGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
TGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTARGCAGT
TGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
TGTAGCGGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT
GTGTAGCAGT

710
R I
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG

CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGGC+AGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT
CTGCACGGCT

670
R
GRAATGCGTA
GRAATGCGTA
GAARTGCGTA
GARATGCGTA
GRALTGCGTA
GARATGCGTA
GARATGCGTA
GALRATGCGTA
GARATGCGTA
GARAATGCGTA
GAARTGCGTA
GAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GARAATGCGTA
GARATGCGTA
GAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GAARLTGCGTA
GAAATGCGTA
GRAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GARRAATGCGTA
GARAATGCGTA
GRAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GARATGCGTA
GAAATGCGTA
GRAATGCGTA
GAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GAAATGCGTA
GARLATGCGTA
GAARTGCGTA

720
ceeeleaal
GGATAACACT
GGATAACACT
GGATAACACT
GGATAARCACT

EGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
~GAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGIGTC
AGRGTGTGTC
TGAGTICTCGT
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
A-ARTGTGTC
LGRGTGTGTC
AGAGTGTGTC
AGAGTGTGTC
LGAGTGTGTC

680

I
GATATGTGGA
GATATGTGGA
ATRATGTGGA
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
GETATGTGGA
GATATGTGGA

730
R I
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG

AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AEGAGGGGGGT
IGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT
AGAGGGGGGT

690
R ERRRY!
GGAATACCGA
GGARTACCGER
GGEATACCGA
GGAATACCGR
GGAATACCGA
GGAETACCGA
GGRATACCGA
GGAATACCGER
GGARTACCGA
GGAARTACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGATTACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGARTACCGA
GGARATACCGA
GGARTACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGAR
GGAATACCGA
GGAATACCGG
GGAATACCGA
GGARTACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA
GGAATACCGA

740
NN
CACGARARGCG
CACGRAAAGCG
CACGAAAGCG
CACGARAGCG

nGAARTTCCAC
AGRATTCCAC
AGARTTCCAC
AGAATTCCAC
AGRATTCCAC
AGAATTCCAC
LGARTTCCAG
AGARTTCCAC
AGARRTTCCAC
LGAATTCCAC
AGRATTCCAC
~GRATTCCAC
~AGAATTCCAC
AGARTTCCAC

700
N
TGGCGA-AGG
TGGCGA-RAGG
TGGCGL-AGG
TGGCGE-2GG
TGGCGER-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGARA-AGG
TGGCGA-&GG
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-LGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-2GG
TGGCGACAGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-AGG
TGGCGA-RAGG
TGGCGA-AGG

750
R
TGGGGAGCRA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCRA
TGGGGAGCAA
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Herbaspirillum
Herbaspirillum
P. huttiensis

H.
H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_B512
sp_B65

seropedicae Z67
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4

sp_Bil 7
sp_ NAH4

H. seropedicae X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae

sp_BA10
sp_BAll
sp_BAl12
sp BAl4
sp_BA15
BA153

Herbaspirillum—sp_BA16

Herbaspirillum sp BA161
rubrisubalbicans

H.

P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillum
seropedicae
coli K12

seropedicae

sp_G8Al

ZA69 (*)

seropedi cae_-_2152 (*)
seropedicae Z67 (*)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae 278 (*)
rubrisubalbicans M4 (*)

H_seropedicae M2 (*)

H.
H. frisingense
P. huttiensis
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
P. huttiensis

rubrisubalbicans

sp B501
sp B512
sp_B65

H. seropedicae 267

H. frisingense Mbll

H. frisingense GSF30

H frisingense 75B

H. rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_Bal17
sp_NAH4

H. seropedicae X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_BA10
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4
sp_BAlS5

H. seropedicae_ BA153

Herbaspirillum

Herbaspirillum sp_BAl61l
rubrisubalbicans

H.

sp_BAl6

P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillum
H. seropedicae

sp_G8Al

CREGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CLGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CLGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CGGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG
CAGCCCCCTG

760
R I
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
BCAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
DACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG

GGATHRECACT
GGATZACACT
GGATAACACT
GGATARCACT
GGATAACECT
GGATAACACT
GGATRACACT
GGATAACECT
GGATEELCECT
GGATAACACT
GGATAARCACT
GGATAACACT
GGATAACACT
GGATAACACT
GGATAACACT
GGATAARCACT
GGATRACACT
GGATAACACT
GGATARACACT
GGATAACACT
GGATARACACT
GGATAACACT

GACGAAGAECT
GGATARCACT
GGATAACACT
GGATAACACT
GGATRACACT
GGATARCACT
GGATAACACT
GGATAACACT

770
ceaea]eaad|
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
LTACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
LTACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT

G2CGCTCETG
GACGCTICATG
ACGCTCATG
GACGCTICATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GRCGCTCATG
GACGCTICETG
GACGCTCATG
GRCGCTCATG
GACGCTCAT
GACGCTCATG
GECGCTCEATG
GACGCICATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTICAT
GACGCTCATG
GACGCTCEGG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG
GACGCTCATG

780
N I
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
LGTCCACGCC
~GTCCACGCC
AGTCCACGCC
LGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCECGCC
LGTCCACGCC
LGTCCARCGCC
AGTCCACGCC
LGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCRCGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
LERGTCCACGCC

CACGARLGCG
CACGRARGCG
CACGARLGCG
CACGAAAGCG
CACGARRAGCG
CRCGARAAGCG
CACGARAGCG
CACGAAAGCG
CACGAARGCG
CACGAEAGCG
CACGRANGCG
CACGAALGCG
CACGAAAGCG
CACGAAARGCG
CACGAARGCG
CACGAARAGCG
CACGRAAGCG
CACGARARAGCG
CACGARAGCG
CACGRAAGCG
CACGARAGCG
CACGAARAGCG
CACGAANGCG
TGCGAARGCG
CACGAAAGCG
CACGAARGCG
CRCGAAAGCG
CACGARAGCG
CACGRAAGCG
CACGAAAGCG
CACGARAGCG

790
R
CTAAACGATG
CTARACGATG
CTARAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAARCGATG
CTRARCGATG
CTAAACGATG
CTARACGATG
CTAAACGATG
CTAARCGATG
CTRAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTARACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTARACGATG
CTAAACGATG
CTAAACGATG
CTARARCGATG

TGGGGHGCEE
TGGGGAGCA=
TGGGGAGCA=
TGGGGAGCE~
TGGGGAGCAE
TGGGGAGCAZ
TGGGGAGCELE
TGGGGAGCA™
TGGGGAGCAL
TGGGGAGCA=
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCA~
TGGGGAGCEE
TGGGGAGCARE
TGGGGAGCAEL
TGGGGAGCAL.
TGGGGAGCAR
TGGGGAGCAL
TGGGGAGCARA
TGGGGAGCA~
TGGGGAGCAL
TGGGGAGCAL
TGGGGAGCAHE.
TGGGGAGCRA
TGGGGAGCAG
TGGGGAGCAR
TGGGGAGCAZL
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCRA
TGGGGAGCAA

800
I P
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTRACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTACT-AGT
TCTRCT-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

115



H.
H.
P.

coli K12

seropedicae_ ZA69 (*)
seropedicae_Z152 (%)
seropedicae_ Z67(*)
seropedicae ZA95 (*)
seroped.zcae Z78(*)
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (* )

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp_B65

P.
H.
H.

huttiensis
seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp BAl7
Herbaspirillum sp_ NAH4

H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

seropedicae X8

sp_BAl10
sp_BAll
sp_BAl12
sp_BAl4
sp_BA1l1S5

seropedicae BA153

Herbasp:.r:.llum sp_BAl6
Herbaspirillum sp_ BAl161

H.
pP.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillm; sp_G8Al

H.
E.
H.

H.
H.
P.

seropedicae

coli K12

seropedicae_ ZA69 (*)
seropedicae_ Z152 (*)
seropedicae Z67(*)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae Z78(*)
rubrisubalbicans M4 (%)
seropedicae M2 (¥)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65

P.
H.
H.
H.
H.
H.

huttiensis
seropedicae_ 2767
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4

ACAGGETTA
2CAGGATTAG
ACAGGRTITAG
ACAGGATTAG !
ACAGGATTAG ]
ACAGGATTAG !
ACAGGATTAG
ACLGGATTAG

810
R
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
IGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
GGTTGTGCCC
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT
TGTCGGGTCT

860
R R
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG

£ETECCCTGGT
HTPCCC*GGT
~ACCCTGGT
RCCCTGGT
ACCCTGGT
TACCCTGGT
AT /.CCCTGG 1
LTACCCTGGT

820
N
TRAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAARTT-GACT
TRATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAANTT-GACT
TAATT-GACT
TARTT-GACT
TAARTT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TRAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TRARATT-GACT
TTGAG-GCGT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT
TAATT-GACT

870

[

TACGGTCG-C AA

TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C

=GTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC

830
R
TGGTAACGCA
TGGTARACGCA
TGGTARACGCA
TGGTARACGCA
TGGTAACGCA
TGGTARACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTRAACGCA
TGGTAACGCE

TGGTARACGCA

TGGTARCGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
GGCTTCCGGA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA
TGGTAACGCA

880
B [
GATTAARA
AAGATTAARAA
AAGATTAAAA
AAGATTAARA
AAGATTAAAA
AAGATTARAA
AAGATTRAARA
ARAGATTAAAA
AAGATTAARAA
AAGATTARAA
AAGATTAAAA
AAGATTARAARA

GTERLCGATG
CTAARCGATG
CTRALACGATG
CTAR-CGATG
CTAALCGATG
CTEARCGATG
CTAAACGATG
CTRARCGATG

840
R R
GCTRAECGCGT
GCTAACGCGT
GCTRACGCGT
GCTAACGCGTY
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTRACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTANACGCGT
GCTARCGCGT
GCTARCGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTARACGCGT
GCTAACGCGT
GCTARACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAARCGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTARACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT
GCTAACGCGT

890
R I
CTCARAGGAA
CTCARAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAARGGAA
CTCAAAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCARAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCARAGGAA
CTCAAAGGAA
CTCARAGGAA

TCGACTTGGA
TCTACT-AGT
TCTACT-ZGT
TCTRCT-AGT
TCTACT»:GL
TCTZCT-2GT
TCTACT-=GT
TCTZCT-~GT

850
-
GALGTEGACC
GAAGTAGACC
GALGTAGACC
GALGTAGACC
GRLGTARGACC
GALGTRGRACC
GALGTAGARCC
GARGTAGACC
GARGTAGARCC
GARGTAGACC
GAEGTAGACC
GRELGTAGACC
GEEGTAGECC
GATGTAGRCC
GALGTRGAECC
GARGTAGACC
GAAGTAGACC
GALGTAGACC
GAARGTAGACC
GARGTAGACC
GAAGTAGACC
GAARGTAGACC
GARGTAGACC
GAAGTAGACC
GAAGTAGACC
GAAGTAGACC
GAARGTAGACC
TARGTCGACC
GRRGTAGACC
GAERGTAGACC
GAEGTAGECC
GAAGTAGARCC
GARGTAGACC
GAAGTAGACC
GRAGTAGECC

900
A I
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGRCGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
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Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp_BAl1l7
sp_NAH4

H. seropedicae X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

sp BA1l10
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4
sp_BA1S5

H. seropedicae BA153

Herbaspirillum

Herbaspirillum sp BAl61
rubrisubalbicans

H.

sp_BA1l16

P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillum
seropedicae
coli K12

sp_G8Al

seropedicae_ ZA69 (*)
seropedicae Z152 (*)
seropedicae_ Z67 (%)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae Z78 (%)
rubrisubalbicans M4 (*)

H. seropedicae M2 (*)

H.
H. frisingense
P. huttiensis
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
P. huttiensis

frisingense

Herbaspirillum
Herbaspirillum

rubrisubalbicans

sp_B501
sp_B512
sp_B65

seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30

75B

rubrisuba lb;cans_M4

sp_BA17
sp_NAH4

H. seropedicae_ X8

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae

sp_BA10
sp_BAll
sp_BA12
sp_BAl4
sp_BA1lS5
BA153

Herbaspirillm_sp_ms

Herbaspirillum sp BA161
rubrisubalbicans

H.

P. huttiensis ATCC1l46

Herbaspirillum
H. seropedicae
E. coli K12

H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.

sp_GS8Al

seropedicae_ZA69 (*)
seropedicae_Z152 (*)
seropedicae 2767 (*)

seropedicae_ ZA9S5 (*)
seropedicae 278 (*)

rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (*)

GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAEG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG
GCCTGGGGAG

910
NN
CCC-GCACARA
CCC-GCACARA
CCCTGCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACARA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCECAA
CCC-GCACAA
CCC-GCARCARA
CCC-GCACAA
CCC--GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA
CCC-GCACAA

TECGGTCG-C &4

TECGGTCI'GC

CTCALRAGGAR

:h CTCRAAGGAR

TACGGTCG-C A

TRCGGTCG-C

TECGGTCG-C
TACGGTCG-C

7 Y S

TRCGGTCG-C A=A

TACGGTCG-C
TACGGTCG-C

RLGATTAR

TECGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGCCG-C
TACG-TCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TACGGTCG-C
TRCGGTCG-C

920
N I
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
GCGGTGGAGC
GCGGTGGATG
GCGGTGGATG
GCGGTGGATG
GCGGTGGATG
GCGGTGGATG
GCGGTGGATG
GCGGTGGATG

AAGATTZAAR
AAGATTLEAAL
AAGGTTARRA
AAGARTTAARA
AAGATTZAAR
AAGATTERAA
AAGRTIRAALRD
ALAGATTE=AR
AAGATTZAAR

LLGATTALBA

930
N
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATITA
ATGTGGATT?
ATGTGGATTA
ATGTGGLTTA
ATGTGGATTH
ATGTGGATTA
TGTGGATTA
ATGTGGATTA
ARTGTGGATITA
ATGTGGATT!
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGETTA
TGTGGATTA
ATGTGGATTI
ATGTGGATTA
ATGTGGARTITA
ATGTGGATITA
ATGTGGATTI
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ETGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGTTTA
ATGTGGATTE
ATGTGGATTA
ATGTGGATITA
ATGTGGATTA
ATGTGGATTA
ATGTGGATT!
ATGTGGATTR

CTCARAGGRA

an CTCAAAGGAA

CTCARAGGARR
CTCAAAGGAL
CTCAAAGGRA

TCARAGGARR

TCAAAGGAA
CTCAAAGGERE
CTCAARGGLA
CTCRAAGGER
CTCAAAGGAA
CTCARAGGEA
CTCARAGGAR
CTCAAATGRA
CTCARAAGGAR
CTCARAGGAA
CTCAAAGGAZR
CTCAA-GGAE
CTCAAAGGRA
CTCAARARGGRA
CTCARAAGGAA

940
NN -
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
ATTCGATGCAR
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
\TTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA
ATTCGATGCA

TTGACGGGGE
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGE.
TTGACGGGGH
TTGACGGGGH
TTGRCGGGGH
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGG=
TTGACGGGGA
TTGACGGGGH
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGG
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA
TTGACGGGGA

950
R I
ACGCGARAARA
ACGCGAARARA
ACGCGAAARE
RARCGCGAAARA
ACGCGAAARA
ACGCGARAAL
ACGCGAAAAA
ACGCGAAARA
ACGCGAAARA
ARCGCGAAARRAA
ACGCGAARRA
ACGCGAARAA
ACGCGAAAAA
ACGCGAAARA
ACGCGAAARA
RCGCGARLEA
ACGCGARAARAR
ACGCGARAAR
ACGCGARAAAL
ACGCGAAARA
ACGCGARARL
ACGCGAAAARA
ACGCGAAARE
ACGCGAARAR
ACGCGAAAARA
ACGCGARAAA
ACGCGARAAANR
LCGCGARAGAA
ACGCGAARAND
ACGCGAARAL
ACGCGARARA
CCGCGARAAC
ACGCGAAAAA
ACGCGAAARRA
ACGCGAAARA
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H.
H. frisingense
P. huttiensis
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
P. huttiensis
H.
H.
H.
H.
H.
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H. seropedicae

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae ]
Herbaspirillum

Herbaspirillum sp_BAl1l61
rubrisubalbicans

H.

seropedicae_
frisingense ]
frisingense (
frisingense_
rubrisubalbicans M4

rubrisubalbicans

sp_B501
sp_B512
sp_B65

Z67
Mbll
GSF30
75B

sp_BAl7
sp_NAH4
X8
sp_BAl1l0
sp_BAll
sp_BA12
sp_BAl4
sp_BAl1lS5
BA153
sp_BAl16

P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillum
H. seropedicae
E. coli K12

H. seropedicae
H. seropedicae

seropedicae

seropedicae

H.
H. frisingense
P. huttiensis

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
huttiensis

frisingense
frisingense

Herbaspirillum
Herbaspirillum
H.
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

seropedicae:

serocpedicae ]

seropedicae
frisingense Mbll

seropedicae

sp_G8Al

_ZA69 (*)
2152 (*)

Z67 (*)
ZA95 (*)
Z78 (*)

rubri subalb;cans_M4 (*)

M2 (*)

rubrisubalbicans

sp_B501
sp_B512
sp_B65

z67

GSF30
75B

rubrisubalbicans M4

sp__BAl 7
sp_NAH4
X8

sp_BAl0
sp_BAll
sp_BAl12
sp_BAl4
sp_BAlS5

960
N -
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTEC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTEC
CCTTACCTAC
CCTT

CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTRC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTGG
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC
CCTTACCTAC

1010
.

CGRARAGAGARA
CGAAAGAGAA
CGAARGAGAA
CGAAAGAGARA
CGARAGAGAA
CGARAGAGARA
CGAAAGAGAA
CGAARGAGAA
CGAAAGAGAA
CGAAAGAGAG
CGAAAGAGAA
CGARAGAGAA
CGAAAGAGAA
CGAAAGAGAA
CGAAAGAGAA
CGAARGAGAA
CGAAAGAGAEA
CGARAGAGAA
CGAAAGAGAA
CGAAAGAGAA

ALCCTAC CC
CCTTACCTAC CCT

970

N -
CCTTGACATIG
CCTTGACLIG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACRT
CCTTGACATG
CCT ‘GRECRTG
TTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
TTGACATG
TGACATG
CCTTGACETG
CCTTGACAT
CCTTGACETG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGqCﬁTG
CTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACETG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGARCATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
TCTTGACATC
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG
CCTTGACATG

1020
o

CCGGCGCACA
CCATCACACA
CCATCACACA
CCGGCGCACA
CCGGCGCACA
CCGGCGCACA
CCATCACACA
CCGGCGCACA
CCATCACACA
CCATCACACA
CCGGCGCACA
CCGGCGCACA
CCATCACACA
CCGGCGCACA
CCGGCGCACA
CCATCACACA
CCATCACACA
CCATCACACA
CCATCACACA
CCATCACACA

R I

980
....I....I
GTCGGAET
GATGGAP“CC
GATGGAATCC
GTCGGARTCC
TCGGRATCC
GTCGGARTCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GATGGEATCC
GATGGARATCC
GTCGGAATCC
TCGGRATCC
GATGGARAATCC
GTCGGARTCC
GTCGGARATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGAATCC
GATGGARATCC
GATGGRATCC
GTCGGALTCC
GRTGGAETCC
GATGGARATCC
GTCGGAATCC
GATGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
CACGGAAGTT
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
GTCGGAATCC
TCGGRATCC
GTCGGEATCC

1030
I I
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT

990
R R
TGAAGAGATT
CGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGRAGAGATT
TGARGAGATT
CGAARGAGATT
TGAAGAGATT
CGAAGAGATT
CGRAAGAGATT
TGRAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAEGAGATT
TGCTGAGAGG
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAARGAGATT
CGAAGAGATT
CGARGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
CGAAGAGATT
TGCTGAGAGG
TGAAGAGATT
TTCAGAGA--
CGARAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT
TGAAGAGATT

1040
cleead
GGCTGTCGTC
GGCTGTCG-C
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGAC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC

1000

I

TGGGAGTGCT
TGGGLGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TAGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCY
TGGGAGTIGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
CGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
CGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGAGAATGTG
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT
TGGGAGTGCT

1050
NP .
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
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H.

seropedicae BA153

Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BA1l61

H.
pP.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillum sp G8Al

H.
H.
P.

seropedicae

coli K12

serocpedicae ZA69 (*)
seropedicae 2152 (*)
seropedicae 267 (*)
seropedicae ZA95 (%)
seropedicae Z78(*)
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp_B512
Herbaspirillum sp_B65

P.

huttiensis
seropedicae_ 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp BA1l7
Herbaspirillum sp NAH4

H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

seropedicae X8
sp_BA10
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4
sp_BA15
seropedicae BA153

Herbaspirillum sp_BAl6
Herbaspirillum sp BA1l61

H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillum sp G8Al

H.
E.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.

H.
H.
pP.

seropedicae

coli K12

seropedicae ZA69 (*)
seropedicae 2152 (*)
seropedicae_267 (*)
seropedicae_ ZA95 (*)
seropedicae Z78(¥*)
rubrisubalbicans_M4 (*)
seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512

CGARLEGRGARA
CGRAAGAGAR
CGARAGAGAA
CGARAGAGAA
CGRARGAGAA
CGALRAGAGAA
CGARRGAGAA
CCTTCGGGAR
CGARARGAGAL
CGARAGAGARA
CGARAGAGAA
CGREAGAGAR
CGAAAGAGAA
CGAARGAGAA
CGAAAGAGAA

1060
R R
TGAGATGTT
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
GTGAAATGTT
GTGAGATGTT
GTGAGATGTT
GTGAGATGTT
GTGAGATGTT
GTGAGATGTT
GTGAGATGTT
GTGAGATGTT

1110
R -
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-

CCGGCGCACA
CCATCACACA
CCATCACACA
CCGGCGCECA
CCATCACACA
CCGGCGCECA
CCGGCGCACA
CCGTGAGECH
CCGGCGCACA
CCGGCGCACA
CCGGCGCACA
CCGGCGCECA
CCGGCGCECA
CCGGCGCEACA
CCGGCGCECEA

1070
N
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAARGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTYC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTARAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTRAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTARGTC
GGGTTARGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTARGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTARAGTC
GGGTTAAGTC
GGGTTAAGTC

1120
R
—-—--—-AAGGGC
-—-—-AAGGGC
-—-—-—RAGGGC
—-—-—--AAGGGC
-—-—-—-AAGGGC

GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCEAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT
GGTGCTGCAT

1080
R I
CCGCAACGAG
CCGCERACGAG
CCGCAACGAG
CCGCARACGAG
CCGCAACGAG
CCGCARACGEG
CCGCAACGAG
CCGCARACGAG
CCGCARACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAARCGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCRACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAARCGAG
CCGCAACGAG
CCGCARACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAACGAG
CCGCAARCGAG

1130
N -
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA

GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGCG
GGCTGTCGTYC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTIC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC
GGCTGTCGTC

1090
I
CGCARA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAaA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAER-CCCT
CGCRER-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCARA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAR-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAR-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAR-CCCT
CGCAAR-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCARA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CACAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCARAR-CCCT
CGCAA-CCCT
CGCRA-CCCT

1140
I I
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT

AGCICGTGTC
AGCTCGTGTIC
AGCTCGTGTC
RGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
LGCTCGTIGTC
AGCTICGTGIC
AGCTCGIGTT
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
EGCTICGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTCGTGTC
AGCTICGTGTC

1100
R
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTTATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TATCCTTTGT
TGTCATAARGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT
TGTCATTAGT

. .

1150
R I
GACARACC--
GACARAACC---
GACRAACC--
GRACAAACC- -
GACAANACC--
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Herbaspirillum
P. huttiensis

H.
H.
H.
H.
H.
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H.
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae ]
Herbaspirillum

frisingense (
frisingense

Herbaspirillum sp BAl61
rubrisubalbicans

H.

seropedicae
frisingense ]

seropedicae

sp_B65

Z67
Mbll
GSF30
75B

rubrisubalbicans M4

sp__BAl"l
sp_NAH4
X8
sp_BAl10
sp_BAll
sp_BAl12
sp_BAl4
sp BA1lS5
BA153
sp_BAl6

P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillm;
H. seropedicae
E. coli K12

H.
seropedicae
seropedicae
seropedicae

H.
H. frisingense
P. huttiensis
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
P. huttiensis
H. seropedicae
H.
H.
H.
H.
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H.
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
H. seropedicae ]
Herbaspirillum

frisingense (
frisingense

Herbaspirillum sp BA1l61

seropedicae
2152 (*)

seropedicae_
rubrisubalbicans M4 (*)
seropedicae )

frisingense:

seropedicae

sp_GS8Al

ZA69 (*)

Z67 (%)

' ZA9S (*)

Z78 (*)

M2 (*)

rubrisubalbicans

sp_B501
sp_BS512
sp_B65

Z67
Mbll
GSF30
75B

rubrisubalbicans M4

sp_BAl 7
sp_NAH4
X8
sp_BAl0
sp BAll
sp_BAl2
sp BAl4
sp_BA1l5
BA153
sp BAl6

H. rubrisubalbicans
P. huttiensis ATCC146

Herbaspirillum
H. seropedicae
E. coli K12

sp_G8Al

TGCTXL-CGA-

1GCT: CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCT2-CGA-
TGCTA-CATT
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-

TGCTRA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTE-CGA-
TGCTA-CATT
TGCTA-CGA-
TGCCAGCGGT
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA -
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-
TGCTA-CGA-

1160
R I
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGARGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGARGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT

-———QAGGGC
DGGGC
-———ﬂhGGGC
--—--2AGGGC
-—---2AGGGC
C-aGTTGAGC

-—-——LAGGGC
--—--8AGGGC
—-—--RAGGGC
-—-—--LAGGGC
————— BAGGGC
-—-—-—AAGGGC
—--—-—AAGGGC
-—-—-AAGGGC
—-—-—-—-2AGGGC
C-AGTTGAGC
—-—---AAGGGC
CCGGCCGGGA
--—-—-RBAGGGC
-—-—--ALQGGGC
—-—-—-—-AAGGGC
—--—--ARGGGC
————— ARAGGGC
-—---AAGGGC
-—---BAGGGC

1170
N
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
GGGGATGACG
GGGGATGACG

[J

|

=CTCTA
ACTCTAATGA
~CTCTARATGA
ECTCTAATGA
ACTCTARATGA
ACTCTAATGA
~CTCTRATGA
ACTCTRATGA
ECTCTAATGA
ACTCTAATGA
~CTCTAATGA
~CTCTRATGA
ACTCTARATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTARTGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ECTCTRRTGA

GA

ll j1

RCTCARSGGE

ACTCTARETGA
ACTCTAATGA
ACTCTAARTGA
LCTCTRATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA
ACTCTAATGA

1180
NN I
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC

TCRARGTCCTC =

TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCRAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCRAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCATC

GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GACTGCCGGT
GECTGCCGGT
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

1190
R R
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTT
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
LTGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
TGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCT
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTTA

ACAARCC --
GACAARCC--
GACAARCC--
GACAARACC--
GACAARACC--
GACARACC--
GACARACC--
GACAAACC- -
GACARAACC--
GACRRDACC--
GACAARACC--
GACARAACC--—
GACAAACC--—
GACARAACC--
GACARARCC- -
GACAARCC--
GACAAACC--
GACAAACC--
GACAAACC--
GACARACC--
GACARACC-—
GACAAACC--
GATAARCT -~
GACAAARACC--—
GACARACC--
GACAAACC--
GACAAACC--
GACARACC--
GACAAACC--
GACAARACC--

1200
ool
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG—--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG

TGGCGTTAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG

TGGG--TAGG

TA TGGG--TAGG

TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
CGAC--CAGG
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H.
H.
P.

seropedicae ZA69 (*)
seropedicae 2152 (%)
seropedicae 267 (%)
seropedicae ZA95 (¥)
seropedicae Z78 (%)

rubrisubalbicans M4 (*)

seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans

frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp_B65

P.
H.
H.
H.
H.
H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

huttiensis

seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_75B
rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BA17
Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8

seropedicae

sp_BAl10
sp_BAll
sp_BAl12
sp_BAl14
sp_BAl15
BAl153

Herbaspir.illm—sp BA16

Herbaspirillum sp_BA161

H.

H.
E.
H.

H.
H.
pP.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

P.

H.

rubrisubalbicans
P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp_GB8Al

seropedicae
coli K12
seropedicae

ZA69 (*)

seropedi cae:zlsz (*)
seropedicae Z67(*)
seropedicae_ 95 (*)
seropedicae Z78 (%)

rubrisubalbicans M4 (*)

seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans

frisingense
huttiensis

huttiensis
seropedicae

sp B501
sp_B512
sp B65

Z67

frisingensé:#bll
frisingense GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4
Herbaspirillum sp BA1l7

GGAGGARGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT

1210
ceeeleadl
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACRCG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTACACACG
GCATCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACACG
GCTTCACRACG
GCTTCACACG

1260
R -
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT

GGGCATGACE
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG

1220
ceeeleal
TCETACARATG
TCATACAATG
TCRTACAATG
TCATACARATG
TCATACRATG
TCATRACAATG
TCATACARATG
TCLTRCAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACRATG
TCATACAATG
TCATACARTG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCARTACAATG
TCATRCARATG
TCATACARTG
TCATACARTG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TGCTACAATG
TCATACAATG
TCATACALTG
TCATACRATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG
TCATACAATG

1270
N .-
CCCAGAAAGT
CCCAGAAAGT
CCCAGAAAGT
CCCAGAARAGT
CCCAGARAGT
CCCAGARAGT
CCCAGAAAGT
CCCAGAAARGT
CCCAGAAAGT
CCCAGAAAGT
CCCAGAAAGT
CCCAGAARGT
CCCAGAAAGT

TCAATTCCTC
TCAAGTICCTC
TCARGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC
TCAAGTCCTC

1230
R T
GTACATACRG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACRG
GTACATACAG
GTACATACEG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACRG
GTACATACAG
TACATACAG
GTRCATACAG
GTACATACAG
GTACATRCAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTRACATACAG
GTACATACAG
GCGCATACAA
GTACATACAG
GTACATACEG
GTACATACAG
GTACATACAG
GTACATARCAG
GTACATACAG
GTACATACAG

1280
NN
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT

~TGGCCGTTA
ATGGCCCTTA
LTGGCCCTTA
ATGGCCCTTA
ATGGCCCTT:

ATGGCCCTTA
LTGGCCCTTA

1240
R
~GGGCCGCCA
LGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCR
AGGGCCGCCA
EGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCh
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
GGGCCGCCA
AGGGCCGCCAR
2GGGCCGCCA
LGGGCGGCTA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGAGAAGCGA
LGGGCCGCCh
ZGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA
AGGGCCGCCA

1290
R I
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGTA
CCGGATTGTA
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA

TGG---TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG
TGGG--TAGG

TGGG--TAGG

1250
I
ACCCGCGAGG
LCCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGRGG
ACCCGCGAGG
ECCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
RCCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
LCCCGCGERGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
BRCCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
CCTCGCGAGA
LACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG
ACCCGCGAGG

1300
N N
GTCTGCARACT
GTCTGCAACT
TCTGCAACT
GTCTGCARCT
GTCTGCAACT
GTCTGCRACT
GTCTGCARCT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCEACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT



Herbaspirillum sp NAH4
H. seropedicae X8

Herbaspirillum sp BA1l0
Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp_BAl2
Herbaspirillum sp BAl4
Herbaspirillum sp BAl5

H.

seropedicae BA153

Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BA161

H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspiri 1lum sp_G8Al

E.

H.

seropedicae

coli K12
seropedicae ZA69 (*)
seropedicae Z152 (%)
seropedicae Z67 (%)
seropedicae ZA9S5 (¥)
seropedicae Z78(*)
rubrisubalbicans M4 (*)

H _seropedicae M2 (%)

H.
H.
p.

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp_ B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65

pP.

huttiensis
seropedicae 767
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp BA1l7
Herbaspirillum sp NAH4

H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

H.

seropedicae X8
sp_BA10
sp BAll
sp_BAl12
sp_BAl4
sp_BAl15
seropedicae BA153

Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BA161

H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillum sp_G8Al

H.
E.

seropedicae

coli K12
seropedicae_ZA69 (*)
seropedicae 2152 (*)
seropedicae Z67(*)
seropedicae_ ZA95 (*)
seropedicae_ 278 (*)
rubrisubalbicans M4 (*)

GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTEAT
GGGAGCTARAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTARAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GCAAGCGGAC
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTRAT
GGGAGCTAAT
GGGAGCTAART

1310
R EERRY
CGACTACATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTACATG
CGACTACATG
CGACTACATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTACATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTACATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTACATG

CCCERGARAGT
CCCAGARAGT
CCCAGAARGT
CCCAGAR=GT
CCCAGAERZGT
CCCAGALREGT
CCCAGARAGT
CCCAGALAGT
CCCAGALEGT
CCCAGAAEGT
CCCAGAAAGT
CCCAGARAGT
CCCAGARARGT
CTCATARAGT
CCCAGALRAGT
CCCAGAALGT
CCCAGAARAGT
CCCAGAARGT
CCCAGALRAGT
CCCAGARAGT
CCCAGAARGT

1320
ceeedeatl
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AARAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
ARGTTGGAAT
ARGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
EAGTTGGAAT
ARGTTGGARAT
ADAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGARAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTCGGAAT
ARAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
AAGTTGGAAT
~AGTTGGAAT

GTATCGT=GT

TATCGTZGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTEGT
GTATCGTZ=GT
GTARTCGT=GT
GTATCGTIAGT
GTATCGT=GT
GTATCGTAGT

TATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GCGTCGTIAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTAGT
GTATCGTEGT

1330
N -
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTRAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTARGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTRAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTERGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTARAT
CGCTERGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTEGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTEGTAAT
CGCTAGTARAT
CGCTEAGTAAT
CGCTEAGTAAT
CGCTAGTAAT
CGCTAGTRAT

CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGTA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGTA
CCGGETTGTA

1340
R -
CGCGGATCAG
CGCGGATCARG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCARG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGTGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCAG
CGCGGATCRG

GTCTGCBACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCRACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAARCT
GTCTGCARACT
GTCTGCAACT
GTCTGCALCT
GTCTGCRAACT
GTCTGCAACT

TGCRACT
GTCTGCEACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCEACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCRACT
GTCTGCRACT

1350
N

CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG

‘CATGTCGCGG

CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGHGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
RATGCCACGG

ATGTCGCGA
CATGTCGCGG
CRTGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG
CATGTCGCGG

122



H.

H.
H.
p.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

P.

H.

seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

sp_B501
sp_B512
sp_B65
huttiensis
seropedicae_ 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp BAl7
Herbaspirillum sp NAH4

H.

sercpedicae_ X8

Herbaspirillum sp BA10
Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp BAl2
Herbaspirillum sp BAl4
Herbaspirillum sp BAlS

H.

seropedi cae_BAI53

Herbaspirillum sp BA1l6

Herbaspirillum sp BA161

H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillum sp G8Al
H seropedicae

H.
H.
P.

coli K12
seropedicae ZA69 (*)
seropedicae Z152(*)
seropedicae Z67 (*)
seropedicae ZA95 (*)
seropedicae_ 278 (%)
seropedicae M4 (*)
seropedicae M2(*)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp B512
Herbaspirillum sp B65

P.
H.
H.
H.
H.
H.

huttiensis
seropedicae_ 267
frisingense Mbll
frisingense_ GSF30
frisingense 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp BAl1l7
Herbaspirillum sp NAH4

H.

Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum
Herbaspirillum

seropedicae X8

sp_BAl10
sp_BAll
sp_BAl2
sp_BAl4

CGACTRCATG

1360
RN I
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGARATACGTT
TGAATACGTT
TGALTACGTT
TGAARTACGTT
TGRATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGARTACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT
TGAATACGTT

1410
I I
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGGTTCACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA

BAGTTGGART

1370
R R |
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

1420
[ |
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAGGTAGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA

CGCTAGTAAT

1380
——
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTRCACECCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACECCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACRACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG
GTACACACCG

R

1430
R R
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTARACCGT
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAARCCGC
GCCTARCCGC
GCCTARACCAC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC

CGCGGATCRG

1390
I I
CCCGTCACRC
CCCGTCACEC
CCCGTCACRC
CCCGTCACRC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACRAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACRAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC
CCCGTCACAC

1440
ceeeleaatl
AAGGAGGGCG
ARGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ANGGAGGGCG
ARAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ARAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ARGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ARGGAGGGCG
ARGGAGGGGG
AAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ARGGAGGGCG
RAAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG

CATGTCGCGG

1400
A
CATGGGAGCG
CATGGGEGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CRTGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGTG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG
CATGGGAGCG

1450
RPN [P
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCTC--
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CATACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG



Herbaspirillum sp BA1lS5
H. seropedicae BA153
Herbaspirillum sp__BAl6
Herbaspirillum sp BA161
H. rubrisubalbicans

P. huttiensis ATCC146
Herbaspirillum sp G8Al
H. seropedicae

E. coli_ K12

H. seropedicae 2ZA69 (*)
H. seropedicae Z152 (%)
H. seropedicae 267 (%)

H. seropedicae ZA95 (*)
H. seropedicae Z78(%*)

GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTECCA
GGTTTTACCA
GGTTTCACCE
GGTTTTACCA
GGTTGCARAL
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA
GGTTTTACCA

GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAARGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GARGTAGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTAGGTA
GAAGTGGTAG
GAAGTGGGTA
GARGTGGGTA
GARGTGGGTA
GAAGTGGGTA
GAAGTGGGTA

H. rubrisubalbicans M4 (*)

H.
H.
pP.

seropedicae M2 (*)

rubrisubalbicans
frisingense
huttiensis

Herbaspirillum sp B501
Herbaspirillum sp_ B512
Herbaspirillum sp B65

pP.

huttiensis
seropedicae 267
frisingense Mbll
frisingense GSF30
frisingense_ 75B
rubrisubalbicans M4

Herbaspirillum sp_BKl"l
Herbaspirillum sp_NAH4

H.

seropedicae_ X8

Herbaspirillum sp BA10
Herbaspirillum sp BAll
Herbaspirillum sp BAl2
Herbaspirillum sp BAl4
Herbaspirillum sp_BAlS5

H.

seropedicae BA153

Herbaspirillum sp BAl6
Herbaspirillum sp BA161

H.
P.

rubrisubalbicans
huttiensis ATCC146

Herbaspirillum sp_G8Al

H.
E.
H.
H.
H.
H.
H.
H.
H.

seropedicae

coli K12

seropedicae ZA69 (*)
seropedicae_ 2152 (*)
seropedicae_ Z67 (*)
seropedicae ZA95 (*)
sercpedicae Z78(*)
rubrisubalbicans_M4 (*)
seropedicae M2 (*)

ACCR GAAGTGGGTA

1460

N
TAGGATTCGT

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

GCCT~ARCCGC
GCCTLRACCGT
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAARCCGC
GCCTAACCGC
GCTTAACCTT

ACTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC
GCCTAACCGC

LAGGAGGGCG
BAGGAGGGCG
ALGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ARGGAGGGGG
ARGGAGGGCG
ARAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
CGGGAGGGCG
TAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
RAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG
ARAGGAGGGCG
AAGGAGGGCG

CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCARCC2CGG
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTTLCCACGG
CTCACCACGG
CTTACCRCTT
CTCACCACGG
CTCACCACGG
CTCACCRCGG
CTCACCECGG
CTCARCCACGG
CTCACCACGG
CTCRCCACGG
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