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RESUMO

A fixagdo biologica de nitrogénio ¢ a reducao do nitrogénio atmosférico a amonio,
catalisado pela nitrogenase. O metabolismo de nitrogénio ¢ controlado por um complexo
sistema regulatorio denominado ntr, do qual fazem parte as proteinas PII e glutamina
sintetase (GS). Em Azospirillum brasilense, a proteina GInB (produto do gene gInB) atua
como sinalizador dos niveis intracelulares de amonio, controlando a atividade de NifA, a
qual ¢ responsavel pela ativagdo dos genes envolvidos na sintese do complexo da
nitrogenase. A GS, produto do gene gInA, participa do sistema de assimilagdo do nitrogénio
fixado, catalisando a sintese de glutamina, utilizando como substrato glutamato e aménio. O
operon gInBA de A. brasilense foi identificado no plasmideo pAB441, que foi isolado a
partir de uma biblioteca gendmica. Em experimentos de complementacdo genética com
estirpes NifS de A. brasilense (HM26, HM053 ¢ HM210) realizados por Vitorino (2001),
observou-se que a presenga do plasmideo pAB441 leva a uma repressdo completa da
nitrogenase nestes mutantes, tanto na presenca quanto na auséncia de amodnio. Com o
objetivo de identificar os genes responsaveis por tal efeito foi construida uma biblioteca
gendmica do plasmideo pAB441. Os insertos dos clones foram sequenciados e a andlise da
seqiiéncia permitiu a identificagdo de dezessete ORF’s na regido do inserto do plasmideo
pAB441. Regides deste inserto, exceto a regido central, entre os sitios de restricdo Sacl/Pstl,
foram sub-clonadas para determinar seu efeito sobre a atividade da nitrogenase dos
mutantes HM. Estas clonagens foram feitas em vetor estavel em A. brasilense e a atividade
de nitrogenase foi determinada nos mutantes contendo tais plasmideos. Uma vez que o
fenotipo Nif° dos mutantes pode ser decorrente de mutagdes nos genes glnBA, este operon
foi parcialmente seqiienciado nestas linhagens. Nas linhagens HM26 ¢ HM210 foi detectada
uma transversao C—T que levou a troca de uma glicina por cisteina na GS destes mutantes.
Na HM26 a troca de aminoacido ocorreu na posi¢do 53, correspondente ao sitio de ligagdo a
amonio da GS enquanto na HM210 a troca deu-se na posi¢do 129, o sitio de coordenagdo de
ions metalicos. Ambas as mutagdes podem ser responsaveis pela baixa atividade

biossintética de GS observada nestes mutantes.



1. INTRODUCAO
1.1 Importancia da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

A fixagdo bioldgica de nitrogénio consiste na reducao do dinitrogénio atmosférico (N3)
a amodnio (NH4") pelas bactérias diazotréficas. Este processo é de grande importincia
econdmica, pois o nitrogénio ¢ um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de plantas
de interesse comercial. A producao brasileira de fertilizantes nitrogenados ¢ de 1 milhdo de
toneladas para uma demanda de 1,7 milhdo, sendo a diferenca suprida pela importagdo, o que
implica em altos custos na produ¢ao de graos (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, 2003).

Na cultura de soja o nitrogénio é o nutriente requerido em maior quantidade. Estima-se
que para produzir 1000 kg de graos de soja sdo necessarios 80 kg de nitrogénio. As fontes de
nitrogénio disponiveis para a cultura da soja sdo os fertilizantes nitrogenados quimicos e a
fixagdo bioldgica do nitrogénio. Nesta cultura, bactérias do género Bradyrhizobium sdo
utilizadas como inoculantes e em alguns casos podem fornecer todo o nitrogénio de que ela
necessita (HUNGRIA et al., 2001).

A utilizagdo de microrganismos associativos capazes de fixar nitrogénio em outras
culturas ¢ de grande interesse tendo em vista os beneficios econdmicos e ambientais dessa
técnica. Sabe-se, por exemplo, que o nitrogénio ¢ o nutriente mais requerido, o que mais
limita a produtividade de milho e também o que mais onera a cultura. Cerca de 22 kg de
nitrogénio sdo necessarios para produzir 1.000 kg de griaos (COELHO et al., dados nao
publicados — Embrapa Milho). Na lavoura de arroz, a quantidade de nitrogénio recomendada
estd em torno de 90 kg ha™' (Embrapa Arroz).

Bactérias fixadoras de nitrogénio dos géneros Azotobacter, Enterobacter, Bacillus,
Klebsiella, Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Burkholderia e Azoarcus sao

capazes de associar-se a uma grande variedade de gramineas, aumentando sua produgao



(TARRAND et al., 1978; RENNIE et al., 1982; GILLIS et al., 1989, 1995; BALDANI et al.,
1992; REINHOLD-HUREK et al., 1993; DONG et al., 1994). Visto que a associagdao entre
gramineas e bactérias fixadoras de nitrogénio possibilita uma substancial economia de
fertilizantes nitrogenados na agricultura (PEDROSA, 1987), sendo também menos nociva ao
ambiente, o estudo destas bactérias ¢ importante para posterior utilizagdo como inoculantes
em culturas de interesse comercial.

1. 2 Nitrogenase

A reagdo de redugdo do dinitrogénio a amonia ¢ catalisada pelo complexo enzimatico
nitrogenase, composto por duas proteinas: a dinitrogenase ou proteina-MoFe (proteina
ferro-molibdénio) e a dinitrogenase redutase ou proteina-Fe (proteina ferro) (EADY, 1986).
A dinitrogenase (MoFe) ¢ um tetramero formado por duas subunidades o e duas
subunidades B codificadas pelos genes nifD e nifK, respectivamente. Cada tetramero
apresenta dois cofatores ferro-molibdénio (FeMoco) que sdo os sitios de liga¢ao e reducao
do nitrogénio e dois centros P (revisado por ZHANG et al., 1997). A dinitrogenase redutase
¢ um homodimero v, codificado pelo gene nifH , que contém um nucleo 4Fe-4S e sua
fung@o ¢ transportar elétrons até a dinitrogenase (DEAN et al., 1993).

Os centros ativos fortemente reduzidos no complexo da nitrogenase sdo facilmente
destruidos por oxidacdo com O,, inativando-a. Em func¢do de sua sensibilidade a O, a
sintese da nitrogenase € reprimida em altas tensdes de oxigénio (ZUMFT ¢ MORTENSON,
1975).

A reacdo catalisada pela nitrogenase € a seguinte:

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



Esta reacdo ¢ inibida por ADP.Mg, mas ndo por NHj3 ou glutamina, este ltimo,
produto imediato da assimilagao da NH; (HAAKER e KLUGKIST, 1987).

A biossintese ¢ o funcionamento da nitrogenase requerem, além dos produtos dos
genes nNifHDK, produtos de outros genes responsaveis por sua regulagdo transcricional e
pos-traducional, transporte de elétrons, biossintese de cofatores e transporte de ions.
Condigdes ambientais favoraveis tais como a auséncia de nitrogénio fixado, baixas tensoes
de oxigénio, presenca de molibdénio e temperatura adequada permitem a expressdo da
capacidade de fixacdo de nitrogénio pelos diazotrofos (POSTGATE, 1982).

1. 3 Regulac¢édo da nitrogenase

O processo de fixagao de nitrogénio catalizado pelo complexo da nitrogenase envolve
um alto gasto energético para o microorganismo, por isso ¢ altamente regulado tanto na
atividade da nitrogenase como na expressdo dos genes nif (POSTGATE, 1982; FISCHER,
1994).

Uma vez que o oxigénio tem efeito deletério sobre os componentes da nitrogenase ¢
vantajoso para as bactérias reprimir sua transcri¢do quando os niveis de oxigénio sdo altos.
Além disso, a transcricdo se torna desnecessaria quando o nivel de nitrogénio fixado ¢
suficiente. Sendo assim, ao nivel transcricional, a sintese da nitrogenase ¢ regulada em
resposta as condi¢des ambientais de oxigénio e amonio (HARTMANN et al., 1986). O grau
em que cada estimulo afeta a transcri¢do ¢é caracteristico de cada espécie de diazotrofo. Em
diazotrofos de vida livre a expressdo dos genes nif ¢ mais sensivel aos niveis celulares de
amonio do que em organismos simbidticos (MERRICK, 1992).

Estudos sobre a fixacao de nitrogénio em Klebsiella pneumoniae geraram um modelo
para a regulacdo transcricional da nitrogenase. Neste modelo, o controle da transcricdo do
“cluster” de genes nif depende de NifA (produto do gene nifA), um ativador de transcri¢ao

de promotores dependentes de 6>*. A transcri¢io de NifA, por sua vez, esta sob controle dos



produtos dos genes ntrB e ntrC, que fazem parte do sistema ntr, o qual controla o
metabolismo geral de nitrogénio em enterobactérias (MERRICK, 1992). Em K.
pneumoniae, o gene nifA ¢é co-transcrito com nifL que codifica para NifL, uma flavoproteina
redox sensivel a nitrogénio (HILL, 1996; MERRICK, 1992). NifL age como regulador
negativo de NifA aparentemente formando um complexo inibitoério que bloqueia a atividade
de nucleosideo trifosfatase de NifA (DIXON, 1998; EYDMANN, 1995).

1.4 Azospirillum brasilense

As bactérias do género Azospirillum sdo microrganismos diazotroficos, aerdbicos,
capazes de se associar endofiticamente a plantas de interesse agricola como milho, arroz,
trigo e sorgo (DOBEREINER e DAY, 1976; DOBEREINER, 1991; PEDROSA, 1988).

1.5 Regulacéo da fixacédo de nitrogénio em Azospirillum brasilense

A expressao dos genes envolvidos na regulagdo do metabolismo de nitrogénio em A.
brasilense, como em outros organismos, esta sob o controle de fatores ambientais como
fonte de nitrogénio e concentragdo de oxigénio (DOBEREINER e PEDROSA, 1987).

Um modelo de regulagdo do metabolismo de nitrogénio em A. brasilense foi proposto
por VANDE BROEK e colaboradores (2000) e modificado por Huergo (2002) e contempla
o conhecimento atual (Figura 1).

A regulagdo da fixacdo de nitrogénio em A. brasilense apresenta algumas diferengas
em relagdo a K. pneumoniae. Em A. brasilense, nifA ¢ expresso constitutivamente, mas seu
nivel de expressdo ¢ menor em presenca de altas concentragdes de oxigénio e amonio. As
proteinas regulatorias NtrB ¢ NtrC nao atuam diretamente na transcri¢ao de nifA, como
indicam estudos da sua expressdo em mutantes ntrBC de A. brasilense (LIANG et al.,
1992). Apesar disso, NtrC € necessaria para a expressao maxima de nifA sob condig¢oes de

fixagdo de nitrogénio (LIANG et al., 1993).



REGULACAO DO PROCESSO DE FIXACAO DE NITROGENIO EM A. brasilense
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Figura 1: Regulacdo do sistema Ntr em A. brasilense. Adaptado de VANDE BROEK (2000) por
HUERGO (2002).



As proteinas NtrX e NtrY, apesar de exercerem fungdes regulatorias de forma similar
a NtrBC, também ndo foram capazes de ativar a transcri¢do de nifA em A.brasilense
(ISHIDA et al., 2002). Uma regido essencial para a atividade do promotor de nifA foi
identificada entre os nucleotideos —67 ¢ —47 do inicio de transcri¢do de nifA. Um provavel
sitio reconhecido pela subunidade c’® foi identificado nesta regido e pode constituir o
promotor de nifA. Estudos de expressao utilizando a fusdo deste promotor com o gene lacZ
mostraram que um efeito combinado de altas concentracdes de oxigénio e amdnio ¢
responsavel pela repressdo do promotor de nifA (FADEL-PICHETH et al., 1999).

Em mutantes gInB de A. brasilense, a proteina NifA ¢é provavelmente sintetizada na
forma inativa, sugerindo o envolvimento de GInB na regula¢do da atividade de NifA por
amonio (LIANG et al., 1992). A atividade de NifA também ¢ modulada em resposta a
concentragdo de nitrogénio na célula e pela tensdo de oxigénio (LIANG, et al., 1992). NifA
nao ¢ controlada por NifL como em K. pneumoniae, mas sim auto-regulada por
modificacdes conformacionais. Através de ensaios utilizando a proteina NifA truncada foi
possivel determinar que seu dominio N-terminal estd envolvido na regulagdo negativa de
sua propria atividade em presenga de aménio (ARSENE et al., 1996). Uma estirpe mutante
em @InB, apresentou fendtipo Nif', apesar de ndo ter a transcri¢ao de nifA afetada (LIANG,
et al., 1992). Isso pode indicar que a inibi¢do de NifA por amonio ¢ revertida pela acdo da
proteina GInB em condi¢des de fixa¢ao de nitrogénio (de ZAMAROCZY, 1998). Acredita-
se que a forma uridililada da proteina GInB (GInB-UMP) seja necessaria para a ativacdo da
proteina NifA (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).

O gene gInB, que codifica para a proteina GInB, ¢ adjacente ao gene gInA. O operon
gInBA apresenta trés diferentes promotores, utilizados seletivamente conforme a
disponibilidade de nitrogénio (de ZAMAROCZY et al, 1993) (Figura 1). Em condi¢des de

excesso de nitrogénio fixado, gInBA ¢ cotranscrito em baixos niveis a partir do promotor



gInBpl (6”°) e gInA ¢ transcrito em niveis mais altos a partir de seu promotor, até entio nio
identificado. A transcrigdo maxima de gInBA ocorre em baixas concentragdes de ions
amonio e ¢ iniciada a partir do promotor gInBp2 (c°*). Nestas condi¢des, gInA é pouco
expresso a partir de gInAp e é cotranscrito com gInB. Sendo assim, a proteina GInB de A.
brasilense ¢ sintetizada em altos niveis sob condi¢des de amoOnio limitante e em baixos
niveis sob condi¢des de excesso de nitrogénio (de ZAMAROCZY et al., 1993). O promotor
gInBp1l ¢ sobreposto a duas seqiiéncias reconhecidas por NtrC, que em situacdo limitante de
amonio, sdo ocupadas por NtrC-P, favorecendo a transcrig¢o a partir do promotor ginBp2. A
transcricdo de gInA, aparentemente, ndo ¢ ativada por NtrC mas esta alterada em um
mutante gInB (estirpe 7628) sugerindo que a proteina GInB age na regulagdo da expressdo
do gene gInA (HUERGO et al., 2003).

Em A. brasilense, foi identificada a proteina PZ, com alta similaridade a GInB (66%
de identidade e 82% de similaridade). Apesar de similares, estas duas proteinas
desempenham papéis diferentes na regulagdo da fixagdo de nitrogénio. A proteina PZ pode
estar relacionada com o transporte de ions amoénio, visto que um mutante GInZ" apresentou
uma taxa aumentada na captacdo de metilamdnio ¢ a expressdo de gInZ neste mutante foi
capaz de reverter este fenotipo (de ZAMAROCZY, 1998).

Os genes que codificam para o sistema NtrY/NtrX de A. brasilense, apresentam alta
homologia com os de Azorhizobium caulinodans (ISHIDA et al., 2002). Neste
microrganismo, este sistema estd envolvido na expressao da proteina NifA e no crescimento
em nitrato (PAWLOWSKI et al., 1991). Em A. brasilense, foi evidenciada a participagao
deste sistema apenas no metabolismo de nitrato e ndo na expressdo da proteina NifA

(VITORINO et al., 2001; ISHIDA et al., 2000).



1.6 Controle da atividade da nitrogenase

Em A. brasilense, a atividade da nitrogenase é regulada por NH; e oxigénio. A
subunidade dinitrogenase redutase ¢ inativada reversivelmente por ADP-ribosilacdo sob
condigdes incompativeis com a fixa¢do de nitrogénio (HARTMANN et al., 1986). Este
processo envolve as proteinas DRAT e DRAG (produtos dos genes draT ¢ draG). Na
presenga de altas concentragdes de amonio, DRAT inativa a subunidade dinitrogenase
redutase catalizando a transferéncia de um grupamento ADP-ribosil do NAD" para o
residuo Arg-101. Em baixas concentracdes de amodnio, a inativacao ¢ revertida pela agdo de
DRAG, a qual remove o grupamento ADP-ribosil (ZHANG et al., 1993).

DRAT e DRAG também estdo sujeitas a regulacdo pos-traducional (ZHANG et al.,
1994). DRAG ¢ ativa e DRAT ¢ inativa sob condi¢des de fixagdo de nitrogénio. Quando
células de A. brasilense sdo tratadas com NH,  ou transferidas de um meio microaerdbico
para um meio anaerdbico, DRAG se torna inativa e DRAT ¢ ativada. Apds o consumo do
amonio do meio ou o retorno ao meio microaerdobico, DRAG se torna ativa e a atividade da
nitrogenase ¢ recuperada (ZHANG et al., 1993). Mutantes ntrBC ndo sofrem perda da
atividade da nitrogenase em altos niveis de amdnio (PEDROSA e YATES, 1984). Este
resultado sugere que o efeito destas mutagdes provavelmente envolve mudancas na
atividade de DRAG (MACHADO et al., 1995 e LIANG et al.,1993).

Uma estirpe GInZ™ apresentou somente uma recuperacao parcial (de 20 a 40%) da
atividade da nitrogenase apos 80 minutos de sua inativagdo reversivel induzida por amdnio,
enquanto a estirpe selvagem recuperou totalmente a atividade apos 10 minutos. Esse
resultado mostra que GInZ pode estar envolvida no controle pos-traducional da atividade da
nitrogenase em A. brasilense (KLASSEN et al., 2001). Estudos recentes mostram que a

proteina GInZ ¢é importante para a reativacao da nitrogenase, provavelmente pela interagdo



com a proteina DRAG e que a proteina GInB ¢ fundamental para o desligamento da
nitrogenase (KLASSEN et al., 2005 — submetido).
1.7 Sistemas de Assimila¢éo de aménio

A amonia produzida ou captada do ambiente ¢ utilizada na sintese de glutamina e
glutamato, que servem como doadores de nitrogénio para as reagdes biossintéticas
(MERRICK ¢ EDWARDS, 1995). A assimilagdo do amdnio pode ocorrer através de duas
vias, sendo que a principal envolve duas enzimas: a glutamina sintetase (GS) e a glutamato
sintase (GOGAT). Em A. brasilense, os genes que codificam para as duas subunidades da
glutamato sintase sdo gItDB (WESTBY et al., 1987). A glutamina sintetase ¢ codificada
pelo gene gInA, o qual faz parte de um operon com gIlnB (BOZOUKLIAN et al., 1986). As
reacdes que compdem esta via sdo as seguintes:

GS
NH," + L-glutamato + ATP — L-glutamina + ADP +Pi

GOGAT

L-glutamina + a — cetoglutarato + NADPH — 2 L - glutamato + NADP"

A glutamato sintase catalisa a aminacdo redutiva do a-cetoglutarato, produzindo
glutamato, empregando glutamina como doadora de nitrogénio. A glutamina sintetase
catalisa a reagdo de formacdo da glutamina a partir de glutamato e NHy4". Ela ¢ uma enzima
altamente regulada, tanto a nivel transcricional como pos-traducional. Produtos finais do
metabolismo da glutamina, como a alanina e a glicina, sdo inibidores alostéricos de GS.
Além da regulagdo alostérica ha a inibi¢ao por adenililacdo, que aumenta ainda mais a
sensibilidade da enzima aos inibidores alostéricos (MAGASANIK, 1993). No modelo para
bactérias entéricas (Figura 2), baseado em Klebsiella pneumoniae, a adenililagdo e
desadenililagdo da GS sdo promovidas pela adenilil transferase, que tem sua atividade

modulada pela ligacdo com a proteina GInB. Esta modulag¢ao permite um decréscimo da
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REGULACAO DA ATIVIDADE DE GS E NitrC EM RESPOSTA A

CONCENTRACAO DE AMONIO EM K. pneumoniage

NtrB + GInB
NtrC-p »  NtrC (inativo)
ATase + GInB
Alto NH," GS >  GS-mp (inativo)
1 GInB
GInD
(9InD)
GlnB-UMp
v
Baixo NH.* GS (ativa) « ATase + GInB-yvp GS- AMP
NtrC-P (ativo) NtrB NtrC

A

Figura 2: Modelo esquematico da regulagdo das atividades da glutamina sintetase e
sistema Ntr em resposta a pressdo de nitrogénio no meio. A Utase (GInD) catalisa a
uridililagdo e deuridililacao da GS. A NtrB catalisa a fosforilagcdao e defosforilagao da NtrC
(MERRICK & EDWARDS, 1995).



atividade da glutamina sintetase quando os niveis de glutamina sdao altos, € um aumento
dessa atividade quando os niveis de glutamina sdo baixos e os substratos 2-oxoglutarato e
ATP estao disponiveis (MERRICK ¢ EDWARDS, 1995). Diferentemente do que ocorre em
bactérias entéricas, em A. brasilense, a regulacdo do nivel de adenililagdo de GS nao ¢é
mediada por PII (de ZAMAROCZY, 1998).

A segunda via de assimilagdo de amoénio envolve a enzima glutamato desidrogenase
(GDH):

GDH

NH," + a — cetoglutarato + NAD(P)H <« glutamato + NAD (P)"

A glutamato desidrogenase catalisa a reacdo reversivel da aminagdo do a-
cetoglutarato pela amonia formando glutamato e utilizando as coenzimas NADH ou
NADPH. Em microrganismos, a GDH NADH-dependente parece estar envolvida em
funcdes catabolicas enquanto a NADPH-dependente em fungdes anabdlicas (BENDER et
al., 1977).

A primeira via (GS — GOGAT) ¢ a principal responsavel pela assimilagdo de amonio
em condicdes limitantes deste composto. A segunda via (GDH) funciona quando a
concentragdo de amonio € alta, pois a GDH possui uma afinidade relativamente baixa para
NH," (MERRICK e EDWARDS, 1995). Em A. brasilense a via GS-GOGAT parece ser a
via predominante de assimilagdo de amoénio independente da fonte de nitrogénio utilizada
para crescimento (WESTBY et al., 1987).

1.8 Operon gInBA de A. brasilense

Duas estirpes de A. brasilense excretoras de amonio apresentaram uma baixa
atividade de glutamina sintetase (GS). Uma delas ¢ incapaz de fixar nitrogénio (Nif’; 7029)
e a outra apresenta atividade de nitrogenase independente do nivel de nitrogénio fixado do
meio (Nif®; 7028). A estirpe 7029 apresenta a troca de um residuo conservado de acido

aspartico na posi¢do 52 da GS por um residuo de asparagina (van DOMMELEN et al.,
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2003). Esta mutagdo se encontra no sitio proposto para ligagao de ions amonio a GS (LIAW
et al., 1995), ndo permitindo a geragdao de espécies ativas de NHj3, necessarias na reagdo
biossintética da GS. A GS da estirpe 7028 apresenta um residuo de cisteina na posigao 322
onde, na selvagem, ¢ encontrado um residuo de arginina. Esta mutag¢do se encontra no sitio
de ligagdo a glutamato (LIAW et al., 1993). Ambos os mutantes tiveram seus fenotipos
restaurados pelo gene gInA selvagem de A. brasilense, inclusive recuperando sua
capacidade de fixar nitrogénio (7029) e a regulagio da nitrogenase por NH4" (7028). Estes
resultados confirmam o papel central de GS na regulacdo da fixagdo de nitrogénio (van
DOMMELEN et al., 2003).

Mutantes espontaneos de A. brasilense estirpe Sp7, resistentes a etilenodiamina,
excretoras de amonio e capazes de fixar nitrogénio constitutivamente, foram isoladas por
MACHADO (1988). Quatro dessas estirpes foram caracterizadas fisiologicamente: HM 14,
HM26, HM053 e HM210 e apresentam atividade normal de glutamato sintase e da
glutamato desidrogenase. O sistema de regulagdo da atividade da nitrogenase estava
parcialmente afetado, visto que o aumento da concentracdo de amonio no meio implicava
apenas em diminui¢do da atividade da nitrogenase e esta era insensivel ao desligamento
(“switch off”) induzido por NH,". Estes mutantes foram classificados em trés grupos quanto
a atividade de GS: o mutante HMO053 que apresentava baixos niveis de GS altamente
adenililada em todas as condicdes testadas; o mutante HM 14 que apresentava baixos niveis
de GS regulada por amoénio como no selvagem; os mutantes HM26 ¢ HM210 que
apresentavam niveis normais de GS, porém adenililada constitutivamente (MACHADO,
1988).

A caracterizacdo genética mais detalhada destes mutantes foi feita por VITORINO
(2001), através de estudos de complementagdo onde foi possivel verificar que os fendtipos

apresentados pelos mutantes HM sdo corrigidos por diferentes genes. Assim, os plasmideos
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pMAK4 (nifA de A. brasilense, sob o controle de seu proprio promotor), pLHR31 (nifR3),
pLHBI1 (ntrB de A. brasilense), pLHC1 (ntrC de A. brasilense), pLHBC1 (ntrB e ntrC de A.
brasilense) e pLHR3BC1 (nifR3ntrBntrC de A. brasilense), cujos genes estavam sob o
controle de um promotor constitutivo (plac), ndo foram capazes de alterar o fenotipo Nif
destes mutantes (VITORINO, 2001).

O mutante HMO053, ¢ provavelmente, um mutante na regido promotora do operon
gInBA visto que o gene gInB expresso constitutivamente (plasmideo pJC1) restaura o
controle da atividade de GS neste mutante. O plasmideo pAB441 (que contém entre outros
o operon gInBA de A. brasilense) restaurou o controle da atividade e parcialmente os niveis
de GS deste mutante. A presenca do gene gInB expresso constitutivamente (pJC1) também
restaurou o controle da atividade de GS na estirpe HM210, o que sugere que esta seja
mutante em gInB.

O plasmideo pHM9 (nifR3ntrBCXY sob o controle de seus proprios promotores) foi
capaz de complementar a capacidade de crescimento em nitrato e a regulagdo da atividade
da nitrogenase apenas no mutante HM26. Entretanto, quando os plasmideos pLHR3BC1
(nifR3ntrBntrC sob o promotor plac) e pL46 (ntrXY sob seu proprio promotor) estdo
presentes neste mutante, ndo sdo capazes de restaurar o controle da atividade da nitrogenase
por NH,". Esse resultado sugere a existéncia de interagdo entre estes genes e seus produtos e
que esta interagdo seja responsavel pela complementacao do fenotipo do mutante HM26.

O plasmideo pL46 (ntrXY) restaurou o controle e a regulagdo por amonio da atividade
da nitrogenase no mutante HM14. Este e outros resultados sugerem que a linhagem HM14
apresenta alteragdo funcional no sistema NtrY/X (VITORINO et al., 2001).

Uma observagao surpreendente foi a de que transconjugantes das estirpes HM26,
HMO053 e HM210 contendo o plasmideo pAB441, embora tivessem o crescimento

dependente de nitrato restaurado, perderam completamente a atividade da nitrogenase tanto
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na auséncia como na presenca de amdnio. E relevante citar que a atividade da nitrogenase
do mutante HM14 e da estirpe selvagem nao foi alterada em presenga do plasmideo
pAB441 (VITORINO, 2001). Foi entao levantada a hipotese de que a perda da atividade da
nitrogenase destes transconjugantes decorre de um efeito conjunto de suas mutagdes e
outros genes presentes no inserto de 20kb de DNA de A. brasilense no pAB441, em adigao

aos genes gInB e gInA.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar os fatores genéticos envolvidos na repressdo da nitrogenase nos
mutantes HMO053, HM26 e HM210 pelo plasmideo pAB441.
2.2 Objetivos especificos:
e Construir uma biblioteca aleatéria do plasmideo pAB441;
e Seqiienciar os clones obtidos visando obter a seqiiéncia completa do inserto de
DNA de A. brasilense no pAB441;
e Analisar as seqiiéncias para a identificacdo de possiveis genes envolvidos na
regulacdo da fixacdo de nitrogénio e metabolismo nitrogenado;
e Identificar os genes responsaveis pela auséncia da atividade da nitrogenase nos
mutantes HM26, HM053 e HM210;
e Realizar ensaios fisiologicos que avaliem o envolvimento destes genes na
regulagdo da fixagdo de nitrogénio em A. brasilense;
e Seqiienciar o operon gINBA dos mutantes HM e determinar as interagdes de seus

produtos com os genes do pAB441.

15



3. MATERIAIS E METODOS

Para atingir os objetivos propostos foram utilizadas duas principais estratégias:

seqlienciamento do inserto do plasmideo pAB441 para identificagao dos genes presentes

e testes de complementacao dos fendtipos para identificagdo das mutagdes presentes nos

mutantes HM. Os métodos utilizados neste trabalho serdo descritos separadamente em

duas se¢des. A primeira se refere a metodologia empregada para o seqiienciamento e

analise do inserto do plasmideo pAB441, enquanto a segunda se refere a analise

fisiologica dos mutantes HM26, HM053 e HM210 de A. brasilense.

3.1 Bactérias e Plasmideos

As bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho estdo listadas na tabela abaixo.

Estirpe ou plasmideo

Propriedades

Referéncia ou Fonte

Estirpe
E. coli
TOP10

S17.1

A. brasilense
FP2
HM14, HM26, HMO053,
HM210

Plasmideos
pUCI18

pTZ18R

pRK2013

pAB441

Sm" F~ [mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)
lacZAM15]
Rp4-2 Tc::Mu Km::Tn7 Tra” Sm'

+
recA

Estirpe selvagem,SP7 Nif", Nal',Sm"
FP2, EDA', Nif®, Nal', Sm', Amt’

lacl, lacZ, Amp', ori pPBR322

pTZ19R com sitio de policlonagem
invertido, Amp"

Tra" Km', plasmideo mobilizador

20Kb do genoma de A. brasilense em
vetor pVK 100, Tc"

www.invitrogen.com

SIMON et al., 1983

PEDROSA E YATES,
1984
MACHADO, 1988

YANISCH-PERRON et
al., 1985
MEAD et al., 1986

FIGURSKI &
HELINSKI, 1979
BOZOUKLIAN &
ELMERICH, 1986
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pLAFR3.18 derivado do vetor pLAFR3 com sitio SOUZA et al., 1995
de policlonagem do vetor pTZ18R,
Tc', Cm'

pTZ+7 fragmento Sacl/HindIII de 7Kb do VITORINO, 2001
pAB441 subclonado em pTZ18

pTZ+13 fragmento HindIII/PstI de 5Kb do Este trabalho
pAB441 subclonado em pTZ18

pLAFRgInA2 fragmento EcoRI de 1,6 kb contendo HUERGO, comunicagao
GS de A. brasilense clonado em pessoal
pLAFR3.18

pL+7 fragmento Sacl/HindIII de 7Kb do Este trabalho
pAB441 subclonado em pLAFR3.18

pL+13 fragmento HindIII/Pstl de 5Kb do Este trabalho

pAB441 subclonado em pLAFR3.18

3.2 Sec¢do 1: Sequenciamento e andlise do inserto do plasmideo pAB441

3.2.1 Condicdes de cultivo

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido Luria-Broth (LB) ou Terrific
Broth (TB) (SAMBROOK et al, 1989) a 37°C, incubadas em agitador rotatorio a 200 rpm.
Para crescimento em meio s6lido foram utilizados MacConkey (MILLER, 1992) ou LA
(SAMBROOK et al.,1989), em estufa a 37°C.

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

3.2.2 Composicao dos meios de cultura

Luria Broth (LB) Gramas/litro
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sodio 10,0
Triptona 10,0

O meio solido foi obtido pela adi¢do de dgar na concentragao de 15 g/L ao meio liquido e

foi denominado LA.
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Terrific Broth (TB)
Extrato de Levedura
Bactotriptona

Glicerol

Mac Conkey
Peptona
Polipeptona
Lactose

Sais biliares
Cloreto de sodio
Agar

Vermelho neutro

Cristal violeta

3.2.3 Antibidticos

Os antibioticos usados foram:

Ampicilina (Amp)
Estreptomicina (Sm)

Tetraciclina (Tc¢)

Gramas/litro
24,0
12,0

4,0

Gramas/litro
20,0
3,0
10,0
1,5
5,0
15,0
0,03

0,001

Concentrag¢ao final
250 pug/mL
10 pg/mL

10 pg/mL
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3.2.4 Construcéo de biblioteca gendmica
3.2.4.1 Purificacéo de pAB441 em larga escala

A purificagdo de DNA plasmidial em grande escala foi feita em gradiente de cloreto
de césio (SAMBROOK et al., 1989). Células de 100 mL de uma cultura de E. coli contendo
o plasmideo pAB441 foram coletadas por centrifugagdo a 5.000 rpm por 10 minutos e
ressuspensas em 40mL de GET. Em seguida, foram adicionados 80mL de solugdo de lise e
a solu¢do incubada em gelo por 5 minutos. As proteinas foram precipitadas com a adi¢do de
60 mL de acetato de potassio 3 mol/L pH5,5 e incubacdo por 10 minutos em gelo. O DNA
plasmidial foi precipitado com 100 mL de isopropanol absoluto, lavado cm 100mL de
etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em 9 mL de dgua milli-Q estéril. Mais tarde as
amostras foram analisadas em gel de dgar. Em seguida, foi adicionada 4dgua até a solugdo
atingir uma massa de 10,5 g e foram adicionados 11,05g de CsCl, a preparagdo. Apos a
dissolu¢do foram adicionados 10 mg de brometo de etideo. A solug¢do foi centrifugada a
2.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante transferido para tubos de ultracentrifuga. A
amostra foi centrifugada por 48 horas em ultracentrifuga Beckman L65B (rotor Ti 60) a
55.000 rpm a 15°C. As bandas formadas no gradiente foram visualizadas sob luz
ultravioleta e coletadas com o auxilio de agulha e seringa. Dois volumes de agua foram
adicionados ao volume coletado das bandas (aproximadamente 2 mL) e posteriormente,
foram adicionados seis volumes de etanol absoluto. A solugdo foi centrifugada a 3.000 rpm
por 20 minutos. O DNA foi ressuspenso em 300uL, tratado com RNAse e extraido com
300uL de fenol:cloroférmio. Apos isso, foi precipitado com 600uL de etanol absoluto,
lavado com etanol 70% e redissolvido em 500uL de agua.

3.2.4.2 Nebulizacéo

O plasmideo pAB441 foi nebulizado seguindo-se o seguinte protocolo. No interior de
um nebulizador (TOPO Shotgun Subcloning Kit - Invitrogen) foi adicionada uma solugao

contendo 25ug de DNA, 0,3M de acetato de sodio e glicerol 30% em um volume final de
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ImL. Esta solugdo foi nebulizada sob 1,96kPa de nitrogénio gasoso durante 15 segundos.
Apos isso, a solucdo de DNA foi coletada e o resultado da nebulizagdo foi verificado
através de eletroforese em gel de agarose. Os passos de nebulizagdo e verificagdo foram
repetidos até serem obtidos fragmentos de DNA com cerca de 1kb. Apds isso a solucao foi
precipitada com etanol absoluto 3 volumes por aproximadamente 2 horas a 4°C. O DNA foi
coletado por centrifugagdo a 13.000 rpm por 20 min a 4°C, lavado com etanol 70% e seco.

3.2.4.3 Eletroforese e purificacdo de fragmentos de DNA
A eletroforese de DNA foi feita em gel de agar horizontal (SAMBROOK, 1989).

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

O DNA foi visualizado apos tratamento do gel com solucao de brometo de etideo (0,5
png/mL) em transiluminador de luz ultravioleta (312 nm) e o perfil eletroforético foi
registrado fotograficamente utilizando o sistema de video BioChemi System (UVP
Biolmaging Systems) acoplada a equipamento de impressao.

Para purificacdo de fragmentos de DNA, foi utilizado gel de agarose de baixo ponto
de fusdo e tampao TAE 1X (Tris-acetato 40 mmol/L e EDTA Immol/L pH 8,0). As bandas
de interesse foram coradas em solucdo de 0,5 pg/mL de brometo de etideo por 20 min e
cortadas sob iluminacdo luz ultravioleta. A extracio de DNA do gel foi feita pela
transferéncia da fatia de gel para um tubo de 1,5mL, a esta foi acrescentada solugdo de
NaCl 5 M até uma concentragdo final de 250 mM e incubada a 65°C até a fusdo do gel.
Depois disso, foi adicionado ao tubo 1 volume de fenol tamponado, a solugdo foi misturada
vigorosamente e centrifugada a 13.400 rpm por 10 min. A fase aquosa foi transferida para
novo tubo e tratado com 1 volume de fenol:cloroférmio seguindo o procedimento descrito

acima. A fase aquosa foi novamente transferida para um tubo e precipitada com 0,5 volume
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de acetato de amoénio e 2 volumes de iso-propanol absoluto, centrifugado, lavado com
etanol 80%, seco e ressuspenso em 20 puL de dgua milli-Q.

3.2.4.4 Preparo de DNA com pontas nao-coesivas (“blunt”)

Os fragmentos de DNA a serem ligados em terminais cegos foram tratados com a
enzima T4 DNA polimerase, fragmento Klenow da DNA polimerase e T4 Polinucleotideo
quinase, conforme descrito por Sambrook e colaboradores (1989). A reagdo foi feita
utilizando-se o tampao recomendado pelo fabricante (33 mmol/L Tris-acetato pH 7,9; 10
mmol/L de acetato de magnésio; 0,5 mmol/L de ditiotreitol ¢ 66 mmol/L. de acetato de
potassio), 0,3% de BSA (soroalbumina bovina), 0,1 mmol/L de dNTP’s, 2mmol/L de ATP,
1U de T4 DNA polimerase, 1U de Klenow, 1U de polinucleotideo quinase e 30pug DNA. A
mistura foi incubada a 12°C durante 40 minutos, em seguida a 37°C durante 45 minutos ¢ a
10 minutos a 75°C. Depois disso, a solugdo de DNA foi precipitada com 2 volumes de
etanol absoluto, lavada com etanol 70%, seca, ressuspensa e aplicada em gel de baixo ponto
de fusdo para posterior purificagao.

3.2.4.5 Digestéo dos vetores

O vetor pUCI8 foi linearizado com a enzima de restricdo Smal (New England
Biolabs). Apds a reagcdo de 3h a 30°C em presenca do tampdo NEB 4, a enzima foi
desnaturada por calor a 70° durante 10 min. O DNA foi extraido foi precipitado com etanol
absoluto, lavado, seco e dissolvido em 4agua milli-Q estéril.

3.2.4.6 Ligacao de DNA

O vetor linearizado foi ligado ao inserto numa propor¢ao de 1:5 (mol:mol) utilizando
tampao de ligagdo e 0,8 U T4 DNA ligase. A incubagao foi feita a 18°C durante a noite.

3.2.4.7 Transformacéo por eletroporacéo
3.2.4.7.1 Preparo de células competentes

As células de E. coli foram preparadas utilizando-se um método baseado em Dower et

al., 1988 ¢ Hanahan, 1983. Um mililitro de uma cultura saturada foi inoculado em 100 mL
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de meio LB e crescida at¢é uma D.O.¢00 de 0,5-0,8. As células foram coletadas por
centrifugacdo (5000 rpm por 5 min a 4°C) e lavadas duas vezes com agua estéril gelada
(100 e 50 mL). Em seguida, foram ressuspensas em glicerol 20%, centrifugadas novamente
(10.000 rpm por 5 min) e ressuspensas em volume final de 0,5 mL de glicerol 20%,
separadas em aliquotas de 30 pL e estocadas a -70°C.

3.2.4.7.2 Eletroporacéo

No momento do uso, uma aliquota de 30uL de células competentes foi descongelada
em banho de gelo e, ap6s acrescida de 1,0uL. da solucdo de ligacdo, foi transferida para a
cubeta de eletroporagdo previamente resfriada. A cubeta foi ajustada a camara de
eletroporagdo contendo gelo e submetida a um pulso elétrico de 10 kV/em (330uF, 200,
4kV). A seguir, as células foram transferidas para frascos estéreis de 10mL de meio Terrific
broth (TB) e incubadas a 37°C, 130rpm por 30min. Apos incubagdo, aliquotas de 200uL de
cultura foram plaqueadas em meio LA ou MacConkey contendo os antibidticos apropriados
para selecdo dos transformantes. As placas foram incubadas a 37°C durante 18 horas. As
colonias obtidas foram coletadas e seu DNA purificado para verificar a presenca de
plasmideos conforme item 3.5.1.1.

3.2.4.8 Mini-preparacao de plasmideos em microplacas

Em um bloco estéril de 96 pogos, foi adicionado a cada pogo 1mL de meio Terrific
Broth contendo 250 pug/mL de ampicilina. As coldnias foram inoculadas com o auxilio de
um repicador a partir de uma placa de LA inoculada no dia anterior e incubada a 37°C por
cerca de 16 horas. Os blocos foram selados com adesivo, um pequeno orificio foi feito
sobre cada pogo para permitir a aera¢dao ¢ foram incubados a 37°C a 200rpm, durante 16
horas. As culturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi
descartado o ao pellet foram adicionados 180ul. de GET para lavar as células que foram
sedimentadas por nova centrifugacdo a 4000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi

descartado e os blocos mantidos invertidos sobre papel absorvente.
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A cada pogo foi adicionado 80uL de GET contendo 0,5 nL de RNAse (20mg/mL) e
os blocos foram homogeneizados em vortex até a completa suspensdo das células. As
células foram transferidas para uma microplaca com pogos de 250uL e lisadas com 80uL
de solugdo de lise. As placas foram seladas, a solu¢do homogeneizada por inversdo e
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 80uL de
acetato de potassio 3M, pH 5,2. As placas foram seladas, homogeneizadas por inversdo e
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Entdo, as placas foram centrifugadas por
alguns segundos (4000 rpm) e posteriormente incubadas, sem o adesivo, em estufa a 90°C
por 30 minutos. Apés este periodo, as placas foram incubadas em gelo por 15 minutos e
centrifugadas a 4000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em uma placa
Millipore (MAGV N22) fixada, com fita adesiva, no topo de uma microplaca de
polipropileno nova de fundo em V com pogos de 250uL. O conjunto foi centrifugado a
4000 rpm por 5 minutos a 20°C.

A precipitacdo do DNA foi realizada adicionado-se 80uL de isopropanol ao filtrado.
A placa foi homogeneizada por inversdo e centrifugada por 45 minutos a 4000 rpm, 20°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 150uL de etanol 70% e seco
em estufa a 37°C por uma hora. O DNA foi dissolvido em 30uL de 4gua milli-Q estéril. As
placas foram armazenadas a —20°C.

3.2.4.9 Mutagénese com transposons

Para completar o seqiienciamento do plasmideo pAB441 o transposon EZ::TN TET 1
foi integrado aleatoriamente nos plasmideos pTZ+7 e pTZ+13. Como a seqiiéncia das
pontas do transposon ¢ conhecida, oligonucleotideos iniciadores podem ser utilizados para
seqiienciar a partir das duas extremidades do TET-1. A reagdo de insercdo foi feita

seguindo-se o protocolo do EZ::TN™ Insertion Kit (Epicentre). A reagdo foi feita em

volume total de 10uL, contendo 0,2ug de plasmideo, 5fmol de EZ::TN <TET-1>
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Transposon, 0,1U de tranposase, 1uL. de tampao de reagdo e agua estéril. Os clones obtidos
foram purificados, analisados e utilizados como molde em reagdes de seqiienciamento,
utilizando oligonucleotideos iniciadores complementares as extremidades do transposon.

3.2.4.10 Minipreparacao de plasmideos

Preparagdes em pequena escala de plasmideos para analise de restricdo foram feitas
pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) descrito abaixo.

A bactéria E. coli contendo o plasmideo de interesse foi crescida em SmL de meio LB
contendo os antibioticos apropriados até uma D.O. de aproximadamente 2,0. A cultura foi
transferida para tubos plasticos de 1,5 mL, as células coletadas por centrifugacdo (13.400
rpm, 1 minuto), ressuspensas em 100uL de solu¢do GET (Tris-HCI 25 mmol/L, pH 8,0;
glicose 50 mmol/L e EDTA 10 mmol/L) e lisadas com 150 pL de solugdo de lise (NaOH
0,2 mol/L e SDS 1%). As proteinas, o DNA cromossomal desnaturado, os restos celulares e
o SDS foram precipitados com a adicao de 150 pL de acetato de potassio 3 mol/L pH 5,5 ¢
incubagdo por 10 minutos em gelo. As amostras foram, entdo, extraidas com 70 pL de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), centrifugadas a 13.400 rpm e o sobrenadante
transferido para novo tubo. O DNA plasmidial foi precipitado com ImL de etanol absoluto,
lavado com 1 mL de etanol 80%, seco a vacuo e dissolvido em 20 uL de agua milli-Q
estéril. Mais tarde as amostras foram tratadas com RNAse na concentragdo final de 500
ug/mL e analisadas em gel de agar.

3.2.4.11 Digestao de DNA com enzimas de restricao

As condigdes utilizadas para a digestio de DNA com enzimas de restricdo foram
aquelas especificadas pelo fabricante.

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

DNA em um volume de 20pL durante 3 horas na presenca do tampdo adequado a 37°C.
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3.2.5 Sequienciamento
3.2.5.1 Purificacdo de DNA plasmidial

A purificacdo de DNA plasmidial para posterior seqiienciamento foi realizada através
da lise alcalina conforme descrita no item 3.2.4.10. Apds dissolvido em agua, o DNA foi
tratado com RNAse (concentracdo final de 500ug/mL) por 1 hora a 37°C. Foi feita, em
seguida, uma extragdo com 0,3 volume de fenol-cloroféormio-alcool isoamilico ¢ uma
extracdo com cloroférmio-alcool isoamilico. O DNA foi precipitado com 0,66 volume de
acetato de amonio (7,5 M, pH 8,0) e 3 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol 80%,
seco e ressuspenso em 20uL de agua.

3.2.5.2 Reacdo de Sequenciamento

O seqiienciamento ¢ baseado no método de terminacdo da cadeia por
dideoxiribonucleotideos (SANGER et al., 1977). Neste trabalho foi utilizado entre 0,1 e
0,5 ng do DNA molde purificado, 5,0 pmol do oligonucleotideo especifico para a reacdo e
4,0 uL da mistura para seqiienciamento “DYEnamic ET sequence premix terminator”
(DYEnamic ET DYE Terminator Kit: Thermo Sequenase Il DNA polymerase, DY Enamic
ET DYE terminators - Amersham Biosciences), num volume final de 10uL. A reacdo foi
feita utilizando-se um termociclador onde, apds um ciclo de desnaturacao a 95 °C por 2
minutos foram realizados 35 ciclos a 96°C por 2 minutos foram realizados 35 ciclos a 96°C
por 30 segundos e 60°C por 1°30”.

ApoOs a reacdo de seqiienciamento o produto da reagdo foi purificado com 2uL de
acetato de sodio 3M pHS5,2 e 50uL de etanol absoluto, lavado com etanol 70%, seco e
submetido a eletroforese no Seqilienciador Automatico de DNA ABI377 (Perkin-Elmer).

3.2.5.3 Reacéao de sequenciamento em placa de 96 pogos

O seqiienciamento em placa foi realizado pelo método de terminacdo de cadeia
utilizando dideoxinucleotideos fluorescentes. As reagdes de seqiienciametno e purificagdo

foram realizadas segundo o protocolo do kit DYEnamic ET Dye Termiantor Cycle
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Sequencing (Amersham Biosciences) e lidas em seqiienciador automatico MegaBACE
1000 (Amersham Biosciences).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram os apropriados para cada reagao.
Os parametros para a reacao de seqiienciamento foram os mesmos do item anterior.

3.2.6 Analise dos dados de seqlienciamento
3.2.6.1 Andlise e alinhamento das sequiéncias

Para o processamento e alinhamento das seqiiéncias foram utilizados os programas
PHRED/PHRAP/CONSED (EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 1998; GORDON et
al., 1998).

O programa PHRED reconhece as seqiiéncias de nucleotideos provenientes de dados
brutos do seqiienciador e atribui valores de qualidade as bases da seqiiéncia. Este processo ¢
denominado identificagdo de bases ou “base calling” (EWING et al., 1998).

Regides de vetores de clonagem sdo filtradas pelo programa Cross-match, que
compara a seqiiéncia analisada com arquivos de seqiiéncias de vetores (EWING et al.,
1998).

O programa PHRAP (Phragment Assembly Program) ¢ o programa responsavel pela
montagem dos fragmentos de DNA seqiienciados em regides contiguas (EWING &
GREEN, 1998). Este programa permite a construcdo da seqiiéncia do contiguo através de
um mosaico de partes das seqiiéncias de alta qualidade e a utilizagdo de informagdes da
qualidade dos dados computados internamente (EWING e GREEN, 1998). A visualizagdo e
edicdo das seqiiéncias geradas apds a montagem foram realizadas através do programa
CONSED (GORDON et al., 1998).

3.2.6.2 Anotagao da sequiéncia

Analisada a seqiiéncia, a etapa seguinte consiste em identificar quais proteinas sdo
codificadas. As ORF’s, ou provaveis regides codificadoras, presentes na seqiiéncia foram

identificadas utilizando o programa FramePlot (ISHIKAWA e HOTTA,1999). Todas as



regides que provavelmente codificam para proteinas foram comparadas com o banco de
dados GeneBank utilizando o programa BLASTX (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al., 1997).

As andlises de organizacdo gendmica foram feitas utilizando o programa STRING
(von MERING et al., 2003) (http://string.embl.de).

As analises de dominios estruturais de proteinas foram feitas através do programa

SMART (LETUNIC et al., 2004) (http://smart.embl-heidelberg.de).

3.3 Secdo 2: Analise fisiologica dos mutantes HM26, HM053 e HM210 de A. brasilense

3.3.1 Condicdes de cultivo

O meio utilizado para o cultivo das estirpes FP2 e dos mutantes de A. brasilense foi o
NFbHP (MACHADO et al., 1991).

3.3.2 Composic¢ao dos meios de cultura

A composicao e o preparo estdo descritos abaixo:

MgS04.7H,0 0,2 g/lL
NaCl 0,1 g/L
Lactato de s6dio 5,0 g/lL
CaCl, 20,0 g/L
Acido nitrilo triacético 56,0 mg/L
FeSo04.7H,O 20,0 mg/L
Biotina 0,1 mg/L
Na,Mo04.H,0 2,0 mg/L
MnSO4.H,O 2,4 mg/L
H;BO; 2,8 mg/L
CuS0,4.7H,0 0,08 mg/L

ZnS0O4.7H,0 0,24 mg/L
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Agua destilada q.s.p 1000 mL
O meio foi autoclavado por 20 minutos a 120 °C e 1 atmosfera de pressao.

Solucao de fosfatos 20x:

KH,PO4 80,0 g/L
K,HPO, 120,0 g/L
Agua destilada q.s.p 1000 mL

O pH do meio foi ajustado para 6,8 através da adi¢ao de 50 mL/L da solucdo de
fosfatos 20X. Como fontes de nitrogénio foram utilizadas solu¢des de glutamato de sodio 1
mol/L e de cloreto de amonio 1 mol/L. Estas solug¢des foram esterilizadas separadamente e
adicionadas a0 meio NFbHP no momento do uso em diferentes concentragdes conforme o
experimento. O meio acrescido destas fontes de nitrogénio foi denominado NFbHPG ou
NFbHPN, respectivamente.

Nos ensaios de determinacgdo de atividade da nitrogenase foi utilizado o meio NFbHP
semi-s6lido acrescido de 0,5 mM de glutamato ou 10 mM de cloreto de amdnio. O meio
NFbHP semi-sélido foi preparado adicionando-se 0,17% (m/v) de dgar ao meio liquido e o
meio solido foi preparado adicionando-se 1,5% (m/v) de dgar ao meio liquido.

3.3.3 Antibidticos

Os antibioticos usados foram:

Concentrag¢ao final

Acido Nalidixico (Nal) 20 pg/mL
Estreptomicina (Sm) 80 nug/mL
Canamicina (Km) 50 pg/mL

Tetraciclina (Tc¢) 10 pg/mL
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3.3.4 Manipulacio de DNA
3.3.4.1 Isolamento de plasmideos de A. brasilense

O isolamento de plasmideos de alta massa molecular das estirpes de A. brasilense foi
feito conforme descrito abaixo (KADO & LIU,1981).

As estirpes transconjugantes ¢ controles (FP2 e mutantes) de A. brasilense foram
cultivadas em 10mL de meio NFbHPN até D.O.¢p de aproximadamente 1,0. Uma aliquota
de 1,0 mL das culturas foi transferida para tubo de 1,5mL e centrifugada a 13.400 rpm
durante 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 100uL de
tampao TioE; (Tris-HCI 10mmol/L, EDTA I1mmol/L). Foram adicionados 200uL de
solugdo de lise (Tris base S0mmol/L, SDS 3%, NaOH 82 mmol/L), homogeneizados por
inversdo suave e mantidas em repouso por 15 minutos. Apods a adicdo de 800uL de
fenol:cloroféormio:alcool isoamilico (25:24:1) a solug¢ao foi homogeneizada suavemente por
inversdo durante 5 minutos. Apods centrifugacdo por 10 minutos, a fase aquosa foi
transferida para tubo novo ¢ o DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto. O
DNA foi coletado por centrifugag¢do a 13.400 rpm por 20 minutos, lavado com etanol 70%,
seco e ressuspenso em 15ul de agua contendo 100 pg/mL de RNase. A solugdo de DNA
resultante foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TBE a 60 V por
6 horas para visualiza¢do dos plasmideos.

3.3.4.2 Extragdo de DNA cromossomal
Células de uma cultura de A. brasilense (1,5 mL) D.0.600= 1,5 foram coletadas por

centrifugacdo a 13.400 rpm por 1 minuto, e ressuspensas em 500uL de tampao GET
(S5mmol/L de glucose, 25mmol/L de Tris-HCI pHS8,0; 10mmol/L de EDTA pH&,0). Em
seguida, foi acrescentado SDS 1% (v/v) e a solugdo foi incubada a 50°C por 20 minutos.
Foram acrescentados entdo 200ug/mL de pronase E, e a solugdo foi incubada por
aproximadamente 12 horas a 37°C. Apos esse periodo, foram adicionados 200ulL de

fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24;1) e a solugdo foi homogeneizada por inversao
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durante 5 minutos. Apods centrifugacao por 15 minutos a 13.400 rpm, o sobrenadante foi
transferido para tubo novo, precipitado com 1 volume de isopropanol e centrifugado
novamente a 13.400 rpm durante 20 minutos. O DNA foi lavado com etanol 80%, seco e
ressuspenso em S0uL de agua.

3.3.4.3 Ligacdo de DNA

A mistura vetor-inserto, numa propor¢ao de 1:5 (mol:mol), foi aquecida a 65°C por 5
minutos e resfriada em gelo, em seguida, foi adicionado tampao de ligagdo e 0,8 U T4 DNA
ligase. A incubacao foi feita a 18°C durante a noite. (SAMBROOK et al., 1989)

3.4 Transferéncia de plasmideo por conjugacao

Os plasmideos a serem transferidos para as estirpes de A. brasilense foram mantidos
em E. coli S17.1 (tra"). As estirpes de A. brasilense (receptoras) e E. coli foram cultivadas
nos meios NFbLactatoHPN e LB, respectivamente, a partir de uma cultura fresca, na
auséncia de antibidticos, até uma D.Ogoy de aproximadamente 0,7. Células das estirpes
doadora e receptora foram misturadas na propor¢ao de 1:10 (100uL da estirpe doadora para
ImL da estirpe receptora). A mistura foi centrifugada em tubo pléstico de 1,5 mL estéril, as
células foram ressuspensas em 200ul. de NFb e plaqueadas em meio s6lido NFbHPN/LA
1:1. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas. A massa de células formada foi
coletada com palito estéril e transferida assepticamente para um tubo plastico de 1,5mL
estéril, ressuspensas em 1,0 mL do meio liquido NFbHPN com auxilio da pipeta. Uma
aliquota de 100uL da suspensdo foi plaqueada em NFbHPN contendo os antibidticos
necessarios para selegdo. As colonias transconjugantes foram transferidas para placas
contendo meio NFbHPN com os antibioticos, analisadas quanto a presenca dos plasmideos

(KADO & LIU, 1981), e mantidas em meio NFbHPN so6lido em temperatura ambiente.
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3.5 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas das culturas de A. brasilense foi feita pelo método de
LOWRY et al., (1951), apos lise alcalina das células utilizando NaOH 0,5 mol/L por 30
minutos a temperatura ambiente. Foi utilizada uma curva padrao de soroalbumina bovina e
a absorbancia foi determinada a 660nm.
3.6 Atividade da Nitrogenase em Meio Semi-solido

A atividade da nitrogenase foi determinada em culturas crescidas em 4mL de meio
semi-solido, apds 24-48 horas de incubacdo a 30°C ou ap6s formacdo de pelicula na
superficie do meio. Os frascos foram fechados com rolha de borracha e foi injetado
acetileno no volume de 10% da fase gasosa. Em seguida, as culturas foram incubadas
novamente a 30°C por 1 hora e o etileno formado foi quantificado por cromatografia
gasosa. Para isso, aliquotas de 0,5 mL foram retiradas da fase gasosa ¢ injetadas em
cromatografo (Cromatografo Varian, modelo 3400, equipado com coluna Porapak N e
detector de ionizacdo de chama) (DILWORTH, 1966; SCHOLHORN e¢ BURRIS, 1967).
Nitrogénio superseco foi o gas de arraste empregado a um fluxo de 20mL/min, temperatura
da coluna de 130°C, do detector de 200°C. Como padrao foi utilizado etileno 100 ppm.

A atividade especifica da nitrogenase foi expressa em nanomoles de etileno formado
por miligrama de proteina por minuto.
3.7 Sequienciamento do operon ginBA dos mutantes HM26, HM053 e HM210

3.7.1 Amplificacdo de DNA por PCR
A regido gInBA dos mutantes HM26, HM053 ¢ HM210 foi amplificada a partir de

seu DNA cromossomal, purificado conforme o item 3.3.4.2. A amplificacao foi realizada
utilizando o sistema de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (KOCHER e WILSON,
1991). Em um tubo de 200uL, foram acrescentados aproximadamente 20ng de DNA
molde, tampao de PCR (20mmol/L Tris HCI pH 8,4 ¢ 50mmol/L KCI), 0,2 mmol/L

dNTP’s, 10pmol de cada oligonucleotideo, 1,5mmol/L. MgCl,, ¢ 2,5U de Taq DNA
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polimerase (Life Technologies) em um volume final de reacao de 25ul. A reagao foi feita
utilizando termociclador Thermocycler (eppendorf) e os parametros estdo descritos a
seguir: um periodo de desnaturacdo a 95°C por 2 min, 30 ciclos com as seguintes
temperaturas: 94°C por 30 seg, T por 30 seg, 72°C por 3 min e extensao adicional dos
produtos de PCR a 72°C durante 5 min, onde T,,, € a temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores (“primers”), que varia conforme a combinagdo utilizada,

como mostra a tabela que segue:

Combinagdo Tam

p2gInB x promgInB 63°C
pglnAl x internoGS2 65°C
promgInB x pglnA2 60°C
pglnAl x AbGSfim 60°C

A regido de anelamento dos “primers”, suas seqiiéncias e temperaturas de anelamento

calculadas sdo mostradas na figura 3 e tabela 2.
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REGIAO gInBA DE A. brasilense E LOCALIZACAO DOS PRIMERS

-660

CGCCTCCACCCGCCGCAATCCCGCATCACCGTCACCCGGCACAATAAGCACCGCGACGGCCGCAGCATAGCCGGGC
promglnB 5’ GCACAATAAGCACCGCGA 3’

ACAGGGGGAATGAAAGGACTGGCCTGATTGGCACAGGAATTGGAAGAAAGGACTGGGGCGATGGATGGGACTCGAA
CCCACGACCGCTCGGACCACAACCGAGAGCTCTACCAACTGAGCTACCACCGCCACCGGGGACGAAAAGATTCGTC
CGCAAACACCCGACCCGTCGCCCCGACCGATGCAACGCCGGCGTGAACTGCTCACGAAACCGACACATCCGCCGTC
AAGGAGGACTGGGGCGATGGAIQ%E?CTCGAACCCACGACCGCTCGGACCACAACCGAGAGCTCTACCAACTGAGC

TACCACCGCCACCGGGGTCGCCTAT TTGCCCCAAGGGACGGGGCGGGTCAAGCTCTATTTTCCACCTTGTCCATCA
upstream 3’ GAACGTCGTACAA
ATGTGAAAAGCCGGGTGGAAAGCCGGCGCTACCCCATCCGAACGGACAAGGCTGCGCGGATTGCTTGCAGCATGTG

ATGTTTATAACAA 5° downstream 5’ CTTGCAGCATGTT
CACAAATATTGTTCACTTCGCCCTATCCGTTGGCAGTCGCGTGCCGCCCACGGTGGCATCGGCCCGCTGCGGCCCG
TACAAATATTGTT 3’ p2glnB 3 CCTGGCAGCCGTCTCGGCA

GCATCCCACGCAGCCGGATCGCAACCGCTCCGATTGGCACGCAACGTGCTTTACATCGGACCGTCGGCAGAGCCGT
SigmaN 5’ CCGCTCCGATTGGCACGCAACGTG 3’ 60

CCTG 5 -

GGACGGTGCCTGCCGACGTTGGCACCTCGTACACGAGAGACCCATGAAGAAGATCGAAGCCATCATTAAGCCGTTC

AAACTCGACGAAGTGAAGGAAGCCCTTCACGAAGTCGGCATCAAGGGCATCACCGTCACCGAGGCCAAGGGCTTCG
GCCGTCAGAAGGGGCACACCGAGCTGTACCGCGGCGCGGAGTATGTGGTCGACTTCCTGCCGARGGTGARGATCGA
GGTGGTGATGGAGGACTCCCTGGTGGAGCGGGCGATCGAGGCGATCCAGCAGGCCGCCCACACCGGCCGCATCGGE
GACGGCAAGATCTTCGTCACCCCCGTGGAAGAAGTTGTCCGCATCCGGACCGGCGAGAAGGGAGGCGACGCGATCT
GATCGCGTCCCGAGAACCCGACCACCGGCCACCATGARCCAGCCCCGCCCACAACCGACGCAGAGCCGGCCGACTC
pglnAl 5 -AAGCGTCTAGAGAACCCGACCACC-3"
CGATCGGGCCGACGCAGACCGTCGCAACCGCGAGCGGAACGATCCGTGCGTGGATGCCCATCCGGGCGCGACTTTT
TGTGCTGTCACGTTGTGTGCTTGGGARAGGCATGACATAACGTCCGCCGCGAGCGCCGTCACCCGCCCCTTGGTCG
GS+ 5 GTGAATTCTTGGGAAAGGCATGACATAACG 3’ pglnA2 3’ CAGAAGCTGGAC
GTTTGACGCAGCGGGACCCAAACCTCTTAAGCGTGGARAAAGAGATATGTCCGACATCAGCAAGGTCTTCGACCTG
TAGATCTTTGTG 5’
ATCAAGGAACACGACGTCAAGTACGTGGACCTCCGCTTCACCGACCCGCGCGGCAAGCTGCACCACACCGCTCAGC
ACGTCTCGACCATCGACGAGGACGTGTTTGAAGACGGCATCATGTTCGACGGCTCCTCGATCGCCGGTTGGAAGGC
GATCAACGAGTCGGACATGATCCTCCAGCTCGACCCGACCACCGCCGTCATGGACCCGTTTTCGGCCCAGCCGACG
CTGAACATCCTCTGCGACGTGTACGAGCCGTCGACCGGCCAGCCCTACGCCCGCTGCCCGCGCGGTATCGCGAAGG
CCGCCGAGAAGTACATGGCGTCGGCCGGCATCGGCGACACCGCCTACTTCGGCCCGGAAGCCGAGTTCTTCGTCTT
CGACGACGTCAAGTTCAAGGTCGAGATGAACAAGGTGTCCTACGAGTTCGACTCGGAGGAAGGCCCGTACACCTCG
GACAAGGACTATGAGGACGGCAACCTGGGCCACCGCCCGGGCGTCAAGGGCGGCTACTTCCCGGTCGCTCCGGTCG
ACAGCGGCTCGGACCTGCGCGCCGAGATGCTGAGCGTGCTCGCCGAGATGGGCGTGCCGGTCGAGAAGCACCACCA
internoGSl 3’ CCGGCGAAGCGTCGTACT 5’
CGAGGTGGCCGCTTCGCAGCATGAGCTGGGCATCAAGTTCGACACGCTGGTCCGCACCGGCGACAACATGCAGTAC

TACAAGTACGTCGTGCACAATGTCGCCCACGCCTACGGCAAGACCGCGACCTTCATGCCGAAGCCCGTCTTCGGCG

ACAACGGCTCGGGCATGCACATGCACCAGTCGATCTGGAAGGAAGGCCAGCCGCTGTTCGCCGGCAACCAGTACGC



CGACCTGTCGGAACTGGCGCTGTACTACATCGGCGGCATCATCAAGCACGCCAAGGCGCTGAACGCCTTCACCAAC

CCGACGACCAACTCGTACAAGCGTCTGGTCCCGGGCTACGAGGCTCCGGTTCTGCTGGCCTACTCGGCCCGCAACC

internoGS2 3’ CCCGTTCGCGCAGCTCCA 57
GTTCGGCCTCCTGCCGCATCCCGTACGTCGCCTCGCCGAAGGGCAAGCGCGTCGAGGTCCGCTTCCCGGACCCGTC

GGCCAACCCGTACCTGGCCTTCGCCGCCCTGCTGATGGCCGGTCTGGACGGCATCCAGAACAAGATCCATCCGGGC
GAGGCGATGGACAAGAACCTGTACGACCTGCCGGCCGAAGAGCTGGCCAAGGTTCCGACGGTTTGCGGCTCGCTGC
GCGAGGCCCTGGACAGCCTGAAGGCCGACAGCGCCTTCCTGCAGAAGGGCGACGTGTTCACCAAGGACATGATCGA

GTCCTACATCGACCTGCGCACCGAGGAGCTGCTGGCCTTCGAGACCATGCCGCACCCGATCGAGTACAAGATGTAC
GS- 3’ GCCTAAGGCCACAGGCGGGCTTAAGTG 5’

TACTCGGTCTGATCCATCGGACTTCGGTCCACCGGATTCCGGTGTCCGCCCCGCCCTCGCGGCGCGGCGGGCACCA
AbGSFIM 3’ GCCGCCCTAGGT

CCGGAGGGCCGGACCGCGGAGCAGAGCACAAAAAAAGCCCACCGGCGACACCGTCGGTGGGCTTTTTTGTGTCCAG
GGCCTCC 57

GACGTGAAGAGATGCC

Figura 3: Seqiiéncia correspondente a regido gInBA de A. brasilense. As letras em verde
representam a regido codificadora do gene gInB e as letras em vermelho correspondem a
regido codificadora do gene gInA. Os locais de aneclamento dos oligonucleotideos
iniciadores estdo indicados por letras azuis. E as letras sublinhadas representam trocas de
base para inser¢do de sitios de restrigdo. As letras em negrito ¢ em maior tamanho
delimitam as regides em que foram obtidas seqiiéncias confidveis (conforme o texto).
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TABELA 2: SEQUENCIA DOS PRIMERS E SUAS TEMPERATURAS DE

ANELAMENTO
Primer Sequiéncia Tann
calculada
promgInB 5’ ~GCACAATAAGCACCGCGA-3’ 56°C
Mutagénico 5 -AACAATATTTGTAAACATGCTGCAAG-3" 68°C
upstream
Mutagénico 5 -CTTGCAGCATGTTTACAAATATTGTT-3" 68°C
downstream
sigmaN 5’ -~CCGCTCCGATTGGCACGCAACGTG-3' g8p°C
p2ginB 5" -GTCCACGGCTCTGCCGACGGTCC-3" 60°C
pginAl 5 -AAGCGTCTAGAGAACCCGACCACC-3" 66°C
pglnA2 5 -GTGTTTCTAGATCAGGTCGAAGAC-3’ 60°C
GS+ 5 -TGAATTCTTGGGAAAGGCATGACATAACG-3’ 61°C
GS- 5 -GTGAATTCGGGCGGACACCGGAATCCG-3" 48°C
internoGS1 5/ -TCATGCTGCGAAGCGGCC-3’ 60°C
internoGS2 5’ -ACCTCGACGCGCTTGCCC-3’ 62°C

AbGSFIM 5" -CCTCCGGTGGATCCCGCCG-3" 58°C




3.7.2 Sequienciamento

Foi feito conforme item 3.2.5.

3.7.3 Andlise das seqiiéncias

As seqiiéncias obtidas foram comparadas utilizando o programa BioEdit (HALL,

1999).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos de complementagdo genética dos mutantes Nif° de A. brasilense,
denominados HM26, HMO053 ¢ HM210 (MACHADO, 1988), utilizando o plasmideo
pAB441 resultaram na perda da atividade da nitrogenase nos transconjugantes tanto na
auséncia como na presen¢a de amonio (VITORINO, 2001). Este efeito deletério sobre a
atividade da nitrogenase poderia ser decorrente da presenca de outros genes regulatorios
desconhecidos, incluindo os genes gInBA, presentes no plasmideo pAB441. Com o objetivo
de identificar o gene ou conjunto de genes responsaveis por este efeito, uma biblioteca
genOmica (aproximadamente 900 clones) do plasmideo pAB441 no vetor pUCI8 foi
construida e seqiienciada tendo como resultado a seqiiéncia completa do inserto de DNA de
A. brasilense no pAB441 (Figura 5).

A biblioteca aleatéria do plasmideo pAB441 foi construida utilizando fragmentos de 1
a 3 kb do DNA nebulizado clonados em vetor pUC18. Apos a clonagem, os plasmideos
foram transformados em E. coli, estirpe TOP10. As coldnias transformantes foram coletadas
e repicadas em placas de 96 pogos. Estas colonias foram crescidas, seu DNA foi purificado
e submetido a reagdes de sequenciamento.
4.1 Sequenciamento do inserto do plasmideo pAB441

Aproximadamente 2100 seqiiéncias foram obtidas e analisadas. O alinhamento
utilizando os programas Phred/Phrap e Consed resultou em uma regido de 21606 pares de
base que corresponde ao inserto do plasmideo pAB441 e a regides adjacentes do vetor
pVKI100. A analise mais detalhada desta regido revelou que o tamanho do inserto do
plasmideo pAB441 é de 19173 pares de base (Figura 4 — Anexo 1). Utilizando o programa
FramePlot (ISHIKAWA e HOTTA, 1999), foi possivel identificar 15 provaveis seqiiéncias
codificadoras de proteinas (ORF’s) nesta regido. A comparagdo das seqiiéncias dos

produtos de traducdo das ORF’s com aquelas depositadas no banco de dados GenBank,
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através do programa BLASTP, permitiu identificar as provaveis proteinas codificadas por
estes genes. As proteinas identificadas apresentam similaridade superior a 50% com as
seqliéncias de outros organismos ja depositadas no GenBank (Tabela 3).

As proteinas codificadas por genes dessa regido apresentam diferentes fungdes: trés
sao proteases dependentes de ATP: protease Lon, ClpP e ClpX; duas estdo envolvidas na
fosforilacdo oxidativa: subunidades a- e B- respectivamente da NADH-desidrogenase I;
duas no metabolismo de nitrogénio: proteina GInB (PII) e glutamina sintetase; uma prolil
isomerase: o fator “trigger”; uma proteina ligante a DNA: a subunidade - da proteina HU;
uma chaperona: a proteina de choque térmico Hsp70; uma provavel monoamina oxidase:
MaoC; uma provavel histona acetiltransferase: Hpa2; e cinco proteinas hipotéticas: as
ORF’s com alta homologia a Magn029418 e Magn029417, uma provavel quinase de
carboidratos, uma proteina similar a proteinas envolvidas na sintese de fenazina, uma ORF
conservada (COG5457) e parte de uma ORF que codifica para uma proteina de membrana
(COG4325).

Uma parte da seqiiéncia, ja obtida por outros grupos, estava depositada no banco de
dados GenBank: a regido da protease Lon e do fator “trigger” com aproximadamente 4 kb,
além das seqiiéncias dos genes gInB ¢ gInA (MORI et al., 1996; INDORATO et al., 1999;
de ZAMAROCZY et al., 1990).

As provaveis fungdes das proteinas codificadas pelos genes encontrados no inserto do
pAB441 sdo descritas abaixo.

COG4325

Esta ORF apresenta similaridade com uma regido conservada que corresponde a uma
provavel proteina de membrana de funcdo desconhecida. Este dominio ¢ encontrado em 4
espécies do filo Actinobacteria. Apenas parte desta ORF estd presente no inserto do

plasmideo pAB441 e codifica para 268 aminoacidos da regido C-terminal desta proteina.
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Esta seqiiéncia de aminoacidos apresenta 51% de similaridade com a seqiiéncia codificada
pela ORF correspondente em Nostoc punctiforme (Tabela 3).

COG5457

Esta regido apresenta alta similaridade com a regido codificadora para uma proteina
pequena, conservada e ndo caracterizada. Esta proteina conservada ¢ encontrada em 5
espécies da subdivisdo gama e em 4 espécies da subdivisdo alfa das proteobactérias. Em A.
brasilense esta proteina conservada apresenta 71 residuos de aminoacidos e 70% de
similaridade com a seqiiéncia da proteina de Pseudomonas fluorescens (Tabela 3).

Acetiltransferase Hpa2

Hpa2 ¢ membro da superfamilia de N-acetiltransferases, uma familia de enzimas com
diversos substratos, inclusive histonas, outras proteinas e aminoglicosideos. Estudos in vitro
mostraram que a Hpa2 de Saccharomyces cerevisiae ¢ capaz de acetilar residuos especificos
de lisina em histonas H3 e H4. Hpa2 forma um dimero estavel em solucdo e forma
tetrameros quando ligada a acetil-CoA (ANGUS-HILL et al., 1999). Em Salmonella
enterica foi identificada uma N-acetiltransferase denominada AAC(6')-ly, que forma
dimeros com estrutura similar a de Hpa2. Esta enzima catalisa sua auto N-acetilacdo
dependente de acetil-CoA e a acetilagdo de histonas de eucariotos. Em bactérias gram-
negativas patogénicas as N-acetiltransferases conferem resisténcia a aminoglicosideos
utilizados como antibioticos, sendo responsavel pela maioria das estirpes resistentes a estes
compostos (VETTING et al., 2004). A provavel proteina Hpa2 de A. brasilense apresenta
130 residuos de aminoacidos e 70% de similaridade com a de Magnetospirillum

magnetotaticum (Tabela 3).
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TABELA 3: SIMILARIDADE DE SEQUENCIA ENTRE AS EROTEiNAS
CODIFICADAS PELAS ORF's DO PLASMIDEO pAB441 E SEQUENCIAS DE
PROTEINAS DO GENBANK

Proteina Residuos Similaridade Identidade Organismos
NuoB 181 76% 67% Rhodospirillum rubrum
NuoA 118 88% 72% Rhodospirillum rubrum
HU 90 86% 74% Rhodospirillum rubrum
Lon 810 8% 77% Rhodospirillum rubrum
ClpX 422  91% 83% Magnetospirillum magnetotacticum
ClpP 210 82% 73% Magnetospirillum magnetotacticum
TF 444 69% 50% Rhodospirillum rubrum
Magn03009420 476 60% 50% Magnetospirillum magnetotacticum
Magn03009421 433 60% 51% Magnetospirillum magnetotacticum
Pl 117 94% 87% Rhodospirillum rubrum
GS 413 84% 74% Rhodospirillum rubrum
DnaK 276 66% 56% Magnetospirillum magnetotacticum
MaoC 144  69% 50% Dechloromonas aromatica
Homodloga PhzC/PhzF 221 64% 51% Pseudomonas fluorescens
Hpa2 130 70% 60% Magnetospirillum magnetotaticum
C0OG4325 268 51% 36% Nostoc punctiforme
COGb457 71 70%  59% Pseudomonas fluorescens




Epimerase homdloga a PhzC/PhzF

Esta ORF apresentou alta similaridade com as proteinas do grupo de proteinas
ortdlogas COGO0384 e da familia de proteinas pfam02567, que corresponde a uma
epimerase homologa as proteinas PhzC e PhzF. Estas proteinas participam de dois dos
passos da sintese de fenazinas. Fenazinas sdo moléculas heterociclicas que contém
nitrogénio, com atividade antibidtica de amplo espectro contra varias espécies de bactérias e
fungos (SMIRNOV e KIPRIANOVA, 1990). A proteina encontrada ¢ similar a outra
depositada no banco de dados CDD (MARCHLER-BAUER et al., 2005). Esta esta
depositada sob os codigos Pfam 05544 ¢ COGO0253. Pfam0544 corresponde a familia das
prolina racemases. Estas enzimas catalisam a interconversdo de L- e D- prolina em
bactérias. A racemizacdo de aminoacidos ¢ importante para fornecer substratos para a
constru¢do de peptideoglicanas que contém residuos de D-aminoacidos. COGO0253
corresponde a diaminopimelato epimerase. Esta enzima cataliza a epimerizagdo da forma
L,L- para a D,L-meso-diaminopimelato, precursora imediata da L-lisina em bactérias
(CIRILLI et al., 1998). Em A. brasilense, esta provavel proteina apresenta 221 aminoados

com similaridade de 64% a de Pseudomonas fluorescens (Tabela 3).

Monoamina oxidase MaoC

A sintese de monoamina oxidase em bactérias € controlada por carbono, nitrogénio e

compostos aromaticos (OKAMURA et al., 1977).

Monoamina oxidases catalizam a deamina¢do de monoaminas, como tiramina e
catecolaminas a aldeido, peréxido de hidrogénio e amoénia. Esta enzima apresenta
especificidade por varios substratos, e seu papel fisioldgico ndo estad bem definido, embora
ela esteja provavelmente envolvida no metabolismo de aminas biogénicas (YAMASHITA

et al., 1996).
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Em Klebsiella aerogenes, esta enzima ¢ altamente especifica para tiramina, [-
feniletilamina e dopamina (YAMASHITA et al.,1993). O gene que codifica para
monoamina oxidase, neste microrganismo, ¢ o maoA. Este gene encontra-se no operon mao
que inclui o gene maoC, o qual tem fun¢dao desconhecida, mas também ¢ induzido por
tiramina e monoaminas relacionadas (SUGINO et al., 1992). Esta enzima, em A. brasilense
¢ composta por 144 aminoacidos e apresenta similaridade de 69% com a seqiiéncia

correspondente de Dechloromonas aromatica (Tabela 3).

DnaK

DnaK ¢ uma proteina induzida por estresse, homoéloga as chaperonas do tipo Hsp70.
As proteinas de choque térmico do tipo Hsp70, em conjunto com co-chaperonas, sao
necessarias para o dobramento de proteinas citosolicas, translocagcdo de proteinas através de
membranas, unido e separagdao de oligomeros, re-dobramento de proteinas desnaturadas,
degradacao de proteinas instaveis e controle da atividade de proteinas regulatérias. Estes
papéis se baseiam em sua habilidade de se associar a segmentos hidrofobicos de
polipeptideos desnaturados de maneira ATP-dependente (HESTERKAMP e BUKAU,

1998).

Em E. coli, é provavel que um sistema composto por DnaK (Hsp70) e pelas co-
chaperonas Dnal e GrpE seja responsavel pelo dobramento das proteinas citosolicas durante
a tradu¢ao (HENDRICK et al., 1993). De acordo com o modelo proposto, Dnal ¢ a primeira
chaperona a interagir com o polipeptideo nascente, prevenindo o dobramento incorreto e
direcionando DnaK para seu substrato. Através de ciclos de ligacdo e liberagdo de DnakK,
controlados por ATP, a cadeia polipeptidica alcanca seu estado nativo ou ¢ transferida para
GroEL para o dobramento final (FRYDMAN e HARTL, 1996). A seqiiéncia deduzida de
aminoacidos para esta proteina em A. brasilense apresenta 66% de similaridade com a de M.

magnetotaticum com extensdo de 276 residuos de aminoacidos.
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Magn03009420

Esta ¢ uma ORF conservada encontrada em varios microrganismos. A ORF de A.
brasilense apresenta 60% de similaridade com a ORF de M. magnetotaticum, mas néo se
sabe a provavel fungdo desempenhada pela proteina codificada (Tabela 3). Em A. brasilense
esta ORF codifica para uma proteina de 433 aminoacidos e a andlise utilizando o programa
Blast identificou similaridade com a familia pfam01256, que representa uma familia de
carboidrato quinases. O programa SMART (LETUNIC et al., 2004) indicou apenas a

presenga de regides de baixa complexidade.

Magn03009421
Esta ORF ¢ encontrada a montante da ORF Magn030009420 tanto em M.

magnetotaticum como em A. brasilense, a similaridade entre as duas ¢ de 60%, assim, esta
também uma ORF conservada (Tabela 3). A exemplo da primeira, também nado se sabe a
funcdo da proteina de 473 aminoacidos. A andlise utilizando o programa SMART resultou
na indicagao de regides de baixa complexidade.

“Fator Trigger”

O “trigger factor” (TF) em E. coli é uma prolil isomerase que acelera a isomerizagdo
dos residuos de prolina, durante a aquisicdo da conformacdo tridimensional das proteinas
recém-sintetizadas. As proteinas em seu estado desnaturado apresentam seus residuos de
prolina nas conformagdes Cis ¢ trans, mas, em sua forma nativa, a conformacdo destes
residuos ¢ geralmente fixa em um dos estados (DODGE e SCHERAGA, 1996). O TF se
associa a cadeias de polipeptideos nascentes no ribossomo e acredita-se que catalise o seu
dobramento num processo conjunto com diversas chaperonas (SCHOLZ et al., 1997).

A proteina TF também ¢ uma proteina de choque térmico por baixas temperaturas e ¢
essencial para a viabilidade celular nesta condicdo. A indu¢dao de TF por frio pode

representar uma adaptacdo que permite a continuacao da sintese de proteinas e a aquisi¢ao
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de sua conformacao sob baixas temperaturas, condi¢do na qual a solubilidade, agregacao, e
propriedades conformacionais das proteinas sdo diferentes comparadas a temperaturas
normais (KANDROR e GOLDBERG, 1997). Além disso, TF pode ser importante na
manutencdo de proteinas celulares pré-existentes na sua conformagdo funcional,
promovendo a re-dobramento de proteinas prejudicadas pelo frio. Este tipo de manutengao
ou reparo pode ser importante sob baixas temperaturas, pois nessas condi¢des a sintese de
novas proteinas ¢ lenta (KANDROR ¢ GOLDBERG, 1997).

O fator “trigger” de A. brasilense, identificado neste trabalho, ¢ uma proteina de 444
aminoacidos com similaridade de 69% com a de Rhodospirillum rubrum (Tabela 3).
As proteases dependentes de ATP Lon, ClpP e ClpX

As proteases dependentes de ATP estdo envolvidas na regulacdo da quantidade de
varias proteinas normais no interior da célula (GOTTESMAN e MAURIZI, 1992). Além
disso, muitas proteinas incorretamente dobradas sdo degradadas por estas proteases
(NEIDHARDT ¢ VANBOGELEN, 1987). A protease Lon (ou La) de Escherichia coli,
codificada pelo gene lon, ¢ induzida por choque térmico, situagdo na qual sua transcri¢ao
aumenta varias vezes. A preferéncia da protease Lon por proteinas anormais como substrato
e sua inducdo por choque térmico leva a hipotese de que ela pode ajudar a eliminar
proteinas desnaturadas em condig¢des de estresse (PARSELL e LINDQUIST, 1993). O gene
que codifica para esta protease em Azospirillum brasilense foi caracterizado por Mori ¢
colaboradores (1996) ¢ uma ORF homologa ao gene clpX de E. coli foi encontrada a
montante deste gene. Uma estirpe de A. brasilense mutante para o gene lon, obtida por
mutagdo com Tn5, apresenta crescimento normal mas ¢ afetada na resposta a choque
térmico ¢ na captacdo de ferro. Os dados de Mori e colaboradores sugerem que o gene lon
esteja envolvido na sintese (ou na regulacdo da sintese) de uma ou mais proteinas de

membrana induzidas por deficiéncia de ferro. Quanto a resposta ao choque térmico, os
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mutantes lon apresentam um fenotipo inesperado, pois a taxa de sobrevivéncia dos mutantes
¢ maior do que a da estirpe selvagem apds exposi¢ao a altas temperaturas (MORI et al.,
1996).

O seqiienciamento, neste trabalho, da regido a montante do gene para ClpX resultou
na identificacdo do gene para ClpP e sua provavel regido regulatéria. Assim como em E.
coli e outros organismos, estes dois genes estdo aparentemente organizados em um operon
em A. brasilense. Foi identificado um provavel promotor dependente da subunidade o™ da
RNA polimerase a montante do gene CIpP e ndo foi identificado terminador ou promotor na
regido intergénica, ao passo que um provavel terminador independente de Rho foi
encontrado na regido a jusante do gene clpX.

A proteina ClpP de A. brasilense é constituida por 210 aminoacidos e a comparago
de sua estrutura primaria com a de M. magnetotaticum indica que existe 82% de
similaridade entre elas. J4 a proteina ClpX ¢ constituida por 422 aminoacidos e a
comparagao de seqiiéncias mostra que a similaridade entre a de A. brasilense e a de M.
magnetotaticum ¢ de 91% (Tabela 3). A protease Lon de A. brasilense ¢ constituida por 810
aminoacidos e apresenta 87% de similaridade com a de Rhodospirillum rubrum.

Proteina HU

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

A proteina HU também participa em um grande ntimero de mecanismos celulares

como a modulacdo da expressdo de genes especificos (MANNA ¢ GOWRISHANKAR,
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1994; WU e DATTA, 1995), a abertura do DNA na inicia¢ao da replicacao (KANO et al.,
1991; SHARPLES et al., 1994), a cisdo e religacdo do DNA em reagdes de transposi¢ao e
inversio (HAYKINSON e JOHNSON, 1993; LAVOIE e CHACONAS, 1993) ¢
recombinacdo homologa (DRI et al., 1992; KANO ¢ IMAMOTO, 1990). Além disso,
apesar de a proteina HU ndo reconhecer uma seqiiéncia especifica de DNA, ela pode agir
em locais muito precisos no DNA cromossomal, ligando-se a estruturas secundarias
particulares do DNA (BONNEFOY et de ligagdo para a al., 1994).

Em E. coli, a subunidade B da proteina HU tem sua expressdo estimulada durante
choque térmico por frio, enquanto a expressdo da sua subunidade o diminui
consideravelmente. Isto indica que a razdo alterada na expressdo das subunidades, que
resulta num aumento de heterodimeros HUo/HUP ou homodimeros HUP, pode ter um
papel importante na adaptagao ao choque térmico por frio (GIANGROSSI et al., 2002).

A regido promotora do gene que codifica para a proteina HU apresenta um provavel
sitio subunidade ¢’° da RNA polimerase. Diferentemente do que ocorre em E. coli,
(CLARET e ROUVIERE-YANIV, 1996) ndo foi encontrado nesta regido um sitio de
ligacdo para CRP. Também foi identificada na seqiiéncia obtida uma provavel regido
terminadora independente do fator Rho. A proteina HU de A. brasilense apresenta 90
aminoacidos com 86% de similaridade com Rhodospirillum rubrum. A analise utilizando o
programa SMART resultou na identificacdo de uma regido conservada que corresponde a
toda extensdo da proteina. Esta regido ¢ identificada como semelhante as de histonas, como
jé esperado.

NADH-desidrogenase

A NADH desidrogenase corresponde ao complexo I da cadeia respiratoria. As

desidrogenases coletam elétrons das reagdes oxidativas do complexo da piruvato

desidrogenase, do ciclo do acido citrico, da via da B-oxidac¢dao e das etapas oxidativas do
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catabolismo dos aminoacidos e os canalizam na forma de pares de elétrons para a cadeia
respiratoria. Elas usam piridina nucleotideos (NAD ou NADP) ou flavina nucleotideos
(FMN ou FAD) como receptores de elétrons. A maioria das desidrogenases ¢ especifica
para o NAD" como receptor de elétrons, mas algumas requerem NADP'. A glutamato
desidrogenase, por outro lado, pode reagir tanto com o NAD" quanto com o NADP".

As desidrogenases ligadas ao NAD removem dois atomos de hidrogénio dos seus
substratos. Um deles é transferido como um ion hidreto a0 NAD" e o outro aparece como
H' no meio (MALMSTROM, 1989).

Em geral, o complexo I da cadeia respiratéria em bactérias é composto por 14
subunidades diferentes (FRIEDRICH et al., 1995; YAGI et al., 1998). Sete delas sdo
proteinas periféricas, incluindo as subunidades que contém os grupamentos redox. As
subunidades restantes sdo proteinas hidrofobicas e formam, em conjunto, o dominio
transmembrana responsavel pela translocagdo do préton.

Os genes que codificam para as subunidades do complexo I s3o chamados nuoA a
nuoN e encontram-se organizados em um operon. A organizagao dos loci para os genes NUO
¢ conservada, como revela a comparacdo com outros genomas bacterianos e genomas de
cloroplastos de plantas superiores. A ordem dos genes estd relacionada ao arranjo
topologico das subunidades codificadas (WEIDNER et al., 1993). Em E. coli,
particularmente, nUuOC e nuoD encontram-se fusionados, codificando para a subunidade
NuoCD (FRIEDRICH, 1998). As subunidades codificadas pelos genes nuoA e nuoB de A.
brasilense apresentam similaridade de 88% e 76% respectivamente com as seqiiéncias de
Rhodospirillum rubrum (Tabela 3).

4.2 Analise fisiologica dos mutantes HM26, HM053 e HM210 de A. brasilense
Com excegdo dos genes gINBA, nenhum dos genes identificados no inserto do

plasmideo pAB441 apresenta similaridade com genes envolvidos no metabolismo de
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nitrogénio. Para tentar identificar o(s) responsavel(is) pelo efeito deletério observado nos
mutantes HM26, HM053 ¢ HM210, contendo o plasmideo pAB441, regides menores do
inserto foram sub-clonadas no vetor pLAFR3.18 resultando nos plasmideos pL+13 e pL+7.

O plasmideo pL+13 contém o fragmento HindIII/Pstl de 4,6 kb que carrega os genes
nuoB, nuoA, hupB e lon enquanto o plasmideo pL+7 contém o fragmento Sacl/HindIII de
7,0 kb com os genes gInA, dnaK, maoC, phzC, hpa2 e COG5457 (Figura 6).

O efeito dos plasmideos pL+13, pL+7 e pLAFRgInA2 sobre a atividade da
nitrogenase na estirpe selvagem FP2 e mutantes HM26, HM053 e HM210 foi determinado e
os resultados da atividade da nitrogenase dos transconjugantes contendo estes plasmideos
sdo apresentados nas Figuras 7, 8 ¢ 9. Os transconjugantes contendo o plasmideo pL+13
apresentaram atividade de nitrogenase tanto na presenga quanto na auséncia de amonio
(Figura 7). Estes resultados indicaram que esta regido do plasmideo ndo € o responsavel
pelo efeito repressor observado na presenca do plasmideo pAB441 (VITORINO, 2001). A
diminui¢do na atividade da nitrogenase observada nos experimentos pode indicar que os
fragmentos testados sdo parcialmente responsaveis pelo efeito de perda total da atividade da
nitrogenase em presenca do plasmideo pAB441. Entretanto, um maior niimero de repeti¢des

¢ necessario para confirmar esta hipotese.
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EFEITO DE pL+13 SOBRE A ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS MUTANTES
Nif® DE A. brasilense
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Figura 7: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem FP2, mutantes HM26, HMO053,
HM210 e transconjugantes FP2(pL+13), HM26(pL+13), HMO053(pL+13) e HM210(pL+13)
em presenca de 10mM de amodnio e presenga de 0,5mM de glutamato. Média de trés

experimentos.
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EFEITO DE pL+7 SOBRE A ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS MUTANTES
Nif® DE A. brasilense
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Figura 8: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem FP2, mutantes HM26, HMO053,
HM210 e transconjugantes FP2(pL+7), HM26(pL+7), HM053(pL+7) e HM210(pL+7) em
presenca de 10mM de amoénio e presenga de 0,5mM de glutamato. Média de trés

experimentos.
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Atividade da nitrogenase
(nmoletileno-Imgprot-Imin-1)

EFEITO DE pLAFRgInA2 SOBRE A ATIVIDADE DA NITROGENASE DOS
MUTANTES Nif® DE A. brasilense
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Figura 9: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem FP2, mutantes HM26, HMO053,
HM210 e transconjugantes FP2(pLAFRgInA2), HM26(pLAFRgInA2),
HMO053(pLAFRgInA2) ¢ HM210(pLAFRgInA2) em presenga de 10mM de amoénio e

presenca de 0,5mM de glutamato. Média de trés experimentos.
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A atividade de nitrogenase dos transconjugantes contendo o plasmideo pL+7 também
foi determinada. O padrao de atividade da nitrogenase nos transconjugantes foi semelhate
ao dos respectivos mutantes tanto na presenga quanto na auséncia deste plasmideo (Figura
8), o que indica que pL+7 foi incapaz de reproduzir o efeito observado na presenga do
plasmideo pAB41.

Nos transconjugantes contendo o plasmideo pLAFRgInA2, a atividade constitutiva da
nitrogenase também foi mantida (Figura 9), o que indica que esta regido do plasmideo
pAB441 também ndo ¢ a responsavel por seu efeito sobre a atividade de nitrogenase dos
mutantes.

Uma vez que o efeito repressor produzido pelo plasmideo pAB441 nos
transconjugantes ndo foi observado com os plasmideos pL+7, pL+13 e pLAFRgInA2, ¢
possivel que o(s) gene(s) responsavel esteja(m) localizado(s) na regido central do inserto,
que nao foi subclonada.

4.3 Andlise das sequéncias de aminoacidos da glutamina sintetase dos mutantes HM26
e HM210

As analises da seqiiéncia e dos experimentos de complementagdo genética nao
revelaram um provavel gene responsavel pelo efeito do plasmideo pAB441 nas estirpes
mutantes Nif®. Entretanto, GAUTHIER ¢ ELMERICH (1977) isolaram um mutante com
fenotipo semelhante ao dos mutantes HM (estirpe 7028). Recentemente, DOMMELEN e
colaboradores (2003) mostraram que esta estirpe apresenta mudanca de base no gene gInA,
sugerindo que os mutantes HM possam apresentar mutacdes nos genes gInBA como
sugerido originalmente (MACHADO, 1988). VITORINO (2001) seqiienciou a regido
codificadora dos genes gInB ¢ gInZ dos mutantes ¢ ndo encontrou nenhuma mutagdo, mas
ndo determinou a seqiiéncia da regido regulatoria ¢ nem do gene gInA. Com o objetivo de

verificar a hipétese de MACHADO (1988), o operon gInBA dos mutantes HM26, HM053 e
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HM210 foi amplificado por PCR e parcialmente seqiienciado. Diversas combinagdes de
oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas para permitir a amplificagdo de fragmentos
da regido —660 até o final do operon gInBA ¢ seu seqiienciamento (ver item 3.7 de Materiais
e M¢étodos, Figura 3 e Figura 4). Seqiiéncias de alta confiabilidade foram obtidas para
grande parte do operon com excegao das regides: promotora de gInBA entre os nucleotideos
-310 até —60 e regido a jusante do primer interno GS1 (Figura 3). Nao foram obtidos
produtos de amplificagdo na regido regulatéria do operon gInBA compreendida entre os
nucleotideos -310 a —60. Portanto, mutagdes nesta regido ndo puderam ser identificadas.
Entretanto, ¢ provavel que exista uma mutacio nesta regido no mutante HMO053, pois este
apresenta baixos niveis de GS total, sugerindo um defeito na expressio de gInA
(VITORINO, 2001).

A analise das seqiiéncias obtidas permitiu a identificagdo de duas mutagdes no gene
glnA, uma no mutante HM26 e outra no HM210. Em ambos os casos foi detectada uma
transversao G—T no c6don GGC (glicina) para TGC (cisteina).

Na glutamina sintetase do mutante HM26 a mutag@o levou a troca de um residuo de
glicina na posicdo 53 foi substituido por um residuo de cisteina, enquanto no mutante
HM210 o residuo de glicina 129 foi trocado por um residuo de cisteina. Os dois
aminoacidos sdo conservados em praticamente todas as seqiiéncias de glutamina sintetase
depositadas no GenBank. Entretanto, o resultado da analise de predicdo de estrutura
secundaria da GS dos mutantes HM26 e HM210, utilizando o programa SOPMA
(www.npsa-pbil.ibcp.fr), indicou que a mudanga dos residuos de aminoacidos nestas
posicdes ndo altera a estrutura secundaria. A troca de um residuo de glicina por um residuo
de cisteina implica na mudanca de uma cadeia lateral composta por um dtomo de hidrogénio

ndo polar, por uma cadeia lateral alifatica contendo um atomo de enxofre mais polar.
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A analise de estrutura cristalografica por Raio-X da glutamina sintetase de Salmonella
typhimurium permitiu a identificagdo do sitio de ligagdo para ions amoénio. A formagdo
deste sitio envolve os residuos de acido glutamico 327 e 212, tirosina 179 e os residuos de
acido aspartico 50 e serina 53 (em A. brasilense esta localizado na posi¢do 54) de uma
subunidade adjacente (Figura 10). No modelo proposto, o ion amoénio faz pontes de
hidrogénio com a serina 53 e o acido aspartico 50 (LIAW e EISENBERG, 1994). Estes
autores sugerem, portanto, que estas regides sdo importantes para a atividade da GS, uma
vez que o ion amdnio € um de seus substratos.

A estirpe mutante de A. brasilense 7029 apresenta menos de 1,5% da atividade da
glutamina sintetase, tem baixissima atividade de nitrogenase e ¢ excretora de amonio. A GS
desta estirpe apresenta a troca de um residuo conservado de acido aspartico por um residuo
de asparagina na posi¢cdo 52 (van DOMMELEN et al., 2003), ou seja, no sitio de ligagdo a
amonio proposto por LIAW e colaboradores (1995) (Figura 10). No modelo proposto por
estes autores, a carga negativa do residuo de acido aspartico € crucial para o mecanismo
catalitico da GS, pois facilita a desprotonacao do ion amonio para gerar espécies ativas de
NHs;, as quais atacam o y-glutamil fosfato formado na reagdo biossintética da GS. Este
residuo de acido aspartico também aumenta a afinidade da GS por amonio (LIAW e
EISENBERG, 1994).

A troca de glicina por cisteina na posi¢do 53 da GS do mutante HM26 ¢ vizinha ao
residuo essencial para a ligagdo com o substrato, sugerindo que a baixa atividade de GS
neste mutante se deve a esta mutagdo, por impedimento estérico ou alteracdo na

flexibilidade do sitio de ligacdo ao amdnio.
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ALINHAMENTO DE AMINOACIDOS DA PROTEINA GS
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Figura 10: Alinhamento utilizando o programa ClustalW. Os aminoacidos idénticos sdo
indicados por asteriscos, as substitui¢des por aminoacidos de alta similaridade sao indicadas
por dois pontos e as substitui¢des por aminoacidos de baixa similaridade sdo indicadas por
um ponto. Foram utilizadas para o alinhamento as estirpes mutantes de A. brasilense HM26 e
HM210 ¢ a espécie Salmonella typhimurium. As mutagdes encontradas neste trabalho estao
destacadas por fundo em vermelho. Os residuos importantes para a sintese de glutamina, de
acordo com o modelo proposto por LIAW e colaboradores (2000), estdo destacados por
fundo em amarelo.
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O residuo de glicina 129 da GS de A. brasilense esta localizado numa regiao altamente
conservada nas GS de diversas espécies de bactérias e eucariotos. Este dominio conservado
apresenta, na posicao 131 um residuo de acido glutamico. Estudos realizados com a
glutamina sintetase de Salmonella typhimurium mostraram que o residuo de acido
glutamico equivalente (Glu-129) tem um papel importante no mecanismo de reagao da GS,
pois é parte do sitio n, que ¢é responsavel pela coordenacio de fons metalicos, como o Mn"™
e o Mg™. O ion metalico coordenado neste sitio, participa na ligagdo de ATP e ADP. A
carga positiva do ion metdlico ¢ estabilizada pelas cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos do sitio n; e pelo fosforo y do ATP. A coordenagdo do ion metalico pelo ATP
aumenta sua afinidade pela GS e reduz a densidade eletronica do atomo de P, facilitando o
ataque da carboxila y do substrato glutamato, permitindo a forma¢do do intermedidrio y-
glutamil fosfato, passo essencial na sintese da glutamina pela GS (LIAW, VILLAFRANCA
e EISENBERG, 1993). O ion amdnio entdo, faz ataque nucleofilico ao carbono-5 da y-
glutamil fosfato, formando glutamina e PO,

No mutante HM210 a glicina 129 da glutamina sintetase foi substituida por uma
cisteina. A presen¢a de um atomo de enxofre préximo ao glutamato (131 na GS de A.
brasilense e 129 na GS de S. typhimurium) do sitio n,, pode desestabilizar a coordenagio de
ions metalicos, levando a uma diminui¢do da afinidade de GS por ATP. Além disso, caso os
ions metalicos ndo interajam com a GS, o fosfato-y da molécula de ATP estaria menos
susceptivel ao ataque nucleofilico do glutamato, dificultando a formagdo do y-glutamil
fosfato e a sintese de glutamina.

A atividade de GS dos mutantes HM26 ¢ HM210 foram determinadas anteriormente
por MACHADO et al. (1988) e VITORINO et al. (2001) e s3o mostradas na tabela 5. Os
niveis de GS total nas duas linhagens ¢ semelhante as da estirpe selvagem FP2, mas nos

mutantes ela encontra-se quase completamente adenililada. As atividades biossintéticas
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destes mutantes sdo respectivamente 12 e 23% (Tabela 5). Estes valores sdo semelhantes
aos obtidos para o mutante 7028, cuja atividade de nitrogenase também ¢ constitutiva. Por
outro lado, a linhagem 7029 ¢ Nif e sua atividade de GS biossintética ¢ apenas 1,5% da
selvagem (GAUTHIER e ELMERICH, 1977). Estes resultados confirmam um iportante
papel da GS na regulagdo da fixagdo de nitrogénio em A. brasilense. Esta fun¢do regulatoria
de GS provavelmente deve-se a sua influéncia direta nos niveis de glutamina, que é o

principal sinalizador intracelular do status de nitrogénio (ADLER et al., 1975).
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TABELA 4: ATIVIDADE DE GLUTAMINA SINTETASE NOS MUTANTES Nif®

DE

Azospirillum brasilense

60

Estirpe Fonte de Atividade Atividade transferasica
Nitrogénio  biossintética
-Mg+2 +Mg*2 Fragdo ndo
adenililada (%)

FP2 Glu 5mM 0,239 4,60 (1,12) 2,20 (0,89) 47,8

NH4* 20mM 0,028 1,17 (0,15) 0,19 (0,05) 16,6

HM26 Glu 5mM 0,028 3,19 (0,38) 0,03 (0,01) 1,1

NH4" 20mM 0,007 1,01 (0,08) 0,03 (0,01) 3,3

HM210 Glu 5mM 0,056 5,60 (0,15) 0,16 (0,01) 2,9

NH4;" 20mM 0,007 1,23 (0,08) 0,05 (0,01) 4.4

FONTES: MACHADO, 1988 e VITORINO, 2001.



5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o momento nao permitem identificar o gene ou grupo de
genes responsavel(is) pelo efeito observado em presenca do plasmideo pAB441 sobre a

atividade da nitrogenase dos mutantes HM26, HM053 e HM210.
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FIGURA 4 - ANEXO 1: SEQUENCIA DO INSERTO DO PLASMIDEO pAB441

A R S I I ¥ D NV V Q RV A A DL R DV T A AL L P E

AAGC 1 TTGCCCGCTCGATCATCTACGACAATGTGGTGCAGCGGGTCGCCGCGGATCTGCGCGACGTGACCGCAGCCCTGCTTCCC
TTCG 1 AACGGGCGAGCTAGTAGATGCTGTTACACCACGTCGCCCAGCGGCGCCTAGACGCGCTGCACTGGCGTCGGGACGAAGGG
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GAGCGCGGCGACGGTCCCCCGGAGATACCCCCCGACCTGCGCGGCGATTTCGCCTGGGTGGACCTCGACCAGGACGGCTA
CTCGCGCCGCTGCCAGGGGGCCTCTATGGGGGGCTGGACGCGCCGCTAAAGCGGACCCACCTGGAGCTGGTCCTGCCGAT
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CGTCCAGGCGATCGACCTGGACGGTCTGGTCGCCACCGCCCAAAACGCCGATTCGGTGATTCGCCTTGATATCCGGCCCG
GCAGGTCCGCTAGCTGGACCTGCCAGACCAGCGGTGGCGGGTTTTGCGGCTAAGCCACTAAGCGGAACTATAGGCCGGGC
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GCCATTACGTCATCGGCGGCGGCGAGCATGTGGCCGTGTTTCCGGCCGGCGCCTGCACGGCGGACCTGTCGAAGGCGGTC
CGGTAATGCAGTAGCCGCCGCCGCTCGTACACCGGCACAAAGGCCGGCCGCGGACGTGCCGCCTGGACAGCTTCCGCCAG
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CGCGGCGCTTTCATCGTCGGTTCGGAGCGTACCCCGACCCAGGATGTGGAGTTCGGCATCCGCCAACTGGTGGAGATGGC
GCGCCGCGAAAGTAGCAGCCAAGCCTCGCATGGGGCTGGGTCCTACACCTCAAGCCGTAGGCGGTTGACCACCTCTACCG
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GAGATCCGCTGGTTCACCCCGACGGTCGAGGTGGACCTGTGCGGTCACGCCACGCTGGCCTCGGCCTTCGTCATCGCGAC
CTCTAGGCGACCAAGTGGGGCTGCCAGCTCCACCTGGACACGCCAGTGCGGTGCGACCGGAGCCGGAAGCAGTAGCGLTG

M L E W G C P R I D F A TREA G T L S V T R D G D
GATGCTGGAGTGGGGCTGCCCGCGCATCGACTTCGCCACCCGGGAAGCCGGAACCCTCAGCGTCACCCGCGACGGCGALC
CTACGACCTCACCCCGACGGGCGCGTAGCTGAAGCGGTGGGCCCTTCGGCCTTGGGAGTCGCAGTGGGCGCTGCCGLCTGG

L vy T . bF¥F P S R P P E P L A G P P A G L L DAL G G
TTTACACGCTGGATTTCCCCAGCCGTCCGCCGGAACCGCTGGCCGGGCCGCLCGEGCCGGCCTGCTCGACGCGCTGGGCGGA
AAATGTGCGACCTAAAGGGGTCGGCAGGCGGCCTTGGCGACCGGCCCGEGLCGGLCCGEGCCGGACGAGCTGCGCGACCCGLCT

p p P T AL L K AR DLV V VY D D E AT V R G L T P
CCGCCGCCGACGGCGCTGCTCAAGGCGCGCGACCTCGTGGTCGTCTATGACGACGAGGCGACGGTGCGCGGCTTGACCCC
GGCGGCGGCTGCCGCGACGAGTTCCGCGCGCTGGAGCACCAGCAGATACTGCTGCTCCGCTGCCACGCGCCGAACTGGGE

b M s AL A R L E D FF Yy AV I VT AP G S G G V D F
CGACATGAGCGCCCTGGCCCGGCTGGAGGATTTCTACGCGGTCATCGTGACGGCGCCGGGCAGCGGTGGCGTGGACTTCG
GCTGTACTCGCGGGACCGGGCCGACCTCCTAAAGATGCGCCAGTAGCACTGCCGCGGCCCGTCGCCACCGCACCTGAAGC

v s R ¥F F A P A Q G I P E D P V T G S A H C T L I P Y
TCTCCCGCTTCTTCGCGCCGGCCCAGGGGATTCCCGAAGACCCGGTGACCGGCTCCGCCCATTGCACGCTGATCCCCTAT
AGAGGGCGAAGAAGCGCGGCCGGGTCCCCTAAGGGCTTCTGGGCCACTGGCCGAGGCGGGTAACGTGCGACTAGGGGATA
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W A R R L G K E R L K A R OQV S A R G G s L s C E L V
TGGGCGCGGCGGCTGGGCAAGGAGCGGCTGAAGGCCCGGCAGGTCTCGGCCCGCGGCGGTTCCCTGTCCTGCGAGCTGGT
ACCCGCGCCGCCGACCCGTTCCTCGCCGACTTCCGGGCCGTCCAGAGCCGGGCGCCGCCAAGGGACAGGACGCTCGACCA

G bRV K I A G KAV L Y MDD G A V Y I *
GGGCGACCGTGTGAAGATCGCCGGGAAAGCGGTTCTCTATATGGATGGCGCCGTCTACATTTAGCCCCGTCCATACGAGG
CCCGCTGGCACACTTCTAGCGGCCCTTTCGCCAAGAGATATACCTACCGCGGCAGATGTAAATCGGGGCAGGTATGCTCC

M A G R Y F E D F R V G D V I D T E
ACCAATGGAACGGGAGGGCAGCGGGCATGGCGGGGCGCTATTTCGAGGATTTCCGCGTCGGTGACGTGATCGACACCGAG
TGGTTACCTTGCCCTCCCGTCGCCCGTACCGCCCCGCGATAAAGCTCCTAAAGGCGCAGCCACTGCACTAGCTGTGGCTC

G A T Vv T D S 0 I M D F A Q R F D P Q P F H M D A V A
GGGGCGACGGTCACCGACAGCCAGATCATGGATTTCGCCCAGCGCTTCGACCCGCAACCCTTCCACATGGACGCGGTGGC
CCCCGCTGCCAGTGGCTGTCGGTCTAGTACCTAAAGCGGGTCGCGAAGCTGGGCGTTGGGAAGGTGTACCTGCGCCALCCG

A A E G P F G GG L I A S GG F H T L s L T F R L F R D
CGCCGCGGAGGGGCCGTTCGGCGGGCTGATCGCCAGCGGCTTCCACACCCTGTCCCTGACCTTCCGGCTGTTCCGCGACA
GCGGCGCCTCCCCGGCAAGCCGCCCGACTAGCGGTCGCCGAAGGTGTGGGACAGGGACTGGAAGGCCGACAAGGCGCTGT

r ¢ A I T G T S L G G S G G D E L R W L R P V R P G D
CCGGGGCCATCACCGGCACCAGCCTGGGCGGTTCGGGCGGCGACGAGTTGCGCTGGCTGCGCCCGGTGCGGCCCGGCGAL
GGCCCCGGTAGTGGCCGTGGTCGGACCCGCCAAGCCCGCCGCTGCTCAACGCGACCGACGCGGGCCACGLCLGGGLLGLTG

rI L. R VvV R V E Vv v E A I P S R R G D R G T V R L A Y T
ACGCTGCGCGTCCGGGTCGAGGTGGTGGAGGCCATCCCGTCCCGCCGCGGCGACCGCGGCACGGTCCGGCTGGCCTACAC
TGCGACGCGCAGGCCCAGCTCCACCACCTCCGGTAGGGCAGGGCGGCGCCGCTGGCGCCGTGCCAGGCCGACCGGATGTG

T L. N Q H G E A VM T I T L N H I VvV A T R S I P A E
CACGCTGAACCAGCACGGCGAGGCGGTGATGACCATCACCTTGAACCACATCGTGGCGACCCGCAGCATTCCGGCGGAGT
GTGCGACTTGGTCGTGCCGCTCCGCCACTACTGGTAGTGGAACTTGGTGTAGCACCGCTGGGCGTCGTAAGGCCGCCTCA

*

AGCAAACACCGACGGCCTGTTCCGTCGCGCGTCTTGATCCGCAGGCCCGGCCCCTGTATAGCCTCGCCCCTTCCATCACG
TCGTTTGTGGCTGCCGGACAAGGCAGCGCGCAGAACTAGGCGTCCGGGCCGGGGACATATCGGAGCGGGGAAGGTAGTGC

M T A C G L DF G T S N T T L G V R M A A G A
GCGGGGGTTCCCATGACGGCTTGCGGCCTCGATTTCGGCACGTCCAACACGACGCTCGGCGTGCGGATGGCGGCGGGLGC
CGCCCCCAAGGGTACTGCCGAACGCCGGAGCTAAAGCCGTGCAGGTTGTGCTGCGAGCCGCACGCCTACCGCCGLLCCGLG

b T 6 6 G A Y G L L AL D G TR T T L P S A V F F D
CGACACGGGAGGGGGGGCTTACGGCCTGCTTGCCCTCGACGGCACACGGACGACCCTGCCCAGCGCCGTCTTCTTCGATT
GCTGTGCCCTCCCCCCCGAATGCCGGACGAACGGGAGCTGCCGTGTGCCTGCTGGGACGGGTCGCGGCAGAAGAAGCTAA

F E A DAV TV G Q A A I DAY AS GV E G R L M R S
TCGAAGCCGACGCGGTGACGGTCGGGCAGGCGGCCATCGACGCCTATGCGTCGGGCGTCGAGGGGCGTTTGATGCGTTCC
AGCTTCGGCTGCGCCACTGCCAGCCCGTCCGCCGGTAGCTGCGGATACGCAGCCCGCAGCTCCCCGCAAACTACGCAAGG

I K s »m L 6 T DL I D A DT AL R K G R I T F R A V I
ATCAAGTCGATGCTGGGCACCGACCTGATCGACGCCGACACCGCGCTGCGCAAGGGACGCATCACCTTCCGCGCGGTCAT
TAGTTCAGCTACGACCCGTGGCTGGACTAGCTGCGGCTGTGGCGCGACGCGTTCCCTGCGTAGTGGAAGGCGCGCCAGTA

A T F L A AV K ERAE TAUL G G E L T D V V L G R
CGCCACCTTTCTGGCGGCGGTCAAGGAACGGGCGGAGACCGCGCTCGGCGGAGAGCTGACCGACGTGGTGCTCGGGLGLC
GCGGTGGAAAGACCGCCGCCAGTTCCTTGCCCGCCTCTGGCGCGAGCCGCCTCTCGACTGGCTGCACCACGAGCCCGLGG

P v H F v D 6 D P A G DA AAE E V L G E I A R S V G
CGGTGCATTTCGTCGACGGCGACCCGGCGGGCGACGCCGCGGCGGAGGAAGTGCTGGGCGAGATCGCCCGCTCGGTCGGA
GCCACGTAAAGCAGCTGCCGCTGGGCCGCCCGCTGCGGCGCCGCCTCCTTCACGACCCGCTCTAGCGGGCGAGCCAGCCT
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F R H I S F 9 ¥ E P I A A A L DY E Q O V E R E E L A
TTCCGCCACATCTCCTTCCAATATGAGCCGATCGCCGCCGCGCTCGACTACGAGCAGCAGGTGGAGCGCGAGGAGCTGGL
AAGGCGGTGTAGAGGAAGGTTATACTCGGCTAGCGGCGGCGCGAGCTGATGCTCGTCGTCCACCTCGCGCTCCTCGACCG

L T A DI G G G T s D F s I V R I G P E R R G R A D
GCTGATCGCCGATATCGGCGGCGGTACGTCGGACTTCTCCATCGTCCGCATCGGGCCGGAGCGGCGLCGGGLCGEGGCCGALC
CGACTAGCGGCTATAGCCGCCGCCATGCAGCCTGAAGAGGTAGCAGGCGTAGCCCGGCCTCGCCGCGCLCCGLCCCGGLTGG

R s A DI L AND G I RV GG G T D F DR DL S L A T A
GCAGCGCCGACATCCTGGCCAATGACGGCATCCGGGTCGGCGGCACCGATTTCGACCGTGACCTGTCGCTGGCGACGGCC
CGTCGCGGCTGTAGGACCGGTTACTGCCGTAGGCCCAGCCGCCGTGGCTAAAGCTGGCACTGGACAGCGACCGCTGCLGG

M pPp L LG H G S A M KR P G L L A P K H L F F D L A T
ATGCCGCTGCTGGGCCACGGCAGCGCCATGAAGCGCCCCGGTCTGCTGGCCCCCAAGCATCTGTTCTTCGATCTGGCGAC
TACGGCGACGACCCGGTGCCGTCGCGGTACTTCGCGGGGCCAGACGACCGGGGGTTCGTAGACAAGAAGCTAGACCGCTG

w s K I N F L ¥ T A K A M A DL E R L K R D S A T P
CTGGTCGAAGATCAACTTCCTCTACACCGCCAAGGCGATGGCCGACCTTGAGCGCCTGAAGCGCGATTCCGCGACTCCGG
GACCAGCTTCTAGTTGAAGGAGATGTGGCGGTTCCGCTACCGGCTGGAACTCGCGGACTTCGCGCTAAGGCGCTGAGGCC

b R I E R L I GV V E H R L G HATLAMA AV E R T K I
ACCGCATTGAGCGGCTGATCGGCGTGGTCGAGCACCGGCTGGGCCATGCCCTGGCCATGGCGGTGGAGCGCACCAAGATC
TGGCGTAACTCGCCGACTAGCCGCACCAGCTCGTGGCCGACCCGGTACGGGACCGGTACCGCCACCTCGCGTGGTTCTAG

A L §S D G P EA G L L L DWG G G G M TR P V S V G E
GCCCTGTCCGACGGGCCGGAGGCCGGCCTGCTGCTGGATTGGGGCGEGTGGCGGCATGACGCGCCCGGTATCGGTGGGCGA
CGGGACAGGCTGCCCGGCCTCCGGCCGGACGACGACCTAACCCCGCCACCGCCGTACTGCGCGGGCCATAGCCACCCGCT

L N E A TA I L A G R I G G R V RACUL A E A G T L
GTTGAACGAGGCGACGGCGATCCTGGCCGGCCGCATCGGCGGGCGGGTGCGCGCCTGTCTGGCCGAGGCCGGCACGLCTGC
CAACTTGCTCCGCTGCCGCTAGGACCGGCCGGCGTAGCCGCCCGCCCACGCGCGGACAGACCGGLCTCCGGLCCGTGCGALG

P A £E I D AV F L T G GG S T L L P 0 V R A A I L A E L
CGGCGGAGATCGACGCGGTGTTCCTGACCGGCGGCTCCACGCTGCTGCCGCAGGTGCGGGCGGCCATCCTGGCCGAGLCTG
GCCGCCTCTAGCTGCGCCACAAGGACTGGCCGCCGAGGTGCGACGACGGCGTCCACGCCCGCCGGTAGGACCGGCTCGAC

P G A RV V EGNTIF G SV G T G L T I EAIATZ RU R F G

CCCGGCGCCCGTGTGGTGGAGGGCAACATCTTCGGCTCGGTCGGCACCGGCCTGACCATCGAGGCAGCGCGGCGCTTCGG

GGGCCGCGGGCACACCACCTCCCGTTGTAGAAGCCGAGCCAGCCGTGGCCGGACTGGTAGCTCCGTCGCGCCGCGAAGCC
terminador

G T A * » <

CGGCACCGCCTGAGGCATCTCTTCACGTCCTGGACACAAAAAAGCCCACCGACGGTGTCGCCGGTGGGCTTTTTTTGTGC

GCCGTGGCGGACTCCGTAGAGAAGTGCAGGACCTGTGTTTTTTCGGGTGGCTGCCACAGCGGCCACCCGAAAAAAACACG

TCTGCTCCGCGGTCCGGCCCTCCGGTGGTGCCCGCCGCGCCGCGAGGGCGGGGCGGACACCGGAATCCGGTGGACCGAAG
AGACGAGGCGCCAGGCCGGGAGGCCACCACGGGCGGLCGLEGLCGLCTCCCGCCCCGCCTGTGGCCTTAGGCCACCTGGCTTC

TCCGATGGATCAGACCGAGTAGTACATCTTGTACTCGATCGGGTGCGGCATGGTCTCGAAGGCCAGCAGCTCCTCGGTGC
AGGCTACCTAGTCTGGCTCATCATGTAGAACATGAGCTAGCCCACGCCGTACCAGAGCTTCCGGTCGTCGAGGAGCCACG
*v s Y YyM K Y E I P H P M T E F A L L E E T R

GCAGGTCGATGTAGGACTCGATCATGTCCTTGGTGAACACGTCGCCCTTCTGCAGGAAGGCGCTGTCGGCCTTCAGGCTG
CGTCCAGCTACATCCTGAGCTAGTACAGGAACCACTTGTGCAGCGGGAAGACGTCCTTCCGCGACAGCCGGAAGTCCGAC
r. b I vy s £E I M DK T F V D GGG K O L F A S D A K L S

TCCAGGGCCTCGCGCAGCGAGCCGCAAACCGTCGGAACCTTGGCCAGCTCTTCGGCCGGCAGGTCGTACAGGTTCTTGTC
AGGTCCCGGAGCGCGTCGCTCGGCGTTTGGCAGCCTTGGAACCGGTCGAGAAGCCGGCCGTCCAGCATGTCCAAGAACAG
b L. A ERL S G C VT P V K AL E E A P L D Y L N K D

CATCGCCTCGCCCGGATGGATCTTGTTCTGGATGCCGTCCAGACCGGCCATCAGCAGGGCGGCGAAGGCCAGGTACGGGT
GTAGCGGAGCGGGCCTACCTAGAACAAGACCTACGGCAGGTCTGGCCGGTAGTCGTCCCGCCGCTTCCGGTCCATGCCCA
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M A E G P H I K N OQTI G DL GA ML L A A F A L Y P N
TGGCCGACGGGTCCGGGAAGCGGACCTCGACGCGCTTGCCCTTCGGCGAGGCGACGTACGGGATGCGGCAGGAGGCCGAA
ACCGGCTGCCCAGGCCCTTCGCCTGGAGCTGCGCGAACGGGAAGCCGCTCCGCTGCATGCCCTACGCCGTCCTCCGGCTT

A S p D P F RV EV R K G K P S A V Y P I R C S A S

CGGTTGCGGGCCGAGTAGGCCAGCAGAACCGGAGCCTCGTAGCCCGGGACCAGACGCTTGTACGAGTTGGTCGTCGGGTT
GCCAACGCCCGGCTCATCCGGTCGTCTTGGCCTCGGAGCATCGGGCCCTGGTCTGCGAACATGCTCAACCAGCAGCCCAA
R NRA S Y A L L V P A E Y G P VL R K Y S N T T P N

GGTGAAGGCGTTCAGCGCCTTGGCGTGCTTGATGATGCCGCCGATGTAGTACAGCGCCAGTTCCGACAGGTCGGCGTACT
CCACTTCCGCAAGTCGCGGAACCGCACGAACTACTACGGCGGCTACATCATGTCGCGGTCAAGGCTGTCCAGCCGCATGA
T ¥ A N L A K A H K I I G GG I ¥ Y L A L E S L D A Y O

GGTTGCCGGCGAACAGCGGCTGGCCTTCCTTCCAGATCGACTGGTGCATGTGCATGCCCGAGCCGTTGTCGCCGAAGACG
CCAACGGCCGCTTGTCGCCGACCGGAAGGAAGGTCTAGCTGACCACGTACACGTACGGGCTCGGCAACAGCGGCTTCTGC
N G A F L P O G EK W I S Q0 H M HM G S G N D G F V

GGCTTCGGCATGAAGGTCGCGGTCTTGCCGTAGGCGTGGGCGACATTGTGCACGACGTACTTGTAGTACTGCATGTTGTC
CCGAAGCCGTACTTCCAGCGCCAGAACGGCATCCGCACCCGCTGTAACACGTGCTGCATGAACATCATGACGTACAACAG
P K p M F T A T K G Y A H A V N HV VY K Y Y Q M N D

GCCGGTGCGGACCAGCGTGTCGAACTTGATGCCCAGCTCATGCTGCGAAGCGGCCACCTCGTGGTGGTGCTTCTCGACCG
CGGCCACGCCTGGTCGCACAGCTTGAACTACGGGTCGAGTACGACGCTTCGCCGGTGGAGCACCACCACGAAGAGCTGGC
G T R V L T D F K I 6 L E H 0 S A A V E H H H K E V P

GCACGCCCATCTCGGCGAGCACGCTCAGCATCTCGGCGCGCAGGTCCGAGCCGCTGTCGACCGGAGCGACCGGGAAGTAG
CGTGCGGGTAGAGCCGCTCGTGCGAGTCGTAGAGCCGCGCGTCCAGGCTCGGCGACAGCTGGCCTCGCTGGCCCTTCATC
v ¢ M E AL VS L M EAWRTLD S G S DV P A V P F Y

CCGCCCTTGACGCCCGGGCGGTGGCCCAGGTTGCCGTCCTCATAGTCCTTGTCCGAGGTGTACGGGCCTTCCTCCGAGTC
GGCGGGAACTGCGGGCCCGCCACCGGGTCCAACGGCAGGAGTATCAGGAACAGGCTCCACATGCCCGGAAGGAGGCTCAG
G G K v G P R H GGL NG D E Y DK D S T Y P G E E S D

GAACTCGTAGGACACCTTGTTCATCTCGACCTTGAACTTGACGTCGTCGAAGACGAAGAACTCGGCTTCCGGGCCGAAGT
CTTGAGCATCCTGTGGAACAAGTAGAGCTGGAACTTGAACTGCAGCAGCTTCTGCTTCTTGAGCCGAAGGCCCGGCTTCA
F E Y S V X N ME V K F KV D D F V F F E A E P G F Y

AGGCGGTGTCGCCGATGCCGGCCGACGCCATGTACTTCTCGGCGGCCTTCGCGATACCGCGCGGGCAGCGGGCGTAGGGL
TCCGCCACAGCGGCTACGGCCGGCTGCGGTACATGAAGAGCCGCCGGAAGCGCTATGGCGCGCCCGTCGCCCGCATCCCG
A T D G I G A S A MY K EAAI KA ATIGI R P CUR A Y P

TGGCCGGTCGACGGCTCGTACACGTCGCAGAGGATGTTCAGCGTCGGCTGGGCCGAGAACGGGTCCATGACGGCGGTGGT
ACCGGCCAGCTGCCGAGCATGTGCAGCGTCTCCTACAAGTCGCAGCCGACCCGGCTCTTGCCCAGGTACTGCCGCCACCA
6 T s p E Y V D CUL I N L T P QA S F P DM V A T T

CGGGTCGAGCTGGAGGATCATGTCCGACTCGTTGATCGCCTTCCAACCGGCGATCGAGGAGCCGTCGAACATGATGCCGT
GCCCAGCTCGACCTCCTAGTACAGGCTGAGCAACTAGCGGAAGGTTGGCCGCTAGCTCCTCGGCAGCTTGTACTACGGCA
P D L 0 L I M D S E NI A KW G A I S S G D F M I G D

CTTCAAACACGTCCTCGTCGATGGTCGAGACGTGCTGAGCGGTGTGGTGCAGCTTGCCGCGCGGGTCGGTGAAGCGGAGG
GAAGTTTGTGCAGGAGCAGCTACCAGCTCTGCACGACTCGCCACACCACGTCGAACGGCGCGCCCAGCCACTTCGCCTCC
E ¥ V D E D I T S V H O A T H H L K G R P D T F R L

TCCACGTACTTGACGTCGTGTTCCTTGATCAGGTCGAAGACCTTGCTGATGTCGGACATATCTCTTTTTCCACGCTTAAG
AGGTGCATGAACTGCAGCACAAGGAACTAGTCCAGCTTCTGGAACGACTACAGCCTGTATAGAGAAAAAGGTGCGAATTC
b v Yy K v D H E K I L D F V K S I D S M

66

AGGTTTGGGTCCCGCTGCGTCAAACCGACCAAGGGGCGGGTGACGGCGCTCGCGGCGGACGTTATGTCATGCCTTTCCCA
TCCAAACCCAGGGCGACGCAGTTTGGCTGGTTCCCCGCCCACTGCCGCGAGCGCCGCCTGCAATACAGTACGGAAAGGGT
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AGCACACAACGTGACAGCACAAAAAGTCGCGCCCGGATGGGCATCCACGCACGGATCGTTCCGCTCGCGGTTGCGACGGT
TCGTGTGTTGCACTGTCGTGTTTTTCAGCGCGGGCCTACCCGTAGGTGCGTGCCTAGCAAGGCGAGCGCCAACGCTGCCA

CTGCGTCGGCCCGATCGGAGTCGGCCGGCTCTGCGTCGGTTGTGGGCGGGGCTGGTTCATGGTGGCCGGTGGTCGGGTTC
GACGCAGCCGGGCTAGCCTCAGCCGGCCGAGACGCAGCCAACACCCGCCCCGACCAAGTACCACCGGCCACCAGCCCAAG

TCGGGACGCGATCAGATCGCGTCGCCTCCCTTCTCGCCGGTCCGGATGCGGACAACTTCTTCCACGGGGGTGACGAAGAT
AGCCCTGCGCTAGTCTAGCGCAGCGGAGGGAAGAGCGGCCAGGCCTACGCCTGTTGAAGAAGGTGCCCCCACTGCTTCTA
*»I A D G G K E G T R I RV V E E V P T V F I

CTTGCCGTCGCCGATGCGGCCGGTGTGGGCGEGCCTGCTGGATCGCCTCGATCGCCCGCTCCACCAGGGAGTCCTCCATCA
GAACGGCAGCGGCTACGCCGGCCACACCCGCCGGACGACCTAGCGGAGCTAGCGGGCGAGGTGGTCCCTCAGGAGGTAGT
K 6 b 6 I R G T HAAOQQ OO I A E I AR E VL S D E M V

CCACCTCGATCTTCACCTTCGGCAGGAAGTCGACCACATACTCCGCGCCGCGGTACAGCTCGGTGTGCCCCTTCTGALCGG
GGTGGAGCTAGAAGTGGAAGCCGTCCTTCAGCTGGTGTATGAGGCGCGGCGCCATGTCGAGCCACACGGGGAAGACTGCC
v E I K v K p L ¥ DV VY E A G R Y L E T H G K O R

CCGAAGCCCTTGGCCTCGGTGACGGTGATGCCCTTGATGCCGACTTCGTGAAGGGCTTCCTTCACTTCGTCGAGTTTGAA
GGCTTCGGGAACCGGAGCCACTGCCACTACGGGAACTACGGCTGAAGCACTTCCCGAAGGAAGTGAAGCAGCTCAAACTT
G F G K A ET vV T I G K I G VvV E H L A E K V E D L K F

CGGCTTAATGATGGCTTCGATCTTCTTCATGGGTCTCTCGTGTACGAGGTGCCAACGTCGGCAGGCACCGTCCACGGCLTC
GCCGAATTACTACCGAAGCTAGAAGAAGTACCCAGAGAGCACATGCTCCACGGTTGCAGCCGTCCGTGGCAGGTGCCGAG
P K I I A E I K K M

TGCCGACGGTCCGATGTAAAGCACGTTGCGTGCCAATCGGAGCGGTTGCGATCCGGCTGCGTGGGATGCCGGGCCGCAGL
ACGGCTGCCAGGCTACATTTCGTGCAACGCACGGTTAGCCTCGCCAACGCTAGGCCGACGCACCCTACGGCCCGGCGTCG
-60
GGGCCGATGCCACCGTGGGCGGCACGCGACTGCCAACGGATAGGGCGAAGTGAACAATATTTGTGCACATGCTGCAAGCA
CCCGGCTACGGTGGCACCCGCCGTGCGCTGACGGTTGCCTATCCCGCTTCACTTGTTATAAACACGTGTACGACGTTCGT

ATCCGCGCAGCCTTGTCCGTTCGGATGGGGTAGCGCCGGCTTTCCACCCGGCTTTTCACATTGATGGACAAGGTGGAAAA
TAGGCGCGTCGGAACAGGCAAGCCTACCCCATCGCGGCCGAAAGGTGGGCCGAAAAGTGTAACTACCTGTTCCACCTTTT

TAGAGCTTGACCCGCCCCGTCCCTTGGGGCAAATAGGCGACCCCGGTGGCGGTGGTAGCTCAGTTGGTAGAGCTCTCGGT
ATCTCGAACTGGGCGGGGCAGGGAACCCCGTT [ ATCCGCTGGGGCCACCGCCACCATCGAGTCAACCATCTCGAGAGCCA
-310
TGTGGTCCGAGCGGTCGTGGGTTCGAGTCCCATCCATCGCCCCAGTCCTCCTTGACGGCGGATGTGTCGGTTTCGTGAGC
ACACCAGGCTCGCCAGCACCCAAGCTCAGGGTAGGTAGCGGGGTCAGGAGGAACTGCCGCCTACACAGCCAAAGCACTCG

AGTTCACGCCGGCGTTGCATCGGTCGGGGCGACGGGTCGGGTGTTTGCGGACGAATCTTTTCGTCCCCGGTGGCGGTGGT
TCAAGTGCGGCCGCAACGTAGCCAGCCCCGCTGCCCAGCCCACAAACGCCTGCTTAGAAAAGCAGGGGCCACCGCCACCA

AGCTCAGTTGGTAGAGCTCTCGGTTGTGGTCCGAGCGGTCGTGGGTTCGAGTCCCATCCATCGCCCCAGTCCTTTCTTCC
TCGAGTCAACCATCTCGAGAGCCAACACCAGGCTCGCCAGCACCCAAGCTCAGGGTAGGTAGCGGGGTCAGGAAAGAAGG
-660
AATTCCTGTGCCAATCAGGCCAGTCCTTTCATTCCCCCTGTGCCCGGCTATGCTGCGGCCGTCGCGGTGCTTATTGTGCC
TTAAGGACACGGTTAGTCCGGTCAGGAAAGTAAGGGGGACACGGGCCGATACGACGCCGGCAGCGCCACGAATAACACGG

M D E L L S V A E M Y R A D
GGGTGACGGTGATGCGGGATTGCGGCGGETGGAGGCGATGGACGAACTGCTTTCCGTGGCGGAGATGTACCGTGCCGALCG
CCCACTGCCACTACGCCCTAACGCCGCCCACCTCCGCTACCTGCTTGACGAAAGGCACCGCCTCTACATGGCACGGCTGC

A L T M A G GV P G P VL M EAAGAA AV V R A V C E
CGCTGACCATGGCGGGCGGCGTGCCGGGGCCTGTGCTGATGGAAGCGGCGGGGGCCGCGEGETGGTGCGCGCGGTCTGCGAG
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GCGACTGGTACCGCCCGCCGCACGGCCCCGGACACGACTACCTTCGCCGCCCCCGGCGCCACCACGCGCGCCAGACGCTC

R w A P H P T Vv VL ¢ G P G NN G GG D GG F V I A R L L
CGCTGGGCGCCGCACCCGACCGTCGTCCTGTGCGGTCCGGGCAACAATGGCGGAGATGGCTTCGTCATCGCGCGCCTTCT
GCGACCCGCGGCGTGGGCTGGCAGCAGGACACGCCAGGCCCGTTGTTACCGCCTCTACCGAAGCAGTAGCGCGCGGAAGA

L £E A G W PV RLATILILGS RS AL R G DA AV A A
TCTCGAAGCGGGCTGGCCGGTGCGGCTGGCCCTGCTGGGGTCCCGCTCCGCCCTGCGCGGCGACGCGGCGGTGGCGGLLG
AGAGCTTCGCCCGACCGGCCACGCCGACCGGGACGACCCCAGGGCGAGGCGGGACGCGCCGCTGCGLCCGCCALCLCGLLGGL

G H w T GG P V E A A D P W L L EG N P L V I D A L F G
GTCACTGGACCGGGCCGGTGGAGGCCGCCGACCCCTGGCTGCTGGAGGGCAACCCCCTGGTCATCGACGCGCTGTTCGGG
CAGTGACCTGGCCCGGCCACCTCCGGCGGCTGGGGACCGACGACCTCCCGTTGGGGGACCAGTAGCTGCGCGACAAGLCCC

A G L A R P LD GMAI KEVV E AMA ASGU R T V V A V D
GCCGGGCTGGCCCGTCCGCTCGACGGCATGGCCAAGGAGGTCGTCGAGGCGATGGCGGGGCGCACCGTCGTCGCCGTGGA
CGGCCCGACCGGGCAGGCGAGCTGCCGTACCGGTTCCTCCAGCAGCTCCGCTACCGCCCCGCGTGGCAGCAGCGGCALCCT

v p S G L H G DS G o VM GV A P QA AL T V T F F
CGTGCCCAGTGGTCTGCACGGCGACAGCGGTCAAGTGATGGGGGTGGCCCCGCAGGCGGCGCTGACCGTCACCTTCTTCC
GCACGGGTCACCAGACGTGCCGCTGTCGCCAGTTCACTACCCCCACCGGGGCGETCCGCCGCGACTGGCAGTGGAAGAAGG

R R K P G H L L.L P G R AL C G E V V V A D I G I P D
GCCGCAAGCCCGGCCATCTGCTGCTGCCGGGCCGCGCCCTGTGCGGCGAGGTTGTGGTCGCCGACATCGGCATTCCCGAC
CGGCGTTCGGGCCGGTAGACGACGACGGCCCGGCGCGGGACACGCCGCTCCAACACCAGCGGCTGTAGCCGTAAGGGCTG

T v L b A I A P QQ T L V N G P E L W R O C F P W P R L
ACCGTGCTGGACGCCATCGCGCCGCAAACCCTGGTGAACGGCCCGGAGTTGTGGCGGCAGTGCTTTCCCTGGCCACGGCT
TGGCACGACCTGCGGTAGCGCGGCGTTTGGGACCACTTGCCGGGCCTCAACACCGCCGTCACGAAAGGGACCGGTGCCGA

D A H K Y A R GHA AV VL G GAIRMTGA AU R L S A
CGACGCTCACAAATACGCGCGGGGGCATGCGGTGGTGCTCGGCGGGGCGCGGATGACCGGTGCGGCGCGCTTGTCGGCGC
GCTGCGAGTGTTTATGCGCGCCCCCGTACGCCACCACGAGCCGCCCCGCGCCTACTGGCCACGCCGCGCGAACAGCCGLG

R G A L R A GGA GL VTV AC?P P D S V P I Y A A G S
GCGGTGCCCTGCGCGCGEGEGEGCGEEGCTGGTCACGGTGGCCTGTCCGCCCGACTCGGTGCCGATCTACGCCGCCGGCTCG
CGCCACGGGACGCGCGCCCCCGCCCCGACCAGTGCCACCGGACAGGCGGGCTGAGCCACGGCTAGATGCGGCGGCCGAGC

p s L I v A D V A D GG A A F E A L L A D P R K N A A L
CCCAGCCTGATCGTGGCTGACGTGGCGGACGGCGCCGCCTTCGAGGCGCTGCTGGCGGACCCACGCAAGAACGCGGLCGCT
GGGTCGGACTAGCACCGACTGCACCGCCTGCCGCGGCGGAAGCTCCGCGACGACCGCCTGGGTGCGTTCTTGCGCCGCGA

L 6 p G A GV G A DT R S HV V AATL G A G K A C V
GCTGGGGCCGGGCGCCGGCGTCGGTGCGGACACGCGGAGCCATGTGGTCGCGGCTCTTGGCGCCGGAAAGGCGTGCGTGC
CGACCCCGGCCCGCGGCCGCAGCCACGCCTGTGCGCCTCGGTACACCAGCGCCGAGAACCGCGGCCTTTCCGCACGCACG

L bAaDAUL T S F A E S P S A L L DRUL N G R C L L T
TCGACGCCGATGCGCTGACCAGCTTCGCCGAATCGCCATCCGCTCTGCTCGACCGGCTGAACGGGCGCTGCCTGCTGACC
AGCTGCGGCTACGCGACTGGTCGAAGCGGCTTAGCGGTAGGCGAGACGAGCTGGCCGACTTGCCCGCGACGGACGACTGG

P H E G E F A R I F P D I A V O D V G K L A R A R A A
CCGCACGAGGGCGAGTTCGCGCGGATCTTCCCGGACATCGCGGTCCAGGACGTTGGCAAACTGGCGCGCGCCCGLGLLGL
GGCGTGCTCCCGCTCAAGCGCGCCTAGAAGGGCCTGTAGCGCCAGGTCCTGCAACCGTTTGACCGCGCGCGGGCGLGGLG

A A R CGAVV L L K GGAD TV V A A P D G R A V V
GGCGGCGCGCTGCGGCGCGGETCGTCCTTCTGAAGGGCGCCGACACGGTGGTCGCGGCGCCGGACGGACGGGCCGTCGTCA
CCGCCGCGCGACGCCGCGCCAGCAGGAAGACTTCCCGCGGCTGTGCCACCAGCGCCGCGGCCTGCCTGCCCGGCAGCAGT

N A NAPADILATASGS G DVL AGMAULGUL I A Q
ACGCCAACGCTCCGGCGGATCTGGCGACCGCCGGGTCGGGAGACGTGCTGGCGGGCATGGCGCTCGGGCTGATCGCTCAA
TGCGGTTGCGAGGCCGCCTAGACCGCTGGCGGCCCAGCCCTCTGCACGACCGCCCGTACCGCGAGCCCGACTAGCGAGTT
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G M N T F D A ACAA AV WL HG A A AT AU F G P G L I
GGAATGAACACGTTCGACGCCGCCTGCGCCGCGGTCTGGCTGCATGGCGCGGCGGCAACCGCGTTCGGGCCGGGTCTGAT
CCTTACTTGTGCAAGCTGCGGCGGACGCGGCGCCAGACCGACGTACCGCGCCGCCGTTGGCGCAAGCCCGGCCCAGALCTA

A E DL P DATL P G V L K R L K A G A R *
CGCCGAGGATTTGCCGGATGCGCTGCCGGGGGETGCTGAAGCGGCTCAAGGCGGGGGCGCGCTGACCCTGTTCGCCCAAGG
GCGGCTCCTAAACGGCCTACGCGACGGCCCCCACGACTTCGCCGAGTTCCGCCCCCGCGCGACTGGGACAAGCGGGTTCC

CATACATACGCCTGGACAGGGAGGCTTACTCTTAAGGCCGGGCTCAAGCTATGGCTTGCCGAGAGCGCCCCCGCACGCCA
GTATGTATGCGGACCTGTCCCTCCGAATGAGAATTCCGGCCCGAGTTCGATACCGAACGGCTCTCGCGGGGGCETGCGGT

M G

GACTCTGGGTATGAGCGAGACGCCAGAAATCAAATCCGCCGAGCCCGTTCCGTCCCAGGCCCCAACCTCGGGGATGGGAG
CTGAGACCCATACTCGCTCTGCGGTCTTTAGTTTAGGCGGCTCGGGCAAGGCAGGGTCCGGGGTTGGAGCCCCTACCCTC

P P G L L.DOD R T L D T L R A G W R E I A A S A R G V
GCCGCCGGGCCTGCTCGACCGCACCCTGGACACGCTGCGCGCGGGCTGGCGCGAGATCGCCGCTTCCGCCCGCGGGGETG
CGGCGGCCCGGACGAGCTGGCGTGGGACCTGTGCGACGCGCGCCCGACCGCGCTCTAGCGGCGAAGGCGGGCGCCCCAL

vV G A A P R A NTL P K E DA E R L K E O I E A C L E G
GTCGGCGCCGCGCCGCGCGCCAATCTGCCCAAGGAGGACGCGGAGCGGCTGAAGGAGCAGATCGAAGCCTGTCTGGAGGG
CAGCCGCGGCGCGGCGCGCGGTTAGACGGGTTCCTCCTGCGCCTCGCCGACTTCCTCGTCTAGCTTCGGACAGACCTCCC

R 6 G E v sS A RAURAAOQQL G RT Y L A L D G QO G R
CCGCGGCGGCGAGGTGTCGGCGCGGGCACGGGCAGCGCAGCTCGGCCGCACCTATCTGGCGCTGGACGGGCAGGGGCGGC
GGCGCCGCCGCTCCACAGCCGCGCCCGTGCCCGTCGCGTCGAGCCGGCGTGGATAGACCGCGACCTGCCCGTCCCCGLCG

R N F L M M L. A RDUF DV DU R AA AV D OQAM AT F Q T
GCAATTTCCTGATGATGCTGGCGCGCGACTTCGACGTGGACCGCGCCGCCGTCGACCAGGCGATGGCGACCTTCCAGACG
CGTTAAAGGACTACTACGACCGCGCGCTGAAGCTGCACCTGGCGCGGCGGCAGCTGGTCCGCTACCGCTGGAAGGTCTGC

A G D P V S R GHAERAULIRURAILE P P R L R L L T
GCGGGCGATCCGGTGTCGCGCGGCCACGCCGAGCGCGCCCTGCGCCGCGCCTTGGAACCGCCGCGGCTGCGGCTGCTCAC
CGCCCGCTAGGCCACAGCGCGCCGGTGCGGCTCGCGCGEGGACGCGEGCGCGGAACCTTGGCGGCGCCGACGCCGACGAGTG

o P N 6 L P E GV K F L VD L R A E L M E M A R G E
TCAGTTCAACGGCCTGCCGGAAGGGGTGAAATTCCTGGTGGACCTGCGCGCCGAGCTGATGGAGATGGCACGCGGCGAAC
AGTCAAGTTGCCGGACGGCCTTCCCCACTTTAAGGACCACCTGGACGCGCGGCTCGACTACCTCTACCGTGCGCCGCTTG

P L L 0 A L E D D L K S L L R N W F D V G F L E M R R
CGCTGCTCCAGGCGCTGGAGGACGATCTCAAGAGCCTGCTGCGCAACTGGTTCGACGTCGGCTTCCTGGAGATGCGCCGG
GCGACGAGGTCCGCGACCTCCTGCTAGAGTTCTCGGACGACGCGTTGACCAAGCTGCAGCCGAAGGACCTCTACGCGGLC

I T w b s p A S L L E K L I K Y E A V H E I S G W R D
ATCACCTGGGACAGCCCGGCCTCGCTCCTGGAAAAGCTCATCAAATACGAGGCGGTGCACGAGATCAGCGGTTGGCGGGA
TAGTGGACCCTGTCGGGCCGGAGCGAGGACCTTTTCGAGTAGTTTATGCTCCGCCACGTGCTCTAGTCGCCAACCGCCCT

L x b R L D SDIRIRCU?FAU FF HU?PU RMU?PNE P L I F
CCTGAAGGACCGCCTCGACTCCGACCGCCGCTGCTTCGCCTTCTTCCACCCGCGCATGCCGAACGAGCCGCTCATCTTCG
GGACTTCCTGGCGGAGCTGAGGCTGGCGGCGACGAAGCGGAAGAAGGTGGGCGCGTACGGCTTGCTCGGCGAGTAGAAGC

v E vV A L V Q GM S DNV Q AL L D P S A P V C D P K
TCGAGGTCGCTCTGGTCCAGGGCATGTCGGACAACGTCCAGGCGCTGCTCGACCCCTCCGCCCCGGTCTGCGACCCGAAG
AGCTCCAGCGAGACCAGGTCCCGTACAGCCTGTTGCAGGTCCGCGACGAGCTGGGGAGGCGGGGCCAGACGCTGGGCTTC

S A D S A I F ¥ §S I s N A Q V G L A G I S F G N F L I
AGCGCCGACAGCGCCATCTTCTATTCCATCTCCAACGCCCAGGTCGGGCTGGCGGGAATCAGCTTCGGCAACTTCCTCAT
TCGCGGCTGTCGCGGTAGAAGATAAGGTAGAGGTTGCGGGTCCAGCCCGACCGCCCTTAGTCGAAGCCGTTGAAGGAGTA
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K R v v D GG L T G E F P N I K CF A T L S P I P G F
CAAGCGGGTGGTGGACGGGCTGACCGGCGAATTCCCCAACATCAAATGCTTCGCCACCCTGTCGCCGATTCCCGGCTTCC
GTTCGCCCACCACCTGCCCGACTGGCCGCTTAAGGGGTTGTAGTTTACGAAGCGGTGGGACAGCGGCTAAGGGCCGAAGG

R R W L D REL ADIRGD S L L s P P E A E R I A E A
GCCGCTGGCTGGACCGGGAGCTGGCGGACCGCGGCGATTCGCTGCTCAGCCCGCCCGAGGCGGAGCGCATCGCCGAGGLC
CGGCGACCGACCTGGCCCTCGACCGCCTGGCGCCGCTAAGCGACGAGTCGGGCGGGCTCCGCCTCGCGTAGCGGCTCCGG

M T A R H D G G E S ETE G DA E E R P V L A G A L A
ATGACCGCCCGGCACGATGGTGGCGAATCGGAGACGGAAGGCGACGCGGAGGAACGTCCGGTGCTGGCCGGCGCCTTGGL
TACTGGCGGGCCGTGCTACCACCGCTTAGCCTCTGCCTTCCGCTGCGCCTCCTTGCAGGCCACGACCGGCCGCGGAACCG

L p D W H T DE E L Q K 0 L R G P L M R L C A H Y L
TCTGCCCGACTGGCACACCGATGAGGAGCTTCAGAAGCAGCTTCGCGGCCCGTTGATGAGGCTGTGCGCGCATTACTTGA
AGACGGGCTGACCGTGTGGCTACTCCTCGAAGTCTTCGTCGAAGCGCCGGGCAACTACTCCGACACGCGCGTAATGAACT

T T A R A S D RR S E R P G A A P A R A L D P V A H F
CGACCGCGCGCGCGTCGGACCGCCGCAGCGAACGGLCCGGGLCGCGGLCGCCGGCGCGAGCGCTCGACCCGGTCGCGCACTTC
GCTGGCGCGCGCGCAGCCTGGCGGCGTCGCTTGCCGGCCCGCGCCGCGGCCGCGCTCGCGAGCTGGGCCAGCGCGTGAAG

H L s N G A R M E R L N W L G D R S A K G V R O S C G
CATCTCAGCAACGGCGCCCGCATGGAGCGGCTGAACTGGCTGGGTGACCGTTCGGCCAAGGGCGTGCGCCAATCCTGCGG
GTAGAGTCGTTGCCGCGGGCGTACCTCGCCGACTTGACCGACCCACTGGCAAGCCGGTTCCCGCACGCGGTTAGGACGCC

M M I N Y R Y K P G E I D A NHE A Y R G E G K V N
GATGATGATCAACTACCGCTACAAGCCGGGGGAAATCGACGCCAACCACGAAGCGTACCGGGGGGAGGGCAAGGTCAACG
CTACTACTAGTTGATGGCGATGTTCGGCCCCCTTTAGCTGCGGTTGGTGCTTCGCATGGCCCCCCTCCCGTTCCAGTTGC

A s S s I R S L G K G G G *
CCTCCTCCTCCATCCGGTCGCTGGGGAAGGGGGGCGGATGAGCCGGTTTGCCGCCCGCCGGGGCETCGTCGTCGTCGCGT
GGAGGAGGAGGTAGGCCAGCGACCCCTTCCCCCCGCCTACTCGGCCAAACGGCGGGCGGCCCCGCAGCAGCAGCAGLCGCA

CCGGCGCCCCCCACCAATGGCGTGCGGAGCGGCGCCCATTTTGCCTGTTTGCGGCGCGAACCCTGTGCTATAGAGCGGAC
GGCCGCGGGGGGTGGTTACCGCACGCCTCGCCGCGGGTAAAACGGACAAACGCCGCGCTTGGGACACGATATCTCGCCTG

TTCGCCGGCAGTCCGTCGGGTGTTCCGCACCCGTCGCGGGCTGTCTATGCCATTGCGGGCGTGGCGGAACTGGTAGACGC
AAGCGGCCGTCAGGCAGCCCACAAGGCGTGGGCAGCGCCCGACAGATACGGTAACGCCCGCACCGCCTTGACCATCTGCG

GCCGGATTTAGGTTCCGGTGACTTCGGTCGTGGGGGTTCGAGTCCCTTCGCCCGCACCATGGCAACAGCTTGGACCGCAT
CGGCCTAAATCCAAGGCCACTGAAGCCAGCACCCCCAAGCTCAGGGAAGCGGGCGTGGTACCGTTGTCGAACCTGGCGTA

M N I
GGGAACACACGGTTTCGGGCCGCCCGGACGGGCGCCGCCGGGCCGGACAACGAGATAGGCTTTCGTTCCGATGAACATCA
CCCTTGTGTGCCAAAGCCCGGCGGGCCTGCCCGCGGLCGEGCCCGGCCTGTTGCTCTATCCGAAAGCAAGGCTACTTGTAGT

T & T s A D G L K R E Y K vv I s A O D I E O K V O G
CCGAGACCAGCGCCGACGGCCTGAAGCGCGAGTACAAGGTCGTCATTTCCGCCCAGGATATCGAACAGAAGGTGCAGGGC
GGCTCTGGTCGCGGCTGCCGGACTTCGCGCTCATGTTCCAGCAGTAAAGGCGGGTCCTATAGCTTGTCTTCCACGTCCCG

R L E E L R R T V 0 L P G F R P G K V P V A V I K O R
CGGCTCGAAGAGCTGCGCCGGACGGTGCAGCTCCCCGGCTTCCGTCCGGGCAAGGTGCCGGTTGCCGTGATCAAGCAGCG
GCCGAGCTTCTCGACGCGGCCTGCCACGTCGAGGGGCCGAAGGCAGGCCCGTTCCACGGCCAACGGCACTAGTTCGTCGC

Yy 6 G S v L A £E A L E DA I A D S S R QO A L N E R G
CTACGGCGGCAGCGTGCTGGCCGAGGCTCTGGAGGATGCGATCGCCGACAGCTCGCGCCAGGCGCTGAACGAGCGLGGLC
GATGCCGCCGTCGCACGACCGGCTCCGAGACCTCCTACGCTAGCGGCTGTCGAGCGCGGTCCGCGACTTGCTCGCGCCGG

L R I A M 0 P K I NV E K Y ED G G DL S Y T M G V E
TGCGCATCGCCATGCAGCCGAAGATCAACGTCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGACCTGTCCTACACCATGGGCGTCGAG
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ACGCGTAGCGGTACGTCGGCTTCTAGTTGCAGCTCTTCATGCTCCTGCCGCCGCTGGACAGGATGTGGTACCCGCAGCTC

r»L . DI E P G DL S G L E L E K P V A T V E D S A V
CTTCTGCCGGACATCGAGCCGGGCGATCTCAGCGGCCTGGAGCTTGAGAAGCCGGTCGCCACGGTCGAGGACTCGGCCGT
GAAGACGGCCTGTAGCTCGGCCCGCTAGAGTCGCCGGACCTCGAACTCTTCGGCCAGCGGTGCCAGCTCCTGAGCCGGCA

b E A L TR L A S A H S V Q A P V T E D R A A E K G
CGACGAGGCGCTGACCCGTCTGGCCTCCGCCCATTCGGTGCAGGCCCCGGTCACCGAGGACCGCGCGGCCGAGAAGGGCG
GCTGCTCCGCGACTGGGCAGACCGGAGGCGGGTAAGCCACGTCCGGGGCCAGTGGCTCCTGGCGCGCCGGCTCTTCCCGC

b I AV I D F A G SV D G EATL P G MD G K D Y P L E
ACATCGCCGTGATCGACTTCGCCGGTTCGGTCGATGGCGAGGCCCTGCCGGGCATGGACGGCAAGGACTACCCGCTGGAG
TGTAGCGGCACTAGCTGAAGCGGCCAAGCCAGCTACCGCTCCGGGACGGCCCGTACCTGCCGTTCCTGATGGGCGACCTC

L 6 A N OQF V P G F EDOUL V G A KA AGEHUR T V K V
CTGGGCGCCAACCAGTTCGTTCCGGGCTTCGAGGACCAGCTGGTCGGCGCCAAGGCCGGCGAGCACCGCACGGTGAAGGT
GACCCGCGGTTGGTCAAGCAAGGCCCGAAGCTCCTGGTCGACCAGCCGCGGTTCCGGCCGCTCGTGGCGTGCCACTTCCA

T ¥ P A DY P H DR L K G A D T V F E V D V K E L R
CACCTTCCCGGCCGACTACCCGCACGACCGCCTGAAGGGCGCGGACACCGTGTTCGAGGTGGACGTCAAGGAACTCCGCA
GTGGAAGGGCCGGCTGATGGGCGTGCTGGCGGACTTCCCGCGCCTGTGGCACAAGCTCCACCTGCAGTTCCTTGAGGCGT

K NV P A E VN D DL A K E F G M E S L E K L R E A V
AGAACGTCCCGGCTGAGGTCAACGACGACCTTGCCAAGGAGTTCGGCATGGAGAGCCTGGAGAAGCTGCGCGAGGCCGTC
TCTTGCAGGGCCGACTCCAGTTGCTGCTGGAACGGTTCCTCAAGCCGTACCTCTCGGACCTCTTCGACGCGCTCCGGCAG

G bR I K G E Y A NV S R L RV KR O UL L D K L A E A
GGCGACCGCATCAAGGGCGAATACGCCAACGTGTCGCGCCTGCGCGTCAAGCGCCAGCTCCTCGATAAGCTGGCCGAGGC
CCGCTGGCGTAGTTCCCGCTTATGCGGTTGCACAGCGCGGACGCGCAGTTCGCGGTCGAGGAGCTATTCGACCGGCTCCG

H S ¥F E VvV P P G M V DV E F E G I W O R L © O E L 0O
GCACTCCTTCGAAGTCCCGCCGGGCATGGTGGACGTCGAGTTCGAGGGCATCTGGCAGCGCCTTCAGCAGGAGCTCCAGA
CGTGAGGAAGCTTCAGGGCGGCCCGTACCACCTGCAGCTCAAGCTCCCGTAGACCGTCGCGGAAGTCGTCCTCGAGGTCT

N G T A G E DA G K P E E E L K T E Y R G I A E R R V
ACGGCACCGCCGGTGAGGACGCCGGCAAGCCGGAAGAGGAGCTGAAGACCGAGTACCGCGGCATCGCCGAGCGCCGCGTG
TGCCGTGGCGGCCACTCCTGCGGCCGTTCGGCCTTCTCCTCGACTTCTGGCTCATGGCGCCGTAGCGGCTCGCGGCGCALC

R L G L L L S E I G R RN DI O V T O D E I N R A L I
CGCCTGGGCCTGCTGCTGTCGGAGATCGGCCGCCGCAACGACATCCAGGTGACCCAGGACGAGATCAACCGCGCCCTGAT
GCGGACCCGGACGACGACAGCCTCTAGCCGGCGGCGTTGCTGTAGGTCCACTGGGTCCTGCTCTAGTTGGCGCGGGACTA

A E A R R F P G O E R O V F E F F K O N R E A L E N
CGCGGAAGCCCGCCGCTTCCCCGGCCAGGAGCGTCAGGTGTTCGAGTTCTTCAAGCAGAACCGGGAAGCGCTGGAAAACC
GCGCCTTCGGGCGGCGAAGGGGCCGGTCCTCGCAGTCCACAAGCTCAAGAAGTTCGTCTTGGCCCTTCGCGACCTTTTGG

ry: 2
sitio para o>

L R A P I ¥F E D K V v DY I L D O A K V S E K P V S A
TCCGCGCCCCGATCTTCGAGGACAAGGTCGTCGACTACATCCTGGACCAAGCCAAGGTGAGCGAGAAGCCGGTGTCCGLC
AGGCGCGGGGCTAGAAGCTCCTGTTCCAGCAGCTGATGTAGGACCTGGTTCGGTTCCACTCGCTCTTCGGCCACAGGCGG

terminador
E E L M K D P DE E A E A A * _— «—
GAAGAGCTGATGAAGGACCCCGACGAGGAGGCCGAGGCGGCCTGACGTCAGARAGGTTGAGGGGCGGCCTACCGGTCGCC
CTTCTCGACTACTTCCTGGGGCTGCTCCTCCGGCTCCGCCGGACTGCAGTCTTTCCAACTCCCCGCCGGATGGCCAGCGG

— M Y D F E
CCTTTCCATTCCTATATGTAGACTGCTCAGACGACTAACCGAGCTGCGGGAGCAGGGAAGACCACCATGTACGACTTCGA
GGAAAGGTAAGGATATACATCTGACGAGTCTGCTGATTGGCTCGACGCCCTCGTCCCTTCTGGTGGTACATGCTGAAGCT
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P K M N A L V P MV I E Q TN R G EUR A Y DI Y S R
ACCGAAGATGAATGCTCTGGTCCCGATGGTCATCGAGCAGACCAACCGGGGCGAACGAGCGTACGATATTTACTCGCGCC
TGGCTTCTACTTACGAGACCAGGGCTACCAGTAGCTCGTCTGGTTGGCCCCGCTTGCTCGCATGCTATAAATGAGCGCGG

L L K £E R I I F L I 6 G V N DAV A S L I C S QQ L L F
TGCTGAAGGAACGGATCATCTTCTTGATCGGTGGCGTGAACGACGCCGTCGCCAGCCTGATCTGCTCGCAGCTGCTGTTC
ACGACTTCCTTGCCTAGTAGAAGAACTAGCCACCGCACTTGCTGCGGCAGCGGTCGGACTAGACGAGCGTCGACGACAAG

L £ S EN P S K D I A L Y I N S P G G Y V S A G L A I
CTGGAATCGGAAAACCCGAGCAAGGACATCGCGCTCTACATCAATTCGCCGGGCGGATACGTCTCGGCCGGCCTCGCCAT
GACCTTAGCCTTTTGGGCTCGTTCCTGTAGCGCGAGATGTAGTTAAGCGGCCCGCCTATGCAGAGCCGGCCGGAGCGGTA

y b T M 0 ¥ I R P Q0 V s T v C M G Q A A S M G S L L
CTACGACACCATGCAGTACATCCGTCCGCAGGTGTCGACGGTGTGCATGGGGCAGGCGGCCTCGATGGGCTCGCTGCTGC
GATGCTGTGGTACGTCATGTAGGCAGGCGTCCACAGCTGCCACACGTACCCCGTCCGCCGGAGCTACCCGAGCGACGACG

L A A G A P GKURF S L P N SR I MTIHOQU?P S G G A O
TCGCCGCCGGTGCTCCGGGCAAGCGCTTCTCGCTGCCGAACAGCCGGATCATGATCCACCAGCCGTCGGGCGGCGCCCAG
AGCGGCGGCCACGAGGCCCGTTCGCGAAGAGCGACGGCTTGTCGGCCTAGTACTAGGTGGTCGGCAGCCCGCCGCGGGTC

G o A S DI EI 0 A Q E I L K L R S R L N D I Y V K H
GGTCAGGCCTCGGACATCGAGATCCAGGCTCAGGAGATCCTGAAGCTGCGTTCGCGCCTCAACGACATCTACGTCAAGCA
CCAGTCCGGAGCCTGTAGCTCTAGGTCCGAGTCCTCTAGGACTTCGACGCAAGCGCGGAGTTGCTGTAGATGCAGTTCGT

r 6 9 s L b T I EAAMEIRUDI K F M S P E E A K A F
CACCGGCCAGTCGCTCGACACGATCGAAGCGGCCATGGAGCGTGACAAGTTCATGTCGCCGGAGGAGGCCAAGGCCTTCG
GTGGCCGGTCAGCGAGCTGTGCTAGCTTCGCCGGTACCTCGCACTGTTCAAGTACAGCGGCCTCCTCCGGTTCCGGAAGC

G L I b EV V E K R P G S I G D G A A *
GGCTGATCGACGAGGTGGTGGAGAAGCGCCCCGGTTCGATCGGCGACGGCGCCGCCTGAGGGGGCGCGCGAACTAATGAT
CCGACTAGCTGCTCCACCACCTCTTCGCGGGGCCAAGCTAGCCGCTGCCGCGGCGGACTCCCCCGCGCGCTTGATTACTA

TGATTGCGCCGGTTCCCTGTTGTTGAATGATGGGGAACCGGTCCGATGGATCGGGTTCGAAGGATGAGCGGATGCGTTAA
ACTAACGCGGCCAAGGGACAACAACTTACTACCCCTTGGCCAGGCTACCTAGCCCAAGCTTCCTACTCGCCTACGCAATT

CCTTGTCACGGGCCATGCCCGGGACAACCTTTGAAAGGACCGGCGTCGGGGGACGCCGCAGGCGGTTGACAGGTTATACG
GGAACAGTGCCCGGTACGGGCCCTGTTGGAAACTTTCCTGGCCGCAGCCCCCTGCGGCGTCCGCCAACTGTCCAATATGC

M §S K §Ss S S G D S K N T L Y C S
GATCAGTCCCCCGCGAGATGACGGAGTACCGATGAGCAAGTCCAGCAGCGGCGATTCGAAGAACACGCTCTACTGCTCCT
CTAGTCAGGGGGCGCTCTACTGCCTCATGGCTACTCGTTCAGGTCGTCGCCGCTAAGCTTCTTGTGCGAGATGACGAGGA

F C G K S Q H EV R KL I A GG P TV F I C D E C V E L
TTTGCGGCAAGAGCCAGCACGAGGTCCGCAAGCTGATTGCCGGTCCGACGGTGTTCATCTGCGATGAATGCGTCGAGCTG
AAACGCCGTTCTCGGTCGTGCTCCAGGCGTTCGACTAACGGCCAGGCTGCCACAAGTAGACGCTACTTACGCAGCTCGAC

¢c M b I1 I R E EN K T T L V K S R D GG V P T P R D I H
TGCATGGACATCATTCGCGAGGAGAACAAGACGACCCTCGTGAAGTCCCGCGACGGCGTGCCGACCCCGCGCGACATCCA
ACGTACCTGTAGTAAGCGCTCCTCTTGTTCTGCTGGGAGCACTTCAGGGCGCTGCCGCACGGCTGGGGCGCGCTGTAGGT

A VvV L. b DYy viI GGG Q HHA KRV L S V A V HN H Y K
TGCGGTACTGGACGATTACGTGATCGGCCAGCATCACGCGAAACGGGTCCTTTCTGTTGCGGTGCACAACCACTACAAGC
ACGCCATGACCTGCTAATGCACTAGCCGGTCGTAGTGCGCTTTGCCCAGGAAAGACAACGCCACGTGTTGGTGATGTTCG

R L. A H G T K H N DV E L A K S N I L L V G P T G C G
GGTTGGCGCACGGCACGAAGCACAACGACGTCGAACTGGCGAAGTCCAACATCCTGCTGGTCGGCCCCACGGGCTGCGGL
CCAACCGCGTGCCGTGCTTCGTGTTGCTGCAGCTTGACCGCTTCAGGTTGTAGGACGACCAGCCGGGGTGCCCGACGLCG
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K T .L..L. A T L AURTI I DV P F T MAUDA AT T L T E A
AAGACGCTGCTCGCCCAGACGCTCGCCCGGATCATCGACGTTCCCTTCACGATGGCCGACGCCACGACCCTGACCGAGGC
TTCTGCGACGAGCGGGTCTGCGAGCGGGCCTAGTAGCTGCAAGGGAAGTGCTACCGGCTGCGGTGCTGGGACTGGCTCCG

G vy v 6 E DV ENTI I L K L L QA A DY N V E R A O
GGGCTATGTCGGCGAGGACGTCGAGAACATCATCCTCAAGCTGCTCCAGGCCGCCGACTACAACGTCGAGCGGGCGCAGC
CCCGATACAGCCGCTCCTGCAGCTCTTGTAGTAGGAGTTCGACGAGGTCCGGCGGCTGATGTTGCAGCTCGCCCGCGTCG

R 6 I v Yy I b E VDK I S R K S DN P s I T R D V S G
GCGGCATCGTCTACATCGACGAGGTCGACAAGATCAGCCGCAAGTCCGACAACCCGTCGATCACGCGCGACGTGTCGGGC
CGCCGTAGCAGATGTAGCTGCTCCAGCTGTTCTAGTCGGCGTTCAGGCTGTTGGGCAGCTAGTGCGCGCTGCACAGCCCG

E 6 V.0 0o A L L K I M E G T V A S V P P O G G R K H P
GAGGGCGTGCAGCAGGCCCTGCTGAAGATCATGGAGGGCACCGTCGCCTCCGTGCCTCCGCAGGGTGGCCGCAAGCALCCC
CTCCCGCACGTCGTCCGGGACGACTTCTAGTACCTCCCGTGGCAGCGGAGGCACGGAGGCGTCCCACCGGCGTTCGTGGG

¢ E ¥ L. 0 V DT S N I L ¥F I C G G A F A G L D K I
GCAGCAGGAGTTCCTGCAGGTCGACACGAGCAACATCCTGTTCATCTGCGGCGGCGCCTTCGCCGGGCTGGACAAGATCA
CGTCGTCCTCAAGGACGTCCAGCTGTGCTCGTTGTAGGACAAGTAGACGCCGCCGCGGAAGCGGCCCGACCTGTTCTAGT

I A Q R G K G T S I G F G A DV R G P D EU R S T G D I
TCGCGCAGCGCGGCAAGGGCACGTCGATCGGCTTCGGCGCTGATGTGCGCGGCCCGGACGAGCGTTCGACCGGCGACATC
AGCGCGTCGCGCCGTTCCCGTGCAGCTAGCCGAAGCCGCGACTACACGCGCCGGGCCTGCTCGCAAGCTGGCCGCTGTAG

L R E V E P E D L L K F G L I P E F I G R L P V V A T
CTGCGTGAGGTCGAGCCCGAGGATCTGCTGAAATTCGGCCTGATCCCCGAGTTCATCGGTCGTCTGCCGGTGGTCGCCAC
GACGCACTCCAGCTCGGGCTCCTAGACGACTTTAAGCCGGACTAGGGGCTCAAGTAGCCAGCAGACGGCCACCAGCGGTG

L s b L b ETAUL V E I L T K P KNATLV K QO Y QO R
CCTGTCCGACCTCGACGAAACGGCTCTGGTCGAGATCCTCACCAAGCCGAAGAATGCCCTGGTCAAGCAGTACCAGLCGCC
GGACAGGCTGGAGCTGCTTTGCCGAGACCAGCTCTAGGAGTGGTTCGGCTTCTTACGGGACCAGTTCGTCATGGTCGCGG

L ¥ EM E D V R L EF S D D AL R T I S H K A I QO R K
TGTTCGAGATGGAGGACGTCCGTCTGGAATTCTCCGACGACGCCCTGCGCACCATCTCCCACAAGGCCATCCAGCGGAAG
ACAAGCTCTACCTCCTGCAGGCAGACCTTAAGAGGCTGCTGCGGGACGCGTGGTAGAGGGTGTTCCGGTAGGTCGCCTTC

T 6 A R 6GL R S I ME S I L L D P M F D L P G L S G V
ACCGGCGCACGCGGCCTGCGGTCGATCATGGAGTCGATCCTGCTCGACCCGATGTTCGATCTGCCCGGCCTGTCGGGGGT
TGGCCGCGTGCGCCGGACGCCAGCTAGTACCTCAGCTAGGACGAGCTGGGCTACAAGCTAGACGGGCCGGACAGCCCCCA

E S I L vV N K E V V E G R A K P L ¥ V H A E R R G E
GGAAAGCATCCTGGTCAACAAGGAGGTGGTCGAGGGGCGCGCCAAGCCGCTTTACGTCCACGCCGAACGCCGCGGGGAGC
CCTTTCGTAGGACCAGTTGTTCCTCCACCAGCTCCCCGCGCGGTTCGGCGAAATGCAGGTGCGGCTTGCGGCGCCCCTCG

terminador
O 0 A P G A * g <

AGCAGGCACCGGGTGCCTGAGTTCGTCACGGCCGATCAGCATCGGGTACGAGGAAGGGCGCCTTTGGGCGCCCTTTGTCG
TCGTCCGTGGCCCACGGACTCAAGCAGTGCCGGCTAGTCGTAGCCCATGCTCCTTCCCGCGGAAACCCGCGGGAAACAGC

TTTCCGGCTTTTGCAGACATCGAGGGCGCCAGCCGGGCCGCGGGGCGGTCGGATCGGCATGTCGCACCGCCATACGGAAT
AAAGGCCGAAAACGTCTGTAGCTCCCGCGGTCGGCCCGGCGCCCCGCCAGCCTAGCCGTACAGCGTGGCGGTATGCCTTA

TGGGGTTCTGGCCCTTGAAGGGGGGCTATGGCTGTGCCACGTTAGAAAAAGTGCCGGTTTTCGATCCCTGTGCTCATCCC
ACCCCAAGACCGGGAACTTCCCCCCGATACCGACACGGTGCAATCTTTTTCACGGCCAAAAGCTAGGGACACGAGTAGGG

M K E A Q9 S M F E I P
CCGAGGCGGGGGTCTTCCCAGGCCCATCCCGGGCTGACGGCGTCCCAATGAAAGAGGCCCAATCAATGTTCGAAATCCCT
GGCTCCGCCCCCAGAAGGGTCCGGGTAGGGCCCGACTGCCGCAGGGTTACTTTCTCCGGGTTAGTTACAAGCTTTAGGGA
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R G A L Y P VL P L R DI V V F P HM I V P L F V G R
CGTGGTGCCCTCTATCCGGTCCTGCCGCTCCGCGACATCGTGGTTTTCCCCCACATGATCGTGCCTCTTTTCGTCGGCCG
GCACCACGGGAGATAGGCCAGGACGGCGAGGCGCTGTAGCACCAAAAGGGGGTGTACTAGCACGGAGAAAAGCAGCCGGL

E K s v R A L E D VM K D D K O I L L V. T Q K N A

TGAGAAATCCGTGCGCGCCCTGGAAGACGTGATGAAGGACGATAAGCAGATCCTTCTCGTCACCCAGAAGAACGCCGCGL
ACTCTTTAGGCACGCGCGGGACCTTCTGCACTACTTCCTGCTATTCGTCTAGGAAGAGCAGTGGGTCTTCTTGCGGCGCG

¢ b b p T P A DI Y S V G T V G T V L 0 L L K L P D G
AGGACGATCCGACGCCGGCCGATATCTACAGCGTCGGCACCGTTGGGACCGTGTTGCAGCTGCTGAAGCTGCCCGACGGA
TCCTGCTAGGCTGCGGCCGGCTATAGATGTCGCAGCCGTGGCAACCCTGGCACAACGTCGACGACTTCGACGGGCTGCCT

T v K v .L vV E 6 G 9 R A S I T K F A E N E D F F O A H
ACGGTGAAGGTGCTCGTGGAGGGCGGCCAACGCGCGTCCATCACCAAGTTCGCCGAGAACGAGGATTTCTTCCAGGCCCA
TGCCACTTCCACGAGCACCTCCCGCCGGTTGCGCGCAGGTAGTGGTTCAAGCGGCTCTTGCTCCTAAAGAAGGTCCGGGT

A D L V EE K V G E S Q EL E AL G R AV V S Q F E
CGCCGACCTCGTCGAGGAGAAGGTCGGGGAAAGCCAGGAACTTGAGGCGCTGGGACGCGCGGTCGTCTCGCAATTCGAGC
GCGGCTGGAGCAGCTCCTCTTCCAGCCCCTTTCGGTCCTTGAACTCCGCGACCCTGCGCGCCAGCAGAGCGTTAAGCTCG

¥y 1 K L N K K I P P E V L V S I N O I E E P G K L A
AGTACATCAAGCTGAACAAGAAGATCCCGCCGGAGGTCCTGGTCTCGATCAACCAGATCGAAGAGCCGGGAAAGCTGGCG
TCATGTAGTTCGACTTGTTCTTCTAGGGCGGCCTCCAGGACCAGAGCTAGTTGGTCTAGCTTCTCGGCCCTTTCGACCGC

b T v A S H L A L K I P E K O QL L E C A T V S E R L
GACACCGTCGCCTCCCACCTCGCGCTGAAGATTCCGGAAAAGCAGCAGCTTCTGGAATGCGCCACGGTTTCGGAGCGGTT
CTGTGGCAGCGGAGGGTGGAGCGCGACTTCTAAGGCCTTTTCGTCGTCGAAGACCTTACGCGGTGCCAAAGCCTCGCCAA

E R VY A F M E G E I GV L Q0 VE K R I R N R V K R
GGAGCGGGTCTACGCCTTCATGGAAGGCGAAATCGGTGTCCTCCAAGTGGAAAAGCGCATCCGCAACCGCGTCAAGCGGL
CCTCGCCCAGATGCGGAAGTACCTTCCGCTTTAGCCACAGGAGGTTCACCTTTTCGCGTAGGCGTTGGCGCAGTTCGCCG

o M £E K T ¢ R E Y ¥ L N E 0 L K A I Q0 K E L G E T E D
AGATGGAGAAGACCCAGCGCGAGTACTACCTCAACGAACAGCTCAAGGCGATCCAGAAGGAACTCGGCGAGACCGAGGAC
TCTACCTCTTCTGGGTCGCGCTCATGATGGAGTTGCTTGTCGAGTTCCGCTAGGTCTTCCTTGAGCCGCTCTGGCTCCTG

G R D E S A E L E E K I N KT R F S K E A R D K A L A
GGCCGTGACGAGTCGGCCGAGCTGGAAGAGAAGATCAACAAGACCCGCTTCTCCAAGGAAGCCCGCGACAAGGCCCTGGL
CCGGCACTGCTCAGCCGGCTCGACCTTCTCTTCTAGTTGTTCTGGGCGAAGAGGTTCCTTCGGGCGCTGTTCCGGGALCCG

F L K X L R S M S P M S A E A T V V R N Y L D W M L
CGAGCTGAAGAAGCTGCGCTCCATGAGCCCGATGTCGGCCGAGGCGACGGTGGTGCGCAACTATCTGGACTGGATGCTGT
GCTCGACTTCTTCGACGCGAGGTACTCGGGCTACAGCCGGCTCCGCTGCCACCACGCGTTGATAGACCTGACCTACGACA

s I p w K K R T K Vv K K DL K L A Q0 K I L D A D H Y G
CCATTCCGTGGAAGAAGCGCACCAAGGTGAAGAAGGACCTGAAGCTCGCGCAGAAGATCCTCGACGCCGACCACTACGGC
GGTAAGGCACCTTCTTCGCGTGGTTCCACTTCTTCCTGGACTTCGAGCGCGTCTTCTAGGAGCTGCGGCTGGTGATGCCG

L £ K v K E R I L E Yy L AV QN R MNK V K G P I L C
CTGGAGAAGGTCAAGGAACGCATCCTCGAGTATCTTGCGGTCCAGAACCGCATGAACAAGGTCAAGGGGCCGATCCTGTG
GACCTCTTCCAGTTCCTTGCGTAGGAGCTCATAGAACGCCAGGTCTTGGCGTACTTGTTCCAGTTCCCCGGCTAGGACAC

L v 6 P P G V G K T S L G K S I A K S T GG R N F V R
CCTCGTCGGGCCGCCCGGCGTTGGCAAGACCTCGCTCGGCAAGTCGATCGCCAAGTCCACCGGCCGCAATTTCGTGCGCA
GGAGCAGCCCGGCGGGCCGCAACCGTTCTGGAGCGAGCCGTTCAGCTAGCGGTTCAGGTGGCCGGCGTTAAAGCACGCGT

M s L G G V R D EAE V R G HWRIRT Y I G S M P G K V
TGTCGCTCGGCGGCGTGCGGGACGAGGCTGAGGTCCGCGGCCACCGACGCACCTACATCGGCTCGATGCCCGGCAAGGTC
ACAGCGAGCCGCCGCACGCCCTGCTCCGACTCCAGGCGCCGGTGGCTGCGTGGATGTAGCCGAGCTACGGGCCGTTCCAG
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I 9 G M K K A XK S S NP L F L L D ETI DKL G A D W R
ATCCAGGGCATGAAGAAGGCGAAGTCGTCCAACCCGCTGTTCCTGCTGGATGAGATCGACAAGCTCGGCGCCGACTGGCG
TAGGTCCCGTACTTCTTCCGCTTCAGCAGGTTGGGCGACAAGGACGACCTACTCTAGCTGTTCGAGCCGCGGCTGACCGL

G b p S S A L L E V L D P E QNG T F N DH Y L E V
CGGCGACCCGTCGTCGGCCCTGCTTGAGGTTCTCGATCCCGAGCAGAACGGCACTTTCAACGACCATTATCTGGAGGTCG
GCCGCTGGGCAGCAGCCGGGACGAACTCCAAGAGCTAGGGCTCGTCTTGCCGTGAAAGTTGCTGGTAATAGACCTCCAGC

b vy b . s bvM™MPF VvV CTANTMI®RMU®P QO P L L D R M E
ATTACGACCTGTCGGACGTGATGTTCGTCTGCACGGCCAACACGATGCGCATGCCGCAGCCGCTGCTGGACCGCATGGAG
TAATGCTGGACAGCCTGCACTACAAGCAGACGTGCCGGTTGTGCTACGCGTACGGCGTCGGCGACGACCTGGCGTACCTC

I I R V A G Y T E D E K V E I S K R H L I E K Q V E A
ATCATCCGCGTCGCCGGCTATACCGAGGATGAAAAGGTCGAGATTTCCAAGCGCCACCTGATCGAAAAGCAGGTGGAAGC
TAGTAGGCGCAGCGGCCGATATGGCTCCTACTTTTCCAGCTCTAAAGGTTCGCGGTGGACTAGCTTTTCGTCCACCTTCG

N G L K K G E F A I S D DAL R DL I R Y Y T R E A
CAACGGCTTGAAGAAGGGCGAGTTCGCCATTTCCGACGACGCGCTGCGCGACCTGATCCGCTATTACACGCGGGAAGCCG
GTTGCCGAACTTCTTCCCGCTCAAGCGGTAAAGGCTGCTGCGCGACGCGCTGGACTAGGCGATAATGTGCGCCCTTCGGC

G v R S L E R E I A NL C R KAV K E I L M K G S A G
GCGTCCGCAGCCTGGAGCGCGAGATCGCCAACCTCTGCCGCAAAGCCGTGAAGGAGATCCTGATGAAGGGCTCCGCCGGL
CGCAGGCGTCGGACCTCGCGCTCTAGCGGTTGGAGACGGCGTTTCGGCACTTCCTCTAGGACTACTTCCCGAGGCGGCCG

A K v s v T RURNILLD K Y A GV R RF HF G E A E L E
GCCAAGGTTTCGGTCACGCGCCGGAACCTGGACAAGTACGCTGGCGTCCGCCGCTTCCACTTCGGCGAGGCGGAGCTGGA
CGGTTCCAAAGCCAGTGCGCGGCCTTGGACCTGTTCATGCGACCGCAGGCGGCGAAGGTGAAGCCGCTCCGCCTCGACCT

bp L.v G Vv T T GUL AW TE V GG G E L L S I E A V S L
GGATCTGGTGGGCGTCACCACCGGGCTGGCCTGGACGGAAGTCGGAGGCGAGCTGCTGTCGATCGAGGCGGTCAGCCTGC
CCTAGACCACCCGCAGTGGTGGCCCGACCGGACCTGCCTTCAGCCTCCGCTCGACGACAGCTAGCTCCGCCAGTCGGALG

p ¢ K 6 R vT T TG KL G D VMK E S V QO A A E S Y V
CCGGCAAGGGGCGGGTGACCACCACCGGCAAGCTGGGCGACGTCATGAAGGAGTCGGTCCAGGCGGCGGAGAGCTACGTC
GGCCGTTCCCCGCCCACTGGTGGTGGCCGTTCGACCCGCTGCAGTACTTCCTCAGCCAGGTCCGCCGCCTCTCGATGCAG

K S R A T A F G I K P T L F E K R D I H V H V P E G A
AAGTCGCGGGCCACCGCCTTCGGCATCAAGCCGACGCTCTTCGAGAAGCGGGACATCCACGTCCACGTGCCCGAAGGLCGL
TTCAGCGCCCGGTGGCGGAAGCCGTAGTTCGGCTGCGAGAAGCTCTTCGCCCTGTAGGTGCAGGTGCACGGGCTTCCGCG

T p K D G P S A GV A M I T S I VvV s V L T G I A V R
CACTCCGAAGGACGGCCCCTCGGCGGGCGETGGCGATGATCACCTCGATCGTTTCGGTCCTGACCGGTATCGCGGTCCGCA
GTGAGGCTTCCTGCCGGGGAGCCGCCCGCACCGCTACTAGTGGAGCTAGCAAAGCCAGGACTGGCCATAGCGCCAGGCGT

K b v AMTGE I TLRG RV L P I G GG L K E KL L A
AGGACGTGGCGATGACCGGTGAGATCACCCTGCGCGGCCGGGETGCTTCCGATCGGCGGTCTGAAGGAGAAGCTGCTGGCT
TCCTGCACCGCTACTGGCCACTCTAGTGGGACGCGCCGGCCCACGAAGGCTAGCCGCCAGACTTCCTCTTCGACGACCGA

AL R G G L K HV L I P K DN E K D L A E I P D N V K
GCTCTGCGCGGCGGCCTCAAGCATGTGCTGATCCCGAAGGACAACGAGAAGGATCTCGCCGAGATCCCGGACAACGTGAA
CGAGACGCGCCGCCGGAGTTCGTACACGACTAGGGCTTCCTGTTGCTCTTCCTAGAGCGGCTCTAGGGCCTGTTGCACTT

R 6 L £ 1 1T P V S T V DD V L K HA L V R E V E P I
GCGCGGGCTGGAGATCATCCCAGTCAGCACCGTCGACGACGTCCTGAAGCACGCCCTGGTTCGGGAAGTCGAGCCCATCG
CGCGCCCGACCTCTAGTAGGGTCAGTCGTGGCAGCTGCTGCAGGACTTCGTGCGGGACCAAGCCCTTCAGCTCGGGTAGC

E w K E P E A V E P A V A K P 0 T D G G G E V L R H *
AGTGGAAGGAGCCGGAAGCGGTCGAGCCGGCGGTCGCCAAGCCGCAGACTGACGGCGGAGGCGAGGTGCTTCGTCACTGA
TCACCTTCCTCGGCCTTCGCCAGCTCGGCCGCCAGCGGTTCGGCGTCTGACTGCCGCq%%gﬁgggg%CGAAGCAGTGACT

TCCAGCTTGGCGTTTAAAGCACCCTTAAAGCGCTACCATGCTTCGCATCGCCCGCCCGTCTGCAATTGACGGGCGGGCGA
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AGGTCGAACCGCAAATTTCGTGGGAATTTCGCGATGGTACGAAGCGTAGCGGGCGGGCAGACGTTAACTGCCCGCCCGCT

TGTCGCGTTTATCGTTTGAATGCGTGATGTCATTGAGTGCCTTTTCTTCCATTTTCTTTGCCGGACTGAGAAGGGGGGAA
ACAGCGCAAATAGCAAACTTACGCACTACAGTAACTCACGGAAAAGAAGGTAAAAGAAACGGCCTGACTCTTCCCCCCTT

v N K N D L V A H V A DAV G L s K T D A T K A V
GTAAGTGAACAAGAACGATCTGGTGGCGCACGTCGCCGACGCCGTGGGTTTGTCCAAAACCGACGCGACCAAGGCGGTCG
CATTCACTTGTTCTTGCTAGACCACCGCGTGCAGCGGCTGCGGCACCCAAACAGGTTTTGGCTGCGCTGGTTCCGCCAGC

b A I ¥ D GGI A D S L KNG EE V R L V G F G T F A V
ACGCAATTTTCGACGGCATCGCCGACTCGCTCAAGAACGGGGAGGAGGTCCGTCTGGTCGGATTCGGCACATTCGCGGTT
TGCGTTAAAAGCTGCCGTAGCGGCTGAGCGAGTTCTTGCCCCTCCTCCAGGCAGACCAGCCTAAGCCGTGTAAGCGCCAA

S E R A A S E G RN P R T G E K I A I P A S K QO P K F
TCCGAACGCGCGGCCAGCGAGGGACGCAACCCGCGCACCGGCGAAAAGATCGCCATACCCGCGTCGAAACAGCCGAAGTT
AGGCTTGCGCGCCGGTCGCTCCCTGCGTTGGGCGCGTGGCCGCTTTTCTAGCGGTATGGGCGCAGCTTTGTCGGCTTCAA

K P G K T L K D G L K *
CAAGCCGGGCAAGACCTTGAAGGACGGGTTGAAGTGATGACGTCTTGAACGGATAGGGCATTCCGGGCATAGTGCGCGCC
GTTCGGCCCGTTCTGGAACTTCCTGCCCAACTTCACTACTGCAGAACTTGCCTATCCCGTAAGGCCCGTATCACGCGCGG

GGTCAGCACGGGCTGGCCGGCTTTGCGTTGTCTGGAACGTCAATCCGGTCAACGACGCGGCGCGGGCGATTAGCTCAGCG
CCAGTCGTGCCCGACCGGCCGAAACGCAACAGACCTTGCAGTTAGGCCAGTTGCTGCGCCGCGCCCGCTAATCGAGTCGC

GTAGAGCATCTCGTTTACACCGAGAGGGTCGGGGGTTCGAAACCCTCATCGCCCACCATCGCGCCCTGGCCATTCCGGLC
CATCTCGTAGAGCAAATGTGGCTCTCCCAGCCCCCAAGCTTTGGGAGTAGCGGGTGGTAGCGCGGGACCGGTAAGGCCGG

GGCACTTTTCAAATTCGTGATTGACAGGCCATGCGTCGGGCGGCTAGAAACCGCCCATCGGCGACGGGGCGTGGCCCLGG
CCGTGAAAAGTTTAAGCACTAACTGTCCGGTACGCAGCCCGCCGATCTTTGGCGGGTAGCCGCTGCCCCGCACCGGGGLC

AAACTGCGCTGCGATCCTATGACACGGACGCCTGTTTTTGCGCATTTCACATCGCCGTGTCGCGCGGGTGTAGCTCAGTT
TTTGACGCGACGCTAGGATACTGTGCCTGCGGACAAAAACGCGTAAAGTGTAGCGGCACAGCGCGCCCACATCGAGTCAA

GGTTAGAGCGCCGGCCTGTCACGCCGGAGGCCGCGGGTTCAAGTCCCGTCACTCGCGCCATTCTCTCCCTCACCATTCTC
CCAATCTCGCGGCCGGACAGTGCGGCCTCCGGCGCCCAAGTTCAGGGCAGTGAGCGCGGTAAGAGAGGGAGTGGTAAGAG

CTTTTTGCAATGAAAATGAAGCCTTCATGGCTTTACCGGCAGGCACGCGATCCCCATATCCGATTAGCTCGACCCGCATA
GAAAAACGTTACTTTTACTTCGGAAGTACCGAAATGGCCGTCCGTGCGCTAGGGGTATAGGCTAATCGAGCTGGGCGTAT

TCCGATAAGCCGGATAGAGAGAAGGGTCATTTAAAAAGTTTGGTAATACCAAGGACATCCGCTCATTTCCGCAGAGTGGA
AGGCTATTCGGCCTATCTCTCTTCCCAGTAAATTTTTCAAACCATTATGGTTCCTGTAGGCGAGTAAAGGCGTCTCACCT
ligacdo para ¢
TTCGTTGGCCGAAAGCGATTCAAAGCGCTTTCCTTGATCACGCTCTCGTCATATATTCCGGCCCGTCTGATGGGCTAATC
AAGCAACCGGCTTTCGCTAAGTTTCGCGAAAGGAACTAGTGCGAGAGCAGTATATAAGGCCGGGCAGACTACCCGATTAG

CAAGGCATTCCAGCCACGACACCGCGCGTCGGCCGATTACCGGCCGTACCGGCGATCGTGGCGTGGGCTTATGGGAGGAC
GTTCCGTAAGGTCGGTGCTGTGGCGCGCAGCCGGCTAATGGCCGGCATGGCCGCTAGCACCGCACCCGAATACCCTCCTG

CGCGGTGACCAACCCGCTGATCATTGAGTACCTTCCGATCCTGGTGTTCCTGCTGATCGGTATCGCGCTGGCCGTGGTGA
GCGCCACTGGTTGGGCGACTAGTAACTCATGGAAGGCTAGGACCACAAGGACGACTAGCCATAGCGCGACCGGCACCACT

MV G A S Y I I s P KN PD S EK L S P Y E C G F E P
TGGTTGGCGCGTCTTACATCATCAGCCCGAAGAATCCGGATTCGGAGAAGCTCTCCCCCTACGAGTGCGGCTTCGAGCCG
ACCAACCGCGCAGAATGTAGTAGTCGGGCTTCTTAGGCCTAAGCCTCTTCGAGAGGGGGATGCTCACGCCGAAGCTCGGL

F E DARTXK F DV RF YL Vs I L F I I F DL E V A
TTCGAGGATGCCCGCACGAAGTTCGACGTGCGGTTTTACCTGGTCTCCATCCTGTTCATCATCTTCGACCTCGAGGTCGC
AAGCTCCTACGGGCGTGCTTCAAGCTGCACGCCAAAATGGACCAGAGGTAGGACAAGTAGTAGAAGCTGGAGCTCCAGCG
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F L ¥F P W A V A L G D I G L F G F W S M I V F L G I
CTTCCTGTTCCCGTGGGCCGTGGCGCTCGGGGACATCGGCCTCTTCGGCTTCTGGTCGATGATCGTGTTCCTTGGGATTC
GAAGGACAAGGGCACCCGGCACCGCGAGCCCCTGTAGCCGGAGAAGCCGAAGACCAGCTACTAGCACAAGGAACCCTAAG

L T I G F I Y E W K K G A L E W E *

M G V E A A K L A P I P
TGACCATCGGCTTCATCTATGAGTGGAAGAAAGGAGCTCTGGAATGGGAGTAGAGGCTGCCAAGCTGGCGCCGATTCCGC
ACTGGTAGCCGAAGTAGATACTCACCTTCTTTCCTCGAGACCTTACCCTCATCTCCGACGGTTCGACCGCGGCTAAGGCG

P G P E QO DAY L R AV TEETI QO E K G F I T A K Y E
CCGGACCGGAACAGGACGCCTATCTCCGCGCGGTTACCGAGGAGATCCAGGAAAAGGGCTTCATCACGGCGAAGTACGAG
GGCCTGGCCTTGTCCTGCGGATAGAGGCGCGCCAATGGCTCCTCTAGGTCCTTTTCCCGAAGTAGTGCCGCTTCATGCTC

b v L. AW ARTGG S L W P M T F G L A CC AV E M I H
GACGTGCTCGCCTGGGCCCGCACCGGTTCCCTGTGGCCGATGACCTTCGGTCTGGCCTGCTGCGCGGTGGAGATGATCCA
CTGCACGAGCGGACCCGGGCGTGGCCAAGGGACACCGGCTACTGGAAGCCAGACCGGACGACGCGCCACCTCTACTAGGT

A Y M s R Y D L DR F G V I P R P S P R Q S D C M I
CGCCTACATGAGCCGGTACGACCTGGACCGTTTCGGCGTCATTCCGCGCCCCAGCCCGCGCCAGTCCGACTGCATGATCG
GCGGATGTACTCGGCCATGCTGGACCTGGCAAAGCCGCAGTAAGGCGCGGGGTCGGGCGCGGTCAGGCTGACGTACTAGC

v A G T L T N K M A P A L R K V Y D Q M P E P R W V I
TGGCCGGCACGCTGACCAACAAGATGGCCCCCGCGCTGCGCAAGGTCTATGACCAGATGCCGGAACCGCGCTGGGTGATC
ACCGGCCGTGCGACTGGTTGTTCTACCGGGGGCGCGACGCGTTCCAGATACTGGTCTACGGCCTTGGCGCGACCCACTAG

s M 6 S ¢ A NG G GY Y H Y S ¥ S V V R G C DR I V P
TCGATGGGCTCCTGCGCCAACGGCGGCGGCTACTATCACTATTCCTACTCGGTGGTGCGCGGCTGCGACCGGATCGTTCC
AGCTACCCGAGGACGCGGTTGCCGCCGCCGATGATAGTGATAAGGATGAGCCACCACGCGCCGACGCTGGCCTAGCAAGG

v b I ¥ v P G C P P T A E AL V Y G I L 0 L O K K I
GGTCGATATTTACGTGCCGGGCTGTCCTCCGACCGCGGAAGCGCTGGTCTACGGCATTCTGCAACTCCAGAAGAAGATCC
CCAGCTATAAATGCACGGCCCGACAGGAGGCTGGCGCCTTCGCGACCAGATGCCGTAAGACGTTGAGGTCTTCTTCTAGG

R R G N R I A R *
GGCGCGGCAACCGCATCGCTCGCTGAATAAGAAAAAGGCAGGTCCTGGCCATGTCCGAACAGGCGTTGAAGGAACTTGGG
CCGCGCCGTTGGCGTAGCGAGCGACTTATTCTTTTTCCGTCCAGGACCGGTACAGGCTTGTCCGCAACTTCCTTGAACCC

GACCATATCGCCGCGACGCTCGGCGATGACGTCCTGAAGGTCGAGCTGAAGCTT 19173
CTGGTATAGCGGCGCTGCGAGCCGCTACTGCAGGACTTCCAGCTCGACTTCGAA 19173
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Fig. 4 Seqiiéncia de nucleotideos dos genes presentes no inserto do plasmideo pAB441.
As seqiiéncias polipeptidicas deduzidas para cada gene sdo mostradas acima da regido
codificadora no caso de proteinas codificadas na dire¢do da seqiliéncia apresentada e as
seqiiéncias de aminoacidos das proteinas GInB (gInB) e GS (gInA) estao mostradas abaixo
da seqiiéncia de nucleotideos. Coddons de parada estdo indicados por asteriscos. Os
provaveis promotores encontrados estdo indicados por letras sublinhadas e os
terminadores indicados por flechas.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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