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CONTEXTUALIZACAO

A busca de metabolitos secundarios para diversos processos biotecnologicos, assim
como, os microrganismos que desempenham esse importante papel como produtores
desses metabdlitos, vém sendo cada vez mais utilizados para a producdo de produtos
naturais. Hoje 60% dos farmacos sdo provenientes direta ou indiretamente de produtos
naturais (MENEZES, 2009).

A Chromobacterium violaceum, B - proteobactéria Gram- negativa descrita pela
primeira vez no final do século 19 (BOISBAUDRAN, 1882), esta presente em
ecossistemas das regides tropicais e subtropicais. Na regido Norte do Brasil, esta bactéria
tem sido encontrada com alta frequéncia nas aguas e margens do Rio Negro, um dos
principais componentes da bacia Amazonia brasileira (CALDAS, 1990) e, como resultado
tem sido estudado no Brasil ao longo das ultimas quatro décadas (VASCONCELOS et
al.,2003).

Estudos relacionados a C. violaceum eram baseados no conhecimento de uma
pequena fragdo da constituicdo genética do organismo. Além disso, as questdes mais
basicas dos mecanismos a capacidade de adaptacdo de C. violaceum ndo tinham sido
profundamente investigadas nos niveis genéticos e moleculares (VASCONCELOS et
al.,2003).

Para ter o conhecimento mais profundo deste microrganismo, o genoma completo
da amostra C. violaceum ATCC 12472 foi sequenciado e anotado. Isto revelou a
complexidade molecular necessdria para sua versatilidade, bem como, importantes
informacdes a respeito do seu grande potencial para aplicacdes em processos
biotecnoldgicos e farmacéuticos (ANDRIGHETTI-FROHNER, et al., 2003).

Uma das dificuldades encontradas nos trabalhos com C. violaceum ¢ a falta de
vetores moleculares de transformacao genética especificos para essa espécie bacteriana, ja
que os vetores mais eficientes utilizados para E. coli se mostram nao funcionais para C.

violaceum.
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Em vista desta problematica e visando facilitar os processos de clonagem molecular
em C. violaceum, neste trabalho propde-se isolar plasmideos naturais de C. violaceum
proveniente das aguas do Rio Negro, Manaus-AM, sequenciar e analisar “in silico” as
sequéncias obtidas identificando os sitios de restricdo, as ORFs e ORIs (origem de
replicagdo) e a partir dai, construir um vetor de clonagem molecular homdlogo para C.
violaceum para transformacgdo genética dessa espécie bacteriana.

Esta tese estd divida em trés capitulos, no primeiro capitulo estd apresentado o
referencial teodrico relacionado ao microrganismo em questdo, sobre os plasmideos naturais
de bactérias, vetores de clonagem molecular e por ultimo, transformacdo genética de
bactérias.

O segundo capitulo apresenta a fase inicial do trabalho que mostra o isolamento,
sequenciamento e caracterizagao parcial de plasmideos naturais de C. violaceum.

O terceiro capitulo se refere a constru¢do de um vetor para transformagao genética de

C. violaceum.
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CAPITULO I

REFERENCIAL TEORICO

1.1. Chromobacterium violaceum

A bactéria Chromobacterium violaceum (Figura 1) ¢ classificada como uma [-
proteobactéria, familia Neisseriaceae (BOONE E CASTENHOLZ, 2001), sendo
classificada como um microrganismo de vida livre, saprofito, geralmente nao patogénico,

Gram negativa, anaerdbica facultativa, com formato de bastonete (GARRITY, WINTERS
e SEALES, 2001).

Figura 1 Aspecto de Chromobacterium violaceum CVT2 cultivada in vitro, em placa contendo meio LB
solido. A cor violeta caracteristica deve-se a produgo do pigmento violaceina.

A C. violaceum ¢ uma entre milhdes de espécies de microrganismos de vida livre

apresentando distribuicdo em ambientes de ecossistemas tropicais e subtropicais, podendo
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ser encontrado em amostras de solo e 4gua ao redor do mundo (BOONE e
CASTENHOLZ, 2001), dando prioridade a locais com poucos nutrientes, altas
temperaturas e com alto indice de acidez (HUNGRIA et a/.2004).

A presenca de C. violaceum no Brasil foi relatada pela primeira vez em amostras de
dguas da estacdo de tratamento da cidade de Manaus para andlise bacterioldgica, e o
resultado indicou a presenca de colonias bacterianas brancas e violetas (CALDAS et al.,
1978). As coldnias violetas foram identificadas pelo professor Wilson Chagas de Araujo
como sendo Chromobacterium violaceum (CALDAS et al.,1978). Posteriormente foi
verificado que, a C. violaceum ¢ abundantemente encontrada nas dguas pretas e nos bancos

de areia do Rio Negro (CALDAS et al., 1978; DIAS et al.,2002).

1.1.1. O potencial biotecnologico de C. violaceum

A C. violaceum sendo uma bactéria versatil ¢ responsavel pela producdo de uma
grande diversidade de metabolicos secundarios com grande potencial biotecnoldgico. Esta
bactéria tem sido objeto de estudos devido principalmente a sua caracteristica fenotipica, o
pigmento violeta denominado violaceina (ANTONIO, 1994; PITLOVANCIU, 2005). A
violaceina possui atividade antibacteriana para as espécies Mycobacterium tuberculosis e
Staphylococcus aureus onde foi verificado um efeito inibitério no crescimento celular
dessas espécies (DURAN & MENCK, 2001) e também nas atividades: antiparasitaria
contra Trypanossoma cruzi € Leishmania sp., antiviral contra virus hepaticos e poliovirus,
antitumoral contra leucemia, tumores de pulmao e colon (ANDRIGHETTI-FROHNER, et
al., 2003) e antifingica com propriedade terapéutica na area dermatologica (ANTONIO,
1994).

Além da producao de violaceina, a C. violaceum tem capacidade de sintetizar
homopolimero 3-hidroxivalerato (polihidroxivelerato ou PHV), bem como outros tipos de
polihidroxialcanoatos (PHA’S), polimeros organicos com caracteristicas fisico-quimicos
semelhantes ao polietileno e polipropileno. Esses compostos sdo de interesse industrial e
ambiental ja que a partir destes ¢ possivel produzir plasticos biodegradaveis (DURAN E
MENCK, 2001; VASCONCELOS et al.,2003).

Essa espécie bacteriana produz também um conjunto de enzimas de interesse
biotecnoldgico, como: fosfatases, RNAses, exonucleases dentre outros (VASCONCELOS,
2003).
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1.1.2. O Genoma de C. violaceum

Devido ao grande potencial biotecnologico a C. violaceum teve seu genoma
sequenciado pela Rede Nacional de Sequenciamento Nucleotidico (Projeto Genoma
Brasileiro-CNPq).

Na época que ocorreu a anotacdo do genoma da C. violaceum foi possivel
identificar 4.431 ORFs, que correspondem a cerca de 89% do seu genoma
(VASCONCELOS et al., 2003). Grande parte destas ORFs identificadas se apresentam
relacionadas com a habilidade da C. violaceum em interagir e responder ao ambiente, o que
garante a adaptabilidade e versatilidade a esta bactéria (VASCONCELOS et al., 2003). No
entanto, como em genomas de outros microrganismos, aproximadamente 40% das ORFs
encontradas em C. violaceum foram classificadas como hipotéticas, pois ndo apresentaram
homologia com sequéncias de genes conhecidos, ou seja, as fungdes bioquimicas e fungdes
biologicas de 40% do patrimonio genético desta espécie ainda permanecem desconhecidas
(VASCONCELOS et al., 2003). Estudos adicionais com as ORFs anotadas como
hipotéticas sao importantes, pois podem resultar na descoberta de novos genes e até mesmo
de novas vias metabdlicas e assim, desenvolver métodos para prospeccao destes novos

genes funcionais com supostos potenciais biotecnoldgicos.

1.2. Plasmideos Bacterianos Naturais

Os plasmideos (Figura 2) sdo moléculas de DNA extracromossOmicos em sua
maioria circulares, com a replicacao autdbnoma utilizando uma sequéncia de DNA, origem
de replicagdo ou ori, que serve como um ponto inicial para a replicagdo de DNA, e
perpetuar em linhagens separadas das do cromossoma (GONCALVES, et al, 2004),
possuindo como funcdo evolutiva a transferéncia horizontal e/ou vertical de genes entre

bactérias (FROST et al.,2005).
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‘Host
genome

Figura 2 Micrografia de varredura de uma célula de E. coli rompida para liberacdo seu DNA
gendmico. O entrelacamento corresponde a por¢do da molécula de DNA genomico de cadeia simples
contendo mais de 4,6 milhdes de pares de bases. As pequenas moléculas circulares sdo os plasmideos. Fonte:
Huntington Potter and David Dressler, ano

Os plasmideos constituem-se de regides constantes que contém o0s genes
responsaveis por funcdes essenciais para sua manutengao, tais como a iniciagdo e controle
da replicacdo. Alguns contém genes que garantem a heranga estdvel, como sistema de
particdo durante a divis@o celular ou a transferéncia conjugal (COUTURIER et al.,1988).
Entretanto, possuem regides variaveis onde se localizam os genes responsaveis por fungdes
adaptativas e que conferem beneficios a seus hospedeiros, podendo ser desde resisténcia a
agentes antimicrobianos, até a capacidade de metabolizar e obter energia de substratos que
ndo podiam ser degradados a partir dos sistemas enzimdticos codificados pelo DNA
genomico da bactéria (POGLIANO, 2002). Desta forma, permite que o hospedeiro se
adapte as condigdes do meio ambiente no qual ele esteja inserido, garantindo assim o seu
sucesso evolutivo frente a outros microrganismos (VALE, 2004).

A classificagdo dos plasmideos pode ser realizada baseando-se em diferentes
critérios: modo de replicagcdo, nimero de cdpias na célula, tamanho do plasmideo, grupo de
incompatibilidade e capacidade de transferéncias entre células (NOVICK, 1967).

Para que a replicacdo de um plasmideo circular ocorra, geralmente, ¢ necessaria
uma proteina Rep especifica, codificada pelo plasmideo, por exemplo, no plasmideo R1

essa proteina ¢ denominada de RepA. A regido minima necessdria para a replicacao
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dependente da RepA (oriR) estd contida numa zona de DNA geralmente com 188pb e ¢
composta por (i) um dominio que se liga a DnaA de 9-pb, (ii) uma zona contigua de 100pb
onde a RepA interage e (ii1) uma zona adjacente rica em A-T onde ocorre a desnaturagao
do DNA dupla fita para iniciar a processo de replicacdo (Del SOLAR et al.,1998).

O ntmero de copias ¢ uma caracteristica quantitativa dos plasmideos, mas varia
dependendo do hospedeiro e condigdes de crescimento (CUEVA-MENDEZ &
PIMENTEL, 2007). Alguns plasmideos para serem mantidos de forma estavel na bactéria
hospedeira, necessitam possuir um sistema de particdo (Par) que segrega copias do
plasmideo para a célula filha durante a replicagdo/conjugacao, isso fornece heranca estavel
deste plasmideo na célula hospedeira (ZECHENER, 2000). Este sistema requer
normalmente 1 (um) gene trans-acting (ParA) e 1 (um) elemento cis-acting (ParC). A
proteina ParA se liga ao sitio ParC puxando o plasmideo para os pdlos opostos da célula
(EBERSBACH & GERDES, 2005). O gene ParC desempenha um papel importante para o
plasmideo que ¢ equivalente ao centromero em uma célula eucariotica (GORDON, 1997)

(Figura 3).

Empareamento do plasmideo

Complexo de particionamento
Replissoma
ATP-ParA

ADP-ParA

Figura 3 Modelo de particionamento do plasmideo R1 durante o ciclo celular. Os plasmideos
(vermelha) sdo replicados pela maquinaria de replicagdo da célula hospedeira (amarelo), que esta
localizado no meio da célula (Lemon & Grossman, 1998; Koppes et al, 1999). A regido parC do
plasmideo estd emparelhado através de interagdes com a proteina ParA (cinza), formando assim um
complexo de particionamento. Fonte: Jan Léwe and Kenn Gerdes, 2002.
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Quanto a caracteristica de transferéncia, os plasmideos pertencem a dois grupos, 0s
plasmideos conjugativos ou ndo conjugativos, dependendo se transporta ou ndo uma
origem de transferéncia, oriT junto com um conjunto de elementos utilizados na
transferéncia de genes que permitem sua propagacao em diferentes hospedeiros (OLD &
PRIMROSE, 1981).

Geralmente os plasmideos conjugativos sdo de alta massa molecular e estdo
presentes de uma a trés copias por célula hospedeira o que assegura a estabilidade de um
plasmideo F, enquanto os plasmideos ndo conjugativos sdo menores € tém normalmente
um elevado numero de copias, o que assegura a permanéncia de pelo meno uma copia
persista na célula apds a sua divisao celular (DALE, 1994).

Alguns plasmideos podem ser incompativeis entre eles, impedindo a coexisténcia
de tipos diferentes num mesmo hospedeiro. Os plasmideos que sdo incompativeis
pertencem ao mesmo grupo de incompatibilidade (Inc). Por exemplo, ja se identificaram
mais de 30 grupos de incompatibilidade em Escherichia coli e 13 em Staphylococcus
aureus (COUTURIER et al,1988; PRIMROSE et al., 2004). Os plasmideos dizem-se
incompativeis quando partilham o mesmo mecanismo de replicagao.

De acordo com sua func¢do na célula hospedeira, os plasmideos podem pertencer a
mais de um grupo funcional sendo classificados em cinco grupos principais:

e Plasmideos de fertilidade (plasmideos F) - que carregam apenas genes tra que tem a
capacidade de promover a transferéncia plasmidial conjugativa;

e Plasmideos de resisténcia (plasmideos R) - que contém genes que conferem
resisténcia a antibiodticos;

e Plasmideos Col - que contém genes que codificam colicinas, proteinas que podem
matar outras bactérias;

e Plasmideos de degradacdo - que permitem a bactéria metabolizar substancias pouco
habituais, como, por exemplo, tolueno ou acido salicilico;

e Plasmideos de viruléncia - que conferem a patogenicidade bacteriana.

Os plasmideos ocorrem naturalmente em quase todas as espécies bacterianas, tanto em
Gram positivas como Gram negativas, (AMABILE-CUEVAS e CHICUREL, 1992).

Nos ultimos anos, a descoberta destas moléculas extracromossomais em bactérias
pouco conhecidas aumentou ainda mais o interesse nessas estruturas, principalmente pelo

fato de que, através do perfil plasmidial ¢ possivel caracterizar estes isolados bacterianos,
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assim como associar caracteristicas fenotipicas de interesse com a informacgdo genética
contida nesses DNAs extracromossomais (ARAUJO, 1996).

Plasmideos cripticos, ou seja, cuja fungdo na célula hospedeira nao ¢ conhecida, foram
isolados de diferentes espécies bacterianas e tiveram suas sequéncias determinadas no
sentido de servirem de vetores homologos para suas respectivas hospedeiras, alguns
exemplos sdo: o plasmideo criptico pFW213 detectados em amostras de Streptococcus
parasanguinis que possui numero de copia de 5-10 por célula (CHEN et al., 2011), o
plasmideo criptico em Serratia marcescens com a origem de replicacdo homodloga a dos
plasmideos CoEl (IBRAIM et al.,2009), o plasmideo criptico, pPSFKW33 em Shewanella,
(HUBERT CIES'LIN" SKI et. al, 2009), o plasmideo -criptico, pSM429 em
Pseudoalteromonas sp. (DIAN-LI ZHAO et al., 2011), entre outros.

Embora plasmideos nativos nao tivessem sido ainda identificados em C. violaceum,
em um estudo desenvolvido no Laboratério de Tecnologias de DNA da Universidade
Federal do Amazonas por DO VALE, R. (2005), foram identificados em 22 amostras a
presenca de moléculas de DNA extracromossomal de um total de 53 isolados bacterianos

classificados como C. violaceum.

1.3. Vetores de clonagem molecular para Escherichia coli

Os plasmideos sdo elementos de grande importdncia para a recombinagdo e,
portanto na evolugdo bacteriana (CUEVAS & CHICUREL, 1992). No desenvolvimento da
engenharia genética, os plasmideos bacterianos receberam atengdo para sua utilizagdo
como vetores moleculares. Pesquisadores desenvolveram moléculas quiméricas, chamadas
de vetores de clonagem molecular que sdo utilizados como instrumentos biotecnoldgicos
especificos e indispensaveis e, desta forma conseguiram desenvolver metodologia de
recombinac¢do genética entre bactérias que naturalmente nao sdo capazes de realiza-la.

Pode-se definir um vetor de clonagem molecular como, molécula de DNA que
facilita a introdug¢do e manuten¢do de um material genético exdgeno no interior de uma
cé¢lula hospedeira. Eles sdo moléculas de DNA com caracteristicas conhecidas e

direcionadas para determinados usos, como isolamento e propagacdo de sequéncias de
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interesse € producdo de material genético para mapeamento, sequenciamento €
mutagénese.

Um vetor de clonagem molecular normalmente além de possuirem a origem de
replicacdo especifica para a hospedeira, tem dois marcadores genéticos:

- um deles normalmente ¢ um gene de resisténcia a antibidtico e seu papel ¢ permitir,
durante o processo de transformacdo genética, selecionar as células hospedeiras que
receberam plasmideos e,

- 0 outro marcador genético, contém o (s) sitio (s) de clonagem em seu interior € contém
um gene cujo produto pode ser detectado facilmente, como, por exemplo, B-galactosidase,
a- amilase ou “Green Fluorescent Protein - GFP”. Caso uma mensagem genética seja
inserida no interior do gene marcador genético ele ¢ inativado e nao expressa a proteina de
facil deteccao.

O primeiro plasmideo utilizado como vetor de clonagem molecular, ainda no inicio
do desenvolvimento da TDR (Tecnologia do DNA Recombinante), foi o vetor pSC101
(9.263pb) derivado do plasmideo natural RSF1010 da E. coli W1485 (COHEN et al.,
1973). O vetor pSC101 (Figura 4) contém apenas um marcador genético de selegao (gene

de resisténcia a tetraciclina).

ECORI (9262)  HINDII (30)
NSl (901 BAMHI (376)
AVAIL (2010 BSTI (376)
RSRII (8701 ; SALGI (852)

KHO! (8188 . tetR
SLAI (8181

ULl 24 BALL {1447
@79y o 1447y

SAGH (r5es5)

BSTXI (T170)

e TTH111] (2745)
JASPTO0 (2841)

XKarl (2841)

HPAL (3098)

KEBPE32I (5807)

SFEI (5202)

ori |
S&PI (4878) - .

Figura 4 Mapa do plasmideo de clonagem molecular pSC101. Fonte: Biogene®.
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Depois foi desenvolvido o vetores pBR322 de 4. 362 pares de bases (Figura 5),
desenvolvido por Bolivar et al. (1977) a partir do plasmideo natural de resisténcia a
antibiodtico pMB1 (CoEl) oriundo de Escherichia coli. Este vetor possui cerca de 15-20
copias presentes em uma célula de E. coli, mas esse numero pode ser aumentado, para até
1000 a 3000, pela amplificagdo do plasmideo na presenca de um inibidor da sintese
proteica, tal como cloranfenicol (BROWN, 2003). Esse plasmideo foi o mais importante
vetor de clonagem molecular de genes desde a sua construgdo até o desenvolvimento dos

plasmideos de selegao direta pUCs.
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Figura 5 Mapa do vetor de clonagem molecular pBR322. Fonte: New England Biolabs®.

Em 1982 foi desenvolvido por Vieira e Messing a partir da estrutura molecular do
vetor pBR322, vetores da série pUC. Estes vetores sdo de selecao direta, que apresentam

um gene indicador (repdrter), que codifica uma caracteristica de facil deteccao (no caso a
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B-galactosidase) e que possui sitios multiplos de clonagem nesse gene, permitindo
discriminar os hospedeiros que receberam o plasmideo contendo o gene funcional
(VIEIRA & MESSING, 1982).

Os pUC18 e pUCI19 sao vetores de E. coli de pequeno tamanho, com 2.686 pares de
bases, multicopia, 500 a 700 copias por célula, dentro da hospedeira devido a uma simples
mutagdo pontual no gene Rep (gene de origem de replicagdo) (Figura 6). Esses vetores sao
idénticos, com excec¢do do sitio multiplo de clonagem (MCS) que esta presente nos dois
vetores, mas com a orientacdo oposta. Os plasmideos pUCI8 e 19 contém: origem de
replicacdo rep do plasmideo pMB1; gene bla, codificando para beta-lactamase que confere
resisténcia a ampicilina do plasmideo pBR322. Além disso, contém o gene LacZa do
operon lac, este ¢ uma mutagao do gene LacZ de Escherichia coli, que codifica a beta-

galactosidase (VIEIRA & MESSING, 1982).

Eco0109l 2674 BstAPl 179
Aatll 2617

Sspl 2501
Xmnl 2204

Begl 2215
Scal 2177

pUC18/19

Sapl 683
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Figura 6 Mapa do vetor de clonagem molecular pUC18. Fonte: Fermentas®.

Intimeros vetores foram construidos para uso em diferentes aspectos da biologia
molecular, exercendo fungdes variadas. Dentre estes vetores podem-se citar vetores de

selecdo direta de clones recombinantes, de multiplos sitios de clonagem, bifuncionais, de
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selecdo de promotores, de selecdo de sinais de terminacdo de transcri¢do, selecdo de
origem de replicagdo, de expressio e de expressio e secre¢io (BALBAS, 1986).

Dentre os vetores de selecao direta encontramos o plasmideo pAC92 (Figura 7)
que ¢ um vetor também chamado de vetor suicida (efeito kamikaze), que permite a selecao
positiva dos clones recombinantes. Este vetor contém um sitio multiplo de clonagem,
confere resisténcia a ampicilina e também permite um alto nimero de copias. Esse
plasmideo transporta o gene alfa amilase de Bacillus subtilis como gene reporter. O pAC92
confere as células de E. coli transformantes um fendtipo amilolitico facilmente detectado
por coloracdo com vapor de iodo. Os clones recombinantes s3o identificados pela
inativacao intencional do gene de a-amilase, ou seja, ndo apresenta atividade amilolitica e,
quando nao ocorre clonagem do inserto ha aumento na expressao da amilase na auséncia

de glicose causando morte nos clones nao recombinantes (BARROS et al., 1995).
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Figura 7 Mapa fisico do vetor pAC92. Fonte: Barros, 1995.
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1.4. Transformacao genética em bactérias

A transferéncia horizontal de genes ¢ um mecanismo essencial na evolu¢do dos
procariotos (DAUBIN et al.,, 2003). Um exemplo disso ¢ a rapida disseminag¢do da
resisténcia aos antibidticos na populacao bacteriana (FUNNELL E PHILLIPS, 2004).

Existem trés formas para que ocorra a transferéncia do material genético entre as
bactérias: transducdo, conjugacdo e transformacgdo. Na transduc¢do o processo envolve a
transferéncia de DNA de uma célula para outra por um virus. J&4 no processo de conjugacao
a célula doadora envia uma cadeia de DNA para outra bactéria que chamamos de
receptora. Esta transferéncia ¢ efetuada por contato célula-célula, diretamente ou através de
uma ponte (pillus) entre as duas células bacterianas (AZEVEDO, 2008) (Figura 9).

A transformacdo genética (Figura 8) ¢ um processo pelo qual uma bactéria
receptora recebe um DNA exogeno livre podendo manté-lo na forma extra-cromossomal
(plasmidial) e intra-cromossomal (integrativo) como resultado de recombinagdo genética
(AZEVEDO, 2008). Esse processo se da quando o DNA que ¢ liberado de células doadoras
encontra receptores na superficie celular da receptora e depois ¢ internalizado. Este efeito
foi demonstrado primeiramente por Griffith quando conseguiu transformar uma cepa de
Streptococcus pneumoniae atenuada e ndo encapsulada em uma cepa, agora virulenta e

com capacidade de encapsulamento (GRIFFITHS et al., 2013).
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Figura 8 Esquema mostrando os mecanismos de transferéncia horizontal de bactérias. Fonte: Kenneth
Todar, 2011.

A ocorréncia de transformacdo foi posteriormente confirmada por outros
pesquisadores o que possibilitou um entendimento sobre a transformagdo genética. Em
uma delas, Oswald T. Avery, Collin M. MacLeod e Maclyn McCarthy demonstraram, em
1944, que o agente responsavel pela transformagao era o DNA (GRIFFITHS ez al., 2013).

A transformacdo genética ¢ bem estudada em bactérias Gram positivas como ¢ o
caso da bactéria Bacillus subtilis. O DNA exogeno tem mais facilidade de penetrar nas
Gram positivas pelo fato delas possuirem somente camada de peptidoglicanos na sua
parede celular. No entanto, a ocorréncia da competéncia natural tem sido descrita, em
alguns casos, em bacterias Gram negativas, por exemplo, Haemophilus influenzae
(VANWAGONER et al. 2004) e Streptococcus pneumoniae (BATTIG E MULEMANN,
2008). Contudo, algumas espécies de bactérias ndo demonstram uma habilidade natural
(competéncia) para adquirir o material genético exdgeno o que levou o desenvolvimento na

busca de métodos para induzir competéncia artificial € com isso explorar a introducao de

27



LISTIK, 2014. Plasmideos naturais de Chromobacterium violaceum: Andélise de sequéncias e
constru¢do de um vetor para transformagao genética.

DNA exo6geno em bactérias que ¢ de grande importancia pratica em engenharia genética e
para biologia molecular (YOSHIDA & SATO, 2009).

A introducdo de um DNA exogeno em E. coli foi demonstrado pela primeira vez
por Mandel e Higa (1970), que observou que durante a incubacao de uma suspensdo de
células de E. coli K12 e o DNA do bacteriéfago A (lambda) numa solug¢do de cloreto de
calcio a 0°C resultava na transformacdo celular. Eles também mostraram que quando a
mistura de células hospedeiras e DNA exo6geno eram expostas ao choque térmico, calor de
42°C, numa breve incubacgao e, resfriada em gelo melhorou a frequéncia da transformagao
(MANDEL & HIGA, 1970).

Melhores métodos de transformagdo atualmente disponiveis resultaram de uma
série de tentativas para atingir maxima eficiéncia de transformacao (HANAHAN 1983,
HUFF et al. 1990).

A aplicagdo de campo elétrico para fusdo celular foi apresentado pela primeira vez
por Zimmermann et al . (1980). Usando campos elétricos para a introdu¢do de genes de
células biologicas, Wong e Neumann (1982), demonstraram pela primeira vez que
impulsos elétricos na intensidade gama de 5-10 kV/cm, com um duragdo de 5-10 ms,
foram suficientes para aumentar a absor¢do do DNA em células de rato (NEUMANN et al.
1982). Esta técnica foi denominada de eletroporagao.

A transformacdo de E. coli com DNA de plasmideo por eletroporagdo foi
primeiramente descrita por Fiedler e Wirth (1988) utilizando o plasmideo pBR322. Eles
demonstraram que quando células de E. coli quando cultivadas até a fase log em meio LB,
lavadas uma vez com tampao de transformacao ( 300 mM de sacarose , fosfato de sodio 7
mM, pH 7.4, e MgCI2 1 mM ), e ressuspendidas no mesmo tampao se tornavam
competentes para a transformagdo genética. Sob estas condigdes, a E. coli foi
transformada a uma taxa de 1 x 10° transformantes por micrograma pBR322 DNA. Para
melhorar a eficiéncia da transformacao, Dower et al. (1988 ) desenvolveram um protocolo
otimizado para a eletroporagio de E. coli, obtendo uma eficiéncia de 1 x 10°
transformantes por micrograma. Eles transformaram varias estirpes de E. coli para uma
eficiéncia de transformantes de forma consistente utilizando plasmideos pBR e pUC
sujeitando suspensdes concentradas de células e DNA a campos elétricos de alta amplitude
(12,5 kV / cm , com uma constante de 4,5 a 5,0 ms de tempo) (ANTONOV et al 1993,
SHENG et al.,1995, YOSHIDA et al.,2009).
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Uma vez que ja foi estabelecido o sistema de clonagem de gene em Escherichia
coli (COHEN et al. 1972), varios estudos estdo sendo realizados visando novos possiveis
hospedeiros para moléculas homologas de DNA recombinante. Hoje, sdo centenas de
espécies bacterianas que ja foram submetidas a eletroporacao (AZEVEDO, 2008).

A amostra de C. violaceum, objeto de nosso estudo, ndo mostra ser naturalmente
transformavel. Entretanto, BROETTO etr al, 2006 desenvolveram um sistema de
transformagao pelo método de eletroporagdo para C. violaceum utilizando o vetor
bifuncional pPZP201BK de E. coli com marca genética canamicina. Neste estudo, a

tecnologia possibilitou a eficiéncia de 10° transformantes/ug de DNA plasmidial.
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CAPITULO 11

ISOLAMENTO E SEQUENCIAMENTO DE PLASMIDEOS
NATURAIS DE Chromobacterium violaceum ISOLADAS NO
RIO NEGRO- MANAUS, AM.

RESUMO

A Chromobacterium violaceum ¢ uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Neisseriaceae, frequentemente encontrada no solo e na agua, em regides tropicais €
subtropicais. O potencial biotecnolégico da C. violaceum, devido suas caracteristicas
peculiares, levaram a sua escolha para ser a primeira bactéria a ter seu genoma sequenciado
pelo Projeto Genoma Brasileiro (MCT/CNPq). Um estudo desenvolvido por do Vale, R.
(2005) identificou moléculas de DNA extracromossomais na amostra CVT2 de C.
violaceum isolada nas dguas doces da regido do Baixo Rio Negro que até entdo, ndo tinham
sido identificadas nessa espécie bacteriana. Neste estudo foi realizado o sequenciamento
dos plasmideos naturais de C. violaceum CVT2 bem como, a analise das sequéncias
obtidas. A fragao de DNA plasmidial de C. violaceum amostra CVT2 foi sequenciada por
pirosequenciamento e a analise “in silico” revelou trés contigs que poderiam corresponder
a trés plasmideos naturais que foram denominados pCVT2.1, pCVT2.2 e pCVT2.3. O
contig 1 (pCVT2.1) com o tamanho de 26.206pb e identidade de 84% ao plasmideo
plUB1, o contig 2 (pCVT2.2) com o tamanho de 7.440pb e similaridade de 92% ao
plasmideo pRSB105 e o contig 4 (pCVT2.3) com o tamanho de 3062pb e similaridade de
82% ao plasmideo pHLHKI19. O resultado da anotacdo das sequéncias desses 3 contigs
mostrou um total de 23 ORFs, sendo distribuidas da seguinte maneira: 18 ORFs
localizadas no plasmideo pCVT2.1, 7 ORFs no pCVT2.2 e, 1 ORF no plasmideo
pCVT2.3. A investigagcdo sugere que a replicacdo dos plasmideos pCVT2.2 e pCVT2.3
requerem uma proteina Rep e suas provaveis origens de replicacdo, com sequéncias de

511pb e 383, respectivamente, localizadas a montante do gene da proteina Rep.
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ABSTRAT

Chromobacterium violaceum is a Gram-negative bacteria belonging to the
Neisseriaceae family often found in soil and water in tropical and subtropical regions. The
biotechnological potential of C. violaceum, due to its peculiar characteristics, led to his
choice to be the first bacteria to have its genome sequenced by Brazilian Genome
Consortium (MCT / CNPq). A previous study (Vale, R., 2005) identified extra
chromosomal DNA molecules in C. violaceum CVT2 samples isolated in fresh waters
from Negro in which so far had not been identified C. violaceum bacterial species in this

region. Plasmids from C. violaceum CVT2 sample was sequenced by pyrosequencing and

n "

analysis " in silico " revealed sequences (contig) that could correspond to three natural
plasmids pCVT2.1 , pCVT2.2 and pCVT2.3 so called . The contig 1 (pCVT2.1) with the
size of 26.206pb and 84% similarity to plasmid plJB1 the contig 2 (pCVT2.2) with the size
of 7.440pb and 92% similarity to plasmid pRSB105 and contig 4 (pCVT2.3) size of
3062pb and 82% similarity to plasmid pHLHK19. The result of the sequences annotation
of these three contigs showed a total of 23 ORFs, being distributed as follows: 18 ORFs
located in the plasmid pCVT2.1 7 pCVT2.2 the ORFs, and ORF in plasmid pCVT2.3 1.
Research suggests that replication of plasmids and pCVT2.2 pCVT2.3 require a Rep
protein and its possible origins of replication with sequences 511and 383pb, respectively,

located upstream from the gene Rep.
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INTRODUCAO

O genoma completo da C. violaceum foi sequenciado e os resultados mostraram um
genoma de 4.751.080 pb, com 64,83% de conteido GC. Foram identificadas 4.431 ORFs,
que correspondem a cerca de 89% do genoma, e 40% de suas ORFs com fung¢do
desconhecida, ou seja, codificadoras de proteinas hipotéticas (HUNGRIA et al., 2004), o
que indica ser um patrimdnio genético que ainda precisa ser desvendado.

A partir desse sequenciamento, alguns genes de interesse biotecnologico vém sendo
caracterizados, podendo-se destacar genes responsdveis pela detoxificagio ambiental
(CAREPO et al.,2004), pelo menos 40 genes envolvidos com sistemas de resisténcia a
multiplas drogas (FANTINATTI-GARBOGGINI et al., 2004), grupos génicos
responsaveis pela biossintese de agentes antitumorais (CHENG et al., 2007), genes
envolvidos na formagao de biofilme (formacao de celulose, flagelo e fimbrias) que, por sua
vez, sdo regulados por moléculas mensageiras que atuam na patogénese bacteriana e
desenvolvimento celular (RECOUVREUX ef al.,2008); e mais especificamente, genes de
reparo de DNA que atuam nessa resposta (DUARTE et al.,2004).

No sequenciamento do genoma de C. violaceum ATCC 12472 e em outras amostras
dessa bactéria ndo foi descrita a presenca de plasmideos (BNGPC, 2003), entretanto,
estudos desenvolvidos no Laboratorio de Tecnologias de DNA da Universidade Federal do
Amazonas mostrou presencga destes DNAs extracromossdmicos em amostras Amazonicas,
especificamente nas isoladas nas proximidades do Tropical Hotel, Manaus-AM (Do
VALE, 2006).

O objetivo deste estudo foi isolar e determinar as sequéncias dos plasmideos
naturais da amostra CVT2 da Chromobacterium violaceum e caracteriza-los utilizando

procedimentos de bioinformatica.
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MATERIAL E METODOS

1.1. MATERIAL

1.1.1. Linhagens celulares

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada uma amostra de C. violaceum
denominada CVT?2 isolada das 4guas escuras do Rio Negro (Figura 9).
A amostra encontra-se estocada em meio Soft-agar e a -80°C no Laboratério de

Tecnologias de DNA da Universidade Federal do Amazonas.

Porto do

Trooical Hotel 5 .0 4o

Figura 9 Foto de satélite da Regidio do Baixo Rio Negro com os dois pontos de coleta identificados.
Fonte: INPE - Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais.
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1.1.2. Condicoes de cultivo da amostra C. violaceum CVT2

A amostra de C. violaceum CVT2 foi reativada através do plaqueamento por estrias
cruzadas em meio LB-s6lido (Lirina Bertani) e mantida a 30°C durante 16 horas.
Posteriormente, colonias isoladas foram crescidas em 3 mL de meio LB-liquido, a 30°C,
por 16h e entdo as células foram coletadas por centrifugacdo a 12000rpm para o

isolamento do DNA plasmidial.

1.2. METODOS

1.2.1. Extracdo de DNA dos plasmideos

As moléculas plasmidiais de C. violaceum CVT2 foram purificadas de acordo com
protocolo de lise alcalina descrito por Sambrook, et al. (1989) com algumas modificacdes

(ANEXO B-1).

1.2.1.1. Quantificacio de DNA

As concentragdes dos DNAs plasmidiais foram determinadas por

espectrofotometria em 260/280nm de acordo como descrito por Sambrook, et al. (1989).

1.2.2. Sequenciamento da amostra plasmidial

A fracdo do DNA plasmidial do isolado C. violaceum CVT2 foi submetida a
sequenciamento de alta performance (pirosequenciamento) utilizando o equipamento GS
FLX Titanium System (454 Life Sciences/Roche) (RONAGHI, 1998) no Laboratorio
Nacional de Computagdo Cientifica (LNCC, http:www.labinfo.Incc.br/) com a supervisdo
do Dr. Luiz Gonzaga Paula de Almeida e da Dra. Ana Tereza Ribeiro Vasconcelos. O

protocolo de sequenciamento se encontra no anexo B-3.
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1.2.2.1. Analise e anotac¢ido das sequéncias

As sequéncias dos plasmideos de C. violaceum CVT2 obtidas no sequenciador 454
Life sciences/Roche foram submetidas ao programa Newbler que faz parte do pacote “GS
De Novo Assembler” desenvolvido pela propria Roche para a montagem dos contigs.

As anotacdes do contigs gerados foram realizada através da plataforma SABIA
(System for Automated Bacterial (genome) Integrated Annotation) (ALMEIDA et al.,
2004), desenvolvida no Laboratorio de Bioinformatica do LNCC. Para pesquisa de
similaridade das sequéncias de DNAs ou de proteinas foram utilizadas as ferramentas de
bioinformatica Blastn, Blastp e Blastx (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL
et al., 1997) em bases publicas de dados tais como GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Kegg, Swiss Prot, TCDB e
InterPro.

As sequéncias nucleotidicas dos plasmideos foram submetidas a andlise de
restricdo através do programa NEBCutter2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) para
verificagdo dos possiveis sitios de reconhecimento pelas endonucleases de restrigao.

Posteriormente, foram feitos mapas fisicos a partir das sequéncias nucleotidicas
com suas ORFs e ORIs através do programa pDRAW32 (http://www.acaclone.com/), que

possibilitou verificar também a localizacao dos sitios de restricao do plasmideo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Do Vale (2006) isolou 53 amostras de C. violaceum a partir da agua coletadas na
regido do Baixo Rio Negro- Manaus sendo que destas, 23 amostras apresentaram
plasmideos. Uma amostra isolada denominada de C. violaceum CVT2 contendo pelo
menos trés tipos de DNA extracromossomais, foi escolhida para que seus plasmideos

fossem caracterizados.

2.1. Extracao da amostra plasmidial

O produto da extragdo de plasmideos pelo método de lise alcalina foi analisado por
eletroforese em gel de agarose e o resultado estd mostrado na figura 10 a seguir. O perfil
eletroforético mostra trés bandas do tamanho de cerca de 3kb, 7kb e maior que 20kb de
forte fluorescéncia indicando a possibilidade de existirem trés plasmideos nessa amostra

bacteriana.

20000pb
7000pb

3000pb

1500pb

500pb

Figura 10 Perfil eletroforético dos plasmideos naturais da amostra CVT2 de C. Violaceum isolada nas
aguas do Rio Negro, Manaus-AM. M: Marcador DNA Gene Ruler™ 1kb Plus Fermanta. No pogo 1 a 4
correspondem as amostras de DNA plasmidial purificadas.
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2.2. Sequenciamento e analise “in silico” do DNA plasmidial da amostra
C. violaceum CVT2

Aproximadamente 400 ng/pl. das amostras plasmidiais de C. violaceum CVT2
foram utilizados para a reagdo de sequenciamento, o que resultou em sequéncias com
tamanho médio de 400pb totalizando 11.678.699pb. Estas sequéncias plasmidiais foram
submetidas ao programa de montagem Newbler, o que resultou em 15 (quinze) contigs,
compreendendo o total de 113.197pb. O resultado da andlise quanto a similaridade dos
contigs gerados mostraram que eles apresentam similaridade com sequéncias de outros

plasmideos depositados no GenBank do NCBI com e-values proximos de zero (tabela 2).

Tabela 1: Mostra o nivel de similaridade dos contigs com sequéncias de outros

plasmideos depositadas no GenBank.

Blastn NCBI
Contig | Tamanho Similaridade % | e-value
1 26206 bp Plasmideo pIJB1- Burkholderia cepacia 80% | 8e-114
2 7440bp Plasmideo pRSB105- Uncullured bacterium 82% 0,0
3 7059 bp Plasmideo pKLC102- Pseudomonas aeruginosa 83% | 2e-13
Tronsposon
4 3062 bp Plasmideo pHLHK19 replication inato Volvo carterif. | 82% | le-42
nagariensis
5 2324 bp | Plasmideo NPL-1M Tnl-like transposon- Pseudomonas | 86% | 0,01
putida
6 1830 bp Plasmideo pTHAO1-Thauera 76% le-74
7 1387 bp Plasmideo pB8-IncP-1beta multiresistence 77% 0,0
8 1370 bp Plasmideo pSWITO02- Sphingopyxis wittichi RWI 68% | 6e-95
9 1048 bp Plasmideo pMKMSO02-Mycobacterium sp. KMS 77% | 0,012
10 980 bp Plasmideo pKLLH203- acinetobacter junii 91% | 0,003
11 863 bp Plasmideo pVEIS01-Verminephrobacter ciseniae EF01-2 | 71% | 2e-29
12 811 bp Plasmideo pVEISO1-Verminephrobacter ciseniae EF01-2 | 75% | 5e-37
13 691 bp Plasmideo pDK1 — Pseudomonas putida 84% | 2e-136
14 631 bp Plasmideo pEMTS 72% | 2e-47
15 436 bp Plasmideo pRHL1 — Rhodococus fostii RHA1 86% | Se-14

De acordo com os resultados das analises geradas no pirosequenciamento foram
obtidas as sequéncias que podem corresponder aos trés plasmideos da amostra CVT 2 de
C. violaceum, o contig 1 (pCVT2.1) com tamanho de 26.206pb e com 68% de bases GC ¢
similaridade de 80% com o plasmideo plIB1, o contig 4 (pCVT2.2) com tamanho de
7.440pb com 61% de bases GC e similaridade de 92% com o plasmideo pRSB105 e o
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contig 14 (pCVT2.3) com 3062pb, com 57% de bases GC e similaridade de 82% com o
plasmideo pHLHK19.

2.2.1. Anotacio das sequéncias dos plasmideos naturais de C. violaceum
CVT2

A anotag¢do dos contigs pela plataforma SABIA mostrou um total de 26 ORFs,
sendo distribuidos em: 18 ORFs codificadoras de provaveis genes do plasmideo pCVT2.1,
7 ORFs do plasmideo pCVT2.2 e 1 ORF do plasmideo pCVT2.3.

2.2.1.1. Anotagio da sequéncia do plasmideo pCVT2.1

A sequéncia nucleotidica do contig correspondente ao pCVT2.1 possui cerca de
26kb, por isso esse plasmideo pode ser considerado como um plasmideo grande.
Plasmideos considerados grandes, descritos em proteobacteria, por exemplo, em
Burkholderia cepacia (LIN,Q.Y. e BRUCE,LJ., 2012), Pseudomonas putida ND6 (ZHAO
et al.,2012), Cupriavidus metallidurans CH34 ( COPELAND et al., 2006) normalmente
apresentam resisténcia a antibioticos e/ou contém genes que conferem viruléncia a bactéria

(GUERRA et al.,2001).

Tabela 2: Apresenta percentual de similaridade do plasmideo pCVT2.1, com outras sequéncias
depositadas no GenBank.

Similaridade % e-value

Plasmideo plJB1-Burkholderia cepacia 78% le-140
Plasmideo pAKD4 - Uncultured bacterium pAKD4 78% le-140
Plasmideo pAKD16 - Uncultured bacterium 77% Se-132

43



LISTIK, 2014. Plasmideos naturais de Chromobacterium violaceum: Andélise de sequéncias e
constru¢do de um vetor para transformacao genética.

2.2.1.2. Representacao esquematica do pCVT2.1

Na figura 11 esta representado o mapa parcial do pCVT2.1, que apresenta os genes
codificantes da enzima AAAATPase, YadA domain-containig, Rhs element Vgr, TniR
protein, HipA N-terminal e os sitios de reconhecimento pelas enzimas de restricdo
identificados pelo NebCutter, os quais, alguns estdo inseridos dentro dos genes

condificantes para protéinas do pCVT2.1.

HindIll - 26154 - A'AGCT T Asel-204 - AT'TA AT

BsiWI - 20812 - C'GTAC G

26206 bp

Figura 11 Representaciio esquematica do provavel plasmideo pCVT2.1. Rosa- ATPase na posi¢ao 1465-
3318pb; (Verde) YadA na posicdo 6246-9854pb; Azul- Rhs elemento Vgr na posi¢ao 17980-19572pb;
laranja- TniR na posi¢do 23261-23884pb e; vermelho- HipA N-terminal na posicdo 24759-26108pb. As
posigdes 582-1472pb, 9867-12308pb, 13551-17120pb, 21030-21476pb e 3311-5725 destacadas em lilas sdo
algumas sequéncias codificadoras encontradas de proteinas hipotéticas (proteinas com fungdes
desconhecidas).

2.2.1.2.1. Analise das ORFs do pCVT2.1

O resultado da anélise da sequéncia parcial do plasmideo pCVT2.1 utilizando a

plataforma SABIA (Sistema de Anotagdo Automatico de Genomas de Bactérias)
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(ALMEIDA et al., 2004), mostrou a presenca de dezoito ORFs (quadros abertos de leitura)
que representa possiveis genes presentes nesta sequéncia.

Os resultados quanto a identidade dessas sequéncias codificadoras para proteinas
mostraram que: a sequéncia da ORF 2 se mostrou similar a sequéncia génica relacionada a
replicacdo do DNA, divisdo celular, transporte e degradacdo de proteinas (LEONHARD et
al., 1996) e a ORF 11 se mostrou similar ao gene relacionado com o sistema de secre¢ao
tipo VI bacteriana (BROMS et al., 2012). As sequéncias génicas das ORFs 5, 16 e 18
mostraram similaridades com genes relacionados a viruléncia bacteriana (TAHIR &
SKURNIK, 2001), resisténcia ao mercurio (SHNEIKER et al.,2001) e a tolerancia a
antibiotico (MOYED & BERTRAND, 1983), respectivamente. As ORFs 1, 3,4, 6,7, 8, 9,
12, 13, 14, 15 e 17 apresentaram homologia com genes de proteinas hipotéticas. A ORF 10
nao apresentou similaridade com sequéncias depositadas no banco de dados. Os resultados
obtidos apresentando as identidades das provaveis sequéncias de aminodcidos estdo

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Apresenta a caracterizacio das ORFs do plasmideo pCVT2.1, percentual de
similaridade com as proteinas depositadas no GenBank.

Plasmideo | ORF | Tamanho da Proteina Similaridade E-
proteina Value
pCVT2.1 2 629aa AAATPase 69% le-12
pCVT2.1 5 265aa YadA domain-containig 1% 4e-30
pCVT2.1 11 530aa Rhs element Vgr 64% 3e-27
pCVT2.1 16 259aa TniR protein 62% 3e-91
pCVT2.1 18 475aa HipA N-terminal 63% 2e-26

Apesar da montagem das sequéncias ter gerado um contig de 26.206pb sendo assim
considerado como correspondente ao plasmideo pCVT2.1 e nessa sequéncia existirem
dezoito provaveis genes, sendo que, treze correspodentes a genes codificadores de
proteinas hipotéticas, ndo foi encontrada a sua origem de replicacao.

Alguns dos plasmideos maiores possuem genes que codificam enzimas especiais,
especificas para sua replicagio (BROWN, 1999), como a AAATPase, presente nesse
plasmideo. Contudo, ndo foi possivel determinar com seguranca se a molécula plasmidial

esta circularizada, pois ndo foi possivel seu fechamento com os outros pequenos contigs
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gerados no sequenciamento. O fato do contig estar incompleto justifica ndo ter sido

possivel encontrar sua origem de replicacao.

2.2.1.3. Analise dos sitios de restricdo do pCVT2.1

O resultado da andlise “in silico” da sequéncia nucleotidica do plasmideo pCVT2.1
mostrou a existéncia de 268 sitios de enzimas de restri¢do, desses 12 sdo sitios Unicos de
restri¢ao, sendo que, 3 (Figura 11) desses ndo estdo localizados dentro de sequéncias
codificadoras para proteinas. Alguns dos sitios unicos de restrigdo encontrados, com as
sequéncias e a posigdes de corte nos genes do plasmideo pCVT2.1 encontra-se monstradas

na Tabela 4.

Tabela 4: Mostra os sitios unicos de restricio do pCVT2.1.

Enzimas de Sequéncias que cortam Posicao da base que cortam
Restri¢ao
Acll (AA’GGTT) 15611

(T’CATGA) 9851

Ndel (CA’TATG) 19292
Psil TTA'TAA 23225
Smal CCC'GGG 13752
Sspl AATATT 22704
Shjl (CCTGCA’GG) 9496
SgrDI (CG’'TCGACG) 16075
Xmal (C’CCGGQG) 13750

*As endonucleases destacadas em azul sdo enzimas de sitios Uinicos e que ndo cortam no

interior de nenhuma sequéncia génica do plasmideo pCVT2.1.

2.2.2. Anotagdo da sequéncia do plasmideo pCVT2.2

A sequéncia nucleotidica correspondente ao plasmideo pCVT2.2 possui 7.440,
razdo pela qual é considerado o plasmideo de tamanho médio. Plasmideos considerados
médios, descritos em proteobacteria, por exemplo, em Serratia marcescens (BONNIN et
al., 2012), normalmente apresentam resisténcia a antibidticos e sistema de particdo para se

manter estavel na célula hospedeira (BONNIN ez al., 2012).
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O resultado da andlise quanto a similaridade do plasmideo pCVT2.2 mostrou que

ele apresenta similaridade com outras sequéncias de plasmideos depositados no GenBank

do NCBI com e-values de zero (Tabela S)).

Tabela 5: Apresenta percentual de similaridade do plasmideo pCVT2.2, com outras sequéncias

depositadas no GenBank.

Similaridade % e-value
Plasmideo pRSB105- Uncullured bacterium 82% 0,0
Plasmideo pRIO-5 - Serratia marcescens 82% 0,0
Plasmideo Rms149-Pseudomonas aeruginosa 81% 0,0
Plasmideo pMOL30 - Cupriavidus metallidurans 71% 0,0

2.2.2.1. Representacao esquematica do pCVT2.2

A Figura 12 mostra a distribuicdo dos possiveis genes no pCVT2.2. Além do

posicionamento também sdo mostradas as orientacdes dos genes, local da possivel origem de

replicagdo e a localizag@o dos sitios tnicos de enzimas de restri¢do encontrados.

EcoRI - 5044 - G'AATT_C

HindIII - 1753 - A'AGCT_T

Figura 12 Representacio esquematica do provavel plasmideo pCVT2.2. Em vermelho encontra-se um
gene codificador para a enzima replicase (Rep); Amarelo, trés genes codificadores das proteinas do sistema
de particdo (ParA e ParC); rosa, um gene transposase (7npA), um elemento moével (Tn2l) e, lilés,

provavel origem de replicagdo (Ori).
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Na figura 12 estd representado o mapa fisico do pCVT2.2, o qual apresenta um
gene codificante da proteina replicase RepA, dois genes codificantes de proteinas para o
sistema de partigdo (ParA e ParC), um gene codificante para transposase com seu
elemento movel Tn21. Da primeira base do plasmideo até a posicdo de 1774 pb (genes
codificantes para replicases e OriV), ha 52,8% de G+C e os 1891 pb finais (genes de
mobilizagdo) possuem 47,2% de G+C; estes dados sdo similares ao descrito por Guerry,
Van Embden e Faldow, (1974), quando descreveram que o plasmideo S-SuSm presente em

Salmonella sp.

2.2.2.2. Analise das ORFs do pCVT2.2

A ORF 1 apresentou similaridade de 74% com uma transposase (TnpA) do
plasmideo pRSB105 (GI: 19352380). A transposase TnpA ¢ codificada pelo elemento
movel Tn21 e estd relacionada a resisténcia ao antibiotico estreptomicina (CHIOU &
JONES, 1993; SCHUTER et al.,2007). Foi possivel identificar o gene de resisténcia a
estreptomicina no plasmideo pCVT2.2 em experimento de transformagdo genética de C.
violaceum com o plasmideo derivado pCVK2 (CAPITULO 3).

As ORFs 2, 3 e 4 apresentaram similaridade com elementos génicos de um
plasmideo tipico. A ORF 2 apresentou similaridade com o gene da proteina Rep do
plasmideo pRSB105 (GI:112553491) que est4 envolvida na replicacdo do plasmideo (Del
SOLAR et al., 1998). As ORFs 3 e 4 apresentaram similaridade com o gene ParA do
plasmideo pHLHK26 (GI:85372712 e o gene ParC do plasmideo IncP-6 (GI: 66968608),
respectivamente, que estdo relacionadas ao sistema de particdo de alguns plasmideos
(GERDES, 2000; BOUET, 2007). As ORFs do plasmideo pCVT2.2 estdo apresentadas na
Tabela 7.

Tabela 6: Apresenta a caracterizacio das ORFs do plasmideo pCVT2.2, percentual de
similaridade com as proteinas depositadas no GenBank.

Plasmideo | ORF | Tamanho da Proteina Similaridade | E-Value
proteina
pCVT2.2 1 945aa Transposase (Tn21) 74% 0,0
pCVT2.2 2 449aa RepA 84% 1e-20
pCVT2.2 3 213aa ParA 62% le-23
pCVT2.2 4 267pb ParC 77% 2e-10
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2.2.2.3 Sitios unicos de restricio do pCVT2.2

O programa NEBcutter V2.0 foi utilizado com o objetivo de identificar sitios de
restri¢ao presentes na molécula do pCVT2.2. A partir da sequéncia total de 7440 pb obtida.
O software identificou 59 sitios de reconhecimento para endonucleases e desses, 16 sao
sitios unicos de restri¢do no plasmideo em questdo, sendo que, s6 os sitios EcoRI e BsiWI
ndo estdo situado em genes codificadores de proteinas. Os sitios Unicos de clivagem
presentes nesta molécula de DNA, as posigdes em que estdo presentes, bem como as
principais enzimas de restricdo que podem atuar sobre cada uma dessas regides de

clivagem estdo descritas na Tabela 06 e na Figura 12.

Tabela 7: Mostra os sitios de restricdo no pCVT2.2.

Enzimas de Restricdo Sequéncias que cortam | Posicdo que cortam
Aatll GACGT’C 2352
Bbel GGCGCC 2023
BsrGI T°"GTACA 3890
BstBI TT"CGAA 111
GAT ATC 1411
HindIIl A'AGCTT 1753
Hpal GTT'AAC 5754
Nsil ATGCA'T 1569
Sacll CCGC'GG 4547

*As endonucleases destacadas em azul sdo enzimas de sitios Uinicos e que ndo cortam no

interior de nenhuma sequéncia génica do plasmideo pCVT2.2.

2.2.2.4. Origem de replicacio do plasmideo pCVT2.2

A provavel origem de replicacdo do plasmideo pCVT2.2 foi identificada no trecho
de 511pb (Figura 13) e possui 58% de bases GC na sua sequéncia, posicao 2.882 até
3.393pb.
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A provavel origem de replicagdo possui duas sequéncias repetidas, CCCACGTG e
TTTTTCA que ocorrem em duas copias dentro da origem de replicacdo, um dominio que
se liga a proteina DnaA (ATTATTCAA) e uma sequéncia rica em A+T adjacente, situada
proximo ao gene RepA, O arranjo dessa sequéncia sugere que o plasmideo pCVT2.2 tem
a replicacdo do tipo theta igual ao plasmideo R1 (Del SOLAR et al.,1998).

A origem de replicacdo do pCVT2.2, quando analisada, apresentou similaridade
com origens de outros plasmideos depositados no banco de dados do GenBank, como, o

pRSB105, 0 pRSB101 ¢ 0 PA7 com 75%, 77% e 77% de similaridade, respectivamente.

GGCGCTAGAATGTGAGCTAAGAATCTGGTGTTACCCACGTGCCCACGTGCTAGCCCCT
TCGGGTTCCAAACAGTGCCACCTGTACGGTTCCCACCTCTTGCCAAGCCTCGCTGCCA
CGCGGGGCTTTGCTTTTTCAATCTGTCGAATTCCGCTCCTTTGCCGTCAAGGTTCGCG
GAACCCACCCTGTCGCGTCTGCCGTCCATTGAAGGACTCCATGCTGTCGGAGCACGGC
GGCTGCGCCGTCGAACGACCGGAAGAACCGCACACCGCCCCGGTACTGCCCGAGGAT
GCGCCGCTCGTTTCCGATGTGCAGCACGATCACCAGCCCTTGCTCCGTGTTCCTGATC
GCTGCCCCTGGGGAGTTGCGTTCGCAAACTCCTTGAACACCGCAGGCGGCAGCACCTG
TAACTTCAACGGTTCAGAATCGACCATCGCTTTATACCCCACATCCCGTTTTTCAGCAA
CATTATTCAATTTCGCACGTCTCAAAAAAGTATGGAACAGAGTCCAT

Figura 13 Sequéncia da provavel origem de replicacdo do plasmideo pCVT2.2. Em verde- as sequéncias
repetida, azul- sequencia do dominio que se liga a DnaA; vermelho- regido rica em A+T.

O plasmideo pCVT2.2 possui em sua sequéncia genes estruturais que garantem
que pelo menos uma cdpia do plasmideo perpetue na hospedeira, como, genes ParA e
ParC, o gene RepA e sua origem de replicagdo proxima ao gene RepA e, uma transposase.
Contudo, nao foi possivel determinar com seguranca se a molécula plasmidial esta fechada,
pois nao foi possivel circularizar essa sequéncia, nem com o auxilio de outras sequéncias
geradas no sequenciamento, o que subtende-se a presenca de gaps nas sequéncias contigs.
Para reforcar a afirmativa, a sequéncia do plasmideo pCVT2.2 de alta similaridade com
outros plasmideos com aproximadamente o mesmo tamanho e estrutura, como, o
plasmideo pRIO-5 de Serratia marcescens (BONNIN, et al,2012), uma proteobacteria,
com 12,957bp e o fosmideo pCCI1FOS da empresa Epicentre com 8kb.
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2.2.3. Anotac¢ido da sequéncia do plasmideo pCVT2.3

A sequéncia nucleotidica do contig correspondente ao plasmideo pCVT2.3 possui
3062pb e ¢ considerado como um plasmideo pequeno.

O resultado da andlise quanto a similaridade do plasmideo pCVT2.3 mostrou que
ele apresenta similaridade com a sequéncia do plasmideo pHLHK19 de Laribacter
hongkongensis depositado no GenBank do NCBI com e-values proximos de zero.

O resultado da analise de restri¢ao “in silico” da sequéncia do plasmideo pCVT2.3
mostrou a existéncia de 85 sitios de enzimas de restrigao, desses 13 sdo sitios unicos de
restri¢do, sendo que, 3 sitios de restricdo ndo estdo presentes dentro do gene codificador

da proteina Rep, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8: Mostra os sitios inicos de restricio importantes no pCVT2.3.

Enzimas de Restri¢io Sequéncias que cortam Posicio de corte
Afel AGC'GCT 1593
Bbel G_GCGC'C 1381
Bcll T'GATC A 1888

BspEIl T'CCGG_A 30
EcoRI G'AATT C 1562
Nael GCC'GGC 456
Narl GG'CG_CC 1378
Ndel CATA TG 837
Sacll CC_GC'GG 416
Sfol GGC'GCC 1379
Smal CCC'GGG 1877
Sspl AAT'ATT 1929
Xmal C'CCGG_G 1875

*As endonucleases destacadas em azul sdo enzimas de sitios Unicos e que ndo cortam

dentro da sequéncia do gene Rep do plasmideo pCVT2.3.

2.2.3.1. Representacio esquematica do pCVT2.3

A localizagdao do possivel gene com seu posicionamento, orientacdo e também a

localizagdo dos sitios de restricao do pCVT2.3 estd mostrada na Figura 14.
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BspEI - 30 - T'CCGG_A

Sacll - 416 - CC_GC'GG
Nael - 456 - GCC'GGC

Ndel - 837 - CA'TA_TG

Sspl - 1929 - AAT'ATT
Smal - 1877 - CCC'GGG
Xmal - 1875 - C'CCGG_ G

KasI - 1377 - G'GCGC_C

Afel - 1593 - AGC'GCT Narl - 1378 - GG'CG_CC
EcoRI - 1562 - G'AATT C 8fol - 1379 - GGC'GCC

Bbel - 1381 - G_GCGC'C

Figura 14 Representacio esquematica do provavel plasmideo pCVT2.3. Em rosa apresenta o gene
codificador para a proteina Rep; Em lilas, apresenta a provavel origem de replica¢do do plasmideo.

2.2.3.2. Analise da ORF do pCVT2.3

A sequéncia do pCVT2.3 apresentou uma unica ORF e esse se mostrou similar

em 69% com o gene codificador da proteina Rep do plasmideos pHLHK 19 (GI:85372710).

2.2.3.3. Origem de replica¢cdo (ORI) do plasmideo pCVT2.3

A sequéncia da provavel origem de replicagdo do plasmideo pCVT2.3 foi
identificada no trecho de 383pb (Figura 15) e 44% de bases GC na sua sequéncia, posi¢ao
1.744 até 2.127pb.

A sequéncia da provavel origem de replicagdo possui uma sequéncia repetida

(CATATCT) e uma sequéncia inversa complementar interrompida por trés bases
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(CCAAATGATTTGG) que ocorrem em duas copias dentro da origem de replicagdo, um
dominio que se liga a DnaA (AAATACACA) ¢ uma regido rica em A+T adjacente,
situado proximo ao gene Rep. Esse arranjo também sugere que esse plasmideo possui uma
replicagdo do tipo theta igual a do plasmideo R1 (Del SOLAR et al.,1998).

A origem de replicagdo do pCVT2.3, quando analisada, também apresentou
similaridade de 62% com a origem de replicagdo do plasmideo pHLHK 19 depositado no

banco de dados do GenBank.

GCTGTAAGTGATGCCTTCCCATCGATTAGCCTACTGATTGCTGACGT
GGAAAACCCTAAACGTTCAGCCAGGCTCTTCTGGGTCATACCGGCAGGTTCGAC
ATAAGCGAGTTGCAGGTACTCCCCCGGGTGCATTGTGAT AGTCCTTT
TTGCGCGTTGCGCAACGCGCAATATTCACCTTAAAAAAAAGCTATTGACAGCTA
TCACCCAATTGTGATAGCTT CGCATCAATGGCATGATTACTT
TTAACGTGCAAAGTGAAGTGTAACGTGTCGTTTCTCTTGCGTCAAATAAAACGT
TAAATACACAGGAGAAATTGCATGATTAGTGAAAACGATATTGTCCACAAAGGG
CTAA

Figura 15 Sequéncia da provavel origem de replicacio do plasmideo pCVT2.3. Em verde- as sequéncias
repetida, azul- sequencia do dominio que se liga a DnaA; vermelho- regido rica em A+T.

A montagem das sequéncias gerou um contig com 3.062pb, sendo assim,
considerado o provavel plasmideo pCVT2.3 de pequeno peso molecular. Em geral,
plasmideos pequenos estdo presentes em varias copias por célula (plasmideos multicopia)
(SOLAR e ESPINHOSA, 2000). Na sua sequéncias estad presente somente o gene RepA
que garante sua replicacdo dentro da célula hospedeira. Além disso, foi encontrada sua
origem de replicacdo proximo ao gene RepA que determina o tipo de replicacao
plasmidial, tipo theta. Para reforcar a afirmativa, a sequéncia do plasmideo pCVT2.3 foi
similar a sequéncia e estrutura do plasmideo pHLHK19 que possui aproximadamente o
mesmo tamanho e somente a estrutura que garante sua permanéncia nas células de
Laribacter hongkongensis (WOO et al.,2007). Contudo, nao foi possivel determinar com
seguranga se a molécula plasmidial estd fechada, pois ndo foi possivel circularizar essa
sequéncia, nem com o auxilio de outras sequéncias geradas no sequenciamento, o que

subtende-se a presenca de gaps nas sequéncias Contigs.

53



LISTIK, 2014. Plasmideos naturais de Chromobacterium violaceum: Andélise de sequéncias e
constru¢do de um vetor para transformagao genética.

CONCLUSOES

Os dados obtidos permitiram concluir que:

. De acordo com os resultados das analises das sequéncias geradas no
pirosequenciamento foram obtidas sequéncias parciais que devem corresponder aos
plasmideos pCVT2.1 com cerca de 26kb, pCVT2.2 com cerca de 7.5kb e do plasmideo
pCVT2.3 com 3kb .

. Foi possivel identificar a provavel origem de replicacdo do plasmideo pCVT2.2 e
do pCVT2.3 no trecho de 511pb possuindo duas sequéncias repetidas, um dominio de
ligacdo a proteina DnaA e uma regido rica em A+T adjacente, situado préximo ao gene

RepA, tipico de replicagdo do tipo theta do plasmideo R1.
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CAPITULO Il
CONSTRUCAO DE UM VETOR PARA TRANSFORMACAO
GENETICA DE Chromobacterium violaceum

RESUMO

Bactérias e plasmideos, para a Engenharia genética, sdo importantes ferramentas,
tendo as bactérias como receptores usuais do material genético transferido, podendo
crescer em meio simples e, assim, produzir grandes quantidades do produto do gene e os
plasmideos como vetores de transporte dos genes de interesse porque sao facilmente
isolados e manipulados. O novo plasmideo descrito neste trabalho, denominado pCVK2,
foi construido para a transformacdo genética de Chromobacterium violaceum P1C3. O
pCVK2, ¢ um vetor derivado de um plasmideo de ocorréncia natural, pCVT2.2, detectado
a partir da amostra selvagem CVT2 de Chromobacterium violaceum CVT2, amostra
isolada das aguas da regido do baixo Rio Negro, Manaus-AM. Na constru¢do do
plasmideo pCVK2 foi realizada inser¢do do marcador seletivo, o gene de resisténcia a
canamicina no plasmideo pCVT2.2. A C. violaceum P1C3 foi transformada geneticamente
para resisténcia a canamicina pelo plasmideo pCVK2 por eletroporagdo com eficiéncia da
ordem de 10°transformantes por pg de DNA plasmidial. Considera-se que esse plasmideo
recombinante possa ser a base para o desenvolvimento de diferentes vetores de clonagem

molecular para essa espécie bacteriana.
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ABSTRAT

Bacteria and plasmids are important tools for genetic engineering, with bacteria as
usual hosts and in transferring genetic material in the way that it can grow indefinitely in a
simple and economic producing large amounts of interest gene. Plasmids as shuttle vectors
of genes of interest can easily isolated and manipulated. The new plasmid described in this
paper, called pCVK2, was built for genetic transformation of Chromobacterium
violaceum P1C3. The pCVK2, is a vector derived from a naturally occurring plasmid
pCVT2.2, discovered in a sample Chromobacterium violaceum CVT2, isolated sample of
waters of the downstream Rio Negro, Manaus -AM region. In the plasmid pCVK2
construction there was placed selective marker kanamycin from plasmid pCVT2.2. The C.
violaceum P1C3 was genetically transformed to kanamycin resistance by plasmid pCVK2
by electroporation with efficiency ranging at 10°transformantes/pg of plasmid DNA. It is
considered that this recombinant plasmid can be the basis for the development of different

molecular cloning vectors using C. violaceum as host specie.
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INTRODUCAO

A Chromobacterium violaceum tipo ATCC 12472 teve seu genoma completo
sequenciado pelo Consorcio Brasileiro Projeto Genoma Nacional (www.brgene.Incc.br)
(VASCONCELOS et al., 2003). No entanto, aproximadamente 40% das ORFs encontradas
em C. violaceum ainda encontram-se classificadas como proteinas hipotéticas, ou seja, as
funcdes bioquimicas e funcgdes biologicas de 40% do patrimdnio genético desta espécie
ainda permanecem desconhecidas (VASCONCELO:s et al., 2003).

Manipulagdes genéticas sdo uUteis para varios tipos de estudos e aplicagdes
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001). Entretanto, as metodologias para a troca de material
genético em C. violaceum tém sido limitados a conjuga¢ao (DITTA et al., 1980;
ALVAREZ-MORALES et al.,1986; OLIVEIRA, 2005). Foi relatado na literatura apenas
um trabalho de transformagao genética de C. violaceum utilizando um plasmideo com alta
gama de hospedeiros (BROETTO et al., 2006).

Plasmideos bacterianos tém um importante papel na tecnologia DNA recombinante.
Segmentos de DNA de diversas origens podem ser retirados com uma endonuclease de
restri¢do apropriada e adicionado a um plasmideo (HERSHFIELD et al, 1974). Se estas
novas moléculas contém um replicon intacto, elas podem ser propagadas num determinado
hospedeiro, com a capacidade de produzir quantidades do DNA recombinante e, em alguns
casos, produtos de genes especificos (HERSHFIELD et al., 1974).

Plasmideos que transportam origens de replica¢do funcionais na C. violaceum sao
essenciais para o desenvolvimento de vetores moleculares para estudos funcionais desta
espécie bacteriana. No entanto, a presenca de plasmideos em C. violaceum, incluindo a
amostra ATCC12472 quando teve seu genoma sequenciado nunca havia sido mostrada,
mas estudos desenvolvidos no DNA Laboratorio de Tecnologia da Universidade Federal
do Amazonas mostrou presenga destes DNAs extracromossémicos em amostras de
isolados Amazodnicos.

Neste estudo, foi construido um vetor para transformagdo genética, a partir de um
plasmideo de ocorréncia natural em C. violaceum isolada nas aguas do Rio Negro-Manaus,
AM. A partir do plasmideo pCVK2 poderao ser construidos diversos tipos de vetores para
manipulagdo genética de C. violaceum como: Vetores de clonagem, expressdo e

expressao/secre¢ao.
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MATERIAL E METODOS

1.1. MATERIAL

1.1.1. Linhagens celulares

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas as amostras CVT2 e CVP1C3 de
C. violaceum, isoladas nas dguas do Rio Negro-Manaus em um porto proximo do Tropical
Hotel Manaus e proximo a ponte Rio Negro, respectivamente.

As amostras encontravam-se preservadas em meio LB- Soff no Laboratério de
Tecnologia do DNA da Universidade Federal do Amazonas. A amostra C. violaceum
CVT2 foi utilizada para isolamento de plasmideos naturais, enquanto que a amostra C.
violaceum CVP1C3, que ndo possui plasmideos, foi utilizada como hospedeira para
procedimento de transformagao genética.

A amostra DH10B de E. coli (F endA1 recAl galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74
®80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) A - resistente a
estreptomicina, foi escolhida para o experimento, pois € uma célula tradicionalmente usada

em estudos de eletroporacao.

1.1.2. Plasmideos

Para a construgdo do vetor de transformagao genética foram utilizados o plasmideo
natural pCVT2.2, isolado da amostra C. violaceum CVT2 e o plasmideo pLKn,
gentilmente decido pelo professor Fernando Araripe Gongalves Torres do Laboratério de
Biotecnologia de leveduras/UNB, como doador do marcador seletivo, o gene canamicina,
ja que, a bactéria hospedeira possui sensibilidade a este antibiotico.

O plasmideo pLKn ¢ derivado do plasmideo pblunt zero da Invitrogen'™ com o
gene de resisténcia a canamicina acompanhado pelos sitios de loxP em suas extremidades

(comunicagdo pessoal-prof. Fernando Araripe).
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1.2. METODOS

1.2.1. Antibiograma das amostras C. violaceum

Para a constru¢ao do vetor de clonagem molecular a partir do plasmideo natural
pCVT2.2 foi realizada inicialmente uma selegdo quanto a resisténcia/sensibilidade a
antibioticos da amostra C. violaceum CVT2 e CVP1IC3 com o uso do kit Multidiscos de
Antibidticos (LABORCLIN) para bactérias Gram negativas, conforme a técnica de Kirby
& Bauer (BAUER et al., 1966) para a determinacao do antibidtico a ser utilizado como
marcador seletivo.

Paralelamente, foram testados os antibidticos canamicina e estreptomicina, os quais
ndo estdo disponiveis no kit Multidiscos de Antibidticos (LABORCLIN).

A resisténcia/sensibilidade aos antibidticos canamicina e estreptomicina foi
determinada através da técnica de esgotamento de cultura em placa de Petri contendo os
respectivos antibioticos. Para os experimentos com o antibidtico canamicina foram
utilizados trés concentragdes (10-25-50pg/mL) e os experimentos com estreptomicina as
concentragoes 10, 25 e 50 pg/mL Apos 16 horas de incubacdo a 30°C, a
resisténcia/sensibilidade foi definida com a menor concentragdo da droga que inibe

totalmente o crescimento de clones.

1.2.2. Construcio de um vetor para transformacio genética

Utilizando a sequéncia do plasmideo natural de C. violaceum CVT2 denominado de
pCVT2.2 foi construido um vetor capaz de se replicar de forma eficiente na C. violaceum.
Primeiramente, foi realizada a escolha da marca de selecdo, gene canamicina, de acordo
com a sensibilidade a esse antibidtico pelas amostras de C. violaceum. O procedimento
para a selecdo se encontra descrito no item 1.2.1. Posteriormente, o gene codificador da
marca de selegdo canamicina foi obtido do plasmideo pLKn. A Figura 16 mostra o

esquema de como foi feita a construc¢ao do vetor de clonagem molecular pCVK2.
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Figura 16 Esquema da construcio do pCVK2.
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1.2.2.1. Extracdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial pCVT2.2 da amostra C. violaceum CVT2 foi purificado de
acordo com protocolo de lise alcalina descrito por Sambrook, et al. (1989) com algumas
modificagdes (ANEXO B-1).

Para a purificacdo do pLKn a partir de E. coli foi utilizado o protocolo em pequena
escala (Mini-Prep) com o kit “ilustra plasmidPrep™ Mini Spin Kit” (GE Healthcare) que
tem como base o protocolo de lise alcalina (ANEXO B-2).

1.2.2.1.1. Quantificacio de DNA

A concentragdo do DNA plasmidial extraido foi quantificado por
espectrofotometria em 260/280nm considerando que 1Uabs 260/mL corresponde a

50pg/mL de DNA.

1.2.2.2. Isolamento do gene de resisténcia a canamicina e do plasmideo pCVT2.2

Para o isolamento do gene canamicina, foi realizada clivagem da sequéncia do
vetor pLKn com as endonucleases de restricdo EcoRI e BamHI, que estrategicamente,
estdo localizados nas extremidades do gene canamicina. Apds a liberacdo do gene
canamicina, foi realizada uma corrida eletroforética, em gel de agarose 0,8%, para a
separacao do fragmento. Em seguida, a regido do gel contendo o fragmento alvo foi
cortada e utilizou-se o marcador da Invitrogen de massa molecular de 1 kb como parametro
de comparagdo do tamanho do gene. O fragmento referente ao gene de resisténcia foi
entdo submetido a eluicdo do gel de agarose conforme orientagdes do fabricante para
protocolo de extragao de DNA em gel de agarose (Qiagen — QIAquick Gel Extraction Kit
Protocol).

O plasmideo pCVT2.2 separado dos outros plasmideos naturais de C. violaceum
CVT?2 por eletroforese em gel de agarose e isolado através da purificacdo de acordo com o
protocolo de extragdo de DNA de gel (Qiagen — QIAquick Gel Extraction Kit Protocol).

Posteriormente, foi utilizada a endonuclease EcoRI para clivar a sequéncia do plasmideo
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pCVT2.2 linearizando-o e assim, permitir sua ligagdo ao marcador seletivo, o gene de

resisténcia a canamicina.

1.2.2.3. Ligacio do gene Canamicina no plasmideo pCVT2.2

A extremidade do gene de resisténcia a canamicina, formada pelo corte com a
endonuclease EcoRI foi ligada a extremidade do plasmideo pCVT2.2 através da enzima T4
DNA ligase. Apos a ligagdo no sitio de EcoRI, o sistema de ligacdo foi tratado com a
enzima T4 DNA Polimerase para tornar a sequéncia das extremidades livres do gene e do
plasmideo blunt end possibilitando a ligacdo delas pela acdo da DNA ligase, conforme
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Essa agdo resultou no novo plasmideo
denominado pCVK2. A funcionalidade do vetor de clonagem molecular, pCVK2, foi

testado inicialmente em E. coli.

1.2.3. Transformacao genética de C. violaceum

A transformacao genética de C. violaceum P1C3 com o vetor pCVK2 foi realizada
pelo método de eletroporacdo, de acordo protocolo estabelecido por Broetto et al., 2006,
com algumas modificacoes.

Para realizar a transformagdo das bactérias por eletroporacdo, estas precisam ser
submetidas a um processo que as torne competentes para receber as moléculas de DNA.

No dia anterior ao experimento de eletroporagdo, uma colonia de C. violaceum foi
colocada em meio LB sem antibidtico, para crescer durante a noite, a 30 °C, com agitagao a
180 rpm.

As células foram cultivadas inoculando-se 0,2 ml do pré in6culo em 50 ml de meio
LB, e cultivadas a 30 °C com agitacdo por, aproximadamente, 3 horas até que a cultura
atingisse a densidade 6ptica em 600nm (DO 600nm) de 0,4. Essa etapa ¢ importante para
que todos os experimentos sejam realizados a partir da mesma concentracao de bactérias.
Em seguida, a cultura de bactérias foi transferida para um tubo tipo Falcon e esfriada até 0
°C, colocando o tubo no gelo por 15 minutos. Apos essa etapa, as células foram
centrifugadas a 12000 g, por 10 minutos, a 4 °C, e ressuspensas em glicerol 15%, estéril e

gelado. As células foram centrifugadas sucessivamente até que fossem realizadas 3
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lavagens, e o sedimento celular final foi ressuspenso em 1mL de glicerol 10% gelado. Essa
suspensdao foi distribuida em aliquotas de 100 pL, as quais foram utilizadas para os

experimentos de eletroporagdo no mesmo dia.

Para os experimentos de eletroporagao, foi utilizado um pulso tnico de 1900V. Para
realizar a eletroporacdo utilizando o campo descrito acima, foram utilizadas amostras
contendo 100uL de células C. violaceum competentes e varias concentragdes do DNA
plasmidial (10-200 ng/uL). Para os controles negativos foram utilizados: células de C.
violaceum eletroporadas sem DNA plasmidial e células de C. violaceum nao eletroporadas

e sem plasmideo, com e sem canamicina.

Apobs a aplicagdo dos pulsos elétricos, as amostras dos experimentos foram
imediatamente transferidas para tubos estéreis contendo 300uL de LB e incubadas a 30 °C
com agitagdo durante 2 horas. Apos esta etapa de recuperagdo celular, as bactérias foram
cultivadas em placas com meio LB seletivo (contendo canamicina a 10pug’ mL) a 30 °C

durante 16 h para selecionar as células que foram transformadas geneticamente.

Os experimentos de eletroporagao (Figura 26) foram acompanhados dos seguintes

controles:
1. Viabilidade celular apds a eletroporacao, e
2. Funcionalidade do antibiotico.

A eficiéncia da eletroporagdo foi determinada pelo nimero de colonias
transformantes por sistema de transformacgao por pg de DNA, ou seja, colonias formadas
por bactérias que receberam os plasmideos e, portanto cresceram formando colonias em
placas com canamicina. O mesmo procedimento foi certificado quando procedeu-se a

transformacgdo genética de C. violaceum P1C3 para resisténcia a estreptomicina.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Do Vale (2006) isolou uma amostra de C. violaceum denominada CVT2 a partir das
aguas coletadas na regido do Baixo Rio Negro - Manaus sendo que nesta, foram
observados perfis de trés plasmideos distintos. Estes plasmideos denominados de pCVT2.1
com cerca de 26kb, pCVT2.2 com cerca de 7.5kb e pCVT2.3 com cerca de 3kb foram
sequenciados e suas sequéncias parcialmente caracterizadas (CAPITULO II). No presente
trabalho, a sequéncia do plasmideo pCVT2.2 serviu de base para a constru¢do do primeiro
vetor de clonagem molecular para transformagao genética de C. violaceum derivado de um

plasmideo natural dessa espécie bacteriana.

2.1. Selecao do marcador genético

Uma marca seletiva em um vetor de clonagem molecular ¢ necessaria para
identificar os clones transformados, permitindo a manutengdo estavel do plasmideo dentro
da célula hospedeira se uma pressdo de selecdo for imposta. Genes que conferem
resisténcia a antibioticos sdo marcadores comumente usados. Tais genes sdo inseridos nos
plasmideos e os vetores resultantes sdo usados para transformagdo genética. Meios de
cultura seletivos contendo antibioticos sdo usados para eliminar células livres de
plasmideos enquanto mantém as células transformadas (JIMINEZ & DAVIES, 1980).

Uma vez que o marcador seletivo ¢ de grande importancia para um vetor de
clonagem molecular, as amostras de C. violaceum CVT2 e CVP1C3 foram primeiramente
submetidas ao teste de sensibilidade/resisténcia a antibioticos.

As amostras CVT2 e CVPIC3 de C. violaceum mostraram-se ser resistentes aos
antibioticos: amoxilinat+clavulanato, meropenem, ceftazidima, cefoxitina, cefalotina,
ampicilina, cefepime, cefuroxima, clindamicina, oxacilina, penicilina G, e vancomicina, €
mostraram sensibilidade aos antibidticos, gentamicina, cloranfenicol, eritromicina,
rifampicina, amicacina, sulfazotrin, ciprofloxacin e tetraciclina. Esses resultados estdao
mostrados na tabela 9 e figura 17. Os resultados obtidos neste antibiograma sao

comparaveis aos recentemente descritos por Mendes, 2010.
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Figura 17 Fotografia do perfil de resisténcia/sensibilidade aos antibioticos em C. violaceum CVP1C3.
Placa de Petri contendo meio LB, Chromobacterium violaceum e os discos contendo os antibioticos,
respectivamente. Os perfis destacados em azul sdo de resisténcia: a ampicilina (AMP), clindamicina
(CFL), penicilina G (PEN) e vancomicina (VAN) e, os destacados de branco sdo sensiveis aos antibioticos,
gentamicina (GEN), canamicina (KM), cloranfenicol (CLO), eritromicina (ERI), amicacina (AMI),
sulfazotrin (SUT) e tetraciclina (TET).

Tabela 9: Perfil de resisténcia/sensibilidade das amostras CVT2 e CVP1C3 de C. violaceum
coletadas no Rio Negro proximo a ponte Rio Negro.

Antibiético CVT2 PIC3
TET - -
CLO - -
ERI
PEN
VAN

GEN10 - -
AMI30
CFL30

AMP10

MER10 - -
KM o -

*(+) resisténcia ao antibidtico; (-) sensibilidade ao antibiotico.

|+
+ |+

|+
+ |+

Testes realizados com as amostras de C. violaceum CVT2 e CVP1C3, resistentes a
penicilina-G, ampicilina, oxacilina, gentamicina ¢ a vancomicina, mostraram sensibilidade

ao antibidtico canamicina em todas as concentracdes analisadas neste estudo (Figura 18).
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Figura 18 Fotografia do perfil de resisténcia/sensibilidade ao antibiético canamicina em C. violaceum
CVT2 e CVP1C3. Placa de Petri contendo meio LB + canamicina e C. violaceum. A - amostra CVT2, sem
antibiotico; Al - CVT2, com 10pg’ mL de canamicina; A2 - CVT2, com 25ug’ mL de canamicina. B -

amostra CVP1C3, sem antibidtico; Bl - CVP1C3, com 10ug’ mL de canamicina; B2 - CVP1C3, com 25ug/
mL de canamicina.

O antibidtico estreptomicina mostrou acao inibitéria na amostra C. violaceum
CVPIC3. Entretanto, o resultado ndo foi 0 mesmo quando testado na amostra C. violaceum
CVT2 que se mostrou resistente ao antibiotico (Figura 19). O resultado obtido na analise
de resisténcia/sensibilidade de C. violaceum CVP1C3 ao antibidtico estreptomicina

corresponde ao resultado descrito por Oliveira, 2009, utilizando a amostra de C. violaceum
ATCC 12472.

Figura 19 Fotografia do perfil de resisténcia/sensibilidade ao antibidtico estreptomicina em C.
violaceum CVT2 e CVP1C3. Placa de Petri contendo meio LB + estreptomicina e C. violaceum. A-
amostra CVT2, sem antibidtico; A1- CVT2, com 25ug/ mL de estreptomicina; A2- CVT2, com 50pug/mL de
estreptomicina. B- amostra CVP1C3, sem antibiético; B1- CVP1C3, com 25pg’ mL de estreptomicina; B2-
CVP1C3, com 50pg’ mL de estreptomicina.
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A capacidade dos isolados de C. violaceum crescerem na presenga de alguns
antibioticos aqui analisados pode estar associada a presenca de pelo menos 40 genes
encontrados no seu genoma e que estdo envolvidos com sistemas de resisténcia a multiplas
drogas (FANTINATTI-GARBOGGINI et al., 2004). Contudo, o resultado de resisténcia a
estreptomicina pela amostra CVT2 ¢ devido a presenga do elemento movel, similar ao
Tn21 de E. coli que contém o gene de resisténcia a estreptomicina, na sequéncia do
plasmideo pCVT2.2 desta bactéria (resultado apresentado no capitulo II).

Diante desses resultados, o gene de resisténcia a canamicina foi escolhido como
marcador seletivo para o novo vetor de clonagem molecular, uma vez que, as células de C.

violaceum s3o sensiveis a canamicina.

2.2. Construcio do vetor de clonagem molecular pCVK2 a partir de um
plasmideo natural de C. violaceum

A clonagem, no plasmideo pCVT2.2, do fragmento de cerca de 1,6kb contendo o
gene de resisténcia a canamicina, possibilitou a constru¢cdo do vetor pCVK2, conforme

mostrado na figura 20.

HindIII - 1753 - A'AGCT_T

EcoRI - 5044 - G'AATT_C

Figura 20 Mapa fisico do plasmideo pCVK2. Em vermelho encontra-se um gene codificador para a
enzima replicase (Rep); Amarelo, trés genes codificadores das proteinas do sistema de particdo (ParA e
ParC); rosa, um gene transposase (7npA), elemento movel (Tn21) e, lilas, provavel origem de replicagdo
(Ori); Em verde, o gene Canamicina (KanR).
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O fato do plasmideo conter o sistema de particdo ParA/ParC indica que ele pode ter
consideravel estabilidade em C. violaceum e em E. coli.

Por outro lado, a presenca da origem de replicagdo tipo 6 similar ao plasmideo R1
onde em sua sequéncia possui varios sitios de metilagdo Dam, e que estdo presentes
também na origem de replicagdo do cromossomo de Escherichia coli, oriC conforme

descrito por Del Solar 1988 pode explicar a capacidade de replicacdo em E. coli.

2.2.1. Transformacao genética de Escherichia coli com o plasmideo pCVK2

A transformac¢do genética de E. coli DH10B com o plasmideo pCVK2, utilizando a
metodologia de eletroporagdo, seguida da inoculagcdo dessas células transformadas em
meio de cultura sdlido contendo 10ug/mL de canamicina, permitiu observar o

aparecimento de colonias canamicina resistentes (Figura 21).

Figura 21 Fotografia mostrando os clones transformantes de E. coli cultivados na presenca de
canamicina. Placa contendo clones de E. coli transformados com o plasmideo pCVK2 na presenga do
antibiotico canamicina 10pg/mL.
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Nas placas contendo meio de cultura acrescido de canamicina plaqueadas com célula
de C. violaceum inoculadas, ndo foi observado o crescimento de nenhuma coldnia.

Para confirmar a clonagem molecular, foram selecionados 4 clones para que seus
plasmideos fossem extraidos (Figura 22) e clivados com as endonucleases EcoRI e
Hindlll. Como esperado, o resultado foi a liberagdo trés fragmentos com os tamanhos de
4,5kb, 4,3kb e 600pb (Figura 23).

A julgar pela forte fluorescéncia das amostras extraidas podemos inferir que o

plasmideo pCVK2 deve esta na forma multicopias na hospedeira E. coli.

Figura 22 Fotografia do DNA plasmidial, pCVK2, extraidos de E. coli. M: Marcador DNA do
fago A 1kb ladder da Invitrogen. No pogo 1 a 4 correspondem as amostras de DNA plasmidial
purificadas de quatro diferentes clones transformantes.
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M C1 C 2 C, 3

Figura 23 Perfil de restricio do plasmideo pCVK2 com as enzimas EcoRI e HindlIl. M - marcador
de peso molecular 1kb da Invintrogen, C;, C, e C;- controles negativos da clivagem molecular, 1 a 3 -
plasmideos digeridos com as endonucleases EcoRI e Hindlll.

2.3. Transformaciao genética de C. violaceum CVP1C3

Como se identificou o gene da estreptomicina no plasmideo pCVT2.2, decidiu-se
verificar se esse plasmideo seria capaz de por si sO transformar geneticamente C.

violaceum para resisténcia a estreptomicina.

2.3.1. Transformagéo genética com o plasmideo pCVT2.2 para resisténcia a
estreptomicina

A C. violaceum foi submetida a transformagdo genética com o Plasmideo pCVT2.2
afim de comprovar a presenga do gene de resisténcia a estreptomicina na sequencia desse
plasmideo. A transformacao genética de P1C3 foi realizada utilizando a metodologia de
eletroporagdo, seguida da selecdo através do plaqueamento em meio sélido contendo 25
pg/mL de estreptomicina, permitiu observar, a partir de 18 horas de incubagdo, o

aparecimento de colOnias resistentes a estreptomicina (Figura 24).
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Figura 24 Fotografia mostrando os clones transformantes de C. violaceun P1C3 crescidos na presenca de
estreptomicina. A - placa de controle 1 (sem a presenga do plasmideo pCVT2.2 e da estreptomicina), A - placa
contendo clones de C. violaceum transformadas com os plasmideos pCVT2.2 na presenga do antibidtico
estreptomicina 25pg/mL.

Em todos os experimentos realizados, os controles da viabilidade e de
funcionalidade do antibiotico apds a transformagdo genética funcionaram conforme o
esperado. Nas placas correspondentes aos controles da eletroporagdo, sem estreptomicina e
auséncia de plasmideos, cresceram bactérias por toda a extensdo das placas sem que
houvesse formacao definida de colonias. Nas placas correspondentes aos controles da
efetividade do antibiotico, com estreptomicina e auséncia de plasmideos, ndo foi observado
o crescimento de coldnias.

Para o plasmideo pCVT2.2 isolado de CVT2, o rendimento foi de 4 x 10’
transformantes/ug de DNA plasmidial. Assim, foi possivel comprovar a existéncia do gene
de resisténcia a estreptomicina, no elemento moével contido na sequéncia do plasmideo
pCVT2.2 (Figura 25). No contexto de caracterizacdo dos plasmideos naturais de C.
violaceum (CAPITULO 2) esse resultado demonstra que o contig 2 corresponde realmente

ao plasmideo pCVT2.2.
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Figura 25 Perfil eletroforético do DNA plasmidial, pCVT2.2, extraidos de C. violaceum. M: Marcador
DNA do fago A 1kb ladder da Invitrogen. Os pocos 1 e 4 correspondem ao plasmideo pCVT2.2 extraido de C.
violaceum CVT2.

2.3.2. Transformacao genética de C. violaceum com o plasmideo pCVK2
para resisténcia a canamicina

Nos experimentos de eletroporacdo, as bactérias C. violaceum foram eficientemente
transformadas geneticamente por eletroporacao. Foi observado, o aparecimento de coldnias
recombinantes Kn® e a producdo de violaceina com 48h a 30°C (Figura 26).

Em todos os experimentos realizados, os controles funcionaram conforme o
esperado. Nas placas correspondentes aos controles da eletroporacdo, sem canamicina e
auséncia de plasmideos, cresceram bactérias por toda a extensdo das placas sem que

houvesse formacdo de colonias. Nas placas correspondentes aos controles da
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eletroporagdo, com canamicina e auséncia de plasmideos, ndo foi observado o crescimento
de colonia.

O rendimento da transformagao genética em fun¢ao de diferentes concentragdes do
plasmideo mostrou que, a concentracdo de 1ng/uL do DNA plasmidial foi que obteve o
melhor resultado, com a eficiéncia de 1,7 x 10° transformantes/ug de DNA plasmidial. O
resultado da eficiéncia de transformacdo em diferentes concentragdes de plasmideos pode
ser observado na Tabela 10.

A transformacao genética, no sistema definido nesse trabalho, mantém a eficiéncia
da ordem de 10° transformantes/pg DNA nas quantidades de DNA plasmidial variando de
0,Ing a 10ng, enquanto que, quantidades superiores a 10ng a eficiéncia cai indicando que

ocorre saturagao do sistema.

Tabela 10: Resultado da clonagem, mostrando niumeros de colonias de C. violaceum P1C3
transformadas por sistema de transformacao.

Plasmideo Quantidade de DNA Numero de
recombinante plasmidial (ng) transformantes
T/ng de DNA

0,1 4,1X10°

! 2,1X10°

> 2,3X10°

pCVK2 10 2,1X10°

30 1,5X 10°

200 1,8 X 10*
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Figura 26 Fotografia mostrando os clones transformantes de C. violaceum crescidos na presenca de
canamicina. A - placa contendo clones de C. violaceum transformadas com o plasmideo pCVK2 na presenga
do antibidtico canamicina 10pg/mL.

Para confirmar a transformagdo genética, foram selecionados 6 clones para que seus

plasmideos fossem extraidos (Figura 27).

Figura 27 Fotografia do DNA plasmidial, pCVK2, extraido de C. violaceurn P1C3. M: Marcador DNA do
fago A 1kb ladder da Invitrogen. No pogo 1 a 4 correspondem as amostras de DNA plasmidial purificadas de
quatro diferentes clones transformantes.
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A julgar pela fluorescéncia das amostras extraidas a partir de C. violaceum e E. coli
(Figuras 22 e 27) pode-se inferir que o plasmideo pCVK2 se mantém com niimero bem
menor de copias por célula em C. violaceum do que em E. coli DH10b. Essa ¢ uma boa
caracteristica de um vetor bifuncional (Shuttle vector) onde se pode produzir grande
quantidade de DNA em uma hospedeira (E. coli) e realizar as construgdes genéticas e
entdo transformar geneticamente a outra hospedeira (C. violaceum) visando por exemplo a
expressao de um gene heterologo.

A eficiéncia de transformacdo genética obtida nesse trabalho com plasmideo
derivado de um plasmideo natural de C. violaceum ¢ equivalente a descrita por Broetto e
colaboradores (2006) quando transformaram geneticamente C. violaceum ATCC por
eletroporacao utilizando o plasmideo bindrio pPZP201BK e que possui uma origem de
replicacdo para E. coli e outra para Agrobacterium tumefaciens, com a eficiéncia de 10°
transformantes / ug de DNA plasmidial.

Pelo exposto considera-se que o pCVK2 sirva de base para o desenvolvimento de
diferentes tipos de vetores para C. violaceum, como: de clonagem, caga promotores, de
expressao € expressao/secregao.

Tendo sido concluido o projeto genoma da C. violaceum e estando sua sequéncia
disponivel, uma das limitacdes atuais para estudos genéticos funcionais ¢ a falta de
procedimentos eficazes para transformagdo genética dessa espécie bacteriana. Nesse
trabalho foi possivel mostrar que o pCVK2 derivado de um plasmideo natural de C.
violaceum CVT2 foi capaz de transformar geneticamente com eficiéncia essa espécie
bacteriana, isso nos permitira realizar andlises funcionais mais detalhadas de seus genes e

visualizar as propriedades biotecnoldgicas desta versatil bactéria.
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CONCLUSOES

e As amostras C. violaceum CVT2 e CVP1C3 isoladas do Rio Negro se mostraram
resistentes aos antibidticos clindamicina, oxacilina, penicilina G, e vancomicina e,
mostraram sensibilidades aos antibidticos, gentamicina, canamicina, cloranfenicol,

eritromicina, rifampicina, amicacina, sulfazotrin, ciprofloxacin e tetraciclina;

e O plasmideo pCVK2, construido, transformou eficientemente células de E. coli

DH10b.

e Foi possivel desenvolver um sistema de transformagao genética para C. violaceum
CVPIC3 com o plasmideo pCVK2 com eficiéncia de transformagdo genética da

ordem de 10°/ pg de DNA para resisténcia a canamicina.
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ANEXO A: Materiais utilizados

Anexo A. 1: Composicio do meio para cultivo de bactérias
- Meio LB (Luria-Bertani) Liquido: peptona bacteriologica 10g; extrato de levedura 5g;
NaCl 10g; H,O destilada q.s.p. 1L, pH 7.5 (ajustado com NaOH).

Anexo A. 2: Lista das endonucleases de restricio

-HindIII
-BamHI
-EcoRI

- T4 DNA ligase (NEB# M0202S): enzima de ligagao de cadeias nucleotidicas
- RNAseOUT (Invitrogen): enzima inibidora de RNAse.

Anexo A. 3: Marcador padrio de peso e tamanho molecular
- DNA Marker 1Kb (GeneRuler™): marcador de tamanho molecular de DNA

Anexo A. 4: Kits comercias

- ilustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare®): kit para extracio de DNA
plasmidial em pequena (miniprep) escala de E. coli.

- ilustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

Anexo A. 5: Solucoes de uso geral

- Tampao TE: Tris-HCl 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM, pHS,0.
- SDS 10%: SDS 10% (v/v).

- Tampao R: Tris-HCI 10mM, pH 7,5; EDTA 1mM, pH 7.,5.

Anexo A. 6: Composicao do gel de agarose

- Tampio de Corrida para Gel de Agarose (TBE) 5X: Tris-Base 0.089 M; Acido
Borico 0.089 M; EDTA 0,02 M, pH 8,0.

- Tampao de Carreamento da Amostra para Gel de Agarose: Azul de Bromofenol
0,25% (p/v); Xileno Cianol 0,25% (p/v); Glicerol em H,0O 30%.
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ANEXO B: Protocolos

Anexo B. 1: Protocolo de extracio plasmidial por lise alcalina

1. Inocular colonias da bactéria 3mL de meio LB-liquido e deixar crescer durante cerca de
16 horas a 37°C para procedimento da extracao plasmidial;

2. Centrifugar a cultura bacteriana crescida por 2 minuto a 12.000rpm descartando o
sobrenadante;

3. Adicionar a cada pellet 200uL de solugao I ressuspendo-a vigorosamente e depois incubar
por 5 minutos;

4. Adicionar 360 pL de solucdo II (preparada na hora) e gentilmente inverter o tubo e deixar
incubado por 5 minutos;

5. Colocar em seguida 300 puL de solucdo III e novamente inverte gentilmente os tubos e
deixar incubando no gelo por 5 minutos e depois centrifugar por 5 minutos a 12000rpm.

PS: Ser for necessario repetir o passo da centrifugacao, os sobrenadantes serdo transferidos
novamente para novos microtubos.

6. Adicionar em 750 pL de isopropanol e incubando por 10 minutos mexendo em vez em
quando;

7. Centrifugar por 10 minutos descartando o sobrenadante posteriormente.

8. Adicionar ImL de Etanol 70% e centrifugar por 5 minutos posteriormente descartando o
sobrenadante e deixando por um tempo secando para tirar todo o alcool.

9. Ressuspender em 50 pL. de Tampao R e depois aplicard 5 uL no gel de agarose 0,8% e
fotodocumeta-lo.
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b)
©)
d)
e)

g)

d)
e)

g)

Anexo B. 2 Preparacao de gel de Agarose para analise de DNA

- Preparo da placa de gel.

Montar uma placa de eletroforese, limitando-a em toda sua extensao com fita crepe.
Certifique-se de que houve uma boa vedagao.

Colocar agarose e TBE 1X, de acordo com volume e concentracao do gel desejado.

Fundir a solu¢do em forno de microondas.

Deixar a temperatura abaixar até cerca de 50°C e adicionar o volume apropriado de
brometo de etideo, para se obter uma concentracao final de 0,5 pg/ml

Verter o contetido do erlenmeyer no molde de gel.

Colocar rapidamente o pente sobre a placa, centrando-o suspenso.

Deixar gelificar a temperatura ambiente por 30-45 minutos, retirar o pente.

- Eletroforese

Transferir o gel para a cuba de eletroforese, verter a quantidade de TBE 1X
necessaria para cobrir completamente o gel.

Conectar os cabos entre a fonte de tensdo e a cuba, de maneira, que a corrida ocorra
do podlo negativo para o positivo (testar para ver se estd passando corrente). observar a
formacao de bolhas de ar que sdo geradas no anodo e catodo, devido a eletrolise.

Aplicar as preparagdes de DNA, previamente misturadas ao tampao de amostra
(TBE 5X), com auxilio de uma micropipeta automatica.

Aplicar voltagem de 1-5 V / cm (distancia medida entre os eletrodos).

Acompanhar a corrida usando como referéncia o corante azul do tampdo de
amostra (TBE 5X).

Desligar a fonte de tens@o e remover o gel da cuba.

Analisar o resultado da corrida através da exposicao do gel a luz UV e fotografar
para documentagao.
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Anexo B. 3. Protocolo de pirosequenciamento

ETAPA 1: Construgdo da biblioteca de ssDNA.

A amostra de DNA genomico sera transformada em biblioteca de fragmentos de
DNA fita simples (ssDNA) pela técnica Shotgun. Os fragmentos obtidos serdo ligados a
adaptadores que ira possibilitar a imobilizacao dos fragmentos em microesferas (beads).

ETAPA 2: Amplificacdo clonal baseada na PCR em emulsao (emPCR)

Moléculas de DNA fita simples obtidas da biblioteca de fragmentos serdao
imobilizadas em microesferas (beads). As beads contendo moléculas de DNA serao
emulsificadas com os reagentes para amplificagdo do DNA por PCR em uma mistura de
agua e dleo, de modo que cada bead com tinica molécula de DNA ligado seja capturada em
uma micro-gota suspensa no 6leo, constituindo assim um microreator de amplificagao.

ETAPA 3: Sequenciamento no 454 Genome Sequencer FLX (454 Life Sciences/Roche)

Apo6s a amplificacdo, as beads recoberta com fragmentos de DNA serdo
depositadas na placa de sequenciamento (Pico TiterPlate) que contém 1,6 milhdes de
pogos; cada poco tem a dimensdo exata para comportar uma Unica microesfera. A placa
sera entdo inserida no equipamento, e os reagentes do pirosequenciamento serdo
sucessivamente adicionados aos pogos da placa. O sequenciador FLX executa
automaticamente e monitora a sequéncia de reacdes em todos os pocos da placa
simultaneamente.
ETAPA 4: Processamento e analise de dados

Apo6s 10 a 12 horas de corrida, serdo obtidos os dados brutos das imagens dos sinais
luminosos gerados a partir do PicoTiterPlate e detectados por uma camera CCD. Apos 8
horas adicionais de andlise computacional, as imagens serdo convertidas em sequéncias,
cada uma derivada das imagens de um pogo da placa.
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>1-26206 (contig 1 Size: 26206 bp)

GCGCCTCTCGCCACCTCCACGCACGAATACAATCTACTCTACTGTCTGGCATGGCCCGAGTACC
ACTGCCAAACCCCGACCACGCACATGACCCGCTCCACTTCCTCGGGACTTATGCCACCCAGTTG
ACTGTGGCGGCGGGTTCGATTGTAAAAAACTGCCGGTGATAAACTCCCCCTGACTTGGACCCAC
AGCGGGTGTTATTAATCCGTTTTACGATCCCCGCATTGTTCGGTCTGCTGACCTAGGTCTCGGCT
CCCGGCTCCCGGCATAATCTCAGCTATTTCAACATCAACTCCTTCTGGCTTCGAGGCTGAGGCCG
CGGCAGCATCGGCGCCGAGCTTCACTGCCCTTATGGGAGCCATGAGCTGAATGGACCCGCACGC
TACCTCTAGGCTTCCGCCGACACAGTGCACTCGGCAGGGCATCCACCGCCATTTCGCCTTTCCAC
ATCATCTTCATGCACCAGCCCACCGCATTGCGTGAGTACAAGTCAATCACCTCCGCCACGGGTC
GTGGGTTGGGCTGAATGAAATTCAGTCCCCCGTTTACCACGATCCCACTTGCCCAATCCGGCAC
CGCTACTTGTAAACCATATCCAAATCCCCCGGCTCTCCATCACCCACCCCCACTACCCCCcACCA
CCGCTTACCTCGGCCGACTCCGTCCGGCGTTAGCCGGATCATGTAGTCGTCGTCCGGCAGCCCA
GACACCGTGAAATGCCCGTCCGCCGACGGGCGGATCCAGGCGCTGCGGGTGCCGGTTTCCATGC
CGCGGAACTGCAGCTGCAGCTGGTCGGGCGGGAAGGGGGCGGTGACGGTGCCGCTGATTTGCG
GTTTGAACGCCGCCGGGGCGGGGECCGCCGGGTCCCAGCTCGGGTGGGCGTCGTAGCCGATTTG
GGTGACCAGGTCCACCGCCGACGGGCTGCCCTCGGGTATCGGGATCAGCGCGGTGAGCTCCAG
CAGCGGGCGCGGCGGGGTGCCCAGCGCCTGCCAGTAGTCGCCGCTGCGGATGCCGCCGTCGCG
CTCGTGCAGCATGTCCAGCTGCACCGGGTAGCCGTTTGTATCCAGCTGGACGGCCTGGGCCAGT
TCCGGCGGCAGGTCCGGGAATGCCGTCATGCCGGCCAGCGCGCGGTAGAGCAGGTCTTGCTCC
ACCAGCGCGTGGTCGGCGCCGGCGCGGCTCCAGGCGGTGAGCATGTAGCTCAGCGCCATGATG
CGGGGgTAGGGETCCGGCGTGCCGCTTTGGTTGTCGGCGCTGCGCTGGATCTGGCCGGGGTCGCT
CATGCGGCGGCTGAGGTCCTGGCGCACGCCGGTGAGGTAGAGGTTGAGCACCGGGTCGTTGCC
CAGCTTCTGGCGGAAGTCCGCGTCCGGCACCTCGGTGCTGATCTGCACCTGGGGCAGGCTGGCG
AAAATGCGTTCGCGCAGCAGCCGGGTCAGCGCCTGGGTGAGCAGGGCGAAGTTGCTGTTATAC
ATGCTGGGCTCCTTGCAGCCAGGTTTCTATCCTTTGCGCCATCGGGTAGCGCTGGTTGGTCTTGT
CGAACTCACGCGTAAGCGCGTGGGCCAGCCGCTGCGCCGGGCTGGACTGCGGCCGGGCCAGGC
CGGCCAGGCGCGCGCCCAGCGCGATGTTGGCGATTTGCGCCGGGCTCAGCTCGAAACTGTCCGC
CAATGCCGCCAGCGCGGCGGCGGGCAGCGCCAGGCTAGGCGCGTGGCGGCGCCACAGGCTGAG
CGGCGCAAGGCGTCCGGGGCGCTGAATTCCACGGTGAGGGCGAAACGGCGCAAAAAGGCCGGT
CCAGGTTCTGCTTGAAGTTGCTGGCCAGCACCGCCAGCGCGCTGCTGTCGTCCAGCCTTTGCAG
CAGATAGCTGACCGACAGGTTGGCGTTGCGGTCGTGGCTGTCCTTCACCTCGCTGCGCTTGCCG
AACACCGCGTCGGCCTCGTCGAAAAACAGCAGGCAGGGCTGGCGCTCGGCGGCGTCGAACAAG
GTGGCCAGGTGTTTTTCGGTTTCGCCTATCCACTTGCTGCTGAGCTGGGCCAGGTTGACCTGGTA
CAAGGGCAGCGCCAGCTCCGCCGCCAGCGCGTGGGCGGCCAGGGTCTTGCCGGTGCCGGGCGG
GCCCCAGAACAGCGCGGTGAGGCCGCTGCCGTGGGCCAGGCCTTCGGCGCGCAGCAGGTGGCG
GCTTTGGTAGCGCAGGCTCAGCTCCGCCAGCGCCTCGCGCTCGGCCTCGGCCAGTTCCATGTCG
GCCAGGCGCGCGCGCGGCTCCACCCGCCGCGCCAGCGCGCCCAGGCTGGCCGGCTGGTGGGLC
AGGCAGGCGCGGACCAGGGCGGCGGCGTCCGGCGTGGCCTTGTCCGCCAGCGCGGCGGACGCG
ACGCGGCGCATGTCGCCGGGCAAGAGCGGAAACTGCCGCGCCAGCGCGGCCAGATCCGCCGCG
GCGATGCCGTCCGCCGGCAGCATGGCGCGCCACAGCCGCGCCGCTTCCTGCTCGGTCGGCAGGC
CCAGCGCGCAGTTGACGGCCAGCGCCGGCGGCGCCTGCTCCGGCGTTTCCGCCAGCCGCACCAG
CGCGCGGCCGGGAGTGGCCCGCCAGCCAGGCTTCCAGCAGCGGCAGCAGGCTGCTTTGCCGCGC
CAGCTTGTCCTCGTCCGGCCAGACCAGCCAGCCGTGGTTGAGATCGACGAAGCTGAGCAGGTCG
GCCAGCAGCTCTTCCGGCGCGTCGAACTGGTAAAAGCGCTCGCTGTTTAGCAGGTAGACCGGGG
TGGTTCCGGCGGCGGCCAGCAGCGCGCTCTTGCGGCCGCTGCCCGGCGCGCCGGTGAGCTGCCA
GCCGCCGCCTTGGGGGAAATCGCCGCGCGGCAGCGGCGCGGCCGGGGCGGCCAGCCTTTGCAG
CAGGCGGTTGAGGTCGTGCGCCTGGCCGGCGCCGGCGGCCAGCTGCTGCAGCAGTTGCGGGCT
GAGGCGCAGCCGCGCCCAGTCCTGACCAGAGCCGGCCAGCAGCAGGCGGCGGCGCAGCAAGA
CGCCGTCGGCCAGACCCGCCAGCGCGGATGGATAGGCGGCGGCGTCCGGGCTGAGGAGCTGGG
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CCAACACCGGCAGGCCCAGGCCGCGCTCGCCGCACAGCGTCTCTGCCGCCGGGTGGCCGGCTTC
CAGCGTCAGGGCCAGCGCCAGCGCGGCGGCGTCCAGCGGCGGCAGGCTCAGCCGGGCCTGGGC
CGGCGGCGGATGGACGTCGTCCAGGGCGGCGCGGCAGGCGGCGGCCCAGCTGTCTTCGTCGCC
GTGTTCGATCATTGCCAGCGCGGCGTCCAGCAGCGCGGCGGGGEAGAAGCCCCAGTCCAGTTCA
TGCATCGCTCGGCTCCTGGTCCGGGTGGGCGGGGTCGGCATCTTCTGGCGGCGGGGCTGGGATG
GCCGGGCGCGGCCAGTTGACGGTGATCAGACCGTCCAGCCAGGGCAGCATCACCACGCCTAGC
GACCACGGCAGCCGCGCCAGCAGCACGTCCTGGGCGGCAGTCTTGCGCCGTCAGCTGCCAGCCG
GCCTGGCTCAGCCGCCAGATGCCAGCGCGGCGCAGGAACAGCGGGCCGATGCCGTCGCGCAGC
GGCATCGCCGGCAGCGCGGCGGCCCAGGCCTGCTCGATGGCGGCGACGGCTTCGTCCAGGTGG
CCGCGCTCGGCGTCGGACAGCTCCGGCGCGTCGGCCAGCGGCTCGTCTATCTCCAGGCCCAGCA
GCACGCGGGCGGTGTAGCCCTGCTCCTGGTCCTCGTCGCGGCCCAGGAGGCCGGCCAGCGCGC
GCCAGGCCTTGCGCTGGCTGCGCTCGTCGCGCCAGCGCTGGCCGTAGTCCAGCCAGCCGCAGCG
GCGGAACAGCTCGGGCAGGAAGGGCCACAGCAGGGCCAGGCCGGCGTCGTCGGCCCAGAAGC
GGCTGTCTTCGTCCAGGCTTTGGCCGTCCAGCAGCTGCTGCAAGCTGGCGGCGGCCTGTTGCCA
CTGGCGGCGCTCTTCGCCGCGCAGCGGCCGGCGCGCGGCGCGGGCGGCCTGCCACAGCCGCAG
CAGGGCCGGETCGCGCTGCTGGCGCAGCCGGGTTTCCAGCTCGTCTTCCGGCAAGGCCAGCGCG
TCCGGCCACAGGCCGGGAATGCCTTCGGTGTTGGCGCTTTGCGCGGCCAGGGTGTCGGCCAGCG
GCTGCCAGGCGGCCACGCCGCCGCGCCACAGCTTGAGGCGGCGGCGGCGCAGCTGGGCCGCCA
GGTGCGGCGAGGCCGGCAGCTGCGGGTGGGCGTCCAGCAGCGCCGGCAGCAGTTTTTCCAGGG
CGTACAGCGCGGCGGCCAGCCCTTTGCGGTCGGCCGCCGGCGCGCACTGGGCGAGGGCGGCAT
CGCGGATGGGCGACGGCGGCAGCGCTTGCAGCCGGGGGCGCCAGCCGGCGAGGAAGTCGCGG
CAGTCGTGTTCCCAGGCGTAGTCCGCCGCCACGCTCTTGCCCTCGCTCCACAGCCGCAGCTGGC
GGCCGAGCTTGCGCCGCCAGGCCAGATTGGGCGCGGCGGCGGCGAGGAAGCGCTCGATCTGGT
CGGCCAAGCGCGCCGGCAGCGCCGGGCTGGCGAGAAAGCGCGGCAGCGCCGCCAGATCGCAC
AGCGCGCGCGGGTCCAGCTGGCCTTGGGCGGCCTGTTCCAGCCGCTGGCGCAAGGCGTGGCCC
AGCGGGGCGGCGGCGTCTGCCGGCAGCTCGCGCAACGCCAGGCGCAGCCTGTGGATGGCGTCG
CCGCTGCGCTGCGGCCAGCCCGCGCTTTGCGGCGGCAGCAGCCGTTGCGCGTCGGCCAGCCAGA
GCAGCAGGGCGGCGTCCAGCGCCGCCGGCTCCAGCGTCTGTTCGGCCTCGCGCAGCTGGCGCA
GCCAGGCGGCCAGCCGCGGCCAGTGGGACAGCGCCTGGGCGAGCCTTTGCGCCAGCTGCCGCG
GCGCTTGCCAGTCTTCGCCGGCGCGCAAGGCCCGCACCGCTTCTCGCGCGCGCGGGCTGTCCGG
CTGCAAGGGCAGCCGGCTGCGGCGCGGCAGCTGGCTGAGCAACTGGCCCAGGCCCGGCGGCGC
GCCGTTTTGCGCCAGCGCGGCGCCGAGCTGGTCCAGCCAGCCGTCGTCGGCCTCGCTTTGCGCC
AGGCCTTGCTCGATCAGCGCCAGCAGCGCGCGCCAGTGGCCGCGTTCGCCGCCGCTGCGCGGCA
GCGCGTCGTCCCAGGCGTCCAGCAGCCGGGACAGCCGCTGGGCCGGCTCCGCCGCTTCGCGCGC
GGCGCATCCGGCTGGGCGTCTTCCAGCCAGTCCAGAATCGCGTCCCGCAGCGGGECGGECAGCC
GCAGCAGGCGCGCGCGCGCGGCCTGGCGCGCCAGCAGCGGGCTGAGCCAGGCCGCGCLCETCGC
GGCGGCGCAGCTCGCTGTACAGCAGCGCGCCCAGCGCGGTGGCGCTCAGGGTGGGCTGGGTCC
ACAGCGGCGCGCCGTGGCGCAGCCAGCGCGCCAGCTCTTCGCGGCGGCTGCCTTGCTCTGGCGG
CGGCAATTGGCGCGCCAGCGCGTCGGCCAGCGCCCTATCCAGCCGCGGCCCCAGCTCGTCCAGC
AGCCGGTCTTCGTCCAGCCGGCCCAGGTCCAGCGTCAACGAGGGCAGCACGCGGGCGACCAGA
TTGTCGTCCGCGCCCAGCCGGCTGGCGTCGCTCCAGCGCTGCAGGGCGCGCTGCAGCCGGTCGA
TGAGGGCGTTGTCGGCGCGCGGCAGGCGCGCGTCCACGGTCATCCTGTCGACGATCAGTGTGTG
CATGGGTTTACAGGCCGTGTTCGCGCTTCAGGGTGGACAGGGTCTGCAGATAGGCCTGGTAGCG
CGGCGACGACGGCTGGCTAAGGCCGATGGCGACGAAGGCGGCTTCGCTGCCCTCGGGCTGGCT
CATGCACCATTGCGCCAGCCGCGCGCGCATCAGGGTGTCCTGGTCCAGGCGGTCCAGCTGCTTG
AGCTGCGGCGCGGCGCTGTCGGCCTGGTGCTGGAAGCTGCCCTGGCGGGCGGAGGCCACCGGG
CGGGTGTCGGTGTCGGCGAAGGCCGGCAGCGGAGCGAAGGCCACCACGTCGGTGGGATGGCGG
CGCTGCCAGTCGCCGCCGCCCTGGGCGTTGGGTTCCACCGCCACCCAGAACAGATTGGGCTGGA
TCAGGTCGCCGGCGTCCGGGTACAGGGTGTCGTCGATTACCAGGCCGTTGAGGCGCGAGCATTT
GATGTAGCTGGTCATGGAGAGGCTCCGAAGAGGAAAAGGCGGGTCGGGGCGGCCGGGAGCGG
GCCGCCGGGAAAGGGATTACAGGTCGTGGCAATGCCAGCCCGGCTGGATGCGGCGTTCGATGA
AATCGCCGCGCCACAGGCTCCACTGGCGGTTGCCGGTGTAGGCGGCGATGTTGCGGTTGCTGAA
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TTGCGAGCTGTAGTTGCCGGTCCAGTAGCCGCTGGCGGTGAGGTCGTTGCAGCCGTAAGCGCCG
CCGCCCTGGTAGTGGGCGGTGCAGTAGCGCGCGGTCAGCGTCAGCCGCTCGCAGCTGTAGGCC
GCGCCGCCGTACAGCGCCTGGCAGCCTTGCGCGCGGACGCGGCTGTCCGGGCACTGGGCCACC
GCGCCGCCGACGTCGGCGTAGCAGCGGCTGGCGGCGATGTCGCTGTCGGAGAGTCCATAGGCG
GCGCCGCCGTAGCTCAGGCGCTGGCGCGGCGAATCGCTGCTGGCGAAGCAGGCGTGGATGTTG

TCGGCCTGCACGCGGCGGCTGTCCTGGCCGAACAGCGCGCCGCCGTTGCCGCGCGCCACGTGGC
CGATCAGGCGGGCGTGGATCTGGATGTCGCGGGCATGGTTGAGCGAGACGGCGCCGCCGTGGC
CGTTGAAGGGCAGGCCGCCGCCGTCGAAGGTGAAGCCCTGCAGCAGGATCTGGCTGGCCGGTC
GGCGCGGGCTGCCCTCGATCAGCAAGCGGCAGCCGGCGTCGGCCTTGACCACCCGCACCGCGT

CCTCGTTGAAGCCGACGATGCTGACGCCGCTGCCCAGGCGCACCGGATTGCGCAGCACATAGCT

GGCGATGGCCTGCCATTCTTCGCCGCCGGCCTCGATGCGGCTGCCGTCCAGACGGGTGTAGGGG
TGGCTGTGGCCGTGTTCGCGCGGCGGCAGCAGGATGATGGTGCTGTTTTCGGCGATGCGGGCCT
CGCCGCTGCCGTCGCCGAACACGCGGTCGAACTCTTCCTGGGTGCGGATGCTCCAGCTGCGGCC
GCCGCGGCCGAACGGCGAGGCGTAGGTGTCGACATAGGCCTTGACCGCGCGCTGGGTGGCCAG
CGTCTTGTCGTTGGCGCTCTCCTCGCCCAGATAGGGATCGGCGGAGATGGTGTGCACCATTTCG
CCGTGGGCCAGCGCGACGCCGCCCTTCAGATCGGCCAAGCCGAAAGCGGTGACGCCGCCGGLC

AGCTCGCTGCGGTCGGCCACTTTCAGCGATTTCTTCACTTCCAGCGCGCCCTGGACGCGGCCATC
CTTGGCCACTTCCAGCGCGTCGTTCAGCTGCGCCGCGCCGTCCACCGCCAGGCCGCCGCGCACG
CGCAGGGCCTTTTTGACATCGACATCGCCTTGCAGCGCGGCCGCTCCGGCCACGCTCAGGCTGC
TTTTCAGGTCGGCTTCGTTGTGGAAGGTGGCCGGGCCGTGGGTGGTCTGGCCGTTGCCGAACAA
GGCCGCGCCGTCCACCGCCAGCTGGCCCTTGAGCGCGCTGTCGCCGGCCACCGCCAGGGTGTTT
TCGACGCGGGCGTCGGCCAATACCGCCTGGCCGTCCACGTCCAGGTCCTGGGTGGTCTTCAGAT
GGCCGTCGATGATGGCGTCGCCCGTCACGTCCAGCGCCGCGCGGGCGCTGTCGCGGCCGACGG

CCAGCTGGCCCTGGGCGTTGACGGTGACGGCGGCCAGCAGCGCGCCGTCGTCCTGCTGGCGCAT

CAGGCGCAGCGCCTCGCGCTGCGGGCGGGCCACCACGTGCAGCTGGGCGGCGGGGGCGGCGAET

GTTGACGCCGACATTGCCGCTGGCGCTGACCAGCAACGGGGTGCTGTTTTGATGGGGGTCGATG

ATTTCCAACGGCGCGTTCTCCTGATTGCGCTGGCTGATCTTGAGGCCGCCTTCCAGCGAGGCGTC

GCCGGCGACGGCCAGGGTGTCGTTGAGGCGGGCCGGGCCGGCCAGGTCGAGGAAGCCGCCCAG

GGTGGCGTCGCCGCCGATCTGGACGGTCTCGGCCACCTGCATGCCGCGGGCCAGGTGCAGGCTG
TCGCCGGACAaGTCGCCGATCACCGCCGCGCCGCCGTTCAGCCGCGCCGGGCCGGCGACGTCGA

TGAAGCCGCCCAGGGTGAGGTCGCCGCCGATCTGCGCGGTCTCGGCCACTTGCATGCCGCGGGC
CAGGTGCAGGCTgTCGCCGGACAaGTCGCCGCTCACCACCGCGCCGCCGCTCAAGCGCGCCGGG

CCGGCCAGCGCCAGCGCGCCGCCGATTTGCAGGCCGCCGTACAGCGTGGCGTCGCCGTCGCCGT

CCACCTTGAACGCGGGCGCCGCCTGCGGCGCGCCGTCGTCGATGTTGAGCATGCGCGACAGGAT
CAGCACGTCCTGGCCGTCCGGCGCGCTGGCGGTGACGCCGTTTTCGATATTGACGCCGCCGTTG
AGGCGGGCCGGGCCGGCGACGTTGAGGAAGCCGCCCAGAGTGGCGTCGCCGGCTATCTGCACG
GTGTCGCCCACCTGCATGCCGCCGGCCACGTGCAGGCTGTCGCCCAGCGCGGCGGAACCGGCC
ACGCTCAACTGGCGGTCCAGTTGCAGATTGCCCTGCAGATGGCTGTCGCCCAGCACTTGCAGCG

CGTCGGCGGCGAGGCCGGCCTTCACCGCCGCGCCGCCGTTGAAGCTGGCTAGGCCGCCGGCGCT

GAGCGTCTGGCCGATGGCGGCGCTCTGCGCCACGCTCAGGCTCTGCGCCAGACTGGCCGGGCCT
TGAAGCTGGCTGGCGCCGCCGATCAGCAGGCCGCCGTCGAACTTGGCGTCGCCTTCCAGCCTGG
CGTCGCCGTGCAGATGCAGGCTGTGGCCGGTGATCTTGTCGGCCACGCTCAGATTGGCCTTGAG
ATTGGCGTCGCCGGCCACGCCCAGGGTGTTGAGCTGGCTGTCCTGGCGCACTTCCAGGCCTTGC
GGGGCCAGGATGGTGGCCTTGCCGCGCGCGCTGTCGAATTCCGCCAGGCCCGGCGCGGCCAGG
CCGCTCTGGAAGTTGGCGACGCCGCCGACGTCCAGGTTCTTGGCGATGGCTGCGCCGCCGCCGA
TCCGGGCATCCTGGGCCAGGGTCAGGTCTTGCTGGATGGCGGCCGGGCCCTGGAACACGGCGG

GgCCGGCCACGCTCAGCGCGCCGCCCAGCGCGGCGTCGCCGGCGATCGCGGCATTGGCGCCCAC
TCGCAGGTCTTGCAGCGCGGACAGGGTGTCGGCGGTCAGGCCGTTCTCGATGGTTGCGCCGCCA
TGCAGACGGGCCGGGCCGGCGACGTCGAGAAAGCCGCCCAGGGTCAGGTCGCCGCCGATCTGC
GCGGCATCGCCCACCTGCAGGCCCTGGGCGATGTGCAGATTGTCGCTAACCAGGTTGTTCTGGA
TGGCCAGGCCGCCGGCGAAGCGCGCCGGGCCGGCCACGTCCAGCGAGCTGTTCAAGGCGGCCG
CGCCCTGCAAGGCGAGCTTTCCGCTCAGCGCGGCATCGCCGGCGACGTTCAGCGCTTTGTCAAA
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CTGGGCGGCGGCCTGCGCATGCAGCGGCGCGGAGATTTGCAGCTGCTGGCTCAGCGGGTCGAA
GCGCAGGCCGTCATCGTTGCCGATCACCGCGGCGTCGATCAACTGGGCGAAGTCGCAGCCGGT
GGGAATCTGGTTGTCGGCGAACTTTTTCTTCAGCTCCGCGCGATTGGGATTGGGGGTCATGAAA
AATCCTTGTCAGTCATTCAGGGGAAGAGCCGGGGTGAAGGCCACGACGTAAGGCTGGGTCGGA
TCGCCGATGCGGCGGCCGAAGGCGACGGTGCGCCGCTGCGGAACCAGCGGATAACCGACGGTG
AAATTGGCGTCGAGCTGGCTGACCGCGATATGGCTTTGCCAGGCGGCGGCATCGCCTAGCGGGA
AGGCCGCTTGCAGCAAGGCCCGCTGCAGCGCGGCGGAGCAGTCCTGCAGACGCCGGCGGCGCG
ACCAGGCGCCCGGCACGGAAAGATCGACACCCGACGACGGCGTATCGGGGCCTGGTTTGTCGG
GGCTGGGCGCGGCCGGGCCGCCCATTTCGCGCCACTTGGCGCGCCAATGGCGGTGCAGCGTCTC
CATCCGGTTCAGATCGTCCGCGCCCAGCCAGCACACCCAGGGCGTCAGGTGCAGCGGGGTTTCC
TCGCAGATCACCTGCTCGACCAGGCGGCGGAAGCTGGGATCGCCGAGGCGGCTGCCATCGACC
GGCAGGATCCAGAACACGCAGTTCGCCAGCGATGCCGTGGGTTCCGAATCGGGACCCGCCGCC
AGCAGAACGCCCTCCACCAGATACAATCCTTCGCGGTTGCCCAGCGACAGGCTGCCATCGTCCA
GCGCGATGCCCAGCCTGGCGGCCACGCGCAATTCCAAGCCGCTGCGGCTATGCAGCGAGGCCG
CCAGATCCGCACCCTGGCCGCGCCCGCCGGACAGGCGCGGAAACGCCAGCAGGAAGCCGGCCA
GGTCCAGCACCTGCTTCAGGCTGGCCAAACGTCGGGTCAGCGTGGCGGCATCCAGTTTGGGCGC
GTGGCGGCTGGCCAATAGCCGGGCGCTGTAGTGGCCGAACACGCCGCGGTAGCGCAGCATCGC
TGCGTCCGGCAGCGCTTCGCCGAAACGCGCCGCCAGGTGCTGCAGCCGGCGCAGGCTGCGATC
CAGCCAGCGCTCGCTCAAAACGTCCTCCAGCACCGGCTCTCCACCGGCTTGCCGGTAGGCCGGC
AGATCCGCCGGCGTCAGCAATTTTTCGGCCAGCGGCAGCGGTTGCGCGCCCTGGCGCAGGATGC
TGGCGGGCAGGCCGCGAACGGTGTCCCAGAACCGGTCCGCGTCGGCGTCGGACAGCGCCTCGC
TGGCCAGCATGCGGACGAACAGCGCCTGCAATCGGCCGAGCCAGTCGCCAGCTGGCAGCTCCA
GCAGGCGGCGGACATTCTCCAGCTGCGCGGCCTGGTCGGCCTGCTGCTGTTCCAGCAGCAGCAG
ATAGGCCTGCAGTTGCAGCGGCGGGGCCTGTTCCGTCGGCGTCGCCGCCGGATTCAGGCCGCTG
GCGCTGATGCCGAACTGCGACGGCAGGCCTTGCGAAAACGCCGGAAAGTCGGACAGCCGGCGA
TAACGGCCGAACGGCGCCGGCAGCGAGGCCTGGCTGACCGGGGCGACGACGGGCGCGGCCAG
CAAGGCCTTTAATTCGTCCAGATTGACGCGCAGGCGCTGGCCCTTGCGATGCAACGGGTCGTAG
CTTTGCTTGGGCAGCGTGGCTTGCCCCGCCcACCATGCCAGCAATCCCTCGATATCCAGGTTGAG
GAAGCCGCCGTCCGGCAAGGTCCACGACCAGGCGCTGTCGACGCGGCGACCGTCGCTGTCGCC
CAGCAGCAGGCTGCTGACCTGGGCGATGCCGGGAATCGCCAGCGCCAGATCGATCAGCTGACT
GGACAGGACCTGGGTCGGCGCCGGCGGCTGACTTTGCCGCACCCCCTGTCGCAGCAGGGGGCC
ATCGAACACGGTATCACCGCTTTGTCCGGCGGCGAGGCAATCGGCGGCGCCACGGTACACAGG
CGGTGCCGTCAAGGCCTGTCGCCAGCTGCGCACCAGCGCCGCCAACGTAGTTTCGACGACGGCG
CCGTCGGCCAGCTCCAGCTCCGGATACAGCTTGAGCTTGGCTTCGCTCAAGAACGCAATCGTGT
CCAACAGCATGCCCAGCGGCCGCGCCGCTTGGAAGCGGCGCCAGACGTCCTGCTTGACCTGCGC
CTGCTCGGCGCCGGACAAAGCGCGGATCGGCGTCAGCCGCAGCTGGTAATGGCCAGCCGCCCceG
GCCACCGGCAGCAGGCTGGCGGCGTTGAGCAAGGGATGGTCGGCCAGCGTTTTTTGCAAATCGT
CCAGGCTCACCGGCTGAGTGGGCAGCGCCTGGTCGATCGGCGGCAGCGGCTGCCAATCGGCTTC
CGCGCCGGCCGGGGCCAGCAGGTCCGCGACCTCATGGTCCAAGCGGTAGCCCAAATCGGTCAG
GCCGGCCAGCGCGCCCTCCAGCAAGGCGACGCCGGGCTCGGACGGGTTGACGTCGGTCCAGGC
GTTGCCGGGCTGGGCGGTGATGAAGGCGATGGCCTCGGCGCTCAGGGCGGCGAAGTCCTGATG
CGGCGGCAAGACCAGATTGGGATCGATGCTGGCCGCCATCACTGGCCTCTCAGGGTGTCGAAC
AGGCGGCGCAGCGCGGAGGCCGGCTTGCCGGGCTCATCCTGAGCGGCGGCCGGATCGGCGTCG
GCCGGCGGCACGGTAGACTCGGCGGCGGCCTGGGTGGGGTCGATCGCGGCGGCCGATGGTTCG
GATGCTTGGATGGCCTCCTCCGCGATCGGCGCGGATGCGGCGGCGACAGGCGGCGTAGGCTCC
GAATCGTTTTCAGTCGCGCGAGCCTCGGCGGCTGGGGCAGGAACCGAATCTTCGCGCGCTTCCG
CCGGCATGGCGGCGGCCTGCACGGAGGGCTCCTCATCCTCTGCCTCCGTTTCCGGCAGACTCGG
CGCGGCAACCTCCGTCTCCGGTTCCGCATGCGCCGCCCGGTCCGCAGCGGAAGCCGCGGCGATG
GACGGCTCGCTCTCCGGCAGGCTTGCCTCGGCCTGGGCCGCCGGCTCCGCGAGCGTCTCCGCCG
AAGCGGCGTCGGCGGGCTCCGTTTTCGTTTCGTCCTCCTGAGCCGCAAGGTCCGGCTCGGCCGC
ATCGGCGCTCGGCTCAACGGCGAGCGGCGGTTCCATCACGGCCTCTGCCGCCTCCTCGCGCCGG
GAGACCTCGGCGTCCGCCTCGTCAGACGCCGGCTCGGAGGCTGGCGGGCTGGACTCGGCAGGC
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GCGACAGCTTCATCCACTGCCGGCGGGACGGCCTCGACTGCCGCTTCCCCGGCGGCCGCTTCTT
CTTGCTGTGGCGCGGCCATTTCGCCTTCGCCCGGCGCGCCGGCCGGGGTCAATTCAACGCCGAC
AACCTGGGCGTCGCCCACCGCGGCCTTGCCTATCGTTTCCATTTCGCCGGCGGCAGGCGTTTCCA
CCTCGGGTGTGGCCGCGCTCGGCGCCTGCGCCTCCGGCGAAGAGGCCGCAGGCATGGTTTCCGC
CGCCGGCGCGGTGGCCGGAACCCGCTGATCCAGGCTATCCAGCTTCGTCTGCAGCGACTGCAGG
CGCTGTTCGACCTCCTCGTCGCGCTGCTCCAGCGCCAGGAACAAGGGATCGTCGGCGCTCACCC
TAAGCGTCTGCGGCGGCGCGGGACGCGCCTGCAGCGACTGCGCGACCAGCACGCAGTCGCACA
ACAGGTTGATCAACAGGTAATAGTCTTCCTGGGTCGGCAACGCGCCATGCTGGAACTGCAGCTT
GAGCCGGGTGCGCAGCGCTTCCAGGCGGGTCTGTTCGGAGGGGAAGGCGAAGAGGGTCATGGG
AATCCTGTCAGAGGGGAATGGCATGGTCGATGCCAACGCGGCCGGTGCCGATTGGCGCGGAGA
GGGACGGCGGGGGCGGGAAGGCCACATCGAAATCGAATTCGATTTCCATCACGCCTATGCCTTC
GAACAGCTGGCGGCTGTCGGCGATCTGCACGAACAGATGCTGCTCCGCCGGCACCAGCACATC
GGCTTGCGCCAGGCTGCCCGGGATCGCCACGGTGTCCAGCCAGGGCTGGTAGTTGGTGATCCAG
CCGCCCTGGCCGTCCTGATAGGCGCTGCGCAGCGCCACCACTTCGCTCACTTCCGGCTGCCGGC
TGAGGAAATGGCTGATGTCGCTGAGGAACACCGTCTGGCCCAGGCCGTGGCTGCCTTGCCATGG
CGACAGATAGTCCACCAGCCGCTGGTTGAGGCTTTGCAGCGCGACGCCGGCGTCGTAGTCGGG
GTCCAGCACCAGGACGTTGGTGCTGCGAAACACGCGGTAGCGCGGCGGGCTGACGGCCAGCGT
CACCGCCGGCGGCAGGCGCCCGGCCAGATCGGCGGCGATGGCGGCCTGCAGCTTGCGGCTGGG
TTGCGGCTGCAGCAGGCCGGGGCGGTCCGGCTGCGGCGCCACCACCAGCCGCACCCGGCCCAGG
CCCCGCCGGATCGCGCTCGGCGCGCGCCAGCGCCAGCTTGGGGAAGCCGTCCAGCGCCAGCCG
CTCGTAGTCGCGCGCGGCCAGCGCCCGGTTCTTGTGGCTGAGGCGCTCGGCGGCGCGGATGGCG
AATTGGCCGTCGTCCTCGCCGGGATGGCCGTCCTGCGATTGCGCCGGCTGCAGCACGCTGGCCA
CCTCCGGCTGCGGCGGCAGCAGGCCGACGATGCTCTGCGCCGGCAAGGGCGCGGCCAGATGGG
CATCATCCAGCCCCTGGTAGCGCACCCGCACCGCGTGCAGGTCCAGCCGCTGCAGGCGGGAGA
ACGCCGGCGGCGCGGCTTGCGAATCGCTGTCGGCCGGCTGCTCGATGGCGATCCAGCTCAGGCC
CTGCGCGTCCTGCCACAACTGGGGCAAGCGCAGCCGCGCGATGCCGCTGTTGCACAGGCCGTTG
CTCTGGTCGCTCAACACCGCGGCCAGGTCGCCGGCCTGGCCTTGTTTGTCGGTTTGCAGCCGCA
GCCAGCCCGTCGGCGTCAAGACTTTCCACTGCAGCGGCATGGCCGGCGGCGCGACGTTCTGGCC
GATGACGTCCGGCCGCAGCGTCAGCACGCAAGGCGTGGCCAGCCGCGAGATGCCCAGGTACAG
GCCGCTGCCGGCGCCCATCTCGTTGGCCACCGGCGTGTACGGCCGCAGCGGGCTGGTATTGGCC
TGCAGCGCCGACGGCAGCAAGCCGATCGGATGGTATTGCAGCAGCGTCAGGTTCGTGCCCAGC
GCCGCCTCGCTGGCGTAGCCGACGCTGGCCGAAGCCAGCCGCGGGGTGTAGGGCGGCGGCAGG
AATACCGGTTGCGGGGGCGAGGCCTGCAAGGAAATCGACGTCAGGTCGATGGACTGGCCGGGC
GTCGCATCCGCCCGATATTGGTAAAAACGATAACGGGTCTGGCCCGGCAAGGTATAAACCACG
CGGCCATTGACTAGGACTGCCGAATCCAGACTCAACAATGGCACCCAACTGGTCCCATCATTGC
AGGCCCATAATTGTGGGTTATTTCCCAGCGCGCTTACGTCTATTCGACCGAGATCCAGCACCAA
ACCGGAGGCGTAAAAATCACGGTTGTAGCTCAGCGTCAATGTCTTCTGGCCCGCCGCGTCCTTG
CTCGTCCAGGAGCAACTGGTGCCGTCGATGCTTACTATTGGCCCGTTGGTAGCATCACTGGCGG
TGGCGTGGAGAATCATTTCCCGGCCTGATCGCACGCTCCATTGCAGCATTGCGGCGGTATAGCG
CCCGGCCAGCACGCTGGCGGCCTGGGTCTCTTCGGCGTGGCCGAAGCTGCGGCCTTTGAACTCC
AGCGCGAACCAGTTGGGCCATTGCTGCGGATCGGAAGGCAGGGTATCCGGCAGCGGGGCCAGG
GCCGCCGCATCGTCATGCTTCAGCGAAAAGCATAACGTTTCCGCGTTATTGTCCAGAATTTTTTG
CGGGCCATCGGCAATGACATATTTGCTGGTGGGGTTGGCCACCAAGCCGACGGCTGCGGTGGGC
GTCAGCATGCCCACCGCGTCCAGGTAGGGCTTGTAATAGCCAGCCAGATCGGAGGGGCGTCCCT
CCCAGTTGAGATTGACCTTCAATTTGGTCAGCGGCTTGTTCCACCACTCGGCCTGGGCCAGCCA
AGGCGCTGGCCGTTGCTGACCGGTCCGGGAAAGGCGTCGAAAGCGGCGCTGACGTCCGCCACG
CCCAGGCTGTTGCGCGCCGCTTGCAGCGGCAGGCCGTCGCATTCGGTGCGCAGGGTGAGGCTGG
CCCATTGCAAGCCTTGCCAGATGTCCAGGCCGGTCAGATTGCCGCCGGCATCGGCGCGCAGGGT
CAGATCCAGCCACGGCGGCGCGCCGTCGGCGCCGCTGATCGCTGGCAGCGTCGACGCCAACGT
CCAGCTGATCGTCAATTGCTGCGCGTCCCATGCCAGCTGGGCGTCGCCCAGCGCCAGGCTGCCG
TCGGCCAAGGAGGCTTGCGCCTGCCAGTATTGGTTGAAGCATTTGGTGAGTGCGGGCAGGCTGT
TGTCGGCGATCCCGCCGACCTGCCGCAAGGCCTGCGCCCAGGCCAGGCTTTCCGCCGCGCCAAA
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CACGAGCTTGATCGTGCGCTCACCGGCCGCCAGCGCCAACAGCGGCGATTGCAGCCGGATGCC
CAGCGTTTGCGGCTGCTCGCGCGTCGGGTCCAGCGTCGGGCGCGGCGTTTCGCCGACCACCTGG
TTGCCGCCGGCCGCCCAGTCCAGGCCGCCGGCCACGTCCAGGCAGCGGCGGCGCAGCAGTTGC
GCCTGAGCCAGGCCGGATGCCGACAGCGCGCGGCTCTGTCCCAGGCTGATCGCCTGTTGCAGCG
CGGCATGGGTCAGCGGCAACGCGTCCAGGCTGTGGTACACCCTTTGAACGCCGTTGGCGTCCAG
GCCGGCGTCGAATCCGCTGCCGGCAGGCAGGGTGAAGGCGGTGAAATCGTCGTTCAGCGTCAG
CAGCGCGTCGGCCTCATCCGGCTGGCCGGGCTTGGGCGACAGCGACAGCCGGCGGCGGTAATA
GTCCTGGCGGTGGCGCTCGGTCAGCGCGGCGAACGCGTCCCGCGGATGGCGCTGCAAGCGCAG
GAAAGCCAGCAGCAGCGCCATGTCGGGCTGGGCGGCGCGGGCTTGCAAGGCCGGCGGCAGCGG
CGCGCCCTGGTCGATCCAGGCTGCCAGCGCCGGCCAGCTGTCCGGCGGCGGCAGCAAATCGCTC
CAGCGGCCGGCCTCCTGGCCGTCCAATCCATAAAAGCGCAGCTTGCCGGCCAGCGCTTGCCACA
CCGCCAGCCAATCCAGGCTGCCGCGTTCTTCCACGCTGAAGGTGGCCGGGTCTTGCGCCGCCAG
CGCGCGCTGCGTTTGCAGGCTGCCGCTGGACGGAGAAACATTCGGAATATCGGAAAGCATGGC
GGACTCGGGAAAAGAGAAAGAAAGGGCGTCAGGCGGTTTTCAGCTTGCCGGGCGGGGCGACGG
GCGTGCCGCCTTTCGGCGCCTGGTATTCGCTGTTGCTGTCCGGTTGCGGCGGCGCCGGCGGCGG
GTTGGGCTTCATCGCCGGCGCGACGCGCTTGCCCTTGATCGGCGCGGCCTCCTTGAGCAGAACC
TTCTTGCCCTTCACCTTCAGCTTGGTGCTGAGTTGGCCGCTTTTTtCCTIGTCTGCCTGCAGCAGCA
GCACGCCGGGGATGGCGAAGGCGCCGGCCATGTACGGCGCGGGCAGCTTGGACTTGGAGATGT
CGCCTTCCAGCGCCACCGGCTTGCCGCCTACCTTGAGCTTGTGGCCGGTGCCGGTGAGCGGCAA
GGGCACCGCCCCcAGCAGCATGGCCTGGCCCAGCATGCCCTTGCACAGCACCTGGTCGCCGCTG
ACCAGCGCTTGCTTGCTCATATCGAGGCCTCGGTCAGATAGAAGGGATAGACCAAATTGTTGCG
GGTATTGGTGTCGCGCACGGTGTAGTCGACGGTCAGCAGCACGCAGCCCGGATCGTCGCCCTGG
ACGGCGGACACGCTATTGACATCGATGCGCGGCTCCAGCTTGAGCAAGGCATCCTGGACGCTGT
GCTCCAGCTCGTACAAGGTGGCGGAGTCGATGCCGGCGAACAAGGTCAGCGCCAGTTGGGAGC
CAAAGTCCGCGCGCATCACCCGCTCGCCCGGCGCCGTGCCCAGAATCAGGCGGATGGACTGCT
GCACCAGCGGCTCGCCGGCCAGTTGCACAGGCAGGCCCGGCTGGCTGAAACGCGGCGGAAAGG
CCCAGCCCTGGCCCAGAAAAGCGTATTGGTCCATCTTGCTATCCTCAGGAAATGTTGACGCTGC
CGGACACCTTGATGTCGACGTTGCCGTCGCTCTTGATGCTGGCTTTCTTGCCCGACAGGGTGATG
CCCTGGTTCGGACCATTCAGCGCCGCGCCCTGCTTCAAAGTGAGAGTGTCTTTGTTTTGGCGGGC
GATCAGGCCGTCCTTGGCGGATAGCTTGAGATCGGTCTTATCGTCGCTGGCCAGGACGATGTTC
TTGTCCTTGGCGTCGAAAGCCAGTTGCAGCTTGTCCTTCTCCAGAATCAGCGCGTGCTTGGGCAT
CTCCTTGCCATAGGGAAAAGGCGGCTTTTGCTTGGGGTTGTGCACCGCGCCCAAAATCGCCGGA
CAGTCCCAGCAGTCGCCAAGGAAACCGACGATGACTTCGTCGTCCGGCTGCGGCGGCAGATAC
AAGCCGCGGCTCTTCCCCGCCAGCGGGGTGGCCAGCCGCGCCCATACCACGTTGTCCGGTTCAG
ACAAGCCCTGCAGCTTGACCGGCAAGCGCTGCAGCGCGTCCGGATCGTCCTTGTAGGGCTGGAT
CACGCCATGCATCAGCGGCGGCGGCGGCAAGGGCGCCGGCGGGTCGAAGCGCTCGGGCTCCAG
GCCCAGCTGCAAAGTGGTGCGCAGGCCCTGGCGGTCCAGCTCGATGCGGACGCCTCCCACCCA
ATAAGGCCCCTGCAAGGCAGCCGGGACTTTGTCTATCTTCACCTGACCGCCGGGGCTCACTGCC
AGATAGCCTTCCAATTCGATGCTGCCCTGTTGGAAAGCCAGCGCCGCGCGCGTGGTGCGCGCCA
GGGCCTCGGCCTCGCATGCCGCTTTGCTGGCGGGATCGCTGCGCCGCAGCTTGACGGTTTTGCG
CCCCAGCTTGCCCGCGATGGTCTTGAGCGGACCAGCGCTCTGGCTGGCTTGGGTGCTGACGGCC
TTCTGTTCCTTGATGCTCCAGGCATCCACCTTGGCGTCCGGAATCGCCGATTCACCGTTCTGCCC
CAGGTCCATGCCGATGATCTGATGGTCGGTCAGCTTCAGCTGCAAGGCCGAGCCTTTGGCCTGC
GGCTTGTGCAGGCTGACACCGTCCTTGCCGCTGAGTATCACCAAGCCGTTGGCGGCCGCCAGGT
GGCGGGCGAACAGCCAGGGGCTGACCGGCGGCAGCACCCGCTGCGAGTATTCGACGGTGGCT
TGGGCCTGTTCTCCGGCCAGCGTGACGCCGGCTTTCTGCAGCACATCCTTGAACAGCTCGTCGTC
CTTGACCTTGCTGTTCTTGGCGTAGCCCAGCACGCCcTCCCCcGCCTTGATGGCGCTGCAATGGC
AGACCAGCTCCATATGCAGCTGGTGATCCTCCAGGCAGTAGCGCCGCTCGCTGAGCACGCCGCT
GAACAGGGCGAGCGGAACGCTCTGCTCCGGCGGGGTCAGCTGGAAGCTGGCCGCGCTGCCCAG
CGCCAGGGTTTCGATCGCTTGGGCCCATTCCGGCTTTTCGTAAAAGCCGGCCTCGACCCGCACG
CTAAGCCGCGTCGGCTGATTGGCGCAGGCTTCGTACTCCAGCCGGTAGATGTCGAAGGTCTTGA
GCGTGAGCCCGCCGATCTTGCATTCGATGCCGGTCATGCCTGGCCCTCCTCGCTGCGATACGGC
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GGGAAGGCCACCGTCATGCCGGGGCGCAACAGGCGCGGGCTGTCCAGATCATTGCTGCGGGCG
ATTTGCGGCGTGAGGGCGCTGTCGCCGTAGATGCTCCAGGTTTTCAGGTCCAGCCGGTCGCCGG
CCACGATCTGGCGCACATGAGTCAGATCCGGCGAATTGAGTTTGGCGGCCTTGAGCCGCTGCTT
GCGGCTGATGCATTCGTCAAACTGGCACTCTGCGGCCACCGAGGCGGCCTTGCCGTTGGGTCCC
ACGCTTTCCGCTTTCAGCCGGATGCTGCGCAGGATGCCCAGGAATTTTTTCCGCCCGTAGGGAA
ACGGCATCGTCTTGTCCCAGGTGAGCGTGAGGAAACGCGGCTGGTGGCTGGCGCCGTCTATGCT
GTAGCAGCAGGCGTAAAGCTGGGCCAGCTGATCCTGGATGCTGCCGAGGCCGGCGGTGAACTT
CGCCAGATTGGTGTACACGCCCTCGAACAACAGGAAGGTCACCGTCAACTCGTTGCTGCCGCCG
CCCTGGAAAGACAGGCCGCCGCCGGGACTGCCCAGGCTGCGGTCCTTGGCGTATTCATTGCTGA
GAGAAAGCTGCAGGCTCTCGCTGCGGTAGGCCAAACTCAACGGTTTGCCTTGCAGATTGACGCG
CTCGATGTCGCTATAGGCCTGCAGCGTGATTTCCGGCAATTCGTTCGGGTTCATCGGCATTGCTT
GGCATTCCTTCGGAAACGCTACCAGCGCCGCAATTGACGCTGGCGTTGGAGAACCTGCCGCCAT
TCGCGGCGCTGGCGCTCGGCGTCGGCCAGACGCGGTCCGCCAGACGCGGCGGCGGCGGGAGCG
ACCTGGCGCGACACCACCTCGATGCGCACGCTCAGTTCTTTGATCAGGATGGTCACAGTGTGAA
AGGCCGCATGTTCTTGCAGCTGAACGTCATCTTCTCGATGATCAGCTGGCCGTTTTCCGCGTTCA
GATCGCCCCAGTCCAAGTCGGTCAGGATGGCGCGCTCAAACTTCCAGGCGGCCTTGGGCACCCC
TTTCATATCGATGCTGGCCACCAGGATGTCGAACGCCAGCAGACGCTGGTCCCATAGCTGCAAC
TGGTTAAGGTTGGCTAAAGCCAGAGCGGAAACCGCGCCATCGGCGATGGAGGTCAGGCCGCGG
CTGAGCGTGAGGCTCTTGGCCTCGTCGGTCTTGATTGACGGGtAGTTTTTTTCCCAATCCAGCGT
ACGCGAAACCGCCAGCCCCGACACCGACTGAAAGCGGATATCGGTCAGGAACGGCATGGCGCC
CGCCGTGATAAACACCACGAAACGATAGGCGGGCAGCGGAAAAGGAGGGCTGACGGCCACGT
TTACAGCCTTCTTCGCCAGGCTGGCAATCGGTTGCAAATGCGCTCTCCCTGTAAAAGTCCGGGC
CGCCGAGAGGCTGCCCGGACTCGGACTTAGTGGAAGGTGACCGTGATGTCGTCGGCCATCAGCT
CCAGCTGCTCCAGCGCCACCTCATTCGAACCGCCGTTGAAGCTGGGCGCGGTCAGTTTTTTCGG
GAAGGCGTTGGAGACACTCCAGGTCACCACCGGCTTCTGGCCGGTGGCGTCGGTCAGGCTGAC
GGTGATGTCGCGCTTGTCGACCTGGTTGAGCGAGATGGAGTGGATCCAGTCGTAGAACTGGCTC
TICTTTTTCACCAGGCCGCGCTTGAGCGTGATGTTGATGTCAGACTGCTGGCCCGGCATGTGGAT
CTTGCCCAGGCCGTGCTTGTAGGTGATGGTGTCGTAGGCGATGTCCAGTCCGGACACCTCGGAA
AACGCGATGGATTCCCCCCcGACGCTGACCACGAAGCGATAGACCGGAATGGGATAGGTATTG
GCGATATCTGTGGCTTTGACTGCCATGTCAGGCTCCTAGCTTAGGCGCTGATGGATTTGTGGGA
GAAGGCCAGCTCGATGAACTCGGCCGGGCGCACGGCGGCAAGGCCGATTTTGATGTTCATGTA
ACCGTTGTTGATATCGTCCTCGGTCATGGTGGTGCCCAGCCCCACCGCCACGTAGAACGCCTGT
TCGGCGGTATCGCCGAACAGAGCGCCCTCCTTCCACAGATTGGTCAGATAGGTGTCGATCATCG
ATTTGACCTTGAGCCAGGTCATCGGCGCGTTGGGCTCGAAGACGGCGAAGGCGGTGGCCAGCTT
CACCGACTCCTCCACCATGCTGAACAGGCGACGGACGTTGATGTAGCGCCATTCGTTGCTGTTG
CCGGCCAGCGTGCGGGCGCCCCAGACCAGGGTGCCCTGCCCGGTGAAGGAGCGGATCGCGTTG
ATCGATTTGCCGCTGACCGGATCGATGTTCAGCTTGCCCTGTTGATCGGCAGTGACGACCACGC
TCGGTCCGCTGACGGCGGCCAGCGGCACATTGGCCGGCGCCTTCCACACGCCGCGGTCGCCATC
GGTCTGCGCGTACACTCCGGCTATGGCGGCAGATGGCGGCAGGACCGGGGACTGCAGAGCCAG
GAAAGCCATGATCTGGGCGTATTCGGCCTGGCCGGTGCTCAGCAGATCCAGCGTGGCCACCGG
GTTGCCGCCGCTGTCCTTTACCCCGCTCAGCGCGATCTTCTTCTTCTGCGCGGTTTGCTTCGTCGC
ATCGAGATCCAGCATCGGCGTCAGCGTGGTGTTCAGATACGGGTAGTAGGCGGCGCCGTACTTG
AGCGTGTCGAGGGTCGCGGTGACCTTGTCGCGCAGGTTCTGGGCGGCGGTGGCGTGATCGACGG
CCGGCACGGTGTCGATCAGCGCGAAGCGATCGCCCAGGTCATGGGCTTGGGTCAGCATGTACTG
GGCGATGTTCTGGTAGTAGTTGGGCAGCGACACCGCCTCCGGCGCCAGCAACAGGGTGACCTCT
CCAGCTCCCTTGCCTTGTCGATGCCCTTGATGAAGTCGGCTTCTTGGTGGGTGGCGCTGTTGGTG
CCCACCGCGATGACATAGGCGTCGCCGCCGCCGTTCAGGTAGAAGTGCTGCACCGCGTAATACA
GATAATTGCTGGTGATCAGCGCGGCGGGATCGCTGACATAGGTGAACTGGCCTGGGGATACTTG
ATTCACTGTGCCGTGCAGCCATTCACCCAGGCCAAAATATTTCTGGTAATCCAGCATCGAACTG
TGCGGCGCACCACAGGGTAGGCGCTGGCCGGAACCTGTTGGCCATTGTCGTCCAGCGCTTTCTG
CACGTAGCCGATAAATGCGGGGATGGCGGTGGCTACTTGCGCCACCGAGGGCGCCAGGGTGGA
CACTTCGGTCACATAAACACCCGGCGTGGTATACGGTTTACTAGCCATGAAGGGAAATCCTTAG
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TCTGGCCCTAGACACGCCGGCCCACCGCTTGGCGATGGGCCGGGTTGCGGGGCGGGGCTGTGG
GAAGGGAAAGCGAACGGGGCAGGCGCTTGCGGACAAGCCTGGAGCCGGAAACGGACTGAGCC
GTGAAAGTGAGGCTATCTTAGCCGGCGGCCGGCGCTTTGCGGCGGCGGCGCGTCACCATGTGTG
TGGGGTCGAAATCGTCACTTAATCTTATTCATCACCCTTTTGCATGTCATAATATAAATGACAAG
TTAAGTGACAAATCAAGGTTGTTGCCTTCTTGGCGGACAAGATGTCTTATAATCGACCGTATAA
GTGACAATGAGAGCTCAAGCATGCTGATCGGCTATATGCGGGTGTCCAAGGCGGATGGCAGCC
AGGCCACCGACCTGCAGCGCGACGCGCTGAGCGCCGCCGGCGTCGCGCCGGAACAATGGTATG
AGGACCAGGCTTCCGGCAAGCGCGAGGATCGCCCAGGACTCGCCGCCTGCCTGAAGGCGCTGC
GCGCCGGCGACACGCTGGTGGTGTGGAAGCTGGACCGGCTGGGCCGCGACCTGCGCCATCTGG
TCAACACCGTGCACGAGCTGACCGCGCGCGGCATCGGCCTCCGGGTGCTGAGCGGACACGGCG
CCGCGATCGACACCGCCAGCGCCGCCGGCAAGCTGGTCTTCGGCATCTTCGCCGCGCTGGCGGA
GTTCGAGCGCGAATTGATTTCCGAGCGCACCACCGCCGGGCTGGCCGCGGCGCGCGCGCGCGG
CCGCCACGGCGGCCGGCCCTACAAGATGACCGCCGCCAAGCTGCGCCTGGCGCAGGCGGCGAT
GGGTCAGCCGGAAACCAAGGTGGCGGAGTTGTGCGCGGAATTGGGCATCACCCGGCAAACGCT
GTACCGCCATGTCTCCCCCGCGGGAGAATTGCGGCCCGATGGCGAGAAGCTGCTGGCCGACGG
ACTGCGCGATAAACGCGCGCCCCTTCCCTACTTGCCTCGTTCCTGCCCTATCCAATCTGGACGAT
TCTCAAACAAACACTTTCTCTCCCGATCTTGGTCCGCTGCTGCTGCCCGCAATCGCCTATGCCAG
CCCTTTTCATCGCACGCCAGGGTCTCGGGGCTTCGCCCTGAGCAGGCAGGTAGGCTGCACCAGG
AAGTGAAACGACTGCAGCGCGGCCGTTTGTGATACAGCGGGGTTCCGGCGGTATCACAAACCCT
ACCTTGTCCTCGATTGAAGTCCTGCCTTCCGCACGTCTTGTCGATACAGAATCGGTAAACAGGA
AGAAACGCCAAAAGCATCGCCAGGCCGCCATCATGGAAACGGATCGCCGACAGCTCGATCAGA
CCGCAGTCAAAACACGTACTCAGCCAAAAAGATAGCCCGTTGAAACCAGGCAGAAAACGTCAG
CGGAAACAGTATCGAAAACCGCTGGCGAAACTTAGCGGAAATCAGAACGGCCCGGTTCCTGGA
AACCGATCTGAAATACCTGTTCTTACATGTTTATTGTTGTAAAATACAAATACAACTTTTACGAT
GTTTTTTGTTTTTACAACATTAAAGATGTATTTTAGGAGCTCGCCATGCACTACCCCGTCCGCAC
TCTGGAGCAGCTGCGCCCGCTATTGCTTGGCCTGCGCAAGGCGGCGGGGCTGACTCAGGCTCAA
CTGGCCGCGCGCCTAGGCGTGTCTCAGCAAAGCTACGCCAGGCTGGAAGCCAACCCCGCCGCC
GCCAGCGTGGAACGCTTGTACCGCGCGCTGCGGGCGCTGGATGCGGAGTTGGCGTTGTCCAGCT
CCGGCTCCCCTCCTCCGCCATCCGCGGCGGATGCGAACGGCGAGGACTGGTGACATGGGCCGCC
GCAAACAGCAGCAAAAATTGCATGTCTGGATGAATGGCCTGCCGGTCGGCAGTTGGGAGACCG
GCCGCGCCGGTGATCGGCTGAATTATTTCGACCACTGGCTGGCGCATCCGCAAGCGCGGCCGCT
GTCTCTGTCCCTCCCCTTCCTGCCGGGCAACATGCCGCACCAAGGCGCGGCGGTGGCCGCCTTTT
TCGATAATTTGCTGCCGGATAGCGAAGCCATCCGCCGACGACTGGCGCAACGCCATCGTTTGGC
CGAAGCGTCTCCGTTCCAGCTGCTCTCGGCCCTGGGCCGGGACTGCGTCGGCGCGATCCAGCTG
CTGCCCGAAGATGAAACGCCGCAGGAGCTGCGGGCGATTCGAGGCGAAGCCTTGGATGAGGC
CGGCATCGCCCGCTTGTTGCGCCAGGCTGTCGCGGCGGAGCCGCTTGGGCTGAGGGAGGATGA
CGCGGACCTGCGGCTGTCCATCGCCGGCGCCCAGGAAAAGACCGCGTTGCTGCGCCATGCCGAT
CGCTGGCTGCTGCCGCAAGGCAGCACCCCCACCACCCATATTTTCAAGCTGCCGCTGGGCCTTG
TAGGCGGGATGCAGGCGGACATGCGTAGCTCGGTGGAAAATGAATGGCTATGCTCGCGCCTGG
TCGCCGGCTTTGGCCTGCCGGTGGCCAACTGCGGCATCGAGCGATTCGAAGAACAGAAGGCGC
TGGTGGTGGAGCGTTTTGACCGCCGCCTGGCAACGGATGGCGGCTGGATCCTGCGCCAGCCGCA
GGAAGACATGTGCCAGGCGACGGCCACCCcTCCCCATCTCAAATATCAGGCCGACGGCGGGCCC
GGCATCGCCCGCATTCTGGATATTCTGGCCGGCTCGCAAGCGCGGGAACGCGACCAGATGAACT
TCTTCCGGACCCAACTGGTTTTCTGGCTGCTGGCCGCGACAGACGGCCACGCCAAAAACTTCAG
CCTATTCCATTTGCCGGGCGGGCAATATCAGGCCGCCCCTTTATACGACATTCTGTCCGCCCACC
CCATCATCGGAACCGGCCGCGGCCGGATCGCGCCGCAAAAGGTCAAGCTGGCCATGGCGGTGC
GCGGCGGCAGCAACCACTACCTGTTGGAACGCATTCGTTATGGCCATTGGTTGGCCCAGGCCAG
ACAAGCGGGATTGGCGCCGGAGCACGCCGCGCGGTGGATGGATGAGTTAATGGAGAAAACCGG
CGAGGTGGTGAAAACCGTTGCCAAGGCATTGCCTGCGGATTTTCCCGAAGACGTGGCGGATTCT
ATTTTCCATGGCATGCTGCGCCAGCGCGATAAATTGGCCATGGGAAAGTTAGTCGGCGACGAAT
AGCTCATATCGCCACATTACGTTCCCTCCCCTGCTGGATCTAATCTCAAGCTTGGCTAGGTGATG
AAATTCATGTTTTCAAGCCGCTATTTGGATTTGAA
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>1-7440 (contig 4 Size: 7440 bp)

CGACCCCTTGCTCTGCCAGCTGCTTCACGGCCTGTTCCAGATAGACGGTATTCCATAGGATGATG
GCCGCCACCACCAGATTCAGGCCGCTGGCGCGGTAACGCTGGTTTTCGAAGCTGCGGTCGCGGA
TTTCACCCAAACGGTTTAGAAACACGGCGCGGGCCAGCGCATTACGCGCCTCGCCTTTGTTCAG
CCCCACCTGGACGCGGCGGCGTAGATCCACGCTCTGTATCCAGTCCAAGGTAAACAGCGTGCGT
TCGATGCGACCCAACTCACGCAACGCCACCGCCAAGCCGTTCTGGCGCGGGTAACTGCCGAGCT
TGCGCAGCATCAGCGAAGCCGTCACGGTGCCCTGCTTGATCGAGGCCGCGAGCCGCAGGATTTC
ATCCCAGTGGGCGCGAACGTGCTGAAGGTTGAGCGTGCCTCCTATCAGGCTGGCCAGCGTGGGG
TAGGCGCTGGCATCCCCAGGAATGTAGAGCCGTTTGTCAGCCAGGTCGCGGATGCGGGGCGCG
AAGCGGAAGCCCAGCGGAGGCATCAACGCAAACACGTGGTCGGTGAAACCCGCTGTGTCGGTG
TAATGTTCTTCAATGCGCAAGTCAGATTCATGGTACAGCAGGCCATCCAGCACGTAGGTCGCAT
CGCGTGCGGCCGCATGGATCACCTTGATGTGATACGGCGCATACTGGTCGGAAATGTGAGTATA
GAACTGCACGCCCGGCTCTTGGCCATGCTTCAGATTCACCTGGCCGCTGACTTGTCCGTGGCCA
CCAGCCTTGAAGTATTGGCCATCCGAAGAGGACGTAGTGCCTTCGCCCCAATGGGCAGCAAAA
GGTTGGCGCGACTGCGCGTTCACCAACTCCGCCAGCGCAGCTGAGTAGGTTTCGTCCCGGATGT
GCCAGGCTTGCAGCCAGGTCAGCTTGGCATAAGTGACGCCAGGGCAGGACTCCGCCATTTTGCT
CAGACCGAGATTGATGGCATCGGCCAGAATGGCGCTCAGCAGCAAGAAACGGTCGCTGGCTTC
CTCTTCATTTTTCAGGTGCGTGAAATGGCGGGTGAAGCCGGTCCAGTCATCGACTTCCATCAAC
AGTTCGGTGATTTTCAGGTGCGGCAGCAGCGCATAGGCTGTCCGCAATAGTGCTTCCGCCTCGT
CGGGCACGGCGTTGTCGAGTGGCGTAATCTTGAGCCGTCCACTGGGCATAATGCAGGCATCTGG
CAATTCATCCGCAGCCGCCAGCCGTTCCACCGTGGCCAGCCGCTCCCGCAGCAAGGTGAGCCGC
GACTCCAGATAACGCTCACAATCGGTTTCGATGGACAGTCCCAACTCGTGCCGCCGCTGTTGCT
CACGAAAGTGCGCCGGCGGCAACAGATATTCCTCGAAATCCTTGAACTGGCGGGAGTGCAGTA
CCCAGATATCGCCGGAACGCAGTGCGTTCTTCAGCTCAGTCAGGACACATAGCTCGTAAAAGCG
TCGATCCAGTCCTTCGTCGGTCATGACCAGGTTTTCCCAGCGCTTGCGGATGAAGGCGGTGGGC
GCGTCTTCCGGGACTTTGCGCGCCTGGCGAGCATGCATTCTTTTCAGCACCTGGACCGCCTCCAG
CAGCTCCCGCGCCACGGGGGCGGCCTTCAGTTCCAGCGATTGCAGCAAGGTGGGCGTGTAGCG
CCGCAATTTGTCGAACCCTTCCTCCATCAATGCCAGGTAGTCGAAATGGGCAGGCTGGGCCAGT
TGTTCTGCCTCATTGAGGCTGGCGGCGAAAGCTTCCCAGGAAATGACGGTTTCGATGGCGGCGA
ACGGATCCGTGCCGGCGTCCTTGGCTTCCAGCAAGGCGCGACCGATCTGCAAGTACAGCCGCAC
CTTGTCGTTGATGGCCTTGCCGGACTCTTGAAAGCGTTCCGCATGGCGGCGCTTGGCCTGATTGA
ACAGCGAGCCCAGGAAGCGATCATGCAGGTCGAGCGTTTCATCAATCAGCGTGGCGCGCGTTTC
GAGCAAGATGGCCACCAGCGTGGCGAAGCGTCTGACGGGCGCCAGGTCCCGCAGATGCTGGGC
GGTCATCTGGCCGCCCTCCCGCGCCAGCTTCAGCAAACGGTTTTGGTGAATCGCCTTTCCCAACT
CGGCGGGAAATCCCAACGCCTGTAGGCTGTTCAGTCGCTCCAGATGCGCCAGGATATGTTTGGG
CTTGGGCGCTCCTGGCGGCTGCCGCAACCACATCAAGCCACTCTCCCGGCTGCCACTCTTGGTCT
TCAACAAGTCGTCGAGAGCGTGGCAATGCGCGATGGAGAGCGATGCGGTCATGGCCTGATAA
AGCTGCTGCGTCCCCAAAGATAGGGCTTCGCTGCAAATGCGCTCGATGACGTCCATCGCAGGCA
AGATGATGCGCTGCTGCCGCAGCGAAACGACCAGCGCTTCCGCCAGCGCCATGCCTTGATCAGT
CTGAAAGGCCAGCTCCGCCAAGGCTGCCACGCAACGCGGGTAGTCATCTGTCGAAAACAGCCG
CAATTGCAGCCAGGCTTGCAATTCCAGCAGGTGCTCGCGCCGGGTCTGCTCCCGCCGACCGTAA
TCTTCCCAGCCGTCAGCGGACAGCTTCAGCTGTTCCGCGACCCATTGCAACAGCGGTGGAAAGG
GTGGCTGCCCCATGCCCAGGTTGATGCCAGGAAAACGCAGGTAGCACAGCTGCACAGCACAGC
CCAGACGGTTGGCTGCACCCCGGTGCTGGCGGATAAACGCCAGATCAGCCTCGCTAAAGGTGT
AGCAGCGGATGATCTCGTCCAGGCTGTCTGGCATGGCCAGCAATTGGGCGCGCTCTTCGGCGGA
CAGCAGGTTACGGCGGGGCATCCAGCAACTGGGCAAGGCACCTGGGCAACTACCCGAATAGTC
AGTCAACTCAGGATGACAAAAGCCTAACGTGCTATTTTTICCGTTTCGTGAGCTGACCCCAAATT
CGGCTTAGCGTACGATTTTTtCCGTTTTCTGAGACAATCCCTTGAAGACTTCAAGAAAGCCGCTT
GACCGCAGCGACAAAATCCAGCCGGTACAGGTGCATGGTCAGGTCGATGGCACCGCCGCCGCC
CTCTTTGGTTCGTGTGTCGTACCACTTTGGCCCGTCTGCCAATAGCTCAAAACCGCCATTGCCCA

96



LISTIK, 2014. Plasmideos naturais de Chromobacterium violaceum: Andélise de sequéncias e
constru¢do de um vetor para transformagao genética.

CGGACACATTGAGGCGAACGGTTGTAGCGGCCTTCACGGGCACGAAGTCAGGGTCACGCTTCC
AGTGCAGGCCCAGCCGGTCTAGCGCCTGCTGCACGGTCATGGCCCGCAGGGAATCCAGCAAGG
CAGGCGAGAAAGAACGCTTGGCGCGGCTCAAGACAACCCCCCGGCACACAGAGAGAGGGGGC
CGCCCTTCGGGCGGCGGGCTACTCCGGGCCTTTGGCCCCTCCGCGCCGTTCCGGCGCTACGCAG
CGGTGGGTAACTCGTTTGCGAGTTACCCACCGGCTTTGCGGGCTACTCGCATTTGAAAAATGCG
GGGGGCTACTCAAAGGCAGGCGCTTCGCGCCGGGCGAGGGCTTCGCCATTAGTAATACGCAGG
GACTTGTCTCACGCATTGGCCGCACCTTCTCCCCCCTGTAATACGCAGGAACTTGTCTCACTGGC
AGACATGGGCTTGCCAGCGCGATACCAGCTTGCGCGGCTCATTCCCAAGGCTTCCCACGGCTTT
TGCCGGGTCAGGGAGTTGGCCTCGTAGGTTGCCCGCTCCACCGCCCCAGCGGCCCGCCTGCGGG
CCTCGTCGCGCTTCCTGTGGCGCTCTGCTGCCACGTCCCGGCTAACCAGCGTGCGCAGTTGCTGC
TGTTCGTCGTCGGTGATGCCAAACAGGCTGATGAGCGTGTCATTCTTCGGAGTGTAGAGCGGCG
AAAGCTGCTTGCCGTTGAACTCGATTTTTtCCCcGGCCTCGTGCGCCTTGGCCTTGCTGTACAGCG
TCATCAGTTCGGCGCTGCGGTAGCTCCATGCCGGGTCAAGCTCGCGGGCCAGTGCTGCGGCCTC
GTGGTACATCTGGCCGCTGTGCGTGGCACCGGACAGCAACAGGAAATTGAGACGCCAGAAAAG
GTGCGTCATGCGCTGGCCATCGTTCACGCCGCCCCGGATCTCGGCCAGCCGCCGCAGATCCTCC
AAGCGATCCCAAGCCAGTTGCCGCCCGCTGAACCCGCGCAGGTTGCCGGTTTTCCCGCCCGGTA
GGAGCTTGAGCTGGCGACGGTCGGCGCGGGCCTTGCGGTCGGCCTCGATGTCCCAGCGTGCCAC
CGGCAAGAGCGTTTCGGCCAGATACTCGAATCCATACCGGAGCGGCTCGCCGTCCGCGCCGTGT
TGGACGTGAACGACACGGCAGACCTCGCCGCTTTTGCTGTTCACCGTGTTGACCAGCCGCAGAA
CGCGGCTGGCATCCTTGGCCGCAGGGTCGGCCCCGAGTCCGGCCAGCCGGTCGATGAGGTGAC
GCTGGCAGGCGTTCCAGCGCGGCAGCGCGGCACGCGGCAAGGTGCCGTCCAGCAGCCATTTAG
CTTGAAGCCCACGCCCGCTATAGACCAGCAGCGAGGGGECCGGAATGCCCTCTTCTTGGCAGCG
GTACAGCACCGCGGCGGCCAGTTCGTCGGGGCTACGGCCTGCGGCCCACGGCTCGCGGTAGGT
GTCCAGATCGGCGAACAGTAGCCCGATGCGGGCCAGATTGACCACTCGGCGATTGGCCTTGATG
AACTCGGCTTGTGACAGCCAGGTATCCCGGCTGTGGTCGAGGTGGGATAGCACCGTGGGCATGA
GAGACAGCCGGTAGCTGTCCTGCTTCTTGTCGTTGTTCTCGCTGGTGGCGATCAGCAACGAGAA
AAAGCCCTGTCGGGCTGTGTCGTGATAGCAACCCGCCTCATCGGTGGGGCTGAATAGTCGTAAC
TGCGCTGACTGCATGCGCCTCTTTCCTCTTGTGCGACAAGAGGTAGGGCGCTAGAATGTGAGCT
AAGAATCTGGTGTTACCCACGTGCCCACGTGCTAGCCCCTTCGGGTTCCAAACAGTGCCACCTG
TACGGTTCCCACCTCTTGCCAAGCCTCGCTGCCACGCGGGGCTTTGCTTTTTCAATCTGTCGAAT
TCCGCTCCTTTGCCGTCAAGGTTCGCGGAACCCACCCTGTCGCGTCTGCCGTCCATTGAAGGACT
CCATGCTGTCGGAGCACGGCGGCTGCGCCGTCGAACGACCGGAAGAACCGCACACCGCCCCGG
TACTGCCCGAGGATGCGCCGCTCGTTTCCGATGTGCAGCACGATCACCAGCCCTTGCTCCGTGTT
CCTGATCGCTGCCCCGTGGATTTCATGGGGAGTTGCGTTCGCAAACTCCTTGAACACCGCAGGC
GGCAGCACCTGTAACTTCAACGGTTCAGAATCGACCATCGCTTTATACCCCACATCCCGTTTTTC
AGCAACATTATTCAATTTCGCACGTCTCAAAAAAGTATGGAACAGAGTCCATACACGGCGGCTA
CGCCTGATCGCCGCCCTCGATGCGCAAGCCCGTTTCGAGGGCCTGAAAAATCGCCAGATTGATG
ACGGCGGCGCGGCTTTGCCCAAGCTGGGCCGCTCGCTCGTCAACGCGGGCCAGTAGCGGCTCCG
CAATGGTTAGGGTGATCTGTACTTTCTTGCCCTTGCGCACCCTGCGCGGGGCCTCTGGTGCCGTG
GCGGCCGCATCGGGCGCACCACTGATAAAGGCATCGGCGGTGGTCGGCTTCACCGGCTTTTTTG
TAATCGCCATTTCATCTATCCTAAATCTCTAAAACGCATTTTTTtAATATTAAAACAATGCGTTAA
CAAGTGCATTTAGCTCCGCGCTCGCCTTGGCATCCTGCGGCTTGATTTCAAGCACTGACAGGCC
CGCTCCTGCGGCGTTGGAAAACGCCTTGCGCCTGCGTAGCGGAGTTGGCAGATAGGCGAACTGG
GGTACGTCGGCCACGGCTGCGGCGGCTTCGGCGTTGTCGGTCGAGTGCTCGCCGGGGTCGGCAC
AGTTGAGCACCGCAAAGGCTCGCAGGCCGTCGCGCACGCTGCGGGCCTCGTCCACCAGTGCGG
CAATGTCGTTCAAAGCCCATACGTCATAGCTGCGCGGCTGGAATGGCACCAAGAGCACATCCG
ACAGGACGAGGGCGGCACGTAGGGCCGTCGAGTCGCGCCCGCCTGCGTCGATCACCACATCGT
CAAACGTGCCCGCCTGCTGCTGCACCTGTGCCCGCAGCGTTGGGCCGTCTGGGTAGGTGGCGC
ACGCAATGCCGGGGGAGTGCCCCGCCTCGGCCCGGATGCTGATTGCGGTTTGTGCGGTGCCTTG
CCTGTCGCCATCAATCAACCACACGTCGCGCCCCGACAAGGCGCGGGCAATCGCCAGATTGACC
GCAATCGTGGTCTTGCCCACGCCGCCCTTGGTGTTCCCAATGGTGACAATCATTTTCACCTCACT
TTAATATTAAAACACTATGCAATTATAGTTAATTCGATGTATTTGTCAATGTCAAGCGGATGCAA
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AAAATCCCGCACTTGGCGGGGCTTTTCAGGGGTCGCAAGGGTCAGTCAGCGAGCCGGGGGCCA
CTGCTGGGCCGCATGGAGTACGCGCAGCACGGCCAGCGTGTCGCCCTCGTCCTCGATGCGATAC
ACCATGACGTAATTGGGCCGCACGACGATTTCCCGTGTGCCGCGCACGCGGCCTGTTTTGTAGA
GGGTAGGGTGCTGCCGCGCCTGCTCGGCCTTGGCCTCGAACTCGTCGTCAAGCTCGATGGCCGC
TGCCGGGTTATCCTGCGCGATGTAGTCCATGATGGTGTCGCGGTCGGCCAGTGCCATAGGCCGC
CAATCAAGCCGCATCACCGCGCCGCCTGCCGCAATGCGGCCTTACGGGTAGCAAACCGGGCGC
GGGCCTCATCGTCGGTCACGCTGGGGCGCGGGTCGTCGATGCTAGCCTGCACCTGCTCACGGAA
CCACGTGTCATAGGCGGCGGCTTCGTGGGCACGCTTCAACGCCTCGGCCCGGTCGGGCCTGCGG
GTCGCGGATGCCGCCTCGGGGTCGTAGTTCGCCGCGTCCACGTCGAAGCGGGCAATGCCAATCT
CCTTGAGGTAGGAAACCAGCGTCTCGAACTTGCGGAACAAGCGCACCTGTCGGCTGCGCTGCGC
GGCCAGTGGCCGCTCGGTCATGCCGTACTTGACCAGCACGGCCCAGCCGCCGCTCTGGCCCACG
ATGTGGGCACCCCTGACCGCTCCGGCCTCCACCAGCCGGGACAGGGTGCCGTGGTCAATGGTTT
CTGCTGCCATGTCGTCACCTCACTTTTTCCAATGGATCCGCGTTGCGGATAACTATTGACATTCT
ATGCAAACAACAGTTATTTGCAAGGTGTACTTTTGTTGAAGTGCTCAACTACTGGCGCTGTTGCA
TAAATCCAGAACAGGGTAATCCCCCCAGAAATTAGTCGTCGTCTGAAGTAGAATTTTCTCCAAC
AGGATTGAAGGGTGTCAATCAG

> 1-3062 (contig 14 Size: 3062 bp)

TTTGCTGCGCAAATTGTTGTTCGCCCTCCTCCGGAGGGGGCTACCGCCTCGCTGTGCTCGTTGGT
GGCTACCGACCTGAAACGCATCGGCTCGTTGGCCGATACGTCCCAGCTCGGCAGCTCGAAATGG
GCGTCCGTGATAGACGGTAGATTTGGGGGGTTGgAACGGAGAAGGGGTCAAGGGGTCGTGGAA
TAAATGGGCCGGTTTCATCGGCCCGTTTTATGCCGCGAAAGCCCCTTGATGCCTTCGCAGTGACC
CACGCTCACGGCAGGGGTGGGGETGGCTTTTCGCCCCcAGCCCCTGACGCCTCGCGGGCGAGAG
CGGAGGTTTGGAGGCAGAGCCTCCAAGGTCTGGTTTTCCTGTTTTTTCGGACTTGTGCAGTTTTA
CAGGAAAACCGACGTGGCCAACTGGCCCGCGGTGCCGCCAACGGGCGGCACACCAAAGGCGG
GCAGTGCCGGCCTTGGCCGGTCATTTCTGCTGTTGCGGGCTTGCCCGCCCTATCGCGCCGTTGGC
GCATAAGCCAGCCGAGCGCACCAGCGCGAGGGCACCCTTTGGGCTGGCACATACCGCGTTGCA
GCGTGGCCACATAGTCCTCGTTTTTTAAGATCGTTTTTAAGAAAAGCGTTTTTAGGGGGCTGGAA
CCCGCTTCAGCTAAGGCTCTCCGGGGAGGAAATGGAACATTTTCCGGGTCGTATCCACAGGGAA
ATGGAACATTTTCCGGGTTACTGGAACATTTTCCGGGCCGTATCCACATATATGGAACATCTTTT
GTTTGTGTTCCATGTGACGAAATGGCACGATGGTTCCATCGTTCCAGTAACCCGGAGGTTGTTCC
ATATGAAGCGTGAAACAGCTGCAGCCCGGCAGGTGCAGGCAGCGCATGAGCTACCATCCGGCA
AGCTCCGGGTCACCATGTCCAACGCACTGACCACGGCGGCGCAACGCCTATCACTGGCTGAAA
AGCGGGTGATGATGTACGCCGTAGGCAAGCTGGATAGCTTCAAACACAACGGCGGCACCGAGG
CGGGCATGGTTAAGCTGGTAGCGCACGAGTACGCCGAGCTGTTTGGCGTGGACGCGAACACCG
CCTACGAGCAGCTGCAGGCGTGTGCCGAGAGCATCATCACCAAACAAGTCTGGTGGTATGAG
GAGGCCAAACGCGGCCTCAAGAAAAAGCAAATCAACTGGCTGGGCGCTGCCGAGTACTACAAG
GGTGAAGGCACCGTGTCGCTGTGGTTCACGGCCCAGATTGCACCACACCTTTTGCAGCTCAAGG
GGCAGTTCACCACGTACCAGCTGGCGCAGGCGTCTGCGCTTCGCTCGGTCTACTCGTGGCGAAT
GCTGGAGCTGCTGAGCCAGTACGCCAGCACCGGCTGGCGCCAGATCGAGCTGGACGAGTTCCA
CCACGCGATGGAGACCCCAGAGGGTTACAAGGCCAACTTCAAGATTCTCCGGCAGCGGGTCGT
AGAGCCTGCCGTGAAGGAGTTGCGCGAGAAGGATGGCTGGCTGATCGAGTGGATTCCAATCAA
GACCGGCCGGAAGGTTACGTCGCTGCGCTTCGAATTCAAACGAGACCCGCAAGGGCAGTTAGC
GCTATGAAACGGAACATCAACCGAGGTTGCGCCTACCTGACCATCATGCTGCGTGAGTGTGTTC
TTGCCGAGCTTGCTGAAGACTAAAGCGAGACTGCATTACCATCCAAGACTCGGCAGAACGGCC
AAACTCTCTCTCAAGAGCAATTGCCATATCTGCTGTAAGTGATGCCTTCCCATCGATTAGCCTAC
TGATTGCTGACGTGGAAAACCCTAAACGTTCAGCCAGGCTCTTCTGGGTCATACCGGCAGGTTC
GACATAAGCGAGTTGCAGGTACTCCCCCGGGTGCATTGTGATCATATCTAGTCCTTTTTGCGCGT
TGCGCAACGCGCAATATTCACCTTAAAAAAAaGCTATTGACAGCTATCACCCAATTGTGATAGC
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TTCCAAATGATTTGGCGCATCAATGGCATGATTACTTTTAACGTGCAAAGTGAAGTGTAACGTG
TCGTTTCTCTTGCGTCAAATAAAACGTTAAATACACAGGAGAAATTGCATGATTAGTGAAAACG
ATATTGTCCACAAAGGGCTAAAGAAGTTCTGGGTTAGTAATGGGAAAGATAAGAGTGGAATCA
CTCCGTCACATGAGAAGTCAATCCGTCTCATCCTTGTTCACCTAGACAGTGCCACCTGCCTAGAT
GACATTCTGACAGGTCTCAAGAATGCCAAACCACTCGAAGGAGGTCGGTACAGCATGGAAGTC
AACGGCAACTGGCGCATCACCTTTGACTATAACGAGGCGGCCAGCAAGGTTGAGAAGATTTATT
TGGAAGACCTTCATGGTCCCGGTGGGGCGAAGAAGTTCTGACGTACCAGCAGGGAGAAGAAGC
CTACAGCCTTAGCTGTGGGCCTCTTTGTGACCGTTCCTGTTGTTTGTATTGCTCTTGCAGTTTTGG
TGCGACCTGCTGGATCTCGGCCCGGATGGCGTTTTGCTGCTTGGGGTCAGCGCAGCCCGGAGAA
TGCCGCGCAATCGCGTTTTCGACGCTCTCAGGTGCCTGACCATTCACCGCAATGGCTTCGCGCA
CTGTAGCGACCTCTACGGCCCGCCAATCGACCTTGCTAGGGTCGCTACCGGCCTGTTTAATGGC
TTCCGACGCCTTGAGTCCGAACGTGTAGGTTGCTCCGGCCCGTTTGCGCAGCTCTGGCAGCTCC
GTGACACGTCGCTGCACCTCTGCTGCCACTTCGACCCTCTGAGCCTCCTCTGCGGCCTTCTGACG
GGCTTCCTGGAGCTTTTGCGCTTTCTCTGCGTCCTGCACACGCTTGCGCTCCTGCGCCTGCTTCA
CTCCTCCGGCGTGAATAACTGGGCGATGCTGAACAGCTTGTTTCGCTCAACTTCCAGCTTGGCCG
ACCGCTGCACGTAGTGGCTGTTCGACTGCTTCAGCTCGCCCACCTTGGAACGGAGGGCTTCCGC
TTCCTTGGCCTGCGCCTGATGGCGACGGGCCGTCGCCACGGCGECATCCCcTcTGT
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