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RESUMO    

O interesse por ferramentas de manipulação genética, que aumentem a produção de 
proteínas heterólogas, por microorganismos, cresceu nos últimos anos. Para tal há necessidade 
de não apenas da clonagem do gene de interesse no vetor, mas de um cassete de expressão 
otimizado, tanto em nível transcricional como traducional, que permita que a célula cresça e 
que após a indução, quando necessário, possibilite que a proteína heteróloga assuma a 
conformação correta (Schumann & Ferreira, 2004). Em todas as estratégias de expressão 
desenvolvidas, utilizam-se seqüências denominadas de promotoras. Estas em seres procariontes 
precedem o gene e sinalizam à RNA polimerase o inicío da transcrição. As seqüências 
promotoras utilizadas nos cassetes de expressão podem ser obtidas a partir de DNA natural ou 
podem ser construídas sinteticamente, sendo selecionadas com o uso de vetores caça-promotor. 
Estes possuem em sua estrutura um gene repórter, desprovido de promotor, justaposto a uma 
região de um ou mais sítios de clonagem, à qual são inseridas as seqüências de interesse. Este 
trabalho teve como objetivo a clonagem de promotores a partir de uma preparação enriquecida 
de plasmídeos de Chromobacterium violaceum CVT2, clone isolado no Rio Negro nas 
imediações do Hotel Tropical. Essa bactéria é Gram-negativa, saprófita, pertencente à família 
Neisseriaceae (Ordem Neisseriales, classe Betaproteobacteria), típica de águas e solos tropicais 
e subtropicais  (Andrighetti-Fröhner et al.,2003), sendo amplamente encontrada no Rio Negro 
(Haselkorn R, 2003). Fragmentos da fração plasmidial produzidos por Sau3AI foram ligados 
ao sítio de BamHI do vetor caça-promotor e o sistema de ligação utilizado para transformar E. 
coli  (Top10) para resistência à ampicilina. Dos 130 clones transformantes obtidos  47 foram 
recombinantes pois mostraram a capacidade de crescer na presença de cloranfenicol. A maior 
parte dos clones recombinantes mostrou resistência a apenas 50ug/mL de cloranfenicol, sendo 
que dois deles cresceram até 100ug/mL e um até 500ug/mL. Dos clones recombinantes, 8 
foram escolhidos e seus DNAs plamidiais extraídos e serviram de molde para determinação das 
seqüências dos fragmentos clonados, sendo que 5 delas foram determinadas completamente. 
Em três insertos foi possível identificar as regiões  -10 e -35 pelo programa BPROM. O clone 
recombinante que apresentou maior crescimento em cloranfenicol (500ug/mL) foi o que 
apresentou as regiões -10 e -35 com o espaçamento de 17 pares de bases  e uma região rica em 
T a jusante da região -35, o que são características de promotores mais fortes. 



  
                                                                                                           

X  

ABSTRACT   

The interest in tools of genetic manipulation, which increase the production of 
heterologous proteins, by microorganisms, has grown in recent years. For this there is need not 
only the cloning of the gene of interest in the vector, but a optimized expression cassette, as 
well in transcriptional level as translational, allowing the cell to grow and that after the 
induction, when necessary, which allows the heterologous proteins take the correct 
conformation (Schumann & Ferreira, 2004). In all strategies of expression developed are used 
sequences named promoters. These, beings in prokaryotes, are localized before of the gene and 
signal for the RNA polymerase the starting site of the transcription. The promoters sequences 
used in expression cassettes can be obtained from natural DNA or can be made synthetically, 
being selected with the use of probe vector. The probe vector has a reporter gene, devoid of 
promoter, downstream a region of one or more sites of cloning, which are inserted the 
sequences of interest. The aimed this work was the cloning of promoters from an enriched 
preparation of plasmids Chromobacterium violaceum CVT2, isolated in Rio Negro, near the 
Hotel Tropical. This is gram-negative bacteria, saprophyte, belonging to the family 
Neisseriaceae (Order Neisseriales, class Betaproteobacteria), being typical of tropical and 
subtropical water and soil (Andrighetti-Fröhner et al., 2003) and is widely found in Rio Negro 
(Haselkorn, 2003). Fragments of plasmid fraction produced by Sau3AI were linked to the site 
of the BamHI of the probe vector and the system used to transform E. coli (Top10) for 
resistance to ampicillin. Of the 130 transformants clones, 47 were recombinants because 
showed the ability to grow in the presence of chloramphenicol. Most of recombinant clones 
showed resistance only in 50ug/mL of chloramphenicol, where two of them grew until 
100ug/mL and until 500ug/mL. Of the recombinant clones, 8 were chosen and their DNAs 
plasmids extracted and used to determine the sequences of fragments cloned. These, 5 were 
completely sequenced. In three inserts were unable to identify the regions -10 and -35 for the 
programme BPROM. The recombinant clone that showed higher growth in chloramphenicol 
(500ug/mL) was what made the regions -10 and -35 with the spacing of 17 pairs of bases and a 
region rich in T downstream of -35 region, which are characteristics of the strongest promoters.  
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1. INTRODUÇÃO   

O interesse por ferramentas de manipulação genética, que aumentem ou regulem a 

produção de determinadas proteínas recombinantes por microrganismos, tem crescido nos 

últimos anos (Solem & Jensen, 2002). Este interesse está sedimentado, entre outros fatores, 

na descoberta de novos microrganismos. Os esforços em seqüenciar genomas de seres 

escolhidos da biodiversidade implicam na descoberta de novos recursos genéticos cujos 

produtos são aplicados na indústria, seja com fins terapêuticos, alimentícios ou de outro 

setor biotecnológico. Exemplo desses usos é a clonagem em plantas, de genes microbianos 

codificadores de resistência à ação deletéria de fatores ambientais, ou genes microbianos 

codificadores de substâncias osmoreguladoras que facilitariam o seu crescimento em 

ambientes muito secos ou de elevada salinidade (Candeias, 1991). Outra importante 

aplicação é a obtenção de microrganismos capazes de produzir compostos químicos, 

enzimas ou combustíveis a partir de substratos não renováveis e não poluidores do 

ambiente (Candeias, 1991).  Na tabela 1, há exemplos de uso, em larga escala, de proteínas 

no setor industrial. Por exemplo, há produção de interferon alfa humano com atividade 

biológica contra infecções ocasionadas por vírus e contra algumas formas de tumores 

malignos humanos, de vacinas e de reagentes biológicos usados na identificação e 

quantificação de proteínas específicas (Candeias, 1991). A grande maioria dessas 

aplicações tem como modelo experimental a bactéria Escherichia coli, o microrganismo 

mais utilizado para produção de proteínas recombinantes (Miksch et al., 2005; Jana & Deb, 

2004) por ser muito conhecido e de fácil manipulação.             
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Tabela 1- Proteínas recombinantes produzidas em larga escala, em diversos setores 

econômicos. 

 
TIPO DE PRODUTO

 
INDICAÇÃO DE USO 

Insulina humana Diabetes 

Vacina anti-hepatite Prevenção da hepatite B 

Alteplase Prevenção de infarto do miocárdio 

Interferon-a-2b Tratamento da leucimia 

Fator anti-hemofílico Hemofilia A 

Hormônio do crescimento humano Deficiência do crescimento  

Interferon-ß Tratamento da esclerose múltipla  

Protease, lípase, celulase, amilase Detergentes e sabão em pó 

Lipases Produção de papel 

Pectinase Produção de sucos e vinhos 

Chomosina Produção de queijos 

Amilase e amiloglicosidase Produção de álcool 

  

Quando se pensa em proteínas recombinantes para fins industriais, pensa-se 

também em expressão eficiente de tais proteínas em sua conformação nativa. Para tal 

expressão há necessidade de não apenas a clonagem do gene de interesse no vetor (sob 

controle de promotor induzível), mas de um cassete de expressão otimizado, tanto em nível 

transcricional como traducional, que permita que a célula cresça e que após a indução, 

quando necessária, possibilite que a proteína heteróloga assuma a conformação correta 

(Schumann & Ferreira, 2004).  

O interesse em aumentar a expressão de determinados genes proporcionou o 

desenvolvimento de diferentes estratégias. As primeiras proteínas recombinantes eram 

produzidas por uma simples clonagem de um segmento de DNA em um plasmídio 

multicópia (Hartley,2006). Posteriormente, a combinação dos genes de interesse a 

seqüências promotoras fortes passou a ser utilizada (Hartley, 2006). Em seguida a esta 

combinação, foram adicionadas estratégias que potencializassem a expressão. Exemplos 

desses avanços são as seqüências Shine-Dalgarno muito eficientes, derivadas de genes de 
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proteínas virais como a da proteína 10 do fago T7, e as seqüências que codificam para 

domínios protéicos específicos (affinity tags), a fim facilitar a purificação das proteínas 

recombinantes por meio de apenas um ciclo de cromatografia de afinidade (Waugh, 2005).    

1.1. Seqüências promotoras e a transcrição gênica em E.coli  

O interesse pelas seqüências promotoras não se dá apenas pelo uso biotecnológico, 

mas pela compreensão em si do processo transcricional, que permite melhorar tais 

utilizações. A transcrição permite o processamento da informação genética em uma escala 

espaço/temporal, onde o DNA será transcrito em RNA para posterior tradução. A 

homeostase desse processo implica em gasto de energia reduzido, a partir de uma regulação 

em função da necessidade do produto final, a proteína (deHaseth et al., 1998).  

O processo é dividido em três etapas (Figura 1): iniciação, elongação e terminação, 

onde pelo menos três seqüências do DNA e uma proteína estão envolvidas na transcrição 

gênica: (1) promotor, (2) teminadores transcricionais, (3) seqüência regulatória e (4) RNA 

polimerase (RNApol).  

  

Figura 1- Ilustração do ciclo de transcrição pela RNA polimerase de Escherichia coli, modificado de 

Geszvain & Landick (Acesso em: 15 de set. 2006.), disponível em 

http://www.bact.wisc.edu/landick.  

http://www.bact.wisc.edu/landick
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Por isso, o processo de síntese de RNA pode ser descrito como o ciclo que se inicia 

com a localização do promotor e termina com a liberação do transcrito por completo e do 

núcleo da enzima RNApol. A nova ligação do core da enzima com o fator 

 
e o 

subseqüente reconhecimento do promotor, completa o ciclo da transcrição (Travers & 

Burgess, 1969). Embora a síntese da fita de RNA seja altamente processiva, não é 

uniforme. A taxa de extensão da fita de RNA é variável com as condições fisiológicas, 

sendo adicionados na fita em formação, em média, de 20 a 50 nucleotídeos por segundo 

(Chan & Landick, 1994). Enquanto há adição dos nucleotídeos, o complexo formado por 

DNA, RNApol e RNA (fita em formação) permanece parado por vários ciclos de adição de 

nucleotídeos, movendo-se após a adição de 8 ou 10 pares de bases (Krummel & 

Chamberlin, 1992). No processo de elongação a RNApol frequentemente pára por períodos 

de vários segundos  antes de continuar a elongação da cadeia de RNA (Uptain et al., 1997). 

O término da síntese de RNA ocorre em sítios específicos, denominados de terminadores 

de transcrição, onde o transcrito de RNA tem alta probabilidade de ser liberado (Von 

Hippel & Yager, 1992). Existem duas classes de terminadores: rho-dependente e 

independentes de fatores rho ( ). Rho é uma proteína essencial à E. coli, embora seu 

genoma possua poucos terminadores dependentes dela. A terminação da transcrição rho-

dependente não possui características comuns como seqüência repetidas de base uracila 

(U). Possui a proteína rho que se liga a sítios específicos no início do RNA mensageiro 

(RNAm) e procede a migração ao longo da cadeia de RNA até encontrar a seqüência 

terminadora (Makrides, 1996). As terminações Rho-dependentes são mais complexas e, por 

isso não são utilizadas em sistema de expressão de proteína recombinante. A terminação 

rho-independente consiste na formação de estruturas em grampo no RNA a partir de 

seqüências autocomplementares da fita molde de DNA. Além disso, contém seqüências de 

4 a 6 bases de nucleotídeos de adenina (A) que quando transcritas formam uma região rica 

em uracila. Como ligações do tipo Adenina/ Uracila (A/U) são ligações instáveis, a 

estrutura em grampo rompe parte da ligação DNA/RNA e o duplex A/U se dissocia, 

finalizando a transcrição. (Schumann & Ferreira, 2004).        

1.1.1. Controle do início da transcrição  
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O principal passo na regulação da expressão gênica em procariotos é o controle do 

início da transcrição (Wertman et al., 1984; Kobayashi et al., 1990).  Este processo tem 

início com a interação inespecífica e eletrostática da RNA polimerase (RNAp) à dupla fita 

(Figura 1), seguida de interações com regiões específicas do DNA, as seqüências 

promotoras (Carbonelli et al., 1999; deHaseth et al., 1998; Youderian, 1988). Nesta etapa 

há a formação do complexo fechado (RPc) entre a RNA polimerase (RNAp) e o DNA 

dupla fita (Camarero et al., 2002). A partir da formação do RPc, há isomerização do 

complexo, junto com superenrolamento negativo e separação das fitas do DNA, para 

formação do complexo aberto (RPo) (DrLica et al.,1999).   

RNA polimerase  

A RNA polimerase procariótica é formada por múltiplas cadeias polipeptídicas e 

possui massa de 480.000 daltons (Ishihama, 1981). Dentre as procarióticas, a RNAp de E. 

coli é uma das mais e melhor estudadas. Evolutivamente, há uma forte similaridade entre as 

seqüências de aminoácidos desta às de eucariotos e às de Archea. Estruturalmente, é 

constituída por um núcleo catalítico 2 ’

 

(Typas & Hengge, 2006) e pelo fator 

 

(Luo et 

al., 1996). O core da enzima ( 2 ’ ), apesar de ser responsável por quase toda a 

transcrição, não é capaz de iniciar este processo (Barne et al., 1997).   

Molecularmente, cada subunidade 

 

da RNAp possui 36,5kDa, a subunidade 

 

possui 150,6 kDa e ’155,2kDa. Os domínios C-terminal e N-terminal da subunidade  são 

conectados por 14 resíduos de aminoácidos, constituindo um espaçador flexível (Zang & 

Darst, 1998). A porção N-terminal deste fator está envolvida na formação do dímero 2 

(core - holoenzima) e na ligação aos domínios 

 

e ’ (Ishihama et al.,1987). O domínio C-

terminal das duas subunidades a interage com a região -35 da seqüência promotora de um 

gene (Gourse et al., 2000; Berezhnoy & Shckorbatov, 2005) e com outros ativadores de 

transcrição (Luo et al., 1996).   

A subunidade 

 

liga-se a rNTPs (Luo et al., 1996), enquanto que a ’ tem ligação 

inespecífica ao DNA (Schumann & Ferreira, 2004). A função da subunidade 

 

mantém a 

correta conformação de 2

 

(Gosh et al.,2003). Já o reconhecimento da seqüência 

promotora pela RNAp  se dá pela subunidade 

 

(Severinova et al.,1996).  

Existe uma variedade de fatores , sendo que cada um reconhece um conjunto de 

promotores diferentes (Jishage et al., 1996). Existem, pelo menos, seis tipos de fator 

 

em 
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E. coli (Jishage et al., 1996). Dependendo do potencial adaptativo, diferentes bactérias 

possuem diferentes tipos de fatores 

 
(Typas & Hengge, 2006). Segundo Gralla (1996) a 

maior parte dos promotores de E.coli é reconhecida pelo fator 70, principalmente dos 

genes transcritos durante o crescimento exponencial da célula (Loneto et al., 1992). Este 

fator, geralmente, reconhece como núcleo de promotores as seqüências situadas entre –60 a 

+20 pb do início da transcrição  (Berezhnoy & Shckorbatov, 2005). Em E. coli, a estrutura 

do fator 

 

consiste de quatro importantes regiões conservadas, denominadas 1, 2, 3 e 4. A 

região 2 é subdividida em quatro segmentos estruturais (2.1- 2.4) e a região 4 é dividida em 

dois (4.1 - 4.2) (Helmann & Chamberli, 1988). Quando o fator 70 da RNAp interage com 

o DNA (Figura 2), a sub-região 2.4 (na porção C-terminal da região 2) reconhece o 

hexâmero -10 (situado 10 pb antes do início da trascrição) e a sub-região 4.2 (na 

extremidade C-terminal) reconhece o hexâmero -35 (situado 35 pb antes do início da 

trascrição) (Callaci  et al., 1999). A região estendida do sítio - 10 é reconhecida pela região 

3.0 (Murakami et al., 2002).   

 

Figura 2- Estrutura do fator 70 ligando-se aos hexâmeros -10 e -35 em Escherichia         coli, 

modificado de Geszvain & Landick (Acesso em: 15 de set. 2006.), disponível em 

http://www.bact.wisc.edu/landick.  

http://www.bact.wisc.edu/landick
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Seqüências promotoras   

Segundo Stefano & Gralla (1980), duas questões fundamentais sobre expressão em 

E.coli são: o que distingue uma seqüência promotora de uma não promotora? E o que 

determina a taxa máxima de utilização de uma seqüência promotora?  

Em relação ao que seria uma seqüência promotora, Calos, em 1978, conceituou 

promotor como sendo a região do DNA que precede o gene e sinaliza à RNAp para iniciar 

a transcrição. Já McClure, em 1985, afirmou que promotores são seqüências que afetam a 

localização do início da transcrição, a partir da interação com RNA polimerase. Para 

Makrides (1996) e Miksch et al. (2005) uma seqüência promotora para expressão 

heteróloga em E.coli deve ter as seguintes características: ser forte, proporcionar altas 

concentrações da proteína alvo em relação ao total celular, exibir o mínimo de expressão 

basal e ser induzível de forma simples (Makrides, 1996; Miksch, et al., 2005).  

Estruturalmente, a região promotora (figura 3) consiste de dois hexâmeros, um na 

posição -35 e outro na posição -10 (a partir do ponto de início da transcrição), de uma 

seqüência espaçadora entre os hexâmeros (Harley e McClure, 1983) e, em alguns casos, de 

“UP elements” que se localizam a montante (upstream) da região -35 (Berezhnoy & 

Shckorbatov, 2005).           

Figura 3- Seqüência consenso de promotores de E. coli. N indica qualquer nucleotídeo (modificada de 

Lehninger, 2001).  

Os hexâmeros são seqüências conservadas intra e interespecificamente (Reddy  et 

al., 2005), por isso são denominadas de regiões consensuais (Fenton & Gralla, 2001). A 

REGIÃO -10 
REGIÃO -35 

TTGACA

 

TATAAT

 

N 17 N 5-9 

PONTO DE 
INICIAÇÃO 
DE SÍNTESE 

 

DO RNA 

  mRNA
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região -10 corresponde à seqüência ‘TATAAT’ e a região -35 à seqüência ‘TTGACA’ 

(Kiryu et al., 2004). Cada nucleotídeo representado na seqüência consenso indica a base 

mais freqüente em uma determinada posição. De acordo com inúmeros estudos, o fator 

 
tolera certo nível de divergência nestas seqüências consensuais. Dentre os promotores já 

encontrados e reconhecidos pelo fator 70, verifica-se que estes possuem uma média de 

duas trocas nucleotídicas nos hexâmeros em relação à seqüência consenso (Jacques et al., 

2006). O fator s, tolera uma maior degeneração nestas duas regiões que 70 (Typas & 

Hengge, 2006). No que diz respeito à região espaçadora, está relacionada à rotação axial 

entre os dois hexâmeros (DrLica et al., 1999), possibilitando a isomerização do RPc e a 

formação posterior do RPo de transcrição (Lozinski et al., 1989). Difrentes fatores 

 

reconhecem espaçamentos de tamanhos diferentes, por exemplo, o fator s reconhece de 15 

a 19pb (Typas & Hengge, 2006). Já a região espaçadora reconhecida pelo fator 70 varia 

entre 15 a 20pb. (Harley e McClure, 1983). Além destas regiões já citadas, existem 

promotores que apresentam uma quarta região conhecida como “upstream elements” que se 

localizam a montante da região -35, na maioria das vezes 40-60 pb antes do ponto de início 

da transcrição (Mitchell et al., 2003). Esses elementos não são conservados como os 

hexâmeros (Ross et al., 1998) e muitos são ricos em A-T. Essa seqüência geralmente 

interage com o domínio C-terminal da subunidade 

 

da RNAp (Shawn et al.,1998), sendo 

importantes para a eficiência do promotor (Carbonelli et al., 1999).     

Diante da problemática da Biologia Celular em entender a segunda pergunta feita 

anteriormente (o que determina a taxa máxima de utilização de uma seqüência 

promotora?), inúmeros estudos sobre as relações entre seqüências promotoras e suas forças 

têm sido publicados (Kiryu et al., 2004). Exemplo disso são os trabalhos que demonstram 

como as diferentes combinações entre as seqüências presentes nos promotores e as diversas 

proteínas, que a estas seqüências se ligam, podem regular a transcrição em um determinado 

contexto celular (Edelman et al., 1999). A essa relação, de como a seqüência promotora 

influencia na taxa de início de transcrição, denomina-se de força do promotor (Youderian, 

1988). Segundo Lozinski et al. (1989), as seqüências promotoras têm fundamental papel na 

termodinâmica e cinética do processo inicial da transcrição. Grande parte dos trabalhos 

relaciona os hexâmeros mais similares às seqüências consensos a uma maior força do 

promotor (Kiryu et al., 2004). Assim, divergências destas seqüências podem afetar a 

ligação da RNAp e a formação do complexo aberto (Berezhnoy & Shckorbatov, 2005) pela 

modificação da curvatura e da energia de ligação da RNAp ao DNA (Janga et al., 2006). 
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Lodish e colaboradores (1995) analisaram promotores fortes de E.coli entre si e em relação 

às seqüências consensos, onde cinco apresentam similaridade total na região -10 e um na 

região -35 (Figura 4).  

  

Figura 4- Seqüências de promotores fortes de E. coli. O gene controlado por cada seqüência promotora é 

indicado à esquerda. As regiões -35 e -10 são mostradas em destaque. A posição +1 indica o início 

da transcrição. Os espaços incluídos são para maximizar a homologia das seqüências consenso 

(Lodish et al., 1995).   

De acordo com Ozoline et al.(1997), promotores eficientes teriam de 5 a 6 

nucleotídeos similares às seqüências consenso. Análises mostram que a região - 10 é mais 

importante do que a - 35 para a atividade promotora (Kiryu et al, 2004). No que se refere 

ao hexâmero -10, Roberts & Roberts (1996) mostraram a importância funcional do duplex 

TA- - - -, já Helmann & deHaseth (1999) propõem a seqüência -A- -AA- como essenciais, 

Matlock & Heyduk (2000)  e Berezhnoy & Shckorbatov, (2005) fizeram considerações à 

conservação do sítio -11 (-A- - - -). Mas não somente as regiões -10 e -35 seriam 

fundamentais para a força da transcrição, mas também, o espaçamento entre elas. E para 

alguns, como Dombroski et al. (1996), a distância entre os hexâmeros, e não a seqüência 

em si, seria o essencial para a força do promotor. De acordo com essa idéia os promotores 

com espaçamento de 17 nucleotídeos são mais ativos que promotores com outras 

distâncias (Kiryu et al., 2004), isso porque esse espaço seria o preferencial do fator 70 

(Callaci et al., 1999). Experimentos realizados por Dombroski et al. (1996) demonstraram 
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que mudanças nesse espaçamento modificam a força do promotor. Outros elementos que 

aumentam a taxa transcricional são as seqüências upstream ao hexâmero – 35, que são 

ricas em A+T (Ross et al.,1998 e Berezhnoy & Shckorbatov, 2005). Esses elementos, de 

acordo com Gourse et al. (1986), estimulam a transcrição em até 20x. O trabalho de 

Shawmn (1998) demonstrou que as seqüências UP que foram criadas “in vitro” aumentam 

cinco vezes mais a força do promotor do que comparando com a seqüência UP natural do 

promotor rrnB P1. Bauer et al. (1988) estudaram o promotor  pleuV do operon de tRNA 

de E. coli examinando derivados deste promotor “in vivo”, os quais eram ligados  ao gene 

cat e ao gene lacz. Demonstraram que quando se removiam seqüências a jusante da região 

+11, em relação ao ponto do início da transcrição, a atividade não era afetada. Por outro 

lado, removendo seqüências a montante da região - 39 tinha uma redução da expressão de 

10x mais.    

1.2. Como obter seqüências promotoras? 

As seqüências promotoras utilizadas nos cassetes de expressão podem ser obtidas a 

partir de organismos ou sinteticamente. Em ambos os casos, utilizam-se vetores caça-

promotor que irão selecionar as seqüências com função promotora. 

A construção sintética permite estudar a diferença da regulação da transcrição a 

partir de mutações. Jensen e Hammer (1998) construíram uma biblioteca de promotores 

sintéticos com atividade variável, por introdução de seqüências flanqueadoras às 

seqüências consenso -35 e -10 de promotores bacterianos. Um dos métodos de criação de 

mutações consiste da construção de bibliotecas de promotores sintéticos por meio do 

método de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) de baixa fidelidade (Error prone PCR) 

o qual cria seqüências promotoras com mutações aleatórias. 

No caso de uso de seqüências naturais, o material genético é digerido em inúmeros 

fragmentos de tamanhos diferentes. O interessante é que serão submetidas, a análise, 

seqüências que podem ter ou não, originalmente, função promotora (Dillard & Yotther, 

1991). Trabalhos como de Dillard & Yotther (1991) identificaram a atividade promotora de 

seqüências geradas randomicamente, a partir da digestão com uma enzima de restrição de 

corte freqüente, do microorganismo Streptococcus pneumoniae. Entretanto, nesse trabalho 

não foi realizada a análise das seqüências com atividade promotora. Dhandayuthapani et al. 

(1998) analisaram cinco seqüências de Mycoplasma pneumoniae e duas de M. genitalium 
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que apresentaram atividade promotora em E.coli. Gupta, et al., em 1993, verificaram a 

incidência, em Mycobacterium tuberculosis, de seqüências promotoras fortes para E.coli. 

Pátek et al.(2002) realizaram a identificação de atividade promotora de segmentos do 

genoma de Corynebacterium glutamicum e Piao et al., em 2004, identificaram 17 

fragmentos de Propionibacterium freudenreichii.     

1.2.1. Vetores de Seleção de Promotores (VSP) ou caça-promotores 

Vetores são veículos de clonagem utilizados na Engenharia Genética para a 

inserção de DNA exógeno dentro de um hospedeiro. A grande maioria são moléculas com 

replicação autônoma que apresentam marca de seleção, sítios únicos para enzimas de 

restrição que facilitem sua ligação ao DNA exógeno e origem de replicação para o 

hospedeiro (Astolfi- Filho et al., 1985). 

Devido sua fácil manipulação e a grande variabilidade de aplicações, os plasmídeos 

são os vetores mais simples e amplamente utilizados (Bataus, 1991). Estes consistem de 

DNA genético circular, extracromossomal, geralmente multicópia e encontrados tanto em 

Archaea, Bacteria, quanto em Eukarya (Woese et al.,1990).  

A construção do plasmídio pBR322 por Bolívar e Rodrigues no final da década de 

70 deu origem a maioria dos plasmídeos hoje existente (Bataus,1991). O pBR322 possui 

genes de resistência aos antibióticos ampicilina e tetraciclina, com sítios únicos de restrição 

para uso em experimentos de clonagem, origem de replicação e um tamanho pequeno 

(4.363pb), razão pela qual é considerado um bom vetor de clonagem (Balbás, 1986). 

Os vetores podem ser utilizados para várias finalidades que incluem seleção de 

clones recombinantes, seleção de origem de replicação, seleção de seqüências promotoras, 

expressão ou ainda expressão e secreção de uma proteína.  

Os vetores caça-promotores contém em sua estrutura um gene repórter, desprovido 

do próprio promotor, justaposto a uma região de um ou mais sítios de clonagem (Bataus, 

1991). Dessa forma, quando a seqüência promotora é inserida, possibilita a expressão do 

gene repórter e quantificação de tal expressão (Hautefort & Hinton, 2000).   

Farinha, em 1989, construiu dois VSPs, o pQF40 e o PQF26 a partir do plasmídio 

pRO1614, os quais continham o gene tet de resistência a tetraciclina e o gene cat de 

resistência a cloranfenicol, sem os promotores respectivamente. Brosius, em 1984, 

construiu o pKK232-8 (Figura 5), utilizando o gene cat como o gene repórter. 
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Cloranfenicol acetiltransferase (Cat) é a enzima responsável pela inativação (por 

acetilação) do antibiótico cloranfenicol, tornando as células resistentes a tal droga 

(Schlünzen et al., 2001). Este vetor, com tamanho de 5094pb, contém múltiplos sítios de 

clonagem, gene de resistência à ampicilina, origem de replicação proveniente do plasmídio 

pBR322, gene cat do plasmídio pCM71 e outras regiões oriundas dos plasmídeos pKK3535 

e pKK9-4. O pKK232-8, o qual será utilizado neste trabalho, apresenta inovações 

importantes em sua estrutura, tais como: terminadores fortes de transcrição que impedem a 

transcrição do gene cat por outros promotores existentes no vetor e códons de terminação 

da tradução nas três fases de leitura (a montante da região estrutural do gene CAT e a 

jusante dos sítios de clonagem). Desta forma não ocorre formação de proteínas híbridas 

com a proteína CAT garantindo que a expressão do gene cat esteja associada somente com 

a seqüência promotora clonada (Figura 5).    

   

Figura 5- Representação esquemática do plasmídio caça-promotor pKK232-8 utilizado para  obtenção 

de seqüências promotoras. 
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Nesse trabalho foi utilizado como fonte de material genético, plasmídeos naturais 

de Chromobacterium violaceum CVT2, clone isolado no Rio Negro, nas imediações do 

Hotel Tropical (Manaus, AM). Essa bactéria é gram-negativa, saprófita, pertencente à 

família Neisseriaceae (Ordem Neisseriales, Classe Betaproteobacteria) e é encontrada em 

águas e solos das regiões tropicais e subtropicais do mundo (Chattopadhyay et al., 2002), 

sendo amplamente encontrada no Rio Negro (Haselkorn R, 2003).                              
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2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo Geral 

               

Clonagem e análise de seqüências promotoras de Chromobacterium violaceum 

CVT2 funcionais em E. coli.   

2.2. Objetivos Específicos  

 

Digerir o plasmídio natural de Chromobacterium violaceum CVT2 com Sau3AI; 

 

Clonar as seqüências no múltiplo sítio de clonagem do vetor caça-promotor 

pKK232-8; 

 

Obter clones resistentes a cloranfenicol; 

 

Determinar a seqüência nucleotídica dos promotores clonados; 

 

Selecionar promotores para o desenvolvimento de novos vetores de expressão para 

E.coli e Chromobacterium violaceum CVT2.                  



  
                                                                                                           

15  

3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. MATERIAL   

3.1.1. Linhagens de Escherichia coli  

           A linhagem de E. coli utilizada neste trabalho foi a TOP10 (Invitrogen), que 

apresenta o seguinte genótipo: lacX74 recA1 araD139 (ara-leu) 7697 galU galK rpsL 

(Strr) endA1 nupG.   

3.1.2. Plasmídeos  

Os plasmídeos utilizados foram os: plasmídeos naturais de Chromobacterium 

violaceum CVT2 e vetor caça-promotor pKK232-8. O vetor pKK232-8 contém 5094 pb e 

possui o gene cat, desprovido de seqüência promotora, como gene repórter, flanqueados 

por terminadores de transcrição do tipo rrnB_t1 e rrnB_t2. Possui, ainda, o gene que 

confere resistência a ampicilina como marcador de seleção.   

3.1.3. Oligonucleotídeos  

Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho estão listados na Tabela 2. S1 e S2 

correspondem aos oligonucleotídeos usados para amplificar regiões que flanqueiam a 

seqüência promotora e também para seqüenciar os fragmentos clonados.   

Tabela 2- Seqüências dos oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. 

S1:reverse;S2: forward    

Seqüência 5’          3’ Tama Tm 
0S1 GGGTTATTGTCTCATGAGCGG 21 59,8 

S2  GGTGTAACAAGGGTGAACACTATCC 25 61,7 
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3.1.4. Reagentes  

Os reagentes utilizados para o preparo das soluções foram de grau analítico e 

compatível com o trabalho de biologia molecular (molecular biology grade). A água 

utilizada foi destilada e deionizada (água mili-Q). 

As soluções foram esterilizadas a 120ºC por 15 minutos ou, quando necessário, 

filtradas em membranas do tipo milipore com poro de 0,22µm.   

3.1.5. Meios de cultura 

A linhagem de Escherichia coli foi cultivada em meio LB líquido, meio LB sólido, 

meio SOB e em meio SOC. A composição de tais meios estão descritas na tabela 3.   

Tabela 3- Meios de cultura utilizados e suas respectivas composições.  

MEIOS DE 
CULTURA 

COMPOSIÇÃO 

Meio LB (Luria-
Bertani) 

NaCl 1,0% 
Peptona 1,o% 
Extrato de Levedura 0,5% 
(pH 7,5) 

Meio LB-Ágar  Meio LB adicionado de 1,5% (m/v) de ágar 
bacteriológico (pH 7,5)   

Meio SOB Triptona 0,2% 
Extrato de Levedura 0,5% 
NaCl 0,05% (pH 6,8 - 7,0) 

Meio SOC Meio SOB adicionado de: MgCl2 10mM 
                                           MgSO4 10mM 
                                           Glicose filtrada 20mM   

3.1.6. Enzimas    

As enzimas utilizadas foram Sau3AI, Bam HI, Taq DNA Polimerase, 

Polinucleotídeo quinase, T4 DNA ligase, SAP ( fosfatase alcalina de camarão).  

3.1.7. Tampões e soluções  

     Os tampões e soluções, com suas respectivas composições, estão listados na tabela 

4.  
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Tabela 4- Tampões e soluções utilizadas, com suas respectivas composições.   

SOLUÇÕES E 
TAMPÕES 

CONSIDERAÇÕES 

Ampicilina Solução estoque: 10mg/mL. Solução de trabalho:100µg/mL 
(quando modificado será citado no teste). 

Brometo de 
etídio 

Solução estoque: 10mg/mL. Solução trabalho: 1 µg/mL 

Cloranfenicol Solução estoque: 10 mg/mL em etanol 70%. Solução de 
trabalho:100µg/mL (quando modificado será citado no teste). 

Clorofórmio  hidratado 

Clorofane Fenol 1V; Clorofórmio 1V; ß- hidroxiquinolina       0,05%, 
equilibrada com tampão T.E pH 7,5 

Etanol 70% (V/V) 

Fenol 
Saturado 

Fenol 1V; ß- hidroxiquinolina 0,05%, equilibrada com 
tampão T.E pH 7,5 

Marcador 
Ladder 

1000pb (1µg/µL) 

MgCl2 25 mM 

NaCl  3,0 M 

Solução I Tris-HCl (pH 7,5) 100 mM; EDTA 10 mM; RNAse A 400 
g/mL 

Solução II NaOH 0,2M e SDS 1% (p/v) 

Solução III KAc.-Potássio 3 M, acetato 5 M.  

Tampão de 
amostra de 
eletroforese 
5x 

Glicerol  30% ( p/v)                  
Azul de bromofenol     0,01% ( p/v) 
TEB 5X 

TBE Tris-base 89 mM; Ácido bórico 89 mM; EDTA 2 mM; pH 
8,3 
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3.2. MÉTODOS  

3.2.1. Obtenção das seqüências promotoras   

3.2.1.1. Extração de DNA plasmidial de Chromobacterium violaceum 

Para a extração do DNA plasmidial, foi adaptado o protocolo de extração em 

pequena escala sem uso de clorofane (Sambrook et al., 1989) cujos procedimentos 

executados foram:   

- A partir da cultura crescida durante a noite centrifugou-se 3mL de cultura em um 

microtubo a 5000g/5min, descartando-se o sobrenadante;   

- As células acumuladas no fundo do microtubo foram ressuspendidas em 200µL 

de Tampão TE, e incubadas a temperatura ambiente por 5min.   

- Foram adicionados 360µL de Solução II, responsáveis pela lise das células 

bacterianas, preparada na hora, misturado bem por inversão do tubo e mantido em 

temperatura ambiente por mais 5min.   

- Adicionou-se 300µL de Solução III, que precipita o DNA cromossomal,  

misturou-se bem e incubou-se no gelo por 5min.   

- Centrifugou-se o tubo a 12000g/5min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

transferido para outro microtubo e adicionou-se 750µL de isopropanol para precipitar o 

DNA e homogeneizou-se por inversão do tubo, deixando-o em repouso, em seguida, por 

5min.   

- Centrifugou-se o tubo a temperatura ambiente a 12000g/5min, e descartou-se o 

sobrenadante, retirando-se o excesso de álcool com o auxílio de uma micropipeta. 

Adicionou-se 1mL de etanol 70% a -20°C, sem ressuspender o sedimento, e centrifugou-se 

o tubo novamente por 5min.   

- O sobrenadante foi descartado, e o sedimento secado por exposição ao ar e 

ressuspendido em 50 µL de tampão R, para redissolver o DNA e conservá-lo.   

Eletroforese de DNA plasmidial. de C.

 

violaceum em gel de agarose  

A migração eletroforética do DNA em géis de agarose foi realizada em sistema de 

gel submerso em tampão TBE. O gel, a 0,8% foi preparado em TBE. As amostras (5 µL) a 

serem utilizadas foram misturadas com 0,2V de tampão de amostra 5X de eletroforese e 

aplicadas no gel. O sistema foi submetido a uma diferença de potencial (90 a 110V) com 
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amperagem constante. As moléculas de DNA após coloração com brometo de etídeo foram 

visualizadas e fotografadas sob luz de onda ultravioleta (300 m).  

3.2.1.2. Cinética enzimática de C. violaceum CVT2 

A cinética do isolado de C. violaceum CVT2 foi realizada com a enzima SauA3I 

(5’...GATC...3’), para qual foram estipulados os tempos zero, 3, 15, 30 e 60 minutos para 

interrupção da ação da enzima.  

O sistema consistiu de um volume final de 75 L e esse sistema consistiu da 

seguinte forma: 

H2O (ultrapura) 46,5 µL 

Solução Tampão 

10X 

7,5 µL 

DNA 20 µL 

Sau3AI (20U/ µL) 1 µL 

Volume final 75 µL  

A cada tempo estipulado as amostras de DNA plasmidial digeridas foram passadas 

imediatamente para um novo microtubo contendo 4 L de TEB 5X + 1 L de EDTA e 

aplicados em gel de agarose 0,8% para eletroforese.  

3.2.1.3. Extração das enzimas pelo método de fenol/clorofórmio e preciptação dos 

fragmentos  

Ao volume restante do sistema de digestão, adicionou-se volume de 1/20 de SDS 

10% e homogenizou-se durante 3 minutos. Depois, adicionou-se igual volume de fenol, 

misturou-se por 5 minutos por inversão do tubo e centrifugou-se durante 3 

minutos/12.000g. Transferiu-se a fase aquosa para um novo microtubo, e adicionou-se 

igual volume de clorafane. Misturou-se por 5 minutos por inversão do tubo e centrifugou-

se durante 3 minutos/12.000g. Transferiu-se a fase aquosa para um novo microtubo, e 

adicionou-se igual volume de clorofórmio. Misturou-se por 5 minutos por inversão do tubo 

e centrifugou-se durante 3 minutos/12.000g. Transferiu-se a fase aquosa para um novo 

microtubo. Adicionou-se volume de 1/10 de NaCl 3M, 1µL de glicogênio (2ug/µL) e 2,5 

volume de Etanol 100% e deixou-se precipitando durante a noite a -20ºC. No dia seguinte, 
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o precipitado foi coletado por centrifugação por 40 minutos a 12.000g. Após a 

centrifugação, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 500 µL de etanol 70% (-20ºC) 

seguido de centrifugação a 12.000g/3min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

secado em capela de fluxo laminar vertical. Ao final, o sedimento foi dissolvido em 15 µL 

de água milli-Q. A seguir, 5 µL do material foi analisado por eletroforese em gel de 

agarose.  

3.2.2. Clonagem no vetor caça-promotor pKK232-8  

 3.2.2.1. Extração do DNA plasmidial 

O DNA plasmidial foi extraído pelo método de lise alcalina utilizando o Kit 

plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare Bioscience). Os clones de E. coli foram inoculados 

em 5mL de meio LB contendo 100µg/mL de ampicilina. A cultura foi incubada durante a 

noite (aproximadamente 16 horas) à 37ºC sob agitação de 150 rpm. Uma alíquota de 3 mL 

da cultura foi transferida para um microtubo e centrifugada à 12000g por 30 segundos, em 

temperatura ambiente, e o sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 200 

µL de solução I. A seguir, foi adicionado 200 µL de solução II, misturado por inversão 

várias vezes. Foram, a seguir, adicionados 400 µL de solução III e misturados por inversão 

do tubo várias vezes. Em seguida, centrifugou-se a 12000g por 5 minutos à temperatura 

ambiente. Transferiu-se o sobrenadante para uma coluna acoplada a outro tubo e 

centrifugou-se a 12000g por 1 minuto à temperatura ambiente. Descartou-se o centrifugado 

e adicionou-se, à coluna, 400 µL de tampão de lavagem e centrifugou-se por 30 segundos à 

temperatura ambiente. Descartou-se o centrifugado do tubo coletor e centrifugou-se o 

material da coluna novamente a 12000g por 1 minuto à temperatura ambiente. Transferiu-

se a coluna a um microtubo de 1,5 mL e adicionou-se, à coluna, 100 µL de água milli-Q e 

centrifugou-se a 12000g por 30 segundos à temperatura ambiente. O microtubo, contendo o 

DNA plasmidial, foi mantido a 4 C e o produto da extração foi analisado por eletroforese 

em gel de agarose 0,8%.   

3.2.2.2. Sistema de digestão do plasmídio pKK232-8  

O vetor pKK232-8 foi digerido com BamHI por 2 horas a 37ºC utilizando-se as 

seguintes proporções:   
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H2O (ultrapura) 59 µL 

Solução Tampão 

10X 

10 µL 

BSA10X (  ) 10 

DNA 20 µL 

BamHI (U/ µL) 1 µL 

Volume final 100 µL   

O produto de digestão (10µL) foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% 

com brometo de etídio e fotografado sob luz u.v de 300 m.  

3.2.2.3. Extração das enzimas pelo método de fenol/clorofórmio e precipitação dos 

fragmentos 

Após a digestão, a enzima foi extraída do sistema pelo método de fenol clorofórmio 

e os fragmentos precipitados (conforme o descrito no item 3.2.1.3) e no final o material foi 

ressuspendido em 15 µL de H2O. Em seguida, 5 µL foi analisado por eletroforese em gel de 

agarose 1% com brometo de etídio e fotografado sob luz UV de 300 m.   

3.2.2.4. Defosforilação do plasmídio pKK232-8  

O vetor digerido e precipitado foi defosforilado com a enzima SAP (fosfatase 

alcalina de camarão) por 30 minutos a 37ºC. O Sistema de defosforilação continha:   

Solução Tampão 

10X 

1,7 µL 

DNA 14,8 µL 

SAP (1U/ µL) 0,5 µL 

Volume final 17 µL   
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Após a defosforilação a enzima foi inativada por 15 minutos a 65 ºC.      

3.2.2.5. Ligação dos fragmentos de DNA plasmidial de Chromobacterium  violaceum 

CVT2  ao vetor PKK232-8 

A ligação dos fragmentos digeridos de Chromobacterium violaceum CVT2 ao vetor 

caça-promotor linearizado foi realizada com:  

Solução Tampão 

10X 

1,5 µL 

Inserto 1,5 µL 

Vetor pKK232-8 1,5 µL 

T4 DNA Ligase 

(100U/ µL) 

1 µL 

Volume final 15 µL  

 O sistema de ligação foi incubado a 35º C por 30 minutos e a 16º C durante a noite. 

A enzima Sau3AI (inserto) tem uma seqüência de corte de 4 pares de base e a enzima 

BamHI tem uma seqüência de corte de 6 pares de bases (Tabela 5). A complementaridade 

entre os pares de bases GATC/CTAG proporciona a ligação do fragmento de DNA 

cromossomal ao DNA plasmidial.  

   

Tabela 5- Enzimas de restrição e respectivas seqüências de corte. 
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3.2.2.6. Transformação genética de Escherichia coli por eletroporação  

a) Preparo de células Escherichia coli eletrocompetentes  

O procedimento de preparo das células eletrocompetentes está  esquematizado na 

figura 6.   

 

Figura 6- Representação esquemática do preparo de células eletrocompetentes.  

Foi realizado um inoculo de células E.coli TOP10 (Invitrogen) em 20mL de meio 

SOB e incubado sob agitação de 150 rpm a 37 C durante a noite. Dessa cultura, 5 mL foi 

inoculado em 250 mL de meio SOB e a cultura incubada sob agitação de 150 rpm a 37 C 

até atingir OD600 = 0,7. Assim que OD foi alcançada, o frasco contendo a cultura foi 

esfriado no gelo por meia hora. Uma vez frio, a cultura foi dividida em tubos, cada um com 

50 mL. As células foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos a 4 C. O sobrenadante 

foi descartado imediatamente e ressuspendido gentilmente até soltar o pellet, usando 8 mL 

de glicerol 10% estéril gelado. As células foram novamente centrifugadas a 4000 rpm por 

15 min e o sobrenadante descartado. Os pellets foram ressuspendidos em 15 mL de glicerol 

10% frio e estéril, reunidos em um único tubo e centrifugados a 4.000 rpm por 15 minutos. 

Descartou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet em 40 mL de glicerol 10% frio e 

estéril e centrifugou-se por 20 minutos a 4000 rpm a 4 C. O sobrenadante foi descartado e 

ressuspendido o pellet em 3 mL de glicerol 10% gelado e estéril e a concentração ajustada 

para 2,5 OD600/mL. As células foram separadas em alíquotas de 100 L, congeladas 

imediatamente em gelo e estocadas em freezer a - 70 C.  
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b)Procedimento de eletroporação 

Uma alíquota do sistema de ligação (1µL) foi misturado em 100 µL células Top 10 

(Invitrogen) eletrocompetentes e transferidos para a cubeta de eletroporação (0,2cm). 

Aplicou-se um pulso elétrico de 1900W, e imediatamente após o pulso, adicionou-se 

500µL de meio SOC na cubeta, revigorando as células transformadas. As amostras foram 

incubadas por 1 hora a 37ºC com agitação (180 rpm). Em seguida, alíquotas foram 

plaqueadas em placas de petri com meio LB-ágar contendo o antibiótico ampicilina 

(200µg/mL). Ao final do plaqueamento, as placas de Petri foram incubadas invertidas a 

37ºC durante a noite.  

3.2.2.7. Obtenção dos clones recombinantes  

Os clones transformantes foram submetidos a réplica-plate em placas de Petri com 

meio LB-sólido contendo ampicilina 100µg/mL e em placas de petri contendo 

cloranfenicol nas concentrações de 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 µg/mL. Foram utilizados, 

para essa técnica, palitos estéreis, os quais foram imediatamente descartados e 

autoclavados.    

3.2.3. Análise dos clones recombinantes  

3.2.3.1. PCR a partir dos clones recombinantes 

Dos clones recombinantes, 12 foram amplificados com os primers S1 e S2, por 

PCR de colônia. Para isso os clones recombinantes e um clone com o pKK232-8 original 

foram inoculados em 3 mL de meio LB líquido com ampicilina (100µg/mL) e incubados 

sob agitação de 150 rpm a 37 C durante a noite. Desses, 250 µL foram misurados com 250 

µL de glicerol 50% e armazenados em frezzer -80. A PCR de colônia foi realizada com:        
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Células 2 µL 

H2O (ultrapura) 6,05 µL 

Solução Tampão 

10X 

1,25 µL 

MgCl2 1,25 µL 

DNTPs 1,25 µL 

S1 

(10picoMoles/µL) 

0,25 µL 

S2 

(10picoMoles/µL) 

0,25 µL 

T4 DNA 

Polimerase 

1 µL 

Volume final 12,5 µL   

A reação em termociclador (Eppendorf®, MasterCycler gradient) seguiu a 

termociclagem abaixo:  

Temperatur
Ciclos Tempo 

94 °C 1 2 min 

94 °C 20 s 

58 °C 30 s 

68 °C  

35  

2 min 

4 °C - 8 

  

3.2.3.2. Crescimento em Meio Líquido   

Dos clones recombinantes, 10 foram escolhidos para crescimento em meio liquido 

(LB) contendo o antibiótico cloranfenicol nas concentrações de 20, 50, 100, 200 e 

500µg/mL. O crescimento foi acompanhado medindo-se a absorbância a 600 m.  
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3.2.3.3. Extração de plasmídeos dos clones recombinantes 

O DNA plasmidial foi extraído pelo método de lise alcalina utilizando o Kit 

plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare Bioscience). Os clones de E. coli foram inoculados 

em 5mL de meio LB contendo 100µg/mL de ampicilina. A cultura foi incubada durante a 

noite (aproximadamente 16 horas) à 37ºC sob agitação de 150 rpm. Uma alíquota de 3 mL 

da cultura foi transferida para um microtubo e centrifugada à 12000g por 30 segundos, em 

temperatura ambiente, e o sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 200 

µL de solução I. A seguir, foi adicionado 200 µL de solução II, misturado por inversão 

várias vezes. Foram, a seguir, adicionados 400 µL de solução III e misturados por inversão 

do tubo várias vezes. Em seguida, centrifugou-se a 12000g por 5 minutos à temperatura 

ambiente. Transferiu-se o sobrenadante para uma coluna (com resina que adere o DNA) 

acoplada a um tubo coletor e centrifugou-se a 12000g por 1 minuto à temperatura 

ambiente. Descartou-se o centrifugado e adicionou-se, à coluna, 400 µL de tampão de 

lavagem e centrifugou-se por 30 segundos à temperatura ambiente. Descartou-se o 

centrifugado do tubo coletor e centrifugou-se o material da coluna novamente a 12000g por 

1 minuto à temperatura ambiente. Transferiu-se a coluna a um microtubo de 1,5 mL e 

adicionou-se, à coluna, 100 uL de água milli-Q e centrifugou-se a 12000g por 30 segundos 

à temperatura ambiente. O microtubo, contendo o DNA plasmidial, foi mantido a 4 C e o 

produto da extração foi analizado por eletroforese em gel de agarose 0,8%.  

3.2.3.4. Análises das seqüências promotoras  

a) Reação de sequenciamento  

Baseando-se nos resultados das eletroforeses de plasmídeos, foi determinada a 

quantidade de DNA a ser usada na reação de seqüenciamento. Utilizou-se o kit de 

seqüenciamento (DYEnamic ET TERMINATOR

 

AMERSHAM PHARMACIA ) para 

seqüenciamento a partir da extremidade 5’. Na reação de seqüenciamento foram utilizados 

os seguintes reagentes para um volume final de 10µL:       
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Reagentes Volume 

Pré mix 4,0µL 

Primer R1 Reverse 

(10 moles/µL) 

1,0µL  

Primer S1 Foward 

(10 moles/µL) 

1,0µL  

DNA 4,0 µL   

A reação em termociclador (Eppendorf®, MasterCycler gradient), seguiu as 

seguintes condições:  

Temperatura Ciclos Tempo 

95°C 1 25s 

95°C 15s 

50°C 20s 

60°C  

30  

80s 

4°C - 8    

b) Precipitação e determinação das seqüências de nucleotídeos   

Os produtos da reação foram purificados por precipitação com etanol/acetato de 

amônio para retirada dos nucleotídeos não incorporados. Os pellets de DNA foram 

ressuspendidos em 10µL de tampão de aplicação (loading buffer) e submetidos à 

eletroforese capilar no sequenciador automático MegaBACE1000 DNA Sequencing System 

(AMERSHAM/BIOSCIENCE™). 

           

3.2.3.5. Etapas de bioinformática  

Os dados brutos provenientes do seqüenciador de DNA foram submetidos e 

analisados pelos programas de Base Calling (BaseCaller Cimaron 1.53 Slim Phredfy e 

ScoreCard (MegaBACE™), os quais processam os dados gerados identificando as 

seqüências e atribuindo valores de qualidade para cada posição nucleotídica. Os reads 

selecionados foram submetidos em extensão de arquivo ABD e compactados para análise 
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via rede, no Laboratório de Bioinformática da Universidade de Brasília (UnB-

www.biomol.unb.br) o qual utilizou o programa Phred para avaliação de qualidade de 

seqüenciamento e conversão dos arquivos binários (bin) para extensão fasta, phd e qual.  

Após essas etapas as seqüências foram alinhadas usando o programa Clustal.W 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) e submetidas ao programa BPROM 

(http://www.softberry.com/berry.phtml) para identificação das regiões -10 e -35 das 

seqüências com função promotora. Estas mesmas seqüências nucleotídicas foram 

comparadas com outras mantidas em banco internacional de dados de genes (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).                          

http://www.biomol.unb.br
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.softberry.com/berry.phtml
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1. Obtenção dos plasmídeos  

          Nas figuras 7 e 8, respectivamente, observa-se os produtos da extração plasmidial de 

Chromobacterium violaceum e de pKK232-8 utilizados neste trabalho. Como pode ser 

observado na figura 8, as diversas bandas indicam a presença de mais de um tipo de 

plasmídeo de tamanho bem maior que o do pUC 19 (2686 pb) ou um só plasmídeo com 

diversas formas topológicas (super-hélices). A fluorescência observada, de material retido 

no poço e rastro fluorescente entre as bandas, pode indicar contaminação com DNA 

cromosomal, o que se pode esperar pelo fato da metodologia utilizada não ser totalmente 

eficiente na eliminação do DNA cromosomal.    

 

Figura 7- Perfil eletroforético dos plasmídeos extraídos da Chromobacterium violaceum CVT2 (CV) 

em gel de agarose 0,8%.  
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Na figura 8 pode-se observar o perfil eletroforético de duas mini-extrações do 

plasmídeo caça-promotor pKK232-8, com predominâncias diferentes de formas 

topológicas (super-hélice e circular relaxada). A da direita apresenta maior teor da forma 

super-helicoidal.   

  

Figura 8- Perfil eletroforético de duas extrações do plasmídeo  pKK232-8 (vetor caça-promotor) em 

gel de agarose 0,8%.   

4.2. Clonagem de Fragmentos de DNA no Vetor Caça-Promotor  

Para se produzir fragmentos de DNA da fração plasmidial extraída da linhagem de 

C. violaceum CVT2, para clonagem no vetor caça- promotor, inicialmente realizou-se uma 

cinética de digestão com a enzima Sau3AI (Figura 9). Observa-se que a partir de 15 

minutos a digestão pode ser considerada completa (exaustiva). Como promotores de seres 

procariontes são de tamanho pequeno, decidiu-se clonar fragmentos produzidos por 

digestão exaustiva e por isso escolheu-se o tempo de digestão de 30min. Ainda, verifica-se 

que, na condição de digestão exaustiva, o DNA é fragmentado em sua maioria em 

fragmentos de 100 a 2000 pb. 

O rastro entre as bandas bem definidas (DNA plasmidial) são provavelmente 

fragmentos oriundos da digestão do DNA cromosomal contaminante.  
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Figura 9- Perfil eletroforético de fragmentos de DNA produzidos durante a cinética de digestão dos 

plasmídeos de C.violaceum com a enzima de restrição Sau3AI. 1: Plasmídio não digerido; 2: 

digerido por 3 minutos; 3: digerido por 15 minutos; 4: digerido por 30 minutos; 5: digerido por 

60 minutos; M= marcador 1kb Plus da Invitrogen    

Na figura 10 é mostrada a digestão do plasmídio pKK232-8 com a enzima de 

restrição BamHI, que corta no sítio de clonagem no vetor. Na figura temos material 

digerido comparado com o não digerido, apresentando perfis diferentes, sendo que o 

digerido apresentou como esperado uma única banda.       



  
                                                                                                           

32  

 

Figura 10- Perfil eletroforético do produto de digestão do plasmídio pKK232-8 em gel de agarose 1%. 

D: amostra digerida; ND: amostra não digerida.   

Após a digestão do DNA plamidial de C.violaceum e do pKK232-8 as enzimas 

foram extraídas pelo método do fenol/clorofórmio, e o DNA precipitado para melhoria da 

qualidade e concentração. Como mostra a figura 11, onde cerca de 1/3 do material 

disponível foi aplicado no gel, não houve uma grande perda de DNA (tanto do inserto 

quanto do vetor) durante o processo de purificação e precipitação dos sistemas de digestão, 

permitindo que o vetor caça-promotor pudesse ser então defosforilado e depois ligado aos 

insertos.  
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Figura 11- Perfil eletroforético em gel de agarose 1% dos produtos de digestão do vetor pKK232-8 

(A) e da fração plasmídial de Chromobacterium violaceum CVT2 (B) após os processos de 

extração e precipitação. M: marcador de 1 Kb, da Fermentas.   

4.3. Obtenção dos clones recombinantes 

Após a ligação, foram realizadas três transformações em células Top10 

(Invitrogen), das quais se obteve 130 clones transformantes para a resistência à ampicilina. 

Quando estes foram submetidos à réplica-plate em cloranfenicol (Clf) nas concentrações de 

20, 50, 100, 200 e 500µg/mL, apenas 51 demonstraram ser resistentes à cloranfenicol e, 

portanto recombinantes (39,23%), apresentando resistência ao antibiótico em pelo menos 

em uma das concentrações em estudo. Estes clones apresentam fragmentos funcionais na 

orientação apropriada, visto que esta é a condição fundamental para que cresçam nas 

condições de seleção (Denner & Spiegelman, 1986). Da réplica-plate em meio sólido 

(Tabela 6), 34 clones recombinantes (72%) apresentaram crescimento somente em 

20µg/mL de cloranfenicol. Um número bem menor, 17 clones (36%), apresentou 

crescimento nas concentrações de 20 e/ou 50µg/mL. Apenas um clone (2%), denominado 

posteriormente de clone 43, apresentou crescimento nas concentrações de 20 a 200µg/mL 

(Figura 12). A grande maioria das seqüências mostrou ser capaz de garantir o crescimento 

apenas em 20µg/mL.   
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Figura 12- Réplica-plate em cloranfenicol e ampicilina dos clones transformantes com sistema de 

ligação dos fragmentos de Chromobacterium violaceum e o vetor pKK232-8. A seta 

indica o clone que cresceu a 20,50, 100  e 200µg/mL de cloranfenicol. A: placa com 

ampicilina (100 µg/mL); B: 20µg/mL de cloranfenicol; C:50µg/mL cloranfenicol; 

D:100µg/mL; E:200µg/mL              
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Tabela 6- Clones recombinantes resistentes a diferentes concentrações de cloranfenicol. Os clones destacados 

com a cor vermelha foram os escolhidos para análise das sequências clonadas por sequenciamento. 

O sinal + indica o nível de crescimento: / colônias muito pequenas; + colônias pequenas; ++ 

colônias de médio tamanho; +++colônias grandes. 

clone 20ug/ml 50ug/ml 100ug/ml 200ug/ml 500ug/ml 
1 ++     
2 +     
3 +     
4 ++     
5 ++     
6 +     
7 +     
8 /     
9 +     
10 + +    
11 ++     
12 +     
13 +     
14  ++    
15 +     
16 ++     
17 ++     
18 +++     
19 +++     
20 +     
21 ++ +    
22 ++     
23 + +    
24 +     
25 +     
26 +     
27 + +    
28  /    
29 +     
30 ++     
31 +     
32  +    
33 +     
34 + /    
35  /    
36 +     
37 +     
38 ++ /    
39 ++ ++    
40 ++     
41 +     
42 +     
43 +++ +++ +++ ++  
44  /    
45 /     
46 +     
47 +     
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Foram escolhidos para dar continuidade ao trabalho, clones que cresceram em 

50µg/mL ou mais de cloranfenicol. Estes foram submetidos à PCR com os primers S1 e S2 

(Figura 13) que amplificam uma região de 718 pb, flanqueadora do múltiplo sítio de 

clonagem do vetor caça-promotor. Todos os clones apresentaram amplicons com perfil 

eletroforético diferente do controle positivo. O controle positivo usado foi o vetor pKK232-

8 sem região promotora (718pb). A maioria dos clones possui fragmentos relativamente 

pequenos, pois embora maiores, se diferenciaram muito pouco do vetor sem inserto, isso já 

era esperado visto que os fragmentos pequenos estavam em número maior durante o 

processo de clonagem. Contudo, fragmentos de grande tamanho foram inseridos, como as 

seqüências dos clones 23 e 43. O clone 23 apresentou cerca de 1500pb a mais que o 

controle positivo e o clone 43 cerca de 400 pares de base.    

 

   Figura 13- Perfil eletroforético dos produtos de amplificação a partir dos plasmídeos recombinantes 

(numeração arábica) em gel de agarose 1%. C+: pKK232-8 (Amershan Pharmacia); C-: 

controle negativo; M: marcador de 1 Kb, da Fermentas.  

Os clones escolhidos para amplificação demonstraram possuir seqüências com 

função promotora, visto que cresceram em cloranfenicol. Isto foi confirmado pelo fato de 

terem seqüências amplificadas maiores que a do controle (Figura 13). Confirmada a 

presença de seqüência, esses clones foram cultivados em meio líquido (LB) contendo 

cloranfenicol nas mesmas concentrações utilizadas na réplica-plate. Os gráficos mostram os 

valores de cada leitura de absorbância a 550nm de dois pontos, um inicial (t0) e outro (t1), 

após 24 horas de cultivo. O clone controle, representado pelo vetor caça-promotor, teve o 



  
                                                                                                           

37  

resultado esperado, pois não apresentou crescimento, uma vez que o gene que confere 

resistência ao Clf se encontra desprovido de qualquer seqüência com função promotora.  

Quando comparados os resultados da réplica-plate com os obtidos em crescimento 

líquido, foram verificadas divergências no crescimento dos clones. Diferentemente do 

ocorrido em placa, o clone 10 (Gráfico A da Figura 14) apresentou um crescimento melhor 

na concentração de 20µg/mL. Já o clone 14, que teve ausência de crescimento em placa na 

concentração de 20µg/mL, demonstrou maior capacidade de replicação nessa concentração 

que na de 50µg/mL (gráfico B da figura 14). Entretanto, ambos os clones não cresceram 

em meio líquido com 100µg/mL de cloranfenicol (Figura 14), o que também ocorreu em 

placa, crescendo apenas com 20µg/mL e 50µg/mL de cloranfenicol.                     
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Figura 14- Representação gráfica do crescimento em meio liquido LB dos clones 10(A) e 14(B), nas 

concentrações de 20 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL.   

Conforme o apresentado nos gráficos da Figura 15, os resultados do crescimento 

dos clones 21, 23, 27 e 32 em meio líquido também divergiram do obtido em placa. Em 

placa, a concentração máxima em que houve viabilidade celular foi a de 50µg/mL. Já em 

meio líquido, o clone 27, cresceu na concentração de 100µg/mL (Gráfico C da Figura 15), 

demonstrando que a seqüência clonada tem uma força maior que a esperada. Os demais 

clones continuam classificados como portadores de promotores fracos, pois foram viáveis 

na concentração máxima de 50µg/mL (Gráficos A, B e D), embora tenham apresentado 

maior densidade celular na concentração de 20µg/mL.  
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Figura 15- Representação gráfica do crescimento em meio liquido LB dos clones 21 (A), 23(B), 27(C) 

e 32 (D) nas concentrações de 20 µg/mL, 50 µg/mL e 100 µg/mL.   

A Figura 16 refere-se ao crescimento, em meio líquido, dos clones 39 e 43. 

Diferentemente do observado em placa, o clone 39 (Gráfico A) demonstra possuir uma 

seqüência promotora de força intermediária, crescendo na concentração de 100µg/mL de 

cloranfenicol. O clone 43, que já demonstrava possuir uma seqüência promotora mais forte, 

por ter apresentado crescimento na presença de cloranfenicol na concentração de 

200µg/mL (Dillard& Yother, 1991), teve o resultado ratificado em meio líquido, com a 

diferença que nesse sistema o clone apresentou crescimento, apesar de lento, na 

concentração de 500µg/mL (Gráfico B).     
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Figura 16- Representação gráfica do crescimento em meio liquido LB dos clones 39 (A) e 43 (B), nas 

concentrações de 20 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL e 500 µg/mL.  

As diferenças observadas no crescimento em meio líquido, quando comparado ao 

crescimento em meio sólido, podem ser explicadas pela aeração e distribuição do próprio 

antibiótico, que são mais homogêneas no meio líquido, o que confere uma análise mais 

precisa quanto à resistência à Cloranfenicol.    

4.4. Análise das seqüências promotoras   

Os plasmídeos escolhidos foram extraídos (Figura 18) e submetidos ao processo de 

seqüenciamento automático de DNA.  
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Figura 17 – Análise eletroforética dos plasmídeos recombinantes (10, 14, 21, 23, 27, 32, 

39 e 43) utilizados para seqüenciamento automático de DNA.     

Por segurança e garantia da qualidade do seqüenciamento, foram realizadas 96 

reações a partir dos oito plasmídeos, variando-se as condições do seqüenciamento, como 

por exemplo as concentrações dos plasmídeo e dos primers.  

Os oito plasmídeos extraídos dos clones escolhidos foram seqüenciados pelo 

método de Sanger et al. (1977) e a análise das seqüências pelo software ScoreCard está 

mostrada na figura 19. Das amostras submetidas, obteve-se 51 seqüências de boa qualidade 

com mais de 300 pb (em verde). No seqüenciamento foram gerados eletroferogramas onde 

foi avaliada a qualidade e o tamanho das seqüências de cada fragmento pelo software 

BaseCaller cimaron 1.53 Slim Phred.       
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Figura 18 – Representação da qualidade do seqüenciamento dos plasmídeos recombinantes 

(10, 14, 21, 23, 27, 32, 39 e 43) pelo software ScoreCard.   

As seqüências obtidas foram submetidas ao conjunto Phred/Phrap/Consed, para a 

retirada de trechos com baixa qualidade e alinhadas por similaridade com o uso do 

programa Clustal.W. As bases divergentes da mesma sequência foram analisadas 

conferindo-se diretamente nos cromatogramas gerados pelo MEGAbace. Das oito 

seqüências analisadas (Tabela 7), cinco estão completas (clones 10, 14, 27, 32 e 39). Como 

pode ser verificado na Tabela 7, nestas seqüências estão marcadas os sítios das enzimas de 

restrição SmaI (amarelo) e  Sal.I (azul). Estes sítios se encontram imediatamente a jusante e 

a montante, respectivamente, do sítio de BamHI (onde foram clonadas as seqüências), o 

que confirma que as mesmas estão completas. As demais seqüências (clones 21, 23 e 43) 

encontram-se incompletas, tendo sido seqüenciado apenas parte delas, o que está de acordo 

com o padrão visualizado na amplificação dos insertos clonados (Figura 14), onde os 

maiores são os 23 e 43. No caso dos clones 21, 23 e 43, os grandes insertos clonados 

devem ser decorrentes de segmentos diferentes ligados entre si, o que é demonstrado pela 

presença de mais de um sítio de Sau3AI (destacados em vermelho na tabela 7).  
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Tabela 7- Seqüências nucleotídicas dos promotores derivados de plasmídio de C. 

violaceum, com seus respectivos tamanhos em pares de base (pb). As 

seqüências destacadas de vermelho referem-se ao sítio de corte da enzima de 

restrição Sau3AI, enquanto as de amarelo referem-se ao sítio de corte da enzima 

de restrição SmaI e as de cinza ao de  Sal.I 

Clone Seqüência pb 

10  
CCCGGGGATCGAATCGACGTTTGCCACCGTACGGCACCGAACGA
CGCGGACGCGCAACTGTGTGTCGCGCGCAACGTTCCTGGGGCTG
GCGTTCAAGCTGATTGAAGAGGCCGAAAAGTCCTGGCGGCGGAT
CCGTCGAC 

128 

14  
GTCGACGGATCGATGGACAGCTTGCCCTGCAGCAGCGGCACCGC
GGTTTCCAGCTGCATCGGCCGGACAAAGGTCTGGTCGCGCCAGG
AGGCATGCCAGTCGTTGAAACGCAGGTTGTCGATCCCCGGG 

117 

21  
GTCGAGGATCCCAGTTGAGTTCGAACGCCGTCGTTCAGAGCTTA
GTGCTTAACCCGCTGTCCACGGGGGCCGGGACAGACCAAACTGC
CCTTGGCAAACGGGAGGCGCCCATATAAGCCGCTCTTAGACCCG
CTAACAAAATCTGTCGATAAATCGCAGACAGATCCTTGGCTTGC
TACTTGTGCCT  

182 

23  
GTCGACGGATCGGGCAAGGCGTTCCTCACCAGCGTCAGCGCCGC
TTCCGCGGTGCCGGCGCGCAGCACATGGTGGCCGGCCTGGGCCA
GGTTGAAGGCGATCGGGTTGGTCGTGCGCAAATGCACCCAGTGC
TCCGCCGGGAAGTCGTAGAACGCCAACAGCGCGTCTTTA 

165 

27  
CCCGGGGATCGCTTCCTGGGCTCGCTGTTCAATCAGGCCAAGCG
CCGCCATGCGGAACGCTTTCAAGAGTCCGGCAAGGCCATCAACG
ACAAGGTGCGGCTGTACTTGCAGATCCGTCGAC 

109 

32  
GTCGACGGATCACGCCGGCGGCGATGGCGTTGCGCATCTTGGCC
AGCAGCGCCGCGTTGTCCTCGCGGAAATACTGGCGGCGCTCGGA
GTGGCCGACCAGCGCGTAGCGGCAGCCGACGTCGGCCAGCATC
GCGGCGCTCACCTCGCCGGTGAACGCGCCGTCGGCGGAGAAAC
GGCTGACGTCCTGGGAGGACAAGGCGATCCCCGGG 

197 

39  
CCCGGGGATCACGTCCGCGTCGATACGCAGTGTGATTTGCTTCTT
CGTGTCAGGCAGTCGATCCGTCGAC 

58 

43 
Forward  

CCCGGGGATCATGTTGCTGGCTACGGTGCTGAACGCGGTCGGCT
TTGTCGTCAACGCGCTGGTGATCGGGTTGGTCGTGCGCAAATGC
ACCCAGTGCTCCGGCGGGAAATCGTAGAAACGCCAACAGCGCG
TCTTTATCCTTGACCAGCTTTTCCACAGCTTTCGGATATTTGGCCT
CAAGCTGTCGCACCAACCGATCAGCACAGCTCTTGAAAATTTTC
CTGTTAGTGCTAAAAAC  

232 

43  
Reverse   GTCGACGGATCGGCGTCAGCCGCAGCTGGTAATGGCCAGCCGCC

CCGGCCACCGGCAGCAGGCTGGCGGCGTTGAGCAAGGGATGGT
CGGCCAGCGTTTTTTGCAAATCGTCCAGGCTCACCGGCTGAGTG
GGCAGCGCCTGGTCGATCAGGCCTCTTCGTTTTTAGCACTAACA
GGAAAATTTTCAAGAGCTGTGCTGATCGGTTGGTGCGACAG 

210   
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A figura 19 mostra o resultado encontrado ao submeter as seqüências ao programa 

BLASTN. Quatro seqüências apresentaram similaridade com genes cromossomais de C. 

violaceum. Isso pode ser explicado possivelmente pelo fato do procedimento de lise 

alcalina utilizado para extrair os plasmídeos não ser totalmente eficiente na eliminação do 

DNA cromossomal. No caso do clone 43, este apresentou duas seqüências, uma reverse 

(resultante do seqüenciamento com primer reverse) sem similaridade, indicando ser de 

origem plasmidial, e outra forward com similaridade ao gene de uma proteína de efluxo de 

aminoácidos de C. violaceum, confirmando que foram clonados simultaneamente dois 

fragmentos de DNA de origens diferentes.   

Tabela 8- Resultado da análise de similaridade das seqüências obtidas pelo programa 

Blastn.     

A grande maioria dos clones resistentes a cloranfenicol obtidos nesse trabalho 

apresentou resistência a apenas 20µg/mL de cloranfenicol. Por causa da estrutura do caça-
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promotor, o crescimento celular depende principalmente da força do promotor, o que 

indicaria que a maioria dos promotores por nós clonados são fracos, com exceção dos 

promotores dos clones 14, 27, 39 e 43. Entretanto, nenhum dos promotores classificados 

como fracos foram analisados quanto suas capacidades de serem regulados, por exemplo 

submetidos a algum tipo de indução. Além dos sistemas de indução clássicos (lactose, 

IPTG, arabinose ou tiptofano), os fragmentos clonados poderiam responder a outros 

fatores. Isso porque se sabe que em C.violaceum há genes que conferem resistência ao 

arsênio, cianeto, compostos halogenados (Carepo et al.,2004) e ao ferro (Hungria et al., 

2004).  

Quando levamos em consideração a seqüência promotora em si inserida, 

acreditamos que seqüências com força baixa resultam em crescimento somente em 

concentrações mais baixas do antibiótico repórter. Entretanto, quando o promotor é muito 

forte, pode resultar em uma excessiva transcrição/tradução o que interferiria na replicação 

do plasmídeo e até mesmo na viabilidade celular. A força do promotor depende das 

características da própria seqüência promotora, que interfere na estabilidade da seqüência 

de DNA (Dillard& Yother, 1991), modificando a energia livre e as curvaturas upstream à 

região promotora (Kanhere & Bansal, 2005). As regiões promotoras são regiões menos 

estáveis e dobráveis do DNA, com acentuada curvatura em relação à região codificante 

(Kanhere & Bansal, 2005). Essas características permitem a ligação da RNA polimerase ao 

DNA (Nakata et al.,1988).  

Similarmente aos nossos resultados, Gupta et al. (1993) verificaram baixa 

incidência de seqüências promotoras fortes para E.coli no DNA de Mycobacterium 

tuberculosis. Entretanto, Dillard & Yotther (1991), usando o vetor pKK232-8, verificaram 

que diversos fragmentos de DNA cromossomal e plasmidial de Streptoccocus pneumoniae 

gerados aleatoriamente por enzima de restrição apresentaram atividades promotoras fortes 

(capazes de conferir resistência de 200µg/mL a 1600 µg/mL de cloranfenicol). Essas 

diferenças podem ser explicadas pela distância genética das espécies e a diferença de 

conteúdo GC nos respectivos materiais genéticos (Pátek et al., 2002). Sabe-se que 

seqüências ricas em GC (Mycobacterium e Streptomyces) geralmente não são reconhecidas 

pelo fator s 70 E.coli (Pátek et al., 2002). O maior número de AT na região promotora 

diminui a energia de interação entre os pares de bases, o que facilita a fusão da RNA 

polimerase à fita de DNA (Berezhnoy & Shckorbatov, 2005). Isso explicaria o porquê do 

fator s 70, na maioria das vezes, requerer maior similaridade com as regiões -10 e -35. 

Entretanto, quando os fragmentos gerados são ricos em AT podem gerar uma instabilidade 
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no processo transcricional devido à presença de diversos sítios que mimetizam a região -10 

de uma seqüência promotora reconhecida pelo fator s 70 (Pátek et al., 2002). Dessa forma, a 

pequena quantidade de células recombinantes encontradas nesse trabalho, assim como a 

grande maioria das seqüências clonadas terem apresentado força promotora baixa, pode 

também ser explicada pelo fato das seqüências terem apresentado um alto conteúdo de GC 

(tabela 9). Esse alto conteúdo GC dificultaria o reconhecimento destas pelo fator s 70 de E. 

coli (Pátek et al., 2002).  

O alto conteúdo GC nos insertos obtidos é também uma explicação para a não 

identificação de regiões -35 e -10 pelo programa BPROM (Tabela 8). Isso porque a grande 

maioria dos promotores em bactérias gram-negativas (E. coli) e gram-positivas (Bacillus 

subtilis), reconhecidos pelo fator s 70, caracterizam-se geralmente por possuir dois 

hexâmeros consensuais TTGACA e TATAAT localizados a 35 e 10 pb, respectivamente, a 

jusante do ponto de início de transcrição. Em cinco, das oito seqüências (14, 23, 27, 32 e 

39) encontradas neste trabalho, não foram identificadas as regiões -35 e -10. Como pode 

ser verificado na tabela 8, o programa identificou regiões -10 e -35 em apenas três 

seqüências (10, 21 e 43), apesar das seqüências 21 e 43 não estarem completas. As 

seqüências 10 e 21 apresentaram região -10 com mais de seis pares de bases. Wönsten et 

al. (1998), ao identificar seqüências de Compylobacter jejuni com função promotora, 

encontrou TTTAAGTnTT como seqüência consenso para região -35, divergindo 

completamente do usual em E. coli. Entretanto, foram encontradas, no traballho de 

Wönsten et al. (1998), seqüências upstream à região -35 e região extendida -10. Em 

nenhuma das seqüências não foi possível verificar a composição da região extendida -10, 

assim como a presença do nucleotídeo T na posição -7, já que não foi ainda determinado o 

ponto de início de transcrição. Este par de nucleotídeos é altamente conservado por ser o 

primeiro a ser desnaturado na dupla fita no início da transcrição (Scheneider, 2001). 

Dos três clones com seqüências que possuem regiões -10 e -35, somente o clone 43 

cresceu em uma concentração maior que 50µg/mL de cloranfenicol, crescendo em até 

500µg/mL. Deste inserto, só foi possível seqüenciar suas extremidades, e nas duas 

seqüências geradas encontrou-se dois promotores orientados na mesma direção com 

espaçamento de 17 pb, e regiões -10 e -35 com seis pares de bases. Na seqüência mais 

próxima ao gene cat, verifica-se a jusante da região -35 os trinucleotídeos AAA, TTT, 

AAT, ATT, TTA, TAA, TTC e TCA (destacado de verde na tabela 8), o que ocorre em 

seqüências fortes de E.coli (Kanhere & Bansal, 2005). A presença de dois promotores 

numa mesma orientação poderia acarretar uma ação sinergística, como é o caso em operons 
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de rRNA. Nesses, há promotores arranjandos em tandem, consistindo de duas regiões -35 e 

-10 separadas por cerca de 110 a 120 pb (Denner & Spiegelman, 1986).  Já os clones 10 e 

21, que cresceram em 20µg/mL e 50µg/mL apresentaram, além das regiões -35 e -10 

diferentes das consensuais, um espaçamento de 14 pb entre estas regiões, o que não é tido 

como padrão para seqüências promotoras fortes.   

Tabela 9- Análise das regiões -10 (em vermelho) e -35 (em azul) dos insertos clonados, 

pelo programa BPROM, com as concentrações máximas de cloranfenicol (Cfl) 

em que apresentou crescimento, tamanho do inserto em pares de base (pb) e se 

a seqüência está completa. A seqüência destacada de verde corresponde ã 

região localizada a jusante da região -35.  

Clone Seqüência Clf(µg/
mL) 

pb Seqüência 
completa 

10 CTAGCTTAGCTGCAAACGGTGGCATGCC
GTGGCTTGCTGCGCCTGCGCGTTGACACA
CAGCGCGCGTTGCAAGGACCCCGACCGC
AAGTTCGACTAACTTCTCCGGCTTTTCAG
GACCGCCGCCTAGG 

50µg/m
L 

128 X 

14 CTAGCTGTTGGACGCAAAGTTGCTGACCG
TACGGAGGACCGCGCTGGTCTGGAAACA
GGCCGGCTACGTCGACCTTTGGCGCCACG
GCGACGACGTCCCGTTCGACAGGTAGCT
AGG 

100µg/
mL 

117 X 

21 TCCGTGTTCATCGTTCGGTTCCTAGACAG
ACGCTAAATAGCTGTCTAAAACAATCGC
CCAGATTCTCGCCGAATATACCCGCGGA
GGGCAAACGGTTCCCGTCAAACCAGACA
GGGCCGGGGGCACCTGTCGCCCAATTCG
TGATTCGAGACTTGCTGCCGCAAGCTTGA
GTTGACCCTAGG 

50µg/m
L 

182  

23 ATTTCTGCGCGACAACCGCAAGATGCTG
AAGGGCCGCCTCGTGACCCACGTAAACG
CGTGCTGGTTGGGCTAGCGGAAGTTGGA
CCGGGTCCGGCCGGTGGTACACGACGCG
CGGCCGTGGCGCCTTCGCCGCGACTGCG
ACCACTCCTTGCGGAACGGGCTAGG 

50µg/m
L 

165  

27 CTAGCGAAGGACCCGAGCGACAAGTTAG
TCCGGTTCGCGGCGGTACGCCTTGCGAAA
GTTCTCAGGCCGTTCCGGTAGTTGCTGTT
CCACGCCGACATGAACGTCTAGG 

100µg/
mL 

109 X 

32 CTAGCGGAACAGGAGGGTCCTGCAGTCG
GCAAAGAGGCGGCTGCCGCGCAAGTGGC
CGCTCCACTCGCGGCGCTACGACCGGCTG
CAGCCGACGGCGATGCGCGACCAGCCGG
TGAGGCTCGCGGCGGTCATAAAGGCGCT
CCTGTTGCGCCGCGACGACCGGTTCTACG
CGTTGCGGTAGCGGCGGCCGCACTAGG 

50µg/m
L 

197 X 

39 CTAGTGCAGGCGCAGCTATGCGTCACACT
AAACGAAGAAGCACAGTCCGTCAGCTAG
G 

100µg/
mL 

58 X 

43 F 
CTAGTACAACGACCGATGCCACGACTTG
CGCCAGCCGAAACAGCAGTTGCGCGACC
ACTAGCCCAACCAGCACGCGTTTACGTG   

232  



  
                                                                                                           

48  

GGTCACGAGGCCGCCCTTTAGCATCTTTG
CGGTTGTCGCGCAGAAATAGGAACTGGT
CGAAAAGGTGTCGAAAGCCTATAAACCG
GAGTTCGACAGCGTGGTTGGCTAGTCGTG
TCGAGAACTTTTAAAAGGACAATCACGA
TTTTTG 

43 R 
GACAGCGTGGTTGGCTAGTCGTGTCGAG
AACTTTTAAAAGGACAATCACGATTTTTG
CTTCTCCGGACTAGCTGGTCCGCGACGGG
TGAGTCGGCCACTCGGACCTGCTAAACGT
TTTTTGCGACCGGCTGGTAGGGAACGAGT
TGCGGCGGTCGGACGACGGCCACCGGCC
CCGCCGACCGGTAATGGTCGACGCCGAC
TGCGGCTAGGC    

500µg/
mL 

210       

     Tabela 10- Conteúdo GC/AT das seqüências obtidas. F:seqüência forward; R: 

seqüência reverse  

Clone A 

(%) 

T 

(%) 

C 

(%) 

G 

(%) 

AT 

(%) 

CG 

(%) 

10 17,19 20,31 33,59 28,91 37,50 62,50 

14 18.80 17.95 29.06 34.19 36.75, 63.25 

21 23.08 21.43 29.67 25.82 44.51 55.49 

23 16.36 16.36 31.52 35.76 32.73 67.27 

27 19.27 21.10 28.44 31.19 40.37 59.63 

32 15.74 13.20 32.99 38.07 28.93 71.07 

39 29.31 15.52 27.59 27.59 44.83 55.17 

43_F 25.86 21.12 25.86 27.16 46.98 53.02 

43_R 18.01 20.85 27.49 33.65 38.86 61.14,   

Nas seqüências dos clones 14, 27 e 32, que estão completas, não foi possível 

encontrar as seqüências -35 e -10 pelo programa BPROM. A não identificação pelo 

programa não descarta a possibilidade delas existirem, pois os métodos computacionais 

perdem desempenho devido às características intrínsecas das seqüências analisadas, como 

por exemplo, o alto conteúdo de GC. Apesar de diferentes métodos computacionais serem 
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aplicados para descobrir os sítios de ligação da RNA polimerase a região promotora, o 

problema continua em aberto para os mais simples promotores (Cotik et al, 2004). Isto 

acontece devido a variabilidade dos motifs, que compreendem mais de um submotif 

arranjados de forma direta ou invertida, podendo ou não se apresentar em tandem (Cotik et 

al, 2004). Ainda, a forma como os motifs interagem entre si na região promotora e com a 

RNA polimerase, determinam a ativação ou inativação de um gene (Mouslim et al, 2003). 

A característica mais comum dos programas para identificação é a tendência de análise 

baseada na freqüência de algum dos nucleotídeos, ou baseada na seqüência consenso, sem 

levar em conta a entropia relativa do sistema, os dois estados termodinâmicos: antes e 

depois da interação DNA-proteína (Pevzner, 2000). Além desse fato, não deve ser 

descartada a possibilidade de outros fatores sigma estarem envolvidos no reconhecimento 

da região promotora dos fragmentos clonados. No trabalho de Silva et al. (2004), os autores 

afirmam a presença de ORFs para os fatores s E, s 38, s 32 e s N  em C. violaceum. Estes 

fatores seriam responsáveis pela transcrição de genes envolvidos na resposta a diferentes 

estresses celular (Rechuva et al.,2003; Buck et al., 2000).  

Os dados obtidos neste trabalho mostram a necessidade de serem realizados mais 

experimentos que revelem importantes aspectos do processo transcricional. Em vista disso, 

será feita a determinação do sítio de início de transcrição dos segmentos aqui obtidos, por 

primer extension. Com o sítio de início de transcrição identificado, será possível realizar 

uma análise das regiões promotoras de forma mais acurada. Além disso, serão clonados 

mais segmentos plasmidiais de C.violaceum a fim de se obter mais seqüências promotoras 

que possam ser utilizadas, assim como a seqüência presente no clone 43, na construção de 

vetores de expressão para E. coli e C.violaceum.             
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5. CONCLUSÕES  

 
A estratégia utilizada neste trabalho para obtenção de promotores a partir de 

C.violaceum permitiu o isolamento de 47 seqüências promotoras com forças e 

características estruturais diferentes.  

 

Apesar da obtenção de seqüências com as regiões -10 e -35, a grande maioria não 

apresentou similaridade com seqüências promotoras reconhecidas pelo fator s 70.  

 

Das 47 seqüências promotoras, duas demonstraram ser de força intermediária, 

crescendo em até 100µg/mL, enquanto que uma demonstrou ser uma seqüência 

promotora forte, por ter crescido em até 500µg/mL.  

 

A seqüência promotora forte encontrada neste trabalho foi a única a apresentar os 

dois hexâmeros, um espaçamento entre os hexâmeros de 17 pares de bases e uma 

região a jusante do hexâmero -35 rica em A/T.  

 

A seqüência 46, devido a força promotora que possui, mostra-se com potencialidade 

para aplicações biotecnológicas, como construção de novos vetores de expressão.              
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7. APÊNDICE  

Cromatogramas das seqüências obtidas 
Legenda: 
Caixa alta : boa qualidade 
Caixa baixa : baixa qualidade   

CLONE 10  

E09 
t t a c g a a c a c a a c a c a a a t g a c g a c g a c c a g a t a c a g c t a c g t t t c c t t g n g a t g 
t a g a a t c c g G A T G A g c t t c a t C A G G C G G G C A A G A A T G T G A A T A 
A A G G C C G G A T A a a a t t G T G C T T A T T T T T C t t T a c g G T C T T T 
A A A A A G g c C G T A A T A T C c a G C T G A A C G G T C T G G T T a t a g g 
t a C A T T G A G C A A C T G A C T G A A A T G C C T C A A A A T G T T C T 
T T A C G A T G C C A T T G G G A T A T A T C A A C G G T G G T A T A T C C 
A G T G A T T T T T T T C T C C A T T T T A G C T T C C T T A G C T C C T G 
A A A A T C T C G T C G A A G C T C G G C G G A T T T G T C C T A C T C A A 
G C T T G G C T G C A G G T C G A C G G A T c c g c c g c C A G G A C T T T T 
C G G C C T C T T C A A T C A G C T T G A A C G C C A G C C C C a g G A A C 
G T T G C G C G C G A C A C A C A G T T G C G C G T C C G C G T c G t t c G g 
T G C C g T A C G G t g g c a a A C G T C g a t t c g a t c c c c g g g g a t t t c g t t n  

C09 
c g c a n n n n n n n n n n n n n n a g c c a t a t t g a t g t a g a a c t a a g a g t a g G g g t c g 
c g c a a t t c c c c G A A A A g t g c c a C c T G A C G T C T A A G A A A C C A T T 
A T T A T C A T G A C A T T A A C C T A T A A A A A T A G G C G T A T C A C 
G A G G C C C T T T C G T C T T C A A G A A T T C C C C A G G C A T C A A A 
T A A A A C G A A A G G C T C A G T C G A A A G A C T G G G C C T T T C G 
T T T T A T C T G T T G T T T G T C G G T G A A C G C T C T C C T G A G T A 
G G A C A A A T C C G C C G G G A G C G G A T T T G A A C G T T G C G A A 
G C A A c g g C C C G G A G G G T G G C G G G C A G G A C G C C C G C C A T 
A A A C T G C C A G G A A T T C C C G G G G A T C G A A T C G A C G T T T 
G C C A C C G T A C G G C A C C G A A C G A C G C G G A C G C G C A A C T 
G T G T G T C G C G C G C A A C G T T C C T G G G G C T G G C G T T C A A 
G C T G A T T G A A G A G G C C G A A A A G T C C T G G C G G C G G A T C 
C G T C G A c c T g c A G C C A A G C T T G A G T A G G A C A A A T C C G C 
C G A G C T T C G A C G A g a T T T T C A G G A G C T A A G G A A G C T A A 
A A t G g a g A a a a A A A T C A C T G G A T A T A C C A C c G T T G A T A T A 
T C C C A A T G G C A T C G T A A A G A A C A T T T T G A G G C A T T T C A 
G T C A G T T G C T C A A T G T A C C T A T A A C C A G A C C G T T C A G C 
T G G A T A T T A C G G C C T T T T T A A A G A C C G T A a a g a a a a A T A 
A G C A c a a g t t t t a t c C G G C C T T T A T T C A C A T T c t t g c c c g c c T G 
A T G A A T G C T C A T C C G G A A T T C C G t a t g g c a a a t g a a a g a c g g t g 
a c g a      
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CLONE 14  

G08 
ncttcaggtggcccaatacacagtcacgcttcattgcgatgaagngaatCCGGATGagcancatcagtgcgGgcaaGA
ATgtgaataAaggccGGATAAAACTTGTGCTtatgtttCtttacgGTCTttaaaaggccGTAATA
TCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAggtACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCT
CAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAG
TGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGC
TCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCGATGG
ACAGCTTGCCCTGCAGCAGcggcacCgcgGTTTCCAGCTGCATCGGCCGGACaa
aggtctgGtcgcgccaggcggcatgcCaGtcgttgaAACGCAGGTtgtcGatcCCCGGGAATTCCt
ggcagtttcattgcgggcGtcctggccggcatccttcgggcccttgcttcgcaacgtTcaaatccggtccCggggggatttggcc
ctactcaggaaaacgttcaacgaaaaaaaatcgattacaacgaaagggccaattctttccaattgaacctttccgtttaaatttgaattg
cctgggcaaattcttcaaagaacgaaaagggcttcgtgga                                

CLONE 21 
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E04.abd.phd.1 
cgactccnnnaaacacataggcgacggctcataacAgctcacgtcttccttgcgattagGAatccggATGagcancatCA
GGCGGgCAAGAATGTGAATAAaggCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTT
TAcgGTCTTTAAAAAGgcCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTA
CATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGG
GATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCT
TAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTT
GgCTGCAGGTCGACGGATCCCAGTTGAGttcGAACGCCGTCGTTCAGAGCTT
AGTGCTTAACCCGCTGTCCACGGGGGCCGGGACAGACCAAACTgccctTGGC
AAACGGGAGGCGCCCATATAAGCcgcTCtTagaCCCGCTAACaaaatctgTCGATa
aaTcgcagaCAGATCcttggcttgCTACTTGTGCCtggcgatggcgnnn  

F04.abd.phd.1 
t g g g g t c g g g c c c c t a a c a g c t c a c g t c t c c a t g g c t g t a g g a a T C C G G A t g 
a g c a n c c t c a g g c g t g c a A G A A T G T G A A T A A A G g C C G G A T A A A 
A C T T G T G C T T A T T T T T C T T T A C G G T C T T T A A A A A G G C C 
G T A A T A T C C A G C T G A A C G G T C T G G T T A T A G G T A C A T T G 
A G C A A C T G A C T G A A A T G C C T C A A A A T G T T C T T T A C G A T 
G C C A T T G G G A T A T A T C A A C G G T G G T A T A T C C A G T G A T T 
T T T T T C T C C A T T T T A G C T T C C T T A G C T C C T G A A A A T C T 
C G T C G A A G C T C G G C G G A T T T G T C C T A C T C A A G C T T G G 
C T G C A G G T C G A C G G A T c c C a g t t G a G T T C G A A C G C C G T C 
G T t c a g a g c t t a G T G C t t a a a c c g c t g t c c a c g g g g g c c g g g a c a g a a c a 
a a c t g g c c t t t g g a a a c g g g a a g c g c c c a t a t a a g c c g t t c t t a g a c c c G t t a a 
c a a a a c n t a t t a a n n n  

G04.abd.phd.1 
n a a g a a a g a a g n a g a g g a g g c g g g c c a t a t c a c a g t c a c g c t c c a t t g c g a t a 
a g g a a t c c g g a t g a g c t n c a t c a g g C G G g c a a G A A T G T G A A T A A A G 
G C C G G A T A A A A C T T G T G C T T A T T T T T C T T T A C G G T C T T 
T A A A A A G G C C G T A A T A T C C A G C T G A A C G G T C T G G T T A T 
A G G T A C A T T G A G C A A C T G A C T G A A A T G C C T C A A A A T G T 
T C T T T A C G A T G C C A T T G G G A T A T A T C A A C G G T G G T A T A 
T C C A G T G A T T T T T T T C T C C A T T T T A G C T T C C T T A G C T C 
C T G A A A A T C T C G T C G A A G C T C G G C G G A T T T G T C C T A C T 
C A A G C T T G G C T G C A G G T C G A C G G A T C C c a g t t g A G t t C G a 
A C G C C G T C G t t c a g A G C T T A G T G C T t a a a c c g c t g t C C A C G g g 
g g c c g g g a c a g a c c a a a a t g c c c t t g g g c a a c g g g a g g c g c c C C A t A T a a g 
c c c g t t c t t a a a a c c c g t t a a a c a a a a c c t g g t c g a t c a a a t c g c c a g a c A g a t 
c c t t t g g g c t t g c t a a t t g g t g g c c t g g g c g a t g g g t g t g g c c g g a a a a c t c c c 
g t t g g g c g g g T A t c c c g g g c c a a a t c g a T C A t t c c g c g c c a c c t g g c g c g c t 
T a a g c t c t t g c a c c t t g c c c c t a g a a t g g a t t c c a c a t t c g g a a t t c A A G c g C 
C t G a c c t g c t t C g t c A a g t c c t C C A C a a g c c c g C G t c a a a c g c t g a t c c c g 
c t t C G C G G A c t c g t t g g A c a g c T C C T T G A A C G A C T C C a g c a a c a g t 
t t c t c g a t t n  

S_A08 
t t c c a c t g a t g g a a a c a c c g n c t t t t t t n g c g c t a c a c c a t t n c c g g a t g a g n c a 
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t t t c a t n a g g t c t t g g c A a G a a t G T G A A T A A A G G C c g g a g a a a a c t t G t 
g a c t a t T t t t c t t t A C G g t g c t t A A A A A G G C c g t a t c t c c c a g c t g A a C g g 
g c t g G T T a t a g g t a C A T t g a g c A A C T G A C T G A A A T G C C t c a a a a 
t g t c t t t A c g a T G C C A T T G G G A T A T A T C A A C G G T G G t a t a n c 
C a G t g a t t t T T t t c t g c c A T T t T a g c T t C C T t a g c t c c a g A a A A T C T 
c g t c g a a g c t c g g c G G A T T T G T C C T A C T C A A g c t t G G C T G C a g 
g t c g a c g g a c c C C a g t T G A G t t c c a A C G C C g t c g t t c a t a g c t t a t t G 
c T T A A C C C G C t g t c C A c g g G G G C C G G G A C a t a C C A A A C T G 
C C C T T G G C A A A C g g g a g g C G C c c a t a t a A G C c g c t C t t a g a c C c g 
c t a a C A A A A C C T g t c g a t a a a t c g c a t a c a g a t c c t t g g c T T G C T A c t t g 
T g c c t g g c G A T G G C G T G C c g c a a a c t c c g c t g g c g g t a t c c g g c c a a t c g 
a t c a t t c g c g c a c c t g c g c g c t t a a g c t c t g a a c c t g c c C C T g c a a g a c t c c a c 
a t c g a a t t c a a g c g c t t g a c c t g c t t c t c a a a t t c t c a c a a g c c g t g t a a a c c c t g 
c t c c g c t t c g c g a c t g t t g g a c a g t t c c t g a c c a c t t c a t c a a g t t t t t c c a t c c C 
c g g a t t t c t g c a g t t t t g g c g g t t a c t c c c t t a c c c t c g g c c t t c t t t t c a c t t t a t a 
a c c t c c a t t t a t t t a c t t t c t t t a t a t a c t c t c t t a c a a c a a c a t a t a a a c c c a t t c t c 
t t c c c t c t c c t c a t t a t a c c a t a a c t c c t c t a c t a t a c t c t c a a c c a c a c a a c t c t c 
a a t t c t a c t c t c c c a t a c a c t t c c c c c t a t    

S_A02 
cactcatatacgcgaaacacctttttacttngccatacgcattnccgagagaggctttcatnaggtcgggcAAGaATGTGA
ATAaaggcccgagaaaacttgtgactatTtttctttACGgtgcttAAAAAGgCcgtatctcccagctgAACgggctg
gTtataggTACATtGagcAACTGACTGAAAtgccccaaAATGTTCTTTAcgatgCCATTG
GGATATATCAACGGTGGTATatcCaGtgattttttctctcctTtTagcTTCCttagctCCTGAA
AATCTCgtcgaatctcggCGGATTTGTCCTACTCAAGCtTGGCTGCaggtcgacggaccC
CAGtTGAgtTcgaACGCcgtcgttcacagcttattGcTTAACCCGCTgTCcACggGGGCCGG
GACagaCCAAACTGCCCTTGGCAAACGggaggcGCCCATATAAGCcgctcttagaCC
cgctaaCAAAaCCtgtcgataaatcgcataCagatcctTGGCTTGCTACTTGTGCCtgGCgatgg
CGTGCCGCAAACTccgctggCGgtatccGgCcaatcgatcattcgcGCacctgcGCgcttaagctctgcacct
GCCCCTGCaaggactccacatcggaattcaagcgcctgacctgcttcttcaagttctccacaagccgcgtcaaAcgctgctc
ccgcttcgcggactccttGgacagctccttgaacgactccagcancagtttcctcatcccCGggaattcctggcatttataggcgg
ctttcttgccncaaccttccggcccgtctcttccagcttcaataccctCccgcggtatttccttctaggaaaacttcccctacaacacaa
taaatccaagcgcctctttccacagacctccctttatttattctcgggattcctcacactagggctcccttaacctattcttttcg                 
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CLONE 27  

A07 
tctttcttcgccgtatattctcaagttnaaagaatttaggtgttaaaactaacattaggggtcgcgcACattccccGAAaAgtgcc
actgACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCG
TATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCCCCAGGCATCAAATAAAACG
AAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGT
GAACGCTCTCCTGAGTaGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTG
CGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCgCCATAAACTGCC
AGGAATTCCCGGGGATCGCTTCCTGGGCTCGCTGtTCAATCaGgCCAAGCG
CCGCCATGCGGAACGCTTTCAAGAGTCCGGCAAGGCCATCAACGAcaatgtgC
GgctgtACTTGCAGATCCGTCGACCTgcagccaagCTTGAGTAggACAAATCCGCC
GAGCTTCGACGagattTTCAGGAGCtaatgaaGCTAAAAtGgcgaAAAAAATCACTG
GAtatACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACAttttgAGGCAT
TTCAGTCAGTTGCTCAatgtacCtAtaaCCAGACCGtTcagctggATATTACggaCTTT
TTAAagaccgtAAAGAAAAATAagcacaagttttatccgtgccTTTATTCacattcTtgcccgtctgATG
AATgctcatcCggaatcccgtatggcaatgaaagagggacgtgaaggaggtccctgtaacggtcagacaatgaagtcacgcc
gaacaacggactcaggggacgacaggagccccgg c a g a g c g a c c g c c g a a n g  

C07 
ccgcctngnnaaatagtggactaatagggtcggcacattcccgaagtgcacTGACGTctaaaacataatcAtgatactaTA
AAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTtcgtCTTCAAGaatCCCCAGGCATCAAAT
AAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGactgGGCCTTTCGTTTTATCTtgtttgttttgtcG
GTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATcctgccggtgagctggATTTgaaacgTTGCG
AAgcaacgGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACtgcCAGGA
ATTCCCGGGGATCGCTTCCTGGGCTCGctgtcaATCAGGCCAAGCGccgcATGC
GGAACGCtTTCAAGAGTCCGGCAAGgcCATCaacgaCAaggtgcggttgtACTTGCaga
TCCGtcgacctgCAGCcaagctTGagtaggACAAATCCgccgAGCTTCgacGagattttcagGA
GCtaatgaagcTaAAAtggagaaaaaaatcactggatatacCACCGtTgatatatcccaatggcATcgtaaagaacat
tttgAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGtAcCtAtAancagAccgttcAGCTGGATATtacg
gcctnnnt   

H07 
cacaacatctccgtcgtcgantaacccactccatctcattgccgtgggaccatacacagctcacgtcttcattggcataagGAAT
CCGGATGAGCATCatCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAaaat
tgTGCTTATTtttcTttacgGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTC
TGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGtTCTTTA
CGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCC
ATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGgcggATttgtCCT
ACTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCTGCAAGTACagccgcACCTTGTcgt
tgAtggccttgccggacTcttgaaagCGTTCCGCATggcggcgCTTggcctgaTTtgAacAGcgatcccc
aagcacacgatcccccgggaattcctggccagtttattggcgggcgtcctgcccggcatccttccggggccggttggctttcgcaa
cgtttcaaaattccgattcccgggcggaatatggtcctaattccaggagagcgttccaacggacaaatcaatagaattaacactgaaa
agggccaaatccttttcggan  

CLONE 32  

G03.abd.phd.1 
ccaaacacgccagaaaaanancggggctgccaagtacagtcacgtctccttgcgtgtagatccgGATGAGcatcatCA
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GGCGGgcaagaatgtgaaTAAaggccgGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGG
TCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATT
GAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATA
TATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGC
TCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCT
GCAGGTCGACGGATCACGCCGGCGGCGATGGCGTTGCGCATCTTGGCCA
GCAGCGCCGCGTTGTCCTCGCGGAAATACTGGCGGCGCTCGGAGTGGCC
GACCAGCGCGTaGCGGCAGCCGACGTCGGCCAGCATCGCGgcGCtCACCTC
GCCGGTgaacgcgCCGTCGGcggagaaACGGCTGACGTCCTGGGAGGACAAGGC
GATCCCCGGGAAttcctGGCAGTTtATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCC
GGGCCGTTGCTTcGCAACGTTCAAATCcgctnnna  

F03 
tacaagagggccttaacactacgttccattggtgtaggaatccgGATGAGcatcatcagGcgggcAAGAATGTG
AATAAAGGCcGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTAcgGTCTTTAAAAAG
GCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATaggTACATTGAGCAACTGACT
GAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGG
TATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCT
CGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACG
GATCACGCCGGCGGCGATGGCGTTGCGCATCTTGGCCAGCAGCGCCGCGtt
gtCCTCGCGGAAATACTGGCGGCGCTCGgagttgccccaccacatcgtaacgaaaagcccacgtac
ggcaacgaacggccgagaacaaaccaaaaggtgaaaccgccgcggagccggcgcgaaaaaagatccaacccnaagcaaca
cacaacccacacacaccaacttaggggcgcaaacagctgccctctatactgggacgcgggactcgtgggagatcttcnttggag
gataatcgatgaaatacatcacaggntgtctttgtctatcggtattcnt   

C03 
tctatggcattgctcgccaataatgatggcggtgtttttgtaaccacgtggtggtCGgcatattccgaagtgccacttgaggtctaga
acgctatatcatgacattaacctataaaaattaggcggctaaactggaGGCCCTTTCGTCTTCaaGAatTCCC
CAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTT
TTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGG
GAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAgG
AcGCCcgccaTAAACTGccaggaATTCCCGGGGATcgcCTTGTCCTCCCAGGACGT
CAGcCGTTTctccgccGACGGcgctttcAccgGcGaggTgagcgcctgtatgCtggccgacgTcggctgccg
ctAcgcGCTGGtcggccactccgagcgcctccagtAtTtccgcgatgacaatgctgtgctgctggccaagatgcgcaatgc
catcgccgccggcgtgatccgtcgaactgtatcccatgcttgactaggacaaAtccgccgagcTTcgacgagatttTcagcga
GCTaatgaagctaacatgcagaatcaaatcacctggatataacaccgttgaTATATCCcaatggcatcgtaaataacattttg
aggcctttcactccatttgctcaatgtacctataaccagaccgttcacctggatatacggactttttaaagaccgttacagaaaccttatc
ccaagttttctccggcccttattcccttcttgcccgcccgatgaatgggcaatccgaattccatatggccttagcaccaccgtgacttg
ggaaaatgggacaatgttaacccttgttacaccgctattccatgaacaaactgaaacggttcccactaacccgaacctataac   

Clone 43  

A01 
n n n n n n n n t t g t c g g a a g a c c a a a a a t t a t t t g a a t g t a t t t a g a a a c t a a c a a g 
t a g g g g t c g c G C A C A t t t c c c c g a A a A G T G c c a c t g A C G T C T A A G A 
A A C C A T T A T T A T C A T G A C A T T A A C C T A T A a a n a a t a g g g c g g t 
A T C A C g a g t g g c c c T T T C G T C T T C A A G A A T T C C C C A G G C A T 
C A A A T A A A A C G A A A G G C T C A G T C G A A A G A C T G G G C C T 
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T T C G T T T T A T C T G T T G T T T G T C G G T G A A C G C T C T C C T G 
A G T a G G A C A A A T C C G C C G G G A G C G G A T T T G A A C G T T G 
C G A A G C A A C G G C C C G G A G G G T G G C G G G C A G G A C G C C C 
G C C A T A A A C T g c C A G G A A T T C C C G G G G A T C A T G T T G C T 
G G C T A C G G T G C T G A A C G C G G T C G G C T T T G T C G T C A A C 
G C G C T G G T G A T C G G G T T G G T C G T G C G C A A A t g c A C C C A 
G t g c t c c g g c g g g a a a t c g t a g a a a c g c c A a c a G C G C G t c t t t a t t c c t t 
t g a c c A G C T T T T C C A C A g c T T T C G G A T A T T T G g C C T C A A G 
C t G t c g C A c c A a c c g a T c a g c a c a g c t c t T g a a A A T T T T C C T g t T A 
g t g c T A A A A A c g a c a g a g g c c t G A T c g a c c a g g c g c t t g c c a a t c a g c c g 
g t g a g C C T g g a c g A T t t g c a a a a a a c g c t g g c c g a t c a t C C C T T g c T C a a 
t g c c t g c a g t c t g t t g c c g g t t g g c g g g g c g t g t g g c c a t t a c c a g c t g c g g t t g 
a c g c c g A t c c c g t c g a c c t g c a g c a a g c t t t g a g t a g g a c a a a t c c g a c g a a c t 
t c c g a g a a g a t t t t c a g g a g c t a a a g g a a g t t t a a a t t g g g g a a a a a a t t c c t g g 
a t a t c c a c c g t t g a g a t a t c c c a a t g g g c a t c g t t a a a a a a a t t t a n    

B01 
nagagaaannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnaaaaactgagagatatttggtcgtgttttgctgcgtgtgttactctctctttgtg
tgtttcttgttttcctgctcaattggaagtgtcaatcataagccacctgtgcatgtttgggtncggnncttgttctccantgttgccttgan
ngntttagaaccatatatcattgacaTTAAcctattaaacaatagggtaTCACgaggCCCTTTCGTCTTCAA
GAATTCCCCAGGCATCAAATAAAACGAaagtgctCAGTCGAAAGACTGGGCCT
TTCGTTTTATcttgttGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTaggACAAATCCGC
cGGGAgcGGATTTGAACGTTGCGAAGCAacggCcCggatggtggcgGgcatgactccCgCC
ATAAactGCCaggaATTCCCGGGGATCATGtTGCTGGCTatggTGCTGAAcgctgtcg
gctttgtcGTCAACGCGCTGGTGATCTGgGTTggtcgtgcgcaaATGCACCCagTGctCcg
ccggGAagtcgtacaatgccaacagctgcgtCTTTATCCTTGaccagctTTTCcacaGCTTTCGGA
TAtttggcctcaagctgtctgtaccaatcgatcagtacagctcttgaaaattttccttgttagtgctaaaaatgaataattgcttgtttctt
atcttgcgctgtccactcagtacgttgatccttgttctattttgcttttcatttgttgcctgaatcatcccctttggtctacttgtctttcatgact
ttgttttctttttcgcctttttcttgtttgggtcttttcccaaatctgtgtatttgttgccagaattattttccatctttgcattctattttttttgtcttag
tcacgaatttcattctggtatcttttctgaataataaaattacaacaaagctaatttgaatattttaaattctgaaaaaaatatatcaacttgg
aatattatacatcattggtggaaacttattccaaatttttacatttcgtaataataaacaacttttttga a a a g g a a t t t t c a c a 
t a t t a a a a g a t a g t c t c a a a t g t t t a c c t a t a t a t t a a t t t a a a a c c t g t a t a t a t a t 
a t t t g a t a t c t a t c n n g g     

C01 
t c a t t t g t t t g t g a t g g a g g t g t t t t a t a c a a t a g g g G t c g c g C A C a t t t c C C G 
A A A A G T g c c a c t g g a c g t c T A A G A A A C C A T T A T T A T C A T G A C 
A T T A A C C T A T A A A A A T A G G C G T A T C A C G A G G C C C t T T C 
G T C T T C A A G A A T T C C C C A G G C A T C A A A T A A A A C G A a a g t 
g c t C A G T C G A A A G A C T G G G C C T T T C G T T T T A t c T g t t g t t t G 
T C g G T G a A C G C T C T c C t g a g t a g g a C A A A T C C g C C G G G A G C 
G G A T T t G a A C G T t g c G A A G C A A C G G c C C G G A G G G T G G C G 
G G C A G G A C G C C C G C C a t a a a C T g c c A g g a a t t c C c G G G G A T C 
A T G T t g c t g g c t a c g g t g C T G A A C G C G G T C G G C T T T t g t c t g t c c 
a t g c g c t g g t g a t c g g g t t t g g t c c a g t g c g c a a a t t t g c t c c c a g t t g c t c c g t c 
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t g g G a a g t c a g t a g a a c t g c c a a a c a a g c t g c c g t t t t a a t c c t t t g g a t c a a g c 
t t a t t c a t a a t g c c t t t a c g c a t t a a c t t t t g g c c a t c t a a g c c t t g t t g c a c a c a t t 
c c g c a g t t c t a g t a t a a a g c t c c t t t g t a a a a c t t t t t c a c c c t a g t c a a g t t g c t a 
a a a g a a c t c g a a t t a c a g g c c t t t a a t c c a g a a c c c t a t a a c c t g t c a t g g a c c c 
c c a a a a g a t t c t a a a g a g t c c c t g t g g t a g a a a g a g c c c t a t t g a t g a a c t c c g c 
a a a t a t t t t g g g c a a c c a a t a t a a a a a c c c g a c c a t a t g a c g c c a c a g g a a a c a 
c a a a g t t t a c c g c c a c a t t t t g g g g c t t t c t c a a a a t t c g g a c c a c a t g g a t g t c a 
c a t a c g t c a t c c a t t t a g c c c t a t t g a g a c c c a c c g a g g c g g t t g t a g a t c a c c c 
c c g a a a a t c a a g g a a c a a g g g a g a t c c a c a t t g a g t g g t g t c c a c a a c a a a g t t 
a g a t a a c a c a g c c c a g a a g a g g a c c a c a t t t g g g c a t g a g a a a g t c a c c a t t g t 
g g t a a a c a a c g t t g c c c c c a c g g t a a a a c a t a c c t c c c a g g a g t a g t c a t g t a t a 
a a a c g c c c c a a t t t g g t g a c a a c a a a a c g g g a c c a c c a a c a a a a c t c g c c g c c 
c t g t t c a t c a n n g n g c n  

D01 
t a t a g g g t t g g a t g t a c a a a a t t a g g g t c c g g c a a t t t c c c G A A A A g t g c C a 
c c t G A C G T C T A A G A A A C C A T T A T T A T C A T G A C A T T A a c c t t 
a T A A A a a t a t g g c g T A T C A C t g a g g c c n n c t t t c t g t C T T c a a t g a a t t t c 
C c c a g t g c a t t c a a a t t t a a a a c t g a a a t g t g c t C A G t c t g a a a t g a c t t g t g g 
c C t t t c t g t t t a t a t c T t g t g t g t t t t g t c c g t g t g A A c t g c t c c c t c c t t g a g a t a 
g t g a a c a a a a T c c t g c c c g g t g a a g c c g g a c t t t T g a a c t g t a t g c a g a a a g c 
c a a c g t g c c c c g g a a g g g t t g g c t g t g g c c a g g a c t g c c c t g c c c a t t a a a c c t 
g c c a t g g a a T T c c c c g g g a g a t c a t t g t g t g c t t g t g c t a c g t g t t g c t t t g a a c 
t g c t g a g t c a g g c t a t a t g t c c g t c a a a a c g c g g c t g t g t t g a a t c t g g a g t t a g 
a g t c a g t a g c t g c c a a c a t t g c n a c c a c a a g t t g c a t c c c g c a c t g g t g a a a c a 
g t c t c g t t a g g a t a c c t g c c c a a a a a c c a t g t c t g c t g a t c c t t t c t a t t c c c c t t t 
g t a c a c c a t g a c t a t c t a t c g c a a c a a t g c t t t a t t c c g t g c a t c a a t a t c t t g a g 
c c c c t t c a t a a t g c c t a g t n c n a g a c a a c c t t a a a c c c g g a a t t c c a a t g c a a c c 
a g t g c t t c c t t t t g c a c a c a a c a t t t t c t t t c c c c t t t g a t c a t a a a g t t t g g c c t t t 
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c c c a a a g t a g c c t c g c c a t t g g a c c c c c c c a a c t a t t c c a a t g a c c c c a g t g g t t 
c g a a a c g g c c c c t t g t g g g a a a c c c g c a a c a a t t c c c g g c a c a a a t a c a c t a a c 
a a c c t g c c t c t g g g g g c c a c a a g g a a a c a c c c a a a a t t a c c a c a c a t a a t t t g g 
g g c c t t c a c a a a a a a a t c g g g g c c a c t t a g g a g c a c a a t a a a g a a c c a c t t t g g 
g g t g a g t t c g g t t g a a g n n a n n a t a c g a g a g g a c a c c a a a g g a c c a c a g c a a g 
a g a a a t a t c a c a t g g a g c a t a a a c a c a a g g a t a a g g a g c t c a t a g a g t t g a a n n 
n n  

F01 
t c c t c g t c c a a n n a a c a a a a n a t t g g t a g c a a a t c a g c t c a c g t n c t g c g t t t t a 
g a a t c g g A T G A G C A T C A T C A G G C G G G C A a g a T G T G A A T A A 
A G G C C G G A T A A A A C T T G T G C T T A T T T T T C T T T A C G G T C 
T T T A A A A A G G C C G T A A T A T C C A G C T G A A C G G T C T G G T T 
A T A G G T A C A T T G A G C A A C T G A C T G A A A T G C C T C A A A A T 
G T T C T T T A C G A T G C C A T T G G G A T A T A T C A A C G G T G G T A 
T A T C C A G T G A T T T T T T T C T C C A T T T T A G C T T C C T T A G C 
T C C T G A A A A T C T C G T C G A A G C T C G G C G G A T T T G T C C T A 
C T C A A G C T T G G C T G C A G G T C G A C G G A T C G G C G T C A G c c 
g c a g c T G G T A A t g g c c a g g c g a c c c G g c c A c c G g C A G C A G g c t G G 
C G G C G T T G A G C A A G G G A T G G T C G G C C A G c G t c t t t t g c a a a t 
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a c g c g t t c a a g a c g t a g c a t g a a c a t g a t c c c g g g a t t c c t g g c a t t t a t g g g g g 
c g t c t g c c c g c a c n t n  

G01 
t a t t g a g g a c a a t a c a g t c a c g c t a c t g c g t t a g a t c c g g A T G A G c a t c a c c a 
G G C g G g c a A G A A T G T G A A T A A A G G C C G G A T A A A A C T T G 
T G C T T A T t t t c t t T A C G G T C T T T A A A A a g g c G T A A T A T C C A 
G C T G A A C G G T C T G G T T A T A G G T A C A T T G A G C A A C T G A 
C T G A A A T G C C T C A A A A T G T T C T T T A C G A T G C C A T T G G G 
A T A T A T C A A C G G T G G T A T A T C C A G T G A T T T T T T T C T C C 
A T T T T A G C T T C C T T A G C T C C T G A A A A T C T C G T C G A A G C 
T C G G C G G A T T T G T C C T A C T C A A G C T T G G C t g c a g g T C G A 
C G G A T C G G C G T C A G c c g C A G c t G G t a a t t g g c C A g c c g c c c c g g 
c c A c c g g c a g c a g g c t g t c g g c g t t g a g c a a g g g a t g g T c G g c c a g c g t t t t t 
t t g a a a t c g T C c A g G C T C A c c g g c t g a g t g g g g c a g c g c c c t g t t c G A T c 
a t g g c c t t c t t c g G t t t t t a a c c a c t t a a c a g g g a a a a t t t t c a a a g a g c t t g t c t 
g a a t c g g g t g g g t g c g a a a g c t t t g a g g g c c a a a t t c c c a a c a c t t g g t g a a a a 
a g c c t g g t c c a g g g a t t a a a g a a c c g c c g t t g a c g t t c t a a c g a a c t T t c c c g g 
g c G g g a g c a c t t g g g g t g c a t t g g c g c a c g a g c a a c c C g a T t c a a c a a c g c g 
t t g a c g a c a a a G C c g a c c g c g g t t c a a g c a c c t g t a t c c a g a a a c a t g a t t c c c 
G G G A A t t c c t g g c a g t t t a t g g c g g g c a g t c t g c c c g c a a a C C T T c c g a g c 
c g t t g g t t t c c a a a c g t c c a a a t c c g t t c c c g g a g g a t t t g g t c t a a t c a c g a g a 
g c g t t c a c c g g c a a a c t a c g g a t a a a a c g a A g g c c c a g a t t t g a a t g a g c c t t c 
g t t a a t t g g a g c c g g g g a a t t g g g a a a a a a a g g g g c c g g g a a g a c c a a t t a a a 
a g t t a a g t c g t a t a a t a a t t g a a g a t g g a t g a g a t g a a t g t g a g a t g g g t a t t t a t 
t t t t t t t t t t t t g t g t t g t t g c g a g t g a t t g a g a a a a a a a a c a a a a g a a c g a g c t g a 
a n n n n             
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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