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RESUMO 

 

Mycoplasma hyopneumoniae é uma das menores bactérias encontradas na natureza, 
apresentando genoma altamente reduzido e ausência de parede celular. Este organismo é o 
agente causador da pneumonia enzoótica suína, a qual apresenta distribuição mundial, 
causando importantes perdas econômicas. Na última década, várias espécies de Mycoplasma 
tiveram seus genomas completamente seqüenciados, incluindo quatro cepas de M. 
hyopneumoniae. Apesar da grande quantidade de dados gerados, pouco se sabe sobre as 
seqüências nucleotídicas que controlam a expressão gênica nestes microrganismos. A grande 
variabilidade encontrada nas regiões promotoras, o baixo conteúdo de GC presente no 
genoma e a carência de promotores experimentalmente caracterizados, são fatores que 
dificultam o reconhecimento in silico das seqüências reguladoras no gênero Mycoplasma. 
Assim sendo, este trabalho tem como objetivo identificar seqüências nucleotídicas envolvidas 
com o início da transcrição em M. hyopneumoniae, gerando dados que possibilitem a 
construção de uma matriz capaz de fazer a predição de promotores nesta espécie. 
Inicialmente, os sítios de início de transcrição (TSSs) de 23 genes de M. hyopneumoniae 
foram definidos. Os resultados mostraram que os TSSs identificados localizavam-se entre 2 e 
144 pb de distância do início dos genes, sendo compostos em sua grande maioria por um 
resíduo de adenosina. Um padrão semelhante ao elemento −10 de promotores σ70 foi 
encontrado a montante dos TSSs. No entanto, não foi possível identificar conservação de uma 
provável região −35, porém, um sinal periódico AT-rico foi observado. Aproximadamente 
metade dos genes analisados continha o motivo 5'-TRTG-3', que é idêntico ao elemento −16, 
comumente encontrado em bactérias gram-positivas. A partir da determinação dos 
promotores, foi construída uma matriz de pontuação posição-específica que foi utilizada para 
localizar promotores putativos a montante de todas as seqüências codificantes (CDSs) de M. 
hyopneumoniae. Duzentos e um sinais foram encontrados associados a 169 CDSs. A maioria 
destas seqüências estava localizada até 100 nucleotídeos de distância dos códons de iniciação. 
Este estudo mostra que o número de seqüências promotoras preditas no genoma de M. 
hyopneumoniae é mais freqüente que o esperado ao acaso, indicando que a maioria das 
seqüências detectadas são provavelmente sítios de ligação funcionais.  
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ABSTRACT 

 

Mycoplasma hyopneumoniae is one of the smallest bacteria found in nature, presenting a 
small genome and absence of cell wall. It is present in the majority of swine herds throughout 
the world, and is considered an important pathogen in the swine industry. In the last decade, 
many species of this genus had their genome completely sequenced, including four strains of 
M. hyopneumoniae. Nevertheless, very little is understood of the nucleotide sequences that 
control transcription initiation in these microorganisms. Like its relatives, M. hyopneumoniae 
lacks several major regulators of gene expression, including two component regulatory 
systems and multiple σ factors, thus it appears that the signals for promotion and regulation of 
transcription may differ significantly from other bacteria. In addition, the low GC content and 
the dearth of experimentally characterized promoters in this genus severely limit the 
recognition of the controlling sequences. Therefore, this study aims to identify nucleotide 
sequences involved in transcription initiation in M. hyopneumoniae, and thus generate data to 
enable the construction of a matrix capable of predicting promoters in this species. Initially, 
the transcription start sites (TSSs) of 23 genes of M. hyopneumoniae were experimentally 
defined. The results showed that the identified TSSs were located between 2 and 144 bp away 
from the gene starts, being composed mostly of an adenosine residue. A pattern that 
resembles the σ70 promoter −10 element was found upstream of the TSSs. However, no −35 
element was distinguished. Instead, an AT-rich periodic signal was identified. About half of 
the experimentally defined promoters contained the motif 5'-TRTG-3', which was identical to 
the −16 element usually found in gram-positive bacteria. The defined promoters were utilized 
to build position-specific scoring matrices in order to scan putative promoters upstream of all 
coding sequences (CDSs) in the M. hyopneumoniae genome. Two hundred and one signals 
were found associated with 169 CDSs. Most of these sequences were located within 100 
nucleotides of the start codons. This study has shown that the number of promoter-like 
sequences in the M. hyopneumoniae genome is more frequent than expected by chance, 
indicating that most of the sequences detected are probably biologically functional. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Transcrição bacteriana 
 

A transcrição é o processo em que a informação contida na seqüência de DNA de 

um gene é sintetizada em RNA, dando origem a todas as moléculas de RNA necessárias ao 

funcionamento celular, tais como os RNAs mensageiros, estruturais e regulatórios.  Nessa 

primeira etapa da expressão gênica, é determinada a maquinaria molecular necessária para 

diferenciação celular, morfogênese e adaptação de qualquer organismo (GHOSH et al., 2010), 

sendo, portanto, o nível mais efetivo em que a expressão de um gene pode ser regulada (VON 

HIPPEL, 1998).  

O processo de síntese de RNA bacteriano, bastante estudado em Escherichia coli, 

consiste, basicamente, em 3 estágios: iniciação, alongamento e terminação.  

Durante a iniciação, a RNA polimerase holoenzima (associada à σ70) liga-se 

especificamente aos dois hexanucleotídeos conservados do promotor, nas posições −35 e −10 

relativas ao sítio de início de transcrição, para formar o complexo fechado. A subseqüente 

separação das fitas do DNA, nas proximidades da região −10, resulta no complexo aberto e no 

início da transcrição. Depois de aproximadamente 12 nucleotídeos de RNA terem sido 

sintetizados, a holoenzima sofre uma mudança conformacional significativa, que leva, 

simultaneamente, à perda do contato com o promotor, liberação do fator σ e formação de um 

complexo de alongamento (BORUKHOV & NUDLER, 2003; WANG et al., 2011). A RNA 

polimerase (RNAP) prossegue o alongamento do transcrito até que sejam encontradas 

seqüências que indicam a terminação da transcrição. Essas seqüências formam estruturas 

secundárias no RNA nascente, que independentemente (terminação rho-independente) ou com 

o auxílio da ligação do fator Rho (terminação rho-dependente), fazem com que a RNAP 
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interrompa a adição de ribonucleotídeos, libere o transcrito completo e dissocie-se do DNA 

molde (WANG et al., 2011).  

Conforme referido acima, a transcrição tem seu início e término determinados 

pelo reconhecimento de seqüências promotoras e terminadoras, respectivamente. A seqüência 

transcrita, delimitada por esses sítios, é definida como unidade de transcrição (UT). Portanto, 

cada UT origina uma única molécula de RNA, a qual pode ser composta por um (RNA 

monocistrônico) ou mais genes (RNA policistrônico) (BALLEZA et al., 2009). A co-

transcrição de genes em uma mesma UT é comum nas bactérias, estando freqüentemente 

associada a genes cujos produtos estão envolvidos em processos biológicos intimamente 

relacionados (ERMOLAEVA et al., 2001). Dessa forma, os genes podem ser regulados em 

conjunto, sendo controlados coordenadamente através de um mesmo promotor.  

A modulação da transcrição pode ocorrer nos seus diferentes estágios, porém, é 

durante a iniciação que a maioria dos eventos regulatórios acontece (GHOSH et al., 2010). 

Três elementos são fundamentais nesse estágio: a RNA polimerase, o fator de transcrição σ e 

as seqüências promotoras. 

 

1.1.1 RNA polimerase 

 

Presente em todas as etapas da transcrição, a RNA polimerase é considerada o 

componente central desse processo. Esta enzima consiste em um núcleo catalítico composto 

por cinco polipeptídios: αI e αII, β, β′, e ω, cujas seqüências, estruturas e funções são 

evolutivamente conservadas (DARST, 2001).  

O sítio ativo da RNAP é formado a partir das grandes subunidades β e β′. A união 

destas é mantida por um dímero composto pelas duas subunidades α, sendo, portanto, 

responsável pela montagem do núcleo catalítico da enzima. A pequena subunidade ω, não tem 



 

19 

participação direta na transcrição, mas aparentemente funciona como uma chaperona que 

auxilia no dobramento de β′ (BROWNING & BUSBY, 2004).   

Embora a RNAP, enquanto núcleo catalítico, seja competente para sintetizar RNA 

a partir de um DNA molde, ela é incapaz de iniciar a transcrição nos sítios apropriados 

(BORUKHOV & SEVERINOV, 2002). Para tanto, nas bactérias, é necessária a participação 

de um único polipeptídeo, o fator σ, que se liga ao núcleo resultando na formação da RNA 

polimerase holoenzima, a qual consegue reconhecer as seqüências promotoras e iniciar a 

transcrição (DARST, 2001).  

 

1.1.2 Fator σ 

 

O fator σ bacteriano possui três funções principais: garantir o reconhecimento de 

seqüências promotoras específicas, posicionar a RNA polimerase holoenzima no promotor 

alvo, e facilitar o relaxamento do DNA dupla-fita próximo ao sítio de início de transcrição 

(WOSTEN, 1998a). 

Tipicamente, as bactérias possuem ao menos um fator σ primário, essencial para a 

viabilidade celular. Ele é responsável pela transcrição da maioria dos genes, particularmente 

daqueles expressos durante a fase de crescimento exponencial da célula (WOSTEN, 1998a; 

ÖSTERBERG et al., 2011). Os fatores σ primários de diferentes espécies são bastante 

similares, apresentando quatro regiões principais (σ1, σ2, σ3 e σ4), das quais são 

notavelmente mais conservadas as regiões envolvidas com reconhecimento dos elementos 

promotores (LONETTO et al., 1992; ÖSTERBERG et al., 2011). Apesar da semelhança 

funcional e estrutural, podem ser encontrados sob diferentes denominações: σ70 em E. coli, 

MysA em Mycobacterium spp., HdrB em Streptomyces spp., e SigA ou σA em Bacillus 

subtilis e outras bactérias gram-positivas (WOSTEN, 1998a). 

Além do fator σ primário, a maioria das espécies contém diversos fatores σ não-
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essenciais, os quais, quando combinados com a RNAP, formam holoenzimas que são capazes 

de reconhecer diferentes tipos de promotores, ativando conjuntos de genes específicos. Em E. 

coli, por exemplo, existem os fatores σ32, que direcionam a síntese de genes, cujos produtos 

estabilizam ou renaturam proteínas; σ54, que mobilizam genes envolvidos com a assimilação 

de componentes nitrogenados; σS, que aciona genes requeridos durante a fase estacionária ou 

em casos de estresse. Logo, a associação de fatores σ alternativos apropriados com o núcleo 

da RNAP permite às células ajustarem, rapidamente, o padrão de transcrição, de modo a 

otimizar o metabolismo celular em resposta às mudanças nas condições ambientais e nos 

sinais celulares (MOONEY et al., 2005; ÖSTERBERG et al., 2011).  

O número genes que codificam fatores σ varia bastante de um organismo para 

outro: de apenas um nas espécies de Mycoplasma (e.g. FRASER et al., 1995), até mais de 60 

em Streptomyces coelicolor (BENTLEY et al., 2002). Bactérias simbiontes e parasitas 

aparentemente requerem um número menor de fatores de transcrição próprios 

(MITTENHUBER, 2002), havendo, portanto, uma grande correlação entre o número de genes 

que codificam fatores σ e a diversidade de ambientes em que os organismos podem viver 

(BROWNING & BUSBY, 2004).  

 

1.1.3 Promotores gênicos 

 

Os promotores são seqüências de DNA responsáveis por determinar as regiões 

que devem ser transcritas em um genoma. Reconhecidos pela RNA polimerase holoenzima, 

eles indicam o sítio onde o início da transcrição deve ocorrer, além de influenciarem a 

afinidade de ligação da holoenzima, bem como a taxa de formação do complexo aberto (VAN 

HIJUM et al., 2009). Quatro seqüências diferentes podem ser identificadas em promotores 

reconhecidos pela RNAP associada a fatores σ primários: −10, −35, −10 estendido e elemento 

UP [FIG. 1.1] (BROWNING & BUSBY, 2004). 
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FIGURA 1.1 Elementos promotores e a interação com a RNA polimerase e o fator σ70. 
Ilustração mostrando as diferentes interações entre os elementos promotores e a RNA polimerase holoenzima. 
As fitas de DNA são representadas pela barra preta; nela estão destacados os elementos −10 e −35, em laranja, e 
os elementos −16 (−10 estendido) e UP, em azul-claro. A RNAP holoenzima é representada pelas subunidades β 
e β' coloridas em azul e rosa, respectivamente, pelos domínios carboxi-terminal (αDCT) e amino-terminal 
(αDNT) das subunidades α, identificados em cinza, e pelos diferentes domínios de σ, que estão em marrom. 
Abaixo, em detalhe, está a fita-senso mostrando as seqüências consenso dos elementos UP, −35, −16 e −10, além 
do DNA espaçador existente entre elas, representado pelas letras n (qualquer nucleotídeo). O sítio de início de 
transcrição, que freqüentemente é uma adenina, está indicado (+1). Adaptado de Browning & Busby (2004). 
 

 

Dentre os elementos promotores a região −10 é, normalmente, a mais conservada 

(LISSER & MARGALIT, 1993), sendo necessária para o reconhecimento e ligação da RNAP 

holoenzima ao promotor, além de ser essencial para a formação do complexo aberto (HOOK-

BARNARD & HINTON, 2007).  O elemento −10 consiste em um hexanucleotídeo cuja 

seqüência consenso é −12TATAAT−7 [FIG. 1.1]. Este elemento está centralizado 10 pb a 

montante do sítio de início de transcrição (+1),  porém a distância entre eles pode variar de 4 a 

8 pb (HAWLEY & MCCLURE, 1983; SHULTZABERGER et al., 2007). Reconhecida pelo 

domínio σ2 da subunidade σ da RNAP holoenzima [FIG. 1.1], essa seqüência promotora pode 

ser reconhecida tanto como dupla-fita, indicando a localização do promotor, como simples-

fita, estabilizando a enzima durante o processo de desnaturação do promotor (HOOK-

BARNARD & HINTON, 2007).  

O elemento −35 também interage com o fator σ, porém, diferentemente, é 

reconhecido pelo domínio σ4 [FIG. 1.1] e, somente como DNA dupla-fita (HOOK-BARNARD 

& HINTON, 2007). Assim como o elemento −10, −35 também é um hexanucleotídeo, tendo 

como consenso a seqüência −35TTGACA−30 [FIG. 1.1]. Centralizado 35 pb a montante do +1, 

normalmente está localizado a 17±1 pb da região −10 (HAWLEY & MCCLURE, 1983). 
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Embora esse elemento seja importante para a identificação do promotor e para a ligação 

inicial da RNAP holoenzima, sua ocorrência não é imprescindível (HOOK-BARNARD & 

HINTON, 2007). 

A terceira seqüência promotora reconhecida pelo fator σ70 é o elemento −10 

estendido. Localizado a um par de base do hexanucleotídeo −10, tem como principal 

determinante o motivo −15TG−14 (MITCHELL et al., 2003). Nas bactérias gram-positivas, a 

seqüência conservada costuma ser maior – −17TRTG−14 (R= A ou G) –, sendo chamada de 

elemento −16 [FIG. 1.1] (VOSKUIL & CHAMBLISS, 1998). Em ambos os casos, essa região é 

especificamente contatada pelo domínio σ3 [FIG. 1.1] (BROWNING & BUSBY, 2004), 

fazendo com que a transcrição seja estimulada tanto pelo aumento da taxa de associação da 

RNAP holoenzima ao promotor, como pela estabilização do complexo aberto (VOSKUIL & 

CHAMBLISS, 2002). Essa interação é crítica para a transcrição de alguns promotores que 

possuem baixa conservação do consenso de um dos dois hexanucleotídeos (MITCHELL et 

al., 2003).  

O reconhecimento e a atividade de promotores também podem ser afetados por 

seqüências AT-ricas localizadas imediatamente a montante da região −35, conhecidas como 

elementos UP [FIG. 1.1] (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007). Com cerca de 20 pb de 

comprimento e, apesar de não serem tão conservados quanto os hexanucleotídeos, os 

elementos UP apresentam o consenso −59NNAAAWWTWTTTTNNNAAANNN−38, onde 

W = A ou T, e N = qualquer base. Essa seqüência ainda pode ser dividida em duas sub-

regiões distintas, distal e proximal, as quais estão centralizadas nas posições −52 e −42 pb, 

respectivamente [FIG. 1.1]. Cada região dessas é reconhecida pelo domínio C-terminal de uma 

das duas subunidades α da RNAP holoenzima, estimulando a transcrição (ESTREM et al., 

1999). 

A combinação desses elementos, bem como a variação de suas seqüências, 
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determinam os diferentes níveis basais de transcrição, uma vez que afetam interações 

específicas do promotor com as subunidades σ e α da RNAP holoenzima. Embora elementos 

promotores com seqüências próximas aos consensos funcionem mais eficientemente, não 

existem promotores naturais nos quais todos esses sinais estejam presentes e sejam perfeitos. 

Isso porque, um promotor totalmente igual ao consenso ligaria a RNAP tão fortemente que 

impediria a transição da fase de iniciação da transcrição para a de alongamento (BROWNING 

& BUSBY, 2004). Também, promotores menos parecidos com a seqüência canônica 

proporcionariam a oportunidade de serem regulados. Sendo assim, os promotores teriam 

evoluído para conter um número ótimo de contatos para que ele não seja apenas reconhecido, 

mas para que também permita que a regulação e a transcrição aconteçam (HOOK-

BARNARD & HINTON, 2007). 

 

1.2 O gênero Mycoplasma 
 

O gênero Mycoplasma é composto por alguns dos mais simples e menores 

organismos a se auto-replicarem. As bactérias desse táxon distinguem-se fenotipicamente de 

outros procariotos, principalmente, por não possuírem parede celular, característica que as faz 

pertencer à classe Mollicutes – do Latim: mollis, mole; cútis, pele (RAZIN et al., 1998).  As 

primeiras espécies foram descritas há aproximadamente 70 anos, totalizando até o momento 

123 espécies conhecidas (http://www.bacterio.cict.fr/m/mycoplasma.html).   

Não existem micoplasmas de vida livre, estando amplamente distribuídos no reino 

animal como parasitas de mamíferos, aves, répteis, anfíbios e peixes (PITCHER & 

NICHOLAS, 2005). Normalmente, estão aderidos à superfície extracelular de células e 

tecidos do hospedeiro, embora já tenham sido descritas algumas espécies ocupando o interior 

de células eucarióticas (LO et al., 1993; BASEMAN et al., 1995). Podem ser patogênicos ou 
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apenas fazerem parte da microbiota natural do trato respiratório e urogenital (RAZIN, 2006). 

Nos homens, estão relacionados a doenças como asma, câncer, doenças auto-imunes, artrite e 

pneumonia (BASEMAN & TULLY, 1997).      

No teste de Gram, coram como gram-negativas, uma vez que possuem apenas 

membrana plasmática, sem a proteção adicional de uma parede celular (RAZIN, 2006). 

Entretanto, filogeneticamente, os micoplasmas estão relacionados às bactérias gram-positivas, 

compartilhando, deste modo, um ancestral em comum com os gêneros Streptococcus, 

Lactobacillus, Bacillus e Clostridium (WOLF et al., 2004). Especificamente, a evolução teria 

ocorrido através de eventos de degeneração ou redução do genoma a partir de bactérias gram-

positivas portadoras de parede celular e de genomas com baixo conteúdo de G+C (WOESE, 

1987). 

De acordo com os eventos evolutivos propostos, os genomas destes 

microrganismos são altamente reduzidos, variando entre 580 e 1350 kb (FRASER et al., 

1995; SASAKI et al., 2002), apresentando baixo conteúdo de G+C, com variações entre 23 e 

40% (WOESE, 1987).  Além disso, as regiões intergênicas têm um maior conteúdo de A+T 

em relação às regiões codificantes – chegando a valores tão altos quanto 90% (DYBVIG & 

VOELKER, 1996). A distribuição de guanina e citosina, entre os genes, também irregular, 

ocorrendo em maior concentração nos genes que codificam rRNAs e tRNAs (FRASER et al., 

1995). Como resultado desta composição atípica dos genomas, há o favorecimento da 

utilização de códons que contém adenina e timina (MUTO & OSAWA, 1987 apud BOVE, 

1993) e, conseqüentemente, os micoplasmas possuem pouquíssimos códons GGN, CCN, 

GCN e CGN (RAZIN, 2006). Outra particularidade, que parece estar ligada a essa questão, é 

a utilização do códon UGA (OSAWA et al., 1992), que ao invés de ser utilizado como códon 

de terminação, conforme ao código genético universal, codifica para triptofano (YAMAO et 

al., 1985), característica que é igualmente encontrada no genoma das mitocôndrias. 
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Devido ao seu genoma reduzido, esses microrganismos não possuem várias das 

vias enzimáticas características da maioria das bactérias. Por exemplo, eles não apresentam 

vias de novo da biossíntese de purinas, um ciclo do ácido tricarboxílico completo, e um 

sistema de cadeia transportadora de elétrons mediada por citocromo (MANOLUKAS et al., 

1988; POLLACK, 1992; FINCH & MITCHELL, 1992; FRASER et al., 1995). Isso estaria 

relacionado ao fato da maioria dos micoplasmas serem parasitas, geralmente, hospedeiro e 

tecido específicos (RAZIN et al., 1998).  

 

1.3 Mycoplasma hyopneumoniae 
 

M. hyopneumoniae é conhecido como o agente etiológico da pneumonia enzoótica 

suína (PES) – doença respiratória crônica, caracterizada por causar alta morbidade e baixa 

mortalidade (SOBESTIANSKY et al., 1999). A PES apresenta distribuição mundial, estando 

presente em quase todos os rebanhos suínos (MINION et al., 2004). Por determinar 

significante redução no ganho de peso, gastos com tratamento e, conseqüentemente, menores 

preços de venda das carcaças, a pneumonia enzoótica é causa de grandes perdas econômicas 

na produção intensiva de suínos (THACKER, 2006).  

Esta bactéria é um patógeno extracelular que coloniza o trato respiratório através 

da aderência às células do epitélio ciliar (DEBEY & ROSS, 1994). Como demonstrado por 

Zielinski et al. (1990), essa aderência é essencial para que ocorra a colonização do organismo, 

sendo mediada principalmente por proteínas de membrana conhecidas como adesinas. O 

estabelecimento da infecção por M. hyopneumoniae resulta em ciliostase, perda dos cílios, 

morte das células epiteliais e inflamação aguda na traquéia, brônquios e bronquíolos, além de 

predispor o hospedeiro a infecções mais severas ocasionadas por patógenos secundários 

(CIPRIAN et al., 1988; DJORDJEVIC et al., 2004).   
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Devido o impacto econômico causado pela pneumonia enzoótica suína, há um 

grande empenho da comunidade científica em estudar M. hyopneumoniae. Prova disso é que 

quatro cepas (232, J, 7448 e 168) já tiveram seus genomas seqüenciados, fazendo desta, a 

espécie de micoplasma mais vezes seqüenciada (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et 

al., 2005; LIU et al., 2011). A disponibilidade destes genomas tem propiciado o melhor 

entendimento da biologia molecular de M. hyopneumoniae, auxiliando em vários estudos 

referentes ao seu metabolismo e a sua patogenicidade.   

 

1.4 Transcrição em Mycoplasma spp. 
 

Além de apresentarem relevância médica ou veterinária, os micoplasmas também 

têm despertado interesse por possuírem genoma extremamente reduzido, fazendo com que 

sejam objetos de estudo bastante convenientes na determinação do conjunto mínimo de genes 

necessários para o estabelecimento de vida independente (GIL et al., 2004). Sendo assim, a 

partir da década de 1990, 23 espécies diferentes desse gênero tiveram seus genomas 

seqüenciados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi?view=1). 

 O número de genes anotados, envolvidos com a transcrição, varia entre as 

seqüências genômicas analisadas. Na cepa 232 de M. hyopneumoniae são 11 genes e em 

Mycoplasma penetrans chegam a ser 23, correspondendo, respectivamente, a 1,6% e 2,2% do 

total de seqüências de DNA codificante (CDSs) (SASAKI et al., 2002; MINION et al., 2004). 

Entretanto, em B. subtilis – bactéria gram-positiva bastante estudada –, são encontrados 276 

genes relacionados a este processo, equivalendo a 6,7% das seqüências codificadoras 

(SASAKI et al., 2002).  

A RNA polimerase dos micoplasmas é semelhante a das eubactérias, sendo 

codificada pelos genes conservados rpoA (subunidade α), rpoB (subunidade β) e rpoC 
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(subunidade β’). Porém, somente um fator σ foi identificado (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genomes/lproks.cgi?view=1), diferentemente de E. coli, que tem no mínimo seis fatores σ 

(BLATTNER et al., 1997), e de B. subtilis, que contém no mínimo 18 deles (KUNST et al., 

1997). 

Embora não possuam fatores σ alternativos, trabalhos recentes, usando 

microarranjos, claramente mostram que M. hyopneumoniae pode regular seus genes em 

resposta às variações ambientais (MADSEN et al., 2006a; MADSEN et al., 2006b; 

SCHAFER et al., 2007; ONEAL et al., 2008). O mesmo foi observado em Mycoplasma 

pneumoniae, cujo transcriptoma revelou a ocorrência de ativação e repressão de genes, 

quando essa bactéria fora submetida a diferentes condições de cultivo (GÜELL et al., 2009). 

A organização transcricional dos micoplasmas parece ser complexa. Através de 

estudo realizado com M. hyopneumoniae, Siqueira et al. (2011) sugeriram que, 

independentemente do tamanho das regiões intergênicas, genes adjacentes localizados na 

mesma fita de DNA – ou seja, com a mesma orientação –, seriam transcritos em uma única 

molécula de RNA. Desta forma, a transcrição iniciaria a partir de um promotor a montante do 

primeiro gene, e prosseguiria até que houvesse um gene na fita oposta (orientação oposta). 

Como conseqüência, M. hyopneumoniae apresentaria longos RNAs policistrônicos, muitas 

vezes compostos por genes com funções aparentemente não relacionadas.  

 

 
 
FIGURA 1.2 Organização transcricional dos genes de Mycoplasma hyopneumoniae. 
Segmento do genoma de M. hyopneumoniae 7448 mostrando a organização transcricional proposta por Siqueira 
et al. (2011). Genes adjacentes, com a mesma orientação, seriam transcritos em uma única molécula de RNA, 
independentemente do tamanho das regiões intergênicas. Note que a unidade transcricional experimentalmente 
definida apresenta uma região intergênica (RI) relativamente longa entre os genes tuf e lon, e que ela é composta 
por genes aparentemente não relacionados. As unidades de transcrição (UT) estão identificadas por setas pretas, 
juntamente com seu tamanho. Os genes estão identificados por seus nomes ou pela letra H (gene hipotético). Em 
laranja: genes que compõem a UT experimentalmente definida. Em branco: genes que compõem UTs preditas.  
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A análise do transcriptoma de M. pneumoniae, além de evidenciar ser freqüente a 

heterogeneidade de genes compondo um mesmo transcrito, também mostrou que as unidades 

transcricionais (operons) podem ser subdivididas em unidades de transcrição menores 

(suboperons), implicando em uma alta taxa de transcritos alternativos. Interessantemente, foi 

observado que genes que eram separados nesses transcritos menores tendiam a pertencer a 

diferentes categorias funcionais. Essa geração de UTs alternativas seria resultado da 

modulação da transcrição tanto dos genes internos, quanto dos genes localizados no início ou 

no final dos transcritos (GÜELL et al., 2009); e indicaria a ocorrência de sítios de início e de 

terminação da transcrição internos.  

Os mecanismos envolvidos na terminação da transcrição dos micoplasmas ainda 

não foram bem estabelecidos. Enquanto alguns autores sugerem que a terminação rho-

independente é o principal mecanismo de terminação da transcrição (HOON et al., 2005; 

GÜELL et al., 2009), resultados de outros estudos indicam que os grampos de terminação não 

participariam deste processo (WASHIO et al., 1998; GARDNER & MINION, 2010). 

Recentemente, Gardner & Minion (2010) identificaram alguns potenciais grampos de 

terminação em M. hyopneumoniae, porém, verificaram que estes possuíam conteúdo de G+C 

inferior ao adequado para viabilizar uma terminação rho-independente típica (FARNHAM & 

PLATT, 1981; GARDNER & MINION, 2010). Nesse mesmo trabalho, foi demonstrado que, 

em M. hyopneumoniae, mais de 90% das regiões intergênicas maiores que 50 pb eram 

transcritas, provavelmente em decorrência de um controle de terminação da transcrição não-

estringente. A terminação abrupta da transcrição, que indicaria a presença de terminadores, 

parece não ocorrer com grande freqüência. Sendo assim, foi proposto que o término da 

transcrição ocorreria preferencialmente de forma gradual, ou seja, a RNA polimerase 

continuaria a transcrição além do fim do gene, e se desligaria da fita-molde gradativamente 

(GARDNER & MINION, 2010).  
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Embora a complexidade observada no processo de transcrição dos micoplasmas 

possa ser explicada, em parte, pela ocorrência de RNAs anti-senso (LLUCH-SENAR et al., 

2007; GÜELL et al., 2009), certamente não pode ser atribuída à presença dos poucos fatores 

de transcrição preditos (e.g. oito em M. pneumoniae) (GÜELL et al., 2009; YUS et al., 2009). 

Durante a evolução redutiva, à qual estes organismos foram submetidos, vários mecanismos 

regulatórios foram perdidos (HALBEDEL et al., 2007). Conseqüentemente, não possuem 

diversos genes codificando ortólogos bacterianos convencionais, tais como: os múltiplos 

fatores σ, sistemas de dois componentes (two-component system) e o fator de terminação de 

transcrição Rho (FRASER et al., 1995). Portanto, aparentemente, os sinais que promovem e 

regulam a transcrição, nos micoplasmas, devem diferir significativamente de outras bactérias 

(WEINER et al., 2000).  

 

1.4.1 Promotores gênicos 

 

As seqüências nucleotídicas que controlam o início e a regulação da transcrição 

nos micoplasmas são pouco entendidas, uma vez que, até agora, apenas alguns promotores 

foram identificados e analisados (WALDO et al., 1999; WEINER et al., 2000; 

MUSATOVOVA et al., 2003; HALBEDEL et al., 2007; ZHANG & BASEMAN, 2011). Esta 

carência de informação muito prejudica a interpretação dos dados obtidos com o 

seqüenciamento dos genomas. A anotação de regiões promotoras nestes microrganismos é 

especialmente dificultosa, pois, como observado em M. hyopneumoniae, o conteúdo de A+T 

nas seqüências codificantes (~70%) é tão alto quanto nas regiões intergênicas (~80%) 

(VASCONCELOS et al., 2005). 

Weiner et al. (2000), com o intuito de aumentar a quantidade de informações 

disponíveis sobre os promotores de micoplasmas, determinaram os sítios de início de 

transcrição de 22 genes de M. pneumoniae. Estes sítios identificados e outros 10 sítios de 
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início de transcrição previamente descritos foram alinhados e, através da análise das 50 bases 

localizadas imediatamente à montante destes foi possível encontrar um forte consenso na 

região −10, enquanto que, na região −35 foi obtido apenas um consenso fraco. Várias 

possíveis regiões −10 foram identificadas: TA(AGT)AAT, TAA(GT)AT, TACTAT e 

TATTAA; e, considerando o conteúdo de G+C presente no genoma de M. pneumoniae, 

consensos similares aos das regiões −35 de E. coli foram detectados entre 15 e 20 bases de 

distância a 5' da região −10, apresentando uma seqüência TTGA relativamente conservada.  

Em 2007, a região promotora do gene ldh de M. pneumoniae foi estudada in vivo 

(HALBEDEL et al., 2007). Fragmentos do gene contendo as prováveis regiões −10 e −35, de 

acordo com os consensos sugeridos anteriormente (WEINER et al., 2000), foram capazes de 

transcrever o gene lacZ no próprio M. pneumoniae, confirmando a sua atividade promotora e 

comprovando as predições feitas in silico por Weiner et al. (2000).  A análise deste promotor, 

feita por meio da inserção de mutações pontuais, indica que, neste organismo, a região −10 é 

muito importante para transcrição, enquanto a região −35 proposta não apresenta a mesma 

relevância. 

Nestes mesmos trabalhos, foi demonstrado que uma alta proporção de transcritos 

tem extremidades 5' heterogêneas, ocorrendo, em menor freqüência, entre as bases 1 e 4 a 5' 

do sítio de início de transcrição principal (WEINER et al., 2000).  Ainda, grande parte dos 

RNAs mensageiros mostrou não possuir a região 5'-UTR que poderia conter o sítio RBS, 

resultado diferente do encontrado em outras bactérias (WEINER et al., 2000; HALBEDEL et 

al., 2007). A seqüência RBS (que é uma seqüência complementar à extremidade 3' do rRNA 

16S) apenas pode ser encontrada em aproximadamente 80 genes de M. pneumoniae 

(WEINER  et al., 2000). 

Diferentes mecanismos de regulação envolvendo alterações reversíveis nas 

seqüências promotoras têm sido descritos em algumas espécies de Mycoplasma, sendo 
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responsáveis por controlar a expressão de várias famílias gênicas de lipoproteínas. Dentre 

estes eventos, podemos citar: expansão e contração de segmentos contíguos de resíduos de 

adeninas entre as regiões −10 e −35 (YOGEV et al., 1991), expansão e contração de 

repetições de trinucleotídeos a 5' da região promotora (GLEW et al., 1998), e inversões de 

DNA sítio-específicas envolvendo o promotor e a região RBS do gene (BHUGRA et al., 

1995; NOORMOHAMMADI et al., 2000). Portanto, a identificação de promotores é 

fundamental para que o controle da expressão gênica nesses microrganismos seja bem 

entendido.  

 

1.5 Ferramentas utilizadas no estudo de promotores de 

Mycoplasma spp. 
 

1.5.1 In vivo 

 

As tentativas iniciais para caracterizar funcionalmente as regiões promotoras de 

micoplasmas in vivo foram realizadas em E. coli (KNUDTSON & MINION, 1994; 

DHANDAYUTHAPANI et al., 1998). Porém, provavelmente devido ao DNA genômico rico 

em A+T dos micoplasmas, foi constatado que seqüências não reconhecidas como promotores 

nestas bactérias apresentavam falsa atividade promotora em E. coli, evidenciando, assim, a 

importância de se investigar a regulação gênica no próprio organismo de origem  

(KNUDTSON & MINION, 1994).  

Halbedel & Stulke (2006), com o propósito de analisar as seqüências envolvidas 

no início da transcrição de M. pneumoniae, construíram o vetor pGP353. Este plasmídeo 

permite a clonagem de fragmentos contendo prováveis seqüências promotoras em frente à 

CDS do gene lacZ, o qual codifica a enzima β-galactosidade, uma das mais populares 

enzimas-repórter. Esse sistema-repórter foi escolhido por gerar resultados rápidos, tanto 
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qualitativos, através da visualização da atividade enzimática em colônias, quanto 

quantitativos, em ensaios usando como substrato cromatogênico o ο-nitrofenil-D-

galactopiranosídeo (MILLER, 1972 apud HALBEDEL & STULKE, 2006). Além disso, 

sistemas-repórter baseados no gene lacZ já foram estabelecidos em outros molicutes, tais 

como Acholeplasma oculi, Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma arthritidis e Mycoplasma 

capricolum (KNUDTSON & MINION, 1994; DYBVIG et al., 2000; JANIS et al., 2005). 

A análise molecular dos mecanismos envolvidos na regulação da transcrição em 

M. hyopneumoniae ainda não é possível devido à carência de sistemas-repórter adequados que 

possam ser utilizados para o estudo de suas regiões promotoras in vivo. Visando suprir essa 

deficiência é que, em nosso laboratório, foi desenvolvido o plasmídeo pOSTM, o qual possui 

origem de replicação de M. hyopneumoniae, e tem o gene de resistência à tetraciclina como 

gene-repórter (LOPES, 2007). Além disso, a utilização de pGP353 também foi avaliada com 

este objetivo (REOLON, 2007). Através da resistência aos antibióticos foi possível observar o 

isolamento de transformantes para ambos plasmídeos, no entanto, nenhum deles se manteve 

estável nas células de M. hyopneumoniae. 

 

1.5.2 In vitro 

 

A transcrição in vitro foi uma das primeiras metodologias utilizadas no estudo de 

promotores de Mycoplasma spp. (GAFNY et al., 1988; HYMAN et al., 1988). Nestes dois 

trabalhos, onde foram pesquisadas as regiões 5' dos operons de rRNA de M. capricolum e M. 

pneumoniae, a transcrição in vitro foi realizada com a RNA polimerase de E. coli. Entretanto, 

como mencionado anteriormente, os resultados obtidos por Knudtson & Minion (1994) 

sugerem que a RNA polimerase de E. coli pode reconhecer seqüências que não possuem 

atividade promotora nos micoplasmas.  
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De acordo com esse resultado, é evidente a necessidade de utilização da RNA 

polimerase holoenzima de Mycoplasma spp. Outras metodologias, como gel mobility assay e 

footprinting, também requereriam o emprego da enzima espécie-específica para definir as 

verdadeiras regiões envolvidas com o início da transcrição nestes organismos. No entanto, 

ainda não estão disponíveis protocolos para a purificação da holoenzima nativa e nem para 

sua expressão heteróloga, o que implicaria na expressão de diferentes subunidades e na 

utilização de uma estratégia de substituição dos múltiplos códons TGA.   

 

1.5.3 In silico 

 

Vários programas desenvolvidos para fazer o reconhecimento de promotores estão 

disponíveis. No entanto, estes têm sido predominantemente baseados na grande quantidade de 

informações disponíveis para E. coli (WEINER et al., 2000), não considerando o contexto 

biológico das seqüências analisadas (KIM & SIM, 2005). Este fato dificulta a identificação de 

promotores em micoplasmas, tendo em vista que possuem um conteúdo de G+C menor do 

que o apresentado pela bactéria E. coli. Nestes casos foi sugerida a adaptação dos algoritmos 

através de ajustes que levem em consideração o conteúdo de guanina/citosina do genoma em 

questão, visando, assim, possibilitar a utilização destes em diferentes espécies bacterianas 

(HERTZ & STORMO, 1996).  

Poucos trabalhos têm se dedicado a produzir ferramentas de bioinformática 

destinadas especificamente a encontrar seqüências promotoras em micoplasmas. Além de uma 

matriz de peso gerada por Weiner et al. (2000) a partir de matrizes baseadas em dados sobre 

promotores de E. coli (HERTZ & STORMO, 1996), há alguns anos, foi desenvolvido um 

sistema utilizando inteligência artificial (VALIATI, 2006). Porém, neste foi verificada uma 

baixa capacidade preditiva, não identificando, com a certeza desejada, novos possíveis 

promotores. Portanto, embora existam ferramentas de bioinformática que auxiliam na 
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determinação de seqüências regulatórias, estas são limitadas pela falta de promotores 

experimentalmente caracterizados nesse gênero (WEINER et al., 2000; VALIATI, 2006). 

 

1.6 Análise in silico de promotores bacterianos 
 

A anotação dos genes e de suas funções em um genoma fornece informações 

relacionadas à organização gênica, ao metabolismo, às funções celulares, proporcionando, no 

entanto, pouco conhecimento sobre as vias que regulam a expressão gênica (MÜNCH et al., 

2011). Nesse contexto, a predição de promotores se torna importante, uma vez que possibilita 

inferir quais elementos regulatórios controlam a expressão de cada gene (HUERTA & 

COLLADO-VIDES, 2003). Além disso, a indicação de potenciais promotores pode 

proporcionar uma melhor anotação do genoma (WANG & BENHAM, 2006), além de servir 

como ponto de partida para estudos experimentais (RANGANNAN & BANSAL, 2009; 

BLAND et al., 2010). 

Apesar da predição de regiões codificantes ter progredido, os métodos in silico de 

identificação de promotores ainda não apresentam a mesma habilidade (QIU, 2003). Uma das 

principais dificuldades inerentes à predição desses elementos regulatórios é que suas 

seqüências são curtas e não são totalmente conservadas. Portanto, há uma grande 

probabilidade de que seqüências semelhantes aos promotores possam ser encontradas em 

regiões do genoma que não estejam relacionadas com a regulação do início da transcrição 

(KANHERE & BANSAL, 2005). Outro fator complicador é a diversidade existente entre os 

genomas bacterianos, o que torna difícil a detecção de sítios regulatórios conservados por 

homologia de seqüência (WANG & BENHAM, 2006).  
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1.6.1 Estratégias de predição  

 

Basicamente, existem duas abordagens gerais para o reconhecimento de padrões 

de seqüências (e.g. seqüências promotoras). Uma delas chama-se descoberta de padrões 

(pattern discovery), sendo capaz de realizar a predição de motivos ab initio, ou seja, sem ter 

conhecimento prévio a respeito do sítio de ligação e da proteína reguladora correspondente. 

Esta metodologia baseia-se na idéia de que genes funcionalmente relacionados ou co-

regulados compartilham as mesmas seqüências regulatórias, as quais ocorrem, portanto, com 

maior freqüência do que esperado ao acaso. Normalmente, os conjuntos de seqüências 

analisados costumam ser provenientes de genes co-expressos verificados em experimentos de 

microarranjos de DNA e ChIP-on-chip, ou de genes ortólogos de organismos relacionados 

(MÜNCH et al., 2011). Os motivos compartilhados por essas seqüências são identificados 

através de algoritmos, como MEME e ClustalW,  que verificam se a freqüência de ocorrência 

de um motivo é ou não estatisticamente significativa (BAILEY & ELKAN, 1994; HERTZ & 

STORMO, 1999). 

A outra abordagem é conhecida como correspondência de padrões (pattern 

matching). Essa faz uso de conhecimento prévio na forma de um padrão pré-determinado que 

pode ser atribuído a um regulador específico. O padrão é comumente estabelecido com base 

num perfil de sítios de ligação de fatores de transcrição definidos, para os quais existem dados 

experimentais disponíveis [FIG. 1.1 A]. Usando este conjunto de seqüências, um modelo 

probabilístico que descreve a degeneração do padrão é construído (MÜNCH et al., 2011). As 

ferramentas computacionais que empregam essa abordagem podem ser divididas em duas 

grandes categorias, baseada em seqüência (string-based) e baseada em matriz (matrix-based), 

dependendo de como o motivo está sendo representado (TURATSINZE et al., 2008). 
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FIGURA 1.3 Diferentes representações do padrão apresentado por um conjunto de sítios de ligação. 
Representações dos sítios de ligação específicos para o fator de transcrição Anr de Pseudomonas aeruginosa 
(TRUNK et al., 2010). [A] Resumo de uma coleção de 40 sítios de ligação experimentalmente caracterizados do 
fator de transcrição Anr de P. aeruginosa. [B] Consenso estrito, indicando a base mais freqüente em cada 
posição. [C] Consenso degenerado, representando a existência de posições ambíguas, como por exemplo, a letra 
R, que indica que em determinada posição há maior probabilidade de serem encontradas A ou G. [D] Matriz de 
freqüência (PFM) (sem a adição dos pseudo-counts) mostrando a freqüência absoluta de cada nucleotídeo em 
cada posição. [E] Matriz de probabilidade (PPM) mostrando a freqüência relativa de cada nucleotídeo em 
determinada posição. Note que não existem valores iguais a zero, pois essa matriz foi calculada após a PFM ter 
sido corrigida com pseudo-counts. [F] Matriz de peso posicional (PWM ou PSSM) mostrando o logaritmo da 
divisão de cada probabilidade da PPM pela probabilidade de determinado nucleotídeo ser encontrado no 
background. [G] Logo de seqüência. Cada coluna representa uma posição do motivo, e as letras indicam que 
nucleotídeos são encontrados em determinada posição. A altura geral da pilha de nucleotídeos indica a 
conservação da seqüência naquela posição, e a altura de cada nucleotídeo em cada pilha indica a sua freqüência 
relativa nessa posição. Adaptado de Münch et al. (2011). 
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1.6.1.1 Correspondência de padrões 

 

1.6.1.1.1 Predição baseada em seqüência 

 

A predição com base em seqüência é a metodologia mais simples de descrever um 

motivo de ligação, uma vez que uma única seqüência resume a informação contida em uma 

coleção de sítios de ligação (TURATSINZE et al., 2008; MÜNCH et al., 2011). Esses sítios 

são alinhados e o nucleotídeo mais comum de cada posição específica é designado como 

consenso para representar a composição de nucleotídeos de cada coluna (WASSERMAN & 

SANDELIN, 2004). O consenso pode utilizar um alfabeto restrito ao código de quatro letras 

(A, C, G e T; consenso estrito) [FIG. 1.1 B], ou utilizar o código de 15 letras da IUPAC, que 

permite representar posições ambíguas (consenso degenerado) [FIG. 1.1 C] (TURATSINZE et 

al., 2008). Embora a seqüência consenso seja um modo conciso de representar um conjunto 

de seqüências, e sirva para comparações visuais rápidas, ela não reflete de forma adequada a 

importância de cada base em cada posição/coluna (MÜNCH et al., 2011).   

 

1.6.1.1.2 Predição baseada em matriz 

 

Uma descrição mais precisa dos sítios de ligação é obtida através de modelos 

probabilísticos, os quais levam em conta a freqüência de cada nucleotídeo em cada posição de 

um motivo, não considerando somente as bases mais comuns de cada posição. Tais modelos 

são geralmente chamados de matriz de peso posicional (position weight matrix, PWM) ou 

matriz de pontuação posição-específica (position-specific scoring matrix, PSSM) (MÜNCH et 

al., 2011). 

A PWM é comumente criada a partir de uma matriz de freqüência posicional 

(position frequency matrix, PFM) via uma matriz de probabilidade posicional (position 
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probability matrix, PPM). Com base no alinhamento de um conjunto de sítios de ligação, o 

número total de observações de cada nucleotídeo para cada posição é registrado, produzindo a 

PFM [FIG. 1.1 D]. A partir dessa matriz é gerada a PPM, que exibe dados de freqüência relativa, 

informando a probabilidade de cada nucleotídeo ser observado em determinada posição [FIG. 

1.1 E] (WASSERMAN & SANDELIN, 2004). Essa probabilidade é, para alguns nucleotídeos, 

próxima ou igual a zero, o que é provavelmente resultado do número finito de sítios de 

ligação conhecidos que são utilizados para construir a matriz. Para evitar esse viés, devido a 

um pequeno tamanho amostral, um certo valor numérico – pseudo-count, é usualmente 

alocado para cada posição, e sua fração é adicioanada a cada elemento na PFM, para então 

calcular a PPM (NISHIDA et al., 2009).  

Uma vez construída a PPM, cada probabilidade contida nessa matriz é dividida 

pela probabilidade do nucleotídeo em questão ser observado no background (por exemplo, o 

background pode ser o genoma ou as regiões intergênicas do organismo cujas seqüências 

serão analisadas pela matriz).  O resultado dessa divisão é convertido à escala logarítmica, 

dando origem a PWM [FIG. 1.1 F]. Portanto, os valores de uma PWM são o logaritmo da razão 

entre duas probabilidades (TURATSINZE et al., 2008). A informação contida nas matrizes é 

normalmente visualizada em logos de seqüência, os quais fornecem uma representação 

gráfica intuitiva da importância de cada resíduo em cada posição do motivo [FIG. 1.1 G].  

(SCHNEIDER & STEPHENS, 1990). 

Com o auxílio de programas que façam a correspondência de padrões, a PWM é, 

então, utilizada na busca por potenciais sítios de ligação, atribuindo um valor quantitativo às 

seqüências analisadas (WASSERMAN & SANDELIN, 2004). Desta forma, o programa 

percorre a seqüência investigada através de uma “janela” de tamanho igual ao motivo 

designado pela matriz, deslocando-se uma base por vez. A cada segmento compreendido pela 

janela é atribuída uma pontuação específica. Essa pontuação corresponde à soma dos valores, 
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conferidos, pela PWM, a cada nucleotídeo em cada posição do segmento de seqüência, de 

acordo com a similaridade ao motivo representado por ela (TURATSINZE et al., 2008). 

Portanto, quanto maior for a pontuação, maior será a probabilidade de que determinado 

segmento de seqüência seja um sítio de ligação.  

Conforme descrito acima, tanto seqüências funcionais como não-funcionais 

recebem uma pontuação. Seqüências regulatórias são comumente curtas (normalmente 6−18 

pb), o número de sítios comprovados experimentalmente é muitas vezes limitado e, em 

muitos casos, o nível observado de conservação da seqüência é baixo. Conseqüentemente, a 

freqüência dos diferentes padrões previstos pela matriz no genoma é, muitas vezes, 

exageradamente alta (MÜNCH et al., 2011). Sendo assim, há a necessidade de definir um 

valor de corte que auxilie a discriminação entre sítios de ligação de fatores de transcrição 

biologicamente funcionais e sítios não-funcionais. 

Embora subjetiva, a definição do valor de corte pode ser otimizada ao valer-se de 

parâmetros estatísticos. Ao menos dois parâmetros devem ser considerados nesse processo: a 

sensibilidade e a taxa de falso-positivos associadas a uma dada pontuação (MÜNCH et al., 

2011). A sensibilidade (ou taxa de verdadeiro-positivos) é a proporção de verdadeiro-

positivos identificados entre os sítios funcionais (falso-negativos e verdadeiro-positivos), 

enquanto, a taxa de falso-positivos informa a proporção de falsos positivos entres os sítios 

não-funcionais (falso-positivos e verdadeiro-negativos). Quanto menor a pontuação limiar 

definida, maior o número de predições falsas (falso-positivos). No entanto, se o limiar for 

muito alto, aumenta-se a chance de perder sítios biologicamente funcionais, ou seja, há um 

aumento do número de falso-negativos (MÜNCH et al., 2011). Portanto, é crucial definir um 

valor de corte que garanta uma taxa de falso-positivos razoavelmente baixa e que mantenha 

uma taxa de predições corretas (sensibilidade) satisfatória. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 
 

A estrutura dos promotores de Mycoplasma spp. ainda é pouco conhecida, 

limitando o entendimento da regulação gênica a partir dos dados obtidos com o 

seqüenciamento de seus genomas. Em Mycoplasma hyopneumoniae, esta falta de informação 

deve-se, em parte, a inexistência de ferramentas genéticas e computacionais. Assim sendo, 

este trabalho tem como objetivos a caracterização de promotores de M. hyopneumoniae e a 

construção de uma matriz de peso posicional espécie-específica que permita a predição dos 

promotores dessa bactéria.  

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 Determinação experimental de sítios de início de transcrição de genes de 

interesse; 

 Identificação de promotores através de uma abordagem ab initio; 

 Caracterização dos promotores identificados; 

 Construção e otimização de uma matriz de peso; 

 Predição dos promotores de M. hyopneumoniae; 

 Avaliação do desempenho da matriz na predição de promotores nas 

demais espécies de Mycoplasma. 
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3. MATERIAIS & MÉTODOS 

 

3.1 Linhagens bacterianas e condições de crescimento 
 

Mycoplasma hyopneumoniae 7448, procedente da Embrapa Suínos e Aves 

(Concórdia, SC), foi isolada de um suíno infectado em Lindóia do Sul, SC, Brasil. O cultivo 

foi feito em tubos Falcon de 15 ml contendo 5 ml de meio Friis (FRIIS, 1975), a 37°C por 48 

horas, sob leve agitação.  

Escherichia coli XL1-Blue (Invitrogen) foi mantida em meio sólido Luria-Bertani 

contendo 20 μg/ml de tetraciclina (SAMBROOK & RUSSELL, 2001). Quando transformada 

com plasmídeo pUC18 recombinante, foi cultivada em meio Luria-Bertani (sólido e líquido) 

contendo 100 μg/ml de ampicilina. Ainda, ao meio sólido foram adicionados 40 µg/ml de X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosídeo) e 0,3 mM de IPTG (isopropil-β-D-

tiogalactopiranosídeo). A cultura foi feita a 37°C por 16 horas, com agitação de 150 rpm 

(quando em meio líquido). 

 

3.2 Seleção de genes para determinação dos sítios de início de 

transcrição 
 

Os genes, que tiveram seus sítios de início de transcrição (transcriptional start 

site, TSS) determinados, foram selecionados com base em dois critérios: (I) ter função 

determinada, não podendo estar anotado como hipotético e (II) ter o gene a montante em 

orientação divergente [FIG. 3.1]. 
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A anotação do genoma de M. hyopneumoniae 7448, disponível no National 

Center of Biotechnology Information (NCBI) sob o código de acesso NC_007332, foi 

utilizada para análise do contexto gênico. 

 

 

 
FIGURA 3.1 Contexto gênico que deve ser apresentado pelo gene selecionado para determinação do TSS. 
Região do genoma de M. hyopneumoniae 7448 contendo os genes uvrC e dnaK, os quais apresentam orientação 
divergente, sendo possíveis alvos de estudo. 
 
 
 

3.3 Extração de RNA 
 

O RNA total foi isolado a partir de 25 ml de cultura de M. hyopneumoniae 7448. 

As células foram coletadas por centrifugação a 3360 × g por 15 minutos e ressuspendidas em 

1 ml de TRIzol (Invitrogen). A suspensão de células foi, então, processada de acordo com o 

protocolo fornecido pelo fabricante. Subseqüentemente, 50 µg de RNA foram tratadas com a 

DNase livre de RNase RQ1 (Promega), seguido de purificação e concentração com o kit 

NucleoSpin® RNA Clean-up XS (Macherey-Nagel). 

 

3.4 Oligonucleotídeos e condições de termociclagem 
 

O adaptador 5' RACE, os primers 5' RACE Outer e 5' RACE Inner foram 

fornecidos no kit First Choice RLM-RACE (Ambion). Os primers gene-específicos [ANEXO 

8.1], empregados no experimento de 5' RLM-RACE, foram projetados a partir das seqüências 

nucleotídicas anotadas no genoma da cepa 7448 de M. hyopneumoniae (número de acesso no 

NCBI: NC_007332). Para cada gene foram sintetizados dois primers gene-específicos, os 
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quais, juntamente com os primers 5' RACE Outer e Inner, formaram os pares de primers 

externos e internos necessários para a execução das nested-PCRs. 

As nested-PCRs foram feitas no termociclador Mastercycler (Eppendorf) e 

utilizaram a técnica de touchdown [TAB. 3.1].  

 

TABELA 3.1 Condições de termociclagem 
 

 Ciclos Temperatura* Tempo 

Desnaturação inicial 1 × 94°C 2 min 

  94°C 30 seg 

 5 × (Tm + 6°C) 30 seg 

  72°C 1 min 

  94°C 30 seg 

Amplificação 5 × (Tm + 4°C) 30 seg 

  72°C 1 min 

  94°C 30 seg 

 20 × Tm 30 seg 

  72°C 1 min 

Extensão final 1 × 72°C 10 min 

 
* Tm corresponde à temperatura de fusão estimada para o primer gene-específico. 
 

Os primers M13 forward e reverse (Invitrogen) foram utilizados na confirmação 

dos clones, realizada através de PCR de colônia, e nas reações de seqüenciamento.  

 

3.5 Purificação dos fragmentos, clonagem e transformação  
 

A purificação dos produtos obtidos com os experimentos de 5' RLM-RACE foi 

feita a partir de gel de agarose, utilizando o kit NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel). 

Depois de purificados, os fragmentos de DNA foram tratados com Klenow DNA polimerase 

(Fermentas) e com cinase de polinucleotídeos (polynucleotide kinase, PNK, Fermentas), e 
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foram clonados no vetor pUC18 clivado com SmaI e defosforilado com fosfatase alcalina de 

camarão (shrimp alkaline phosphatase, SAP, USB), seguindo as orientações dos fabricantes.  

A ligação dos fragmentos ao vetor pUC18-SmaI, a transformação por 

eletroporação na cepa de E. coli XL1-Blue, a seleção dos clones, a confirmação destes por 

PCR de colônia e a extração de DNA plasmidial foram feitas usando métodos padrões 

descritos por Sambrook & Russell (2001). 

 

3.6 Seqüenciamento automático e análise dos dados 
 

Os clones foram seqüenciados utilizando o kit DYEnamic Et Dye Terminator 

Cycle Sequencing (Amersham Biosciences), desenvolvido para o seqüenciador automático 

MegaBACE 1000 DNA Analysis System (Healthcare), conforme o manual do fabricante.  

Os resultados dos seqüenciamentos foram processados no pacote de programas 

Staden (STADEN et al., 2000) em conjunto com o programa PHRED (EWING et al., 1998). 

Após, a análise dos produtos seqüenciados e a identificação dos TSSs foram feitas através do 

alinhamento manual das seqüências obtidas nos seqüenciamentos com as seqüências gênica e 

intergênica localizadas na região 5' do gene correspondente. 

 

3.7 Identificação dos sítios de início de transcrição 
 

Para determinar os TSSs, foi empregada a técnica de amplificação rápida das 

extremidades 5' dos cDNAs mediada por RNA ligase (RNA ligase-mediated rapid 

amplification of 5´ cDNA ends, 5' RLM-RACE), a qual é baseada na estratégia descrita por 

Bensing et al. (1996) [FIG. 3.2]. Esta metodologia foi executada utilizando o kit First Choice 

RLM-RACE (Ambion), de acordo com o protocolo do fabricante, com exceção do tratamento 
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com a fosfatase intestinal de bezerro (calf intestinal phosphatase, CIP), o qual não foi 

realizado. 

 

 

FIGURA 3.2 Metodologia utilizada na identificação dos TSSs – 5' RLM-RACE. 
Esquema mostrando as diferentes etapas do processo. Três transcritos são mostrados neste exemplo, dois 
relacionados (um é o produto processado do outro) e um não relacionado. [A] As amostras duplicadas são 
tratadas ou não com a enzima TAP para converter 5' trifosfatos em monofosfatos. [B] Um oligonucleotídeo de 
RNA, de seqüência conhecida, é ligado às extremidades 5' monofosfatadas. [C] O cDNA é feito usando primers 
aleatórios. [D] Os cDNAs são amplificados com um primer de DNA correspondente a seqüência do adaptador de 
RNA ligado, e com um primer gene-específico. Os produtos de PCR são separados por eletroforese em gel de 
agarose. Os produtos diferenciais presentes na amostra tratada com TAP (fragmentos derivados de RNA não 
processado, ou seja, RNA 5' trifosfatado), mas ausentes na amostra não tratada, possuem o sítio de início de 
transcrição correto. 
 

 

Resumidamente, foi feita uma reação de 16 µl contendo 10 µg RNA livre de 

DNA, tampão da pirofosfatase ácida do tabaco (tobacco acid pyrophosphatase, TAP) e 20 U 

de inibidor de RNase (Fermentas). Essa mistura foi dividida em duas alíquotas, das quais uma 

recebeu 2 µl da enzima TAP (reação TAP+) e a outra recebeu 2 µl de água (reação TAP−). 

Após a etapa de tratamento com TAP, as duas amostras (TAP+ e TAP−) foram processadas 

[A] 

[B] 

[C] 

[D] 



 

46 

de forma idêntica durante as reações de ligação do adaptador 5' RACE e de transcrição 

reversa. 

Uma vez obtido o cDNA, três nested-PCRs foram feitas para cada gene: TAP+, 

TAP− e controle negativo.  Todas as reações foram feitas em um volume total de 25 µl 

contendo 1,25 mM de MgCl2, tampão da Taq 1×, 0,02 mM de cada dNTP, 1 U de Taq DNA 

polimerase (Ludwig Biotec), 10 pmol dos primers adaptador- e gene-específico e 0,5 µl de 

DNA molde. A PCR externa foi feita com cDNA como DNA molde, e utilizou os primers 5' 

RACE e gene-específico “outer”. A PCR interna foi feita usando uma alíquota da PCR 

externa como DNA molde, e utilizou os primers 5' RACE e gene-específico “inner”.   

As amplificações foram realizadas usando a técnica PCR touchdown, e os 

produtos foram analisados em géis de agarose 1,2–2%. Os produtos presentes na amostra 

tratada com TAP (fragmentos derivados de RNA não-processado), mas ausentes na amostra 

não tratada, foram purificados e clonados [SEÇÃO 3.5]. Os clones foram analisados através da 

metodologia de PCR de colônia para confirmar a presença do inserto, sendo, então, 

seqüenciados. 

 

3.8 Logos de seqüências 
 

O logos de seqüências foram gerados através do site WebLogo 

(http://weblogo.berkeley.edu/) (SCHNEIDER & STEPHENS, 1990; CROOKS et al., 2004). 

Seqüências promotoras relacionadas ao fator σ70, experimentalmente definidas, foram 

utilizadas de acordo com os alinhamentos propostos pelos seus respectivos autores [ANEXO 

8.2]. Os seguintes números de seqüências promotoras foram empregados para gerar os logos: 

25 sítios de Sinorhizobium meliloti (MACLELLAN et al., 2006), 59 sítios de E. coli 

(HAWLEY & MCCLURE, 1983), 142 sítios de Bacillus subtilis (HELMANN, 1995), 41 
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sítios de Chlamydia trachomatis (GRECH  et al.,2007), 35 sítios de Mycoplasma pneumoniae 

(WEINER et al., 2000), 25 sítios de Prochlorococcus marinus (VOGEL et al., 2003), 21 

sítios de Campylobacter jejuni (WOSTEN et al., 1998) e 23 sítios de M. hyopneumoniae. O 

tamanho do genoma e o conteúdo de G+C foram obtidos a partir dos genomas depositados no 

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

 

3.9 Cálculo da distância evolutiva entre fatores σ70 
 

A diferença entre os fatores σ70 de espécies de diferentes gêneros foi mensurada 

através do cálculo da estimativa de distância evolutiva existente entre seqüências. 

Especificamente, foram analisadas as regiões dos domínios de σ70 responsáveis por 

reconhecerem os elementos promotores.  

Utilizando o programa MUSCLE (EDGAR, 2004), foram alinhadas as seqüências 

das proteínas σ70 dos seguintes organismos: S. meliloti (NP_386420.1), E. coli 

(NP_289642.1), B. subtilis (ZP_03592291.1), C. trachomatis (NP_220132.1), M. pneumoniae 

(NP_110040.1), P. marinus (NP_892614.1), C. jejuni (YP_179074.1) e M. hyopneumoniae 

(YP_287460.1). As seqüências foram obtidas a partir do NCBI; os códigos de acesso estão 

informados entre parênteses. 

As regiões 2.4, 3.0 e 4.2 envolvidas diretamente no reconhecimento dos 

elementos promotores −10, −16 e −35, respectivamente, foram identificadas de acordo com 

descrito por Gruber & Gross (2003). Cada uma dessas regiões foi isolada e analisada 

separadamente pelo programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011), o qual foi empregado para 

calcular a distância evolutiva existente entre cada região nos diferentes organismos. Nesta 

análise foi utilizado o modelo baseado em matriz JTT (Jones-Taylor-Thornton) (JONES  et 

al., 1992), e todas as posições contendo lacunas foram eliminadas. As distâncias foram 
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calculadas em relação ao fator σ70 de E. coli, por este ser o mais bem caracterizado dentre os 

demais. 

 

3.10 Identificação de padrões de seqüências  
 

A procura por padrões de seqüências foi realizada na região a montante dos TSSs 

determinados pela metodologia de 5' RLM-RACE. Três programas diferentes foram 

utilizados: Local-Word-Analysis (DEFRANCE et al., 2008) do Regulatory Sequence 

Analysis Tools (RSAT) (http://rsat.ulb.ac.be/) (VAN HELDEN, 2003; THOMAS-

CHOLLIER et al., 2008), Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) (BAILEY & ELKAN, 

1994) e WConsensus (HERTZ & STORMO, 1999).  

Com o Local-Word-Analysis foram analisadas as primeiras 50 bases a montante 

dos TSSs em busca de motivos compostos por seis ou quatro nucleotídeos. Motivos de seis 

nucleotídeos foram localizados aplicando uma janela com largura fixa de 10 nucleotídeos, 

enquanto que, para os motivos de quatro nucleotídeos, utilizou-se uma janela fixa de 5 

nucleotídeos. Em ambos os casos, o modelo de background empregado considerava a 

composição nucleotídica apenas das seqüências intergênicas localizadas a montante de todos 

os genes de M. hyopneumoniae 7448. 

Com os programas MEME e WConsensus foram analisadas as primeiras 25 bases 

a montante dos TSSs. Nestas duas análises não foram pré-definidos o tamanho do motivo e 

largura da janela. O mesmo modelo de background (identificado como Bernoulli model) foi 

empregado, sendo calculado com base no mesmo conjunto de seqüências descritas acima.  
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3.11 Construção das PSSMs 
 

Os motivos identificados com o programa Local-Word-Analysis, localizados entre 

4 a 8 bases a montante do TSS, foram alinhadas manualmente com auxílio do programa 

BioEdit 7.0 (HALL, 1999). Este alinhamento foi usado para construir uma matriz de peso 

composta por 12 colunas. Além desta, outras duas matrizes, compostas por 14 e 16 colunas, 

foram obtidas através dos programas MEME e Wconsensus, respectivamente. Por fim, as 

matrizes foram reconstruídas sem a presença de seqüências repetidas. 

 

3.12 Seqüências-alvo 
 

Todas as seqüências foram adquiridas a partir do genoma completo de cada 

espécie de Mycoplasma através da utilização da ferramenta Retrive Sequence do RSAT.  

 

3.12.1 Conjunto de seqüências nº 1 

 

As seqüências empregadas na avaliação do desempenho das matrizes (cálculo da 

distribuição empírica) [SEÇÃO 3.13.1], e na predição dos promotores [SEÇÃO 3.15] foram extraídas 

a partir de todos os genes codificantes de M. hyopneumoniae 7448 (código de acesso no 

NCBI: NC_007332).  As 657 seqüências obtidas consistiam em até 250 bases a montante 

(coletando apenas a região não-codificante) e 50 bases a jusante do códon de iniciação 

anotado para cada gene.  
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3.12.2 Conjunto de seqüências nº 2 

 

As seqüências utilizadas para avaliar o desempenho da matriz de 12 colunas nas 

diferentes espécies de Mycoplasma [SEÇÃO 3.13.2], especificamente no cálculo da distribuição 

empírica, foram obtidas a partir de todos os genes codificantes de cada organismo. As 

seqüências consistiam em até 250 bases a montante (coletando apenas a região não-

codificante) e 50 bases a jusante do códon de iniciação anotado para cada gene. 

 

3.12.3 Conjunto de seqüências nº 3 

 

As seqüências usadas para definição do valor de corte [SEÇÃO 3.14] foram obtidas a 

partir das seqüências descritas no conjunto nº1 [SEÇÃO 3.12.1]. Foram criados dois grupos: (i) o 

de “orientação correta”, que consistia nas mesmas seqüências do conjunto nº1 e (ii) o de 

“orientação incorreta”, que consistia no complemento reverso das mesmas seqüências do 

grupo de orientação correta. De ambos os grupos foram removidas seqüências localizadas 

entre genes transcritos divergentemente.  

 

3.13 Avaliação da performance das PSSMs  
 

A habilidade das PSSMs em identificar sítios de ligação funcionais reconhecidos 

pelo fator σ70 foi avaliada usando o programa Matrix-Quality (MEDINA-RIVERA et al., 

2011) do RSAT.  

Para cada avaliação foram obtidas distribuições de valores de peso teórica e 

empírica, a partir das quais foi calculada a diferença de valores de peso normalizada 

(normalized weight difference, NWD). 
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3.13.1 PSSMs de 12, 14 e 16 colunas aplicadas à M. hyopneumoniae 

 

O desempenho das três PSSMs em identificar sítios promotores funcionais em M. 

hyopneumoniae foi avaliado. Para cada matriz, cinco distribuições teóricas e empíricas foram 

calculadas, empregando diferentes modelos de background. As distribuições empíricas foram 

obtidas a partir do conjunto de seqüências nº 1 [SEÇÃO 3.12.1]. As distribuições teóricas foram 

obtidas a partir de uma seqüência randômica gerada de acordo com o modelo de background. 

Ambas as distribuições foram computadas aplicando os seguintes parâmetros: um pseudo-

count para correção da matriz, pseudo-frequencies ajustadas em 0,01 e, como modelo de 

background, foram testadas as ordens de Markov de 0 a 4, utilizando como base a composição 

nucleotídica de seqüências não-codificantes localizadas a montante de todos os genes da cepa 

7448 de M. hyopneumoniae.  

A análise comparativa do desempenho de cada matriz, associada a cada modelo de 

background, foi realizada por meio do cálculo do NWD. A partir dessa comparação, foram 

identificados a matriz e modelo de background que apresentaram a melhor capacidade 

preditiva.  

Para a matriz de melhor performance foi feito um controle adicional, no qual as 

distribuições empíricas e teóricas da PSSM de 12 colunas foram comparadas com a média de 

dez PSSMs de colunas permutadas. Estas foram derivadas a partir da PSSM de 12 colunas 

através da ferramenta Permute-Matrix do RSAT.  

 

3.13.2 PSSM de 12 colunas aplicada às diferentes espécies de Mycoplasma 

 

O desempenho da PSSM de 12 colunas também foi avaliado na identificação de 

sítios promotores funcionais nas demais espécies do gênero Mycoplasma. A matriz foi 

aplicada em 21 outras espécies e em outras duas cepas de M. hyopneumoniae: Mycoplasma 
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agalactiae PG2, Mycoplasma arthritidis 158L3-1, Mycoplasma bovis PG45, Mycoplasma 

capricolum subsp. capricolum ATCC 27343, Mycoplasma conjunctivae HRC/581, 

Mycoplasma crocodyli MP145, Mycoplasma fermentans JER, Mycoplasma gallisepticum str. 

R(low), Mycoplasma genitalium G37, Mycoplasma haemofelis str. Langford 1, Mycoplasma 

hominis ATCC 23114, Mycoplasma hyopneumoniae 232, Mycoplasma hyopneumoniae J, 

Mycoplasma hyorhinis HUB-1, Mycoplasma leachii PG50, Mycoplasma mobile 163K, 

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC str. PG1, Mycoplasma penetrans HF-2, 

Mycoplasma pneumoniae M129, Mycoplasma pulmonis UAB CTIP, Mycoplasma 

putrefaciens KS1, Mycoplasma suis KI3806, Mycoplasma synoviae 53.   

A distribuição empírica de cada espécie foi obtida a partir da análise do conjunto 

de seqüências nº 2 [SEÇÃO 3.12.2], enquanto a distribuição teórica foi obtida a partir de uma 

seqüência randômica gerada de acordo com o modelo de background. Ambas as distribuições 

foram computadas empregando os seguintes parâmetros: um pseudo-count para correção da 

matriz; pseudo-frequencies ajustadas em 0,01; e a ordem 1 de Makov como modelo de 

background, sendo calculada com base na composição nucleotídica de seqüências não-

codificantes localizadas a montante de todos os genes do organismo em questão.  

Para uma melhor visualização do desempenho da matriz em cada espécie, foram 

gerados gráficos de NWD. 

 

3.14 Determinação do valor de corte 
 

O valor de corte foi determinado através da abordagem descrita por Cases et al. 

(2003), a qual compara a distribuição dos valores de peso entre os promotores preditos a partir 

de seqüências de “orientação correta” [SEÇÃO 3.12.3], com aqueles encontrados nas seqüências 

de “orientação incorreta” [SEÇÃO 3.12.3]. O valor de peso que apresentou uma considerável 
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redução de promotores putativos na orientação incorreta foi selecionado como o valor de 

corte. 

A estimativa da taxa de falso-positivos (false positive rate, FPR) e da 

sensibilidade associadas a este valor de corte foram observadas através de curvas 

características de operação do receptor (receiver operating characteristic, ROC), geradas pelo 

Matrix-Quality. Uma validação do tipo Leave-One-Out (LOO) do conjunto de sítios usados 

para construir a matriz foi incluída. 

 

3.15 Predição de promotores 
 

Promotores putativos de M. hyopneumoniae foram procurados no conjunto de 

seqüências nº 1 [SEÇÃO 3.12.1] com a PSSM de 12 colunas usando o programa Matrix-Scan 

(TURATSINZE et al., 2008). Os parâmetros pseudo-counts, pseudo-frequencies e o modelo 

de background foram ajustados conforme feito no programa Matrix-Quality [SEÇÃO 3.13], 

exceto pelo fato de que foi utilizada a ordem 1 de Markov. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Genes selecionados para determinação do sítio de início de 

transcrição 
 

Com o objetivo de aumentar a probabilidade de encontrarmos os TSSs 

imediatamente a montante dos genes escolhidos, a seleção destes foi feita com base na função 

e contexto gênicos, conforme a anotação do genoma de Mycoplasma hyopneumoniae [SEÇÃO 

3.2]. Portanto, o gene selecionado deveria apresentar orientação divergente do gene localizado 

a montante, garantindo que este não estaria dentro de uma unidade de transcrição, e possuir 

uma função definida, ou seja, não poderia estar classificado como hipotético, uma vez que a 

transcrição destes genes não é conhecida.  

Trinta e quatro genes, pertencentes a diferentes categorias funcionais, foram 

selecionados [TAB. 4.1]. Dentre eles, podemos destacar a presença de genes de interesse no 

estudo da patologia e fisiologia de M. hyopneumoniae, tais como: genes que codificam 

proteínas envolvidas com citoaderência, como por exemplo, as adesinas P97 e P146; o gene 

MHP7448_0513, que codifica o antígeno 46K (P46); o gene sipS, que codifica uma sinal 

peptidase com potencial antigênico para imunodiagnóstico e vacinação (MOITINHO-SILVA 

et al., 2012); o gene deoC, primeiro gene da unidade transcricional que comporta o gene que 

codifica o fator de alongamento Tu (EF-Tu), altamente antigênico (PINTO et al., 2007); e o 

gene MHP7448_0225, primeiro gene da unidade de transcrição que codifica genes envolvidos 

no metabolismo de mio-inositol, os quais foram observados apenas em M. hyopneumoniae 

(KLEIN, 2008). 

 

 



 

 

TABELA 4.1     Genes selecionados para identificação do sítio de início de transcrição 
 

Locus Gene Posição Genômica Descrição Categorias Funcionais do COG  
MHP7448_0026 sipS    32885−33325 signal peptidase I Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
MHP7448_0039 recA 52346−53335 recombinase A DNA replication, recombination and repair 
MHP7448_0040 licA 53566−54321 PTS system, lichenan-specific IIA component Cell envelope biogenesis, outer membrane 
MHP7448_0066 uvrC 85675−87192 excinuclease ABC subunit C DNA replication, recombination and repair 
MHP7448_0067 dnaK 87839−89641 molecular chaperone DnaK Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
MHP7448_0101 clpB 134736−136829 ATP-dependent protease binding protein Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
MHP7448_0161 deoB 199410−200606 phosphopentomutase Carbohydrate transport and metabolism 
MHP7448_0195 rpsJ 220229−220600 30S ribosomal protein S10 Translation, ribosomal structure and biogenesis 
MHP7448_0198 0198 221969–225238 protein P97 - 
MHP7448_0224 glyA 267185−268441 serine hydroxymethyltransferase Amino acid transport and metabolism 
MHP7448_0225 0225 268939−270408 methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase Energy production and conversion 
MHP7448_0241 secD 287718−290315 bifunctional preprotein translocase subunit SecD/SecF  - 
MHP7448_0272 0272 328638−331712 protein P97-like - 
MHP7448_0279 0279 338452−339270 transcriptional regulator Transcription 
MHP7448_0359 glpK 449002−450534 glycerol kinase Energy production and conversion 
MHP7448_0360 0360 450873−452138 P37-like ABC transporter substrate-binding lipoprotein - 
MHP7448_0427 efp 540785−541342 elongation factor P Translation, ribosomal structure and biogenesis 
MHP7448_0454 acpD 599048−599632 acyl carrier protein phosphodiesterase Lipid metabolism 
MHP7448_0490 pgk 640265−641479 phosphoglycerate kinase Carbohydrate transport and metabolism 
MHP7448_0505 0505 667597−670413 lipoprotein - 
MHP7448_0513 0513 680272−681531 46K surface antigen precursor - 
MHP7448_0521 pepF 689586−691430 oligoendopeptidase F Amino acid transport and metabolism 
MHP7448_0527 deoC 703355−704020 deoxyribose-phosphate aldolase Nucleotide transport and metabolism 
MHP7448_0528 gyrA 704416−707022 DNA gyrase subunit A DNA replication, recombination and repair 
MHP7448_0535 pyrH 715459−716169 uridylate kinase Nucleotide transport and metabolism 
MHP7448_0545 ktrA 726591−727286 potassium uptake protein Inorganic ion transport and metabolism 
MHP7448_0546 ktrB 727584−729068 potassium uptake protein Inorganic ion transport and metabolism 
MHP7448_0586 nusA 775502−777355 transcription elongation factor NusA Transcription 
MHP7448_0619 rplJ 825913−826410 50S ribosomal protein L10 Translation, ribosomal structure and biogenesis 
MHP7448_0622 dam 831858−833507 DNA adenine methylase DNA replication, recombination and repair 
MHP7448_0647 leuS 866103−868475 leucyl-tRNA synthetase Translation, ribosomal structure and biogenesis 
MHP7448_0648 uvrB 868683−870662 excinuclease ABC subunit B DNA replication, recombination and repair 
MHP7448_0654 prsA 874822−875808 ribose-phosphate pyrophosphokinase Amino acid transport and metabolism 
MHP7448_0663 0663 890392−894372 adhesin like-protein P146 - 55
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4.2 Amplificação e diferenciação da região 5' de transcritos 

primários e processados 
 

Para identificação dos TSSs corretos, foi empregada a metodologia de 5' RLM-

RACE, a qual permite distinguir entre transcritos primários e processados de acordo com o 

estado de fosforilação de suas extremidades 5' – trifosfatadas ou monofosfatadas, 

respectivamente [SEÇÃO 3.7 – FIG. 3.2]. Essa diferenciação é feita através da comparação entre os 

produtos de 5' RLM-RACE oriundos de RNA tratado e de RNA não-tratado com a fosfatase 

TAP. Essa enzima transforma a extremidade 5' trifosfatada em monofosfatada, possibilitando 

que a partir das amostras tratadas com TAP sejam amplificados ambos transcritos, primários e 

processados, enquanto que, a partir das amostras que não foram tratadas, sejam amplificados 

apenas transcritos processados. Sendo assim, os produtos de amplificação provenientes de 

amostras de RNA tratadas com TAP devem apresentar, em análise por eletroforese em gel, 

um sinal específico, ou ao menos mais intenso, em comparação com os produtos originados 

de amostras de RNA que não foram tratadas (BENSING et al., 1996).  

Dos 34 genes analisados, 23 apresentaram sinal específico ou mais intenso nos 

produtos de 5' RLM-RACE provenientes das amostras tratadas com TAP [FIG. 4.1]. Estes 

produtos foram purificados e clonados. Os demais genes, para os quais o resultado esperado 

não foi obtido, tiveram seus estudos descontinuados. 

 

 
(parte 1 de 2) 

 
FIGURA 4.1 Amplificação e diferenciação da extremidade 5' de transcritos primários e processados.  
Produtos de 5' RLM-RACE oriundos de RNA tratado (TAP+) e de RNA não-tratado (TAP−) com TAP. Os 
produtos da amostra tratada com TAP que foram purificados e clonados estão identificados por triângulos. 
Visualização em géis de agarose corados com brometo de etídio. 
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(parte 2 de 2) 

 
FIGURA 4.1 Amplificação e diferenciação da extremidade 5’ de transcritos primários e processados.  
Produtos de 5' RLM-RACE oriundos de RNA tratado (TAP+) e de RNA não-tratado (TAP−) com TAP. Os 
produtos da amostra tratada com TAP que foram purificados e clonados estão identificados por triângulos. 
Visualização em géis de agarose corados com brometo de etídio. 
 

 

 

4.3 Determinação dos sítios de início de transcrição 
 

A análise da região 5' dos transcritos de cada gene foi feita a partir do 

seqüenciamento de dez ou mais clones independentes, obtidos através do experimento de 5' 

RLM-RACE.   

Os resultados dos seqüenciamentos revelaram que 12 genes possuíam um TSS 

bem definido. No entanto, em 11 genes, a extremidade 5' apresentou-se variável. Essa 
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variação, existente entre os transcritos de um mesmo gene, devia-se a alguns poucos 

nucleotídeos de diferença, os quais ou eram idênticos à seqüência genômica (e.g. licA) ou 

eram diferentes (e.g. P97-like), consistindo sempre em adenosinas [TAB. 4.2].  

 

TABELA 4.2 Análise da extremidade 5' dos transcritos 
     (continua) 

Gene Seqüência a TSS b Clones c

 
−60 

 
2 / 12 

sipS genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:
seq nº 3:

TGTTTTTTTATGATAAAATATCAAA

A

GAAATAAATTTAATAACTATGTTAAA 
GAAATAAATTTAATAACTATGTTAAA 
AAAATAAATTTAATAACTATGTTAAA 
AAAATAAATTTAATAACTATGTTAAA 

−59 10 / 12 

recA genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:

TAAAATGTTTAAAAAATATTAAATTAGAATAAGCAACAAACCAAAACCGAA 
AGAATAAGCAACAAACCAAAACCGAA 
AGAATAAGCAACAAACCAAAACCGAA 

 
−72 
−67 

 
8 / 19 
7 / 19 

licA genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:

TGAAAAATATAATAAAATTTCCAGTATGAAAAAAATTTTGATTGGATTTAC 
ATGAAAAAAATTTTGATTGGATTTAC 
ATGAAAAAAATTTTGATTGGATTTAC 

 
+34 
+40 

 
6 / 15 
9 / 15 

uvrC genoma:
seq nº 1:

ACCAATTTTTTGTTAAAATTATAATAATTATCAAAAATTTGTTTATATTTT 
AATTATCAAAAATTTGTTTATATTTT 

 
−78 

 
11 / 11 

clpB genoma:
seq nº 1:

AAAAAATATGTTATAATTTATTTTGTTAAGAAAAATAAAAAATTAAAAAGG 
TTAAGAAAAATAAAAAATTAAAAAGG 

 
−17 

 
10 / 10 

rpsJ genoma:
seq nº 1:

TATTTTTTGTGTATAATTTAATCTTACCGTTAAAGGATGATGATGCATAAG 
ACCGTTAAAGGATGATGATGCATAAG 

 
−69 

 
9 / 10 

P97 genoma:
seq nº 1:

AAAAAAAAAAAGTATAATTTTAATTGTACAAGTTAAATAAATTTTTCACTT 
GTACAAGTTAAATAAATTTTTCACTT 

 
−138 

 
12 / 12 

glyA genoma:
seq nº 1:

GTTTTTTTAGTGTATAATGTGTAAAATTCCAATGTATAAGAAAATCAAACT 
ATTCCAATGTATAAGAAAATCAAACT 

 
−6 

 
12 / 13 

0225 genoma:
seq nº 1:

TATTTTTTATGTTAAAATTATAATCGTAGGGTTAAAAATTGATAATTTTTA 
GTAGGGTTAAAAATTGATAATTTTTA 

 
−88 

 
12 / 23 

  
P97−like genoma:

seq nº 1:
seq nº 2:
seq nº 3:
seq nº 4:

ATTAAAATATGGTATAATTTTAATT
AAAAAA

AAAA
AAA
A

AAATTGTAAATTCGCGGAGGTGAGCT 
AAATTGTAAATTCGCGGAGGTGAGCT 
AAATTGTAAATTCGCGGAGGTGAGCT 
AAATTGTAAATTCGCGGAGGTGAGCT 
AAATTGTAAATTCGCGGAGGTGAGCT 

−57 12 / 14 

0279 genoma:
seq nº 1:

TTTAAAAATAGTGTAAAATTGTTAAATTATGAGTGTTCTAACCATTTCAAA 
ATTATGAGTGTTCTAACCATTTCAAA 

 
+1 

 
11 / 11 

glpK genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:
seq nº 2:

TGGATTAAAATGTTATAATTCAAATATATAAAAATTGAAAGGATTTAAAAA 
ATATAAAAATTGAAAGGATTTAAAAA 
 TATAAAAATTGAAAGGATTTAAAAA 
ATATAAAAATTGAAAGGATTTAAAAA 

 
−27 
−26 
−25 

 
12 / 17 
2 / 17 
3 / 17 

P37 genoma:
seq nº 1:

CTTCCTTCTATGATATAATAATTTCAGGTAAACAGAGGTGTCCATTTTTGG 
AGGTAAACAGAGGTGTCCATTTTTGG 

 
−144 

 
10 / 11 

efp genoma:
seq nº 1:

TTTTTTTATGCTATAATTTATAGTTACTTTGTTTATTGTCAAGTGGAGGCG 
ACTTTGTTTATTGTCAAGTGGAGGCG 

 
−28 

 
10 / 19 

  pgk genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:

TCAACTTAATAGTTTATAATATAAC
AA
A

AAAAATAAAATTTTCAAAGGATAAAA 
AAAAATAAAATTTTCAAAGGATAAAA 
AAAAATAAAATTTTCAAAGGATAAAA 

−26 10 / 10 

46K genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:

TTGATTTTTATAGTATAATTTATTTGTATAATTGAATTAACTTGATTTGAA 
GTATAATTGAATTAACTTGATTTGAA 
GTATAATTGAATTAACTTGATTTGAA 

 
−36 
−34 

 
10 / 16 
4 / 16 

gyrA genoma:
seq nº 1:

AAAAAATATGGTATAATTTATACTTACCACGCGCTTTTATATCAAAAAGGA 
ACCACGCGCTTTTATATCAAAAAGGA 

 
+14 

 
12 / 15 
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TABELA 4.2 Análise da extremidade 5' dos transcritos 
   (conclusão) 

Gene Seqüência a TSS b Clones c

pyrH genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:
seq nº 3:
seq nº 4:
seq nº 5:

TTTCAAAAATAAAGTATAATAAAAG
AAA
AA
A

AAACTTTTAAGGCTAATATGGACTCA 
AAACTTTTAAGGCTAATATGGACTCA 
AAACTTTTAAGGCTAATATGGACTCA 
AAACTTTTAAGGCTAATATGGACTCA 
 AACTTTTAAGGCTAATATGGACTCA 
  ACTTTTAAGGCTAATATGGACTCA 

 
 

−17 
 

−16 
−15 

 
 

8 / 15 
 

2 / 15 
4 / 15 

ktrA genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:
seq nº 3:

TTCAATTTTGGTCTACAATTTAGTC
AAA
AA
A

AAATGAAACGAGCAAATATCTGTATA 
AAATGAAACGAGCAAATATCTGTATA 
AAATGAAACGAGCAAATATCTGTATA 
AAATGAAACGAGCAAATATCTGTATA 

 
 
−2 

 
 

13 / 15 

rplJ genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:

TTTCGCTTTCTGGTATAATTCAAAAACGCAATACATAGAGATAATAACTGC 
ACGCAATACATAGAGATAATAACTGC 
ACGCAATACATAGAGATAATAACTGC 

 
−101 
−99 

 
8 / 17 
5 / 17 

dam 
 

genoma:
seq nº 1:
seq nº 2:

CCTATTTGCTTATATAATTTAGTTTATGTCAAAATCTGAATTAAAGCCTTT 
ATGTCAAAATCTGAATTAAAGCCTTT 
ATGTCAAAATCTGAATTAAAGCCTTT 

 
+1 
+2 

 
12 / 17 
5 / 17 

leuS genoma:
seq nº 1:

TAAAAAATTATGCTATAATTTAGGTAACTATCATGTTAGATCACCGAGCTA 
AACTATCATGTTAGATCACCGAGCTA 

 
−7 

 
10 / 11 

P146 genoma:
seq nº 1:

TTAACTTCTATAGTATAATTATTGTATCACTTCGTCTATTATAATAATATA 
ATCACTTCGTCTATTATAATAATATA 

 
−35 

 
12 / 12 

 

a Alinhamento mostrando todas as variações encontradas nas seqüências correspondentes à extremidade 5' dos 
transcritos dos 23 genes. Genoma: seqüência correspondente à região do genoma de M. hyopneumoniae 7448 
que compreende a extremidade 5' do transcrito. Seq n°: seqüências referentes às diferentes extremidades 5' 
encontradas. Em laranja: seqüência de adenosinas não coincidentes com a seqüência genômica. Em caixa preta: 
último nucleotídeo coincidente com a seqüência genômica, sendo o possível sítio de início de transcrição. 
b Posição do sítio de início de transcrição (TSS) em relação ao códon de iniciação anotado. Números negativos: 
TSS está a montante do gene. Números positivos: TSS está dentro da região codificadora.  
c O número de clones seqüenciados é informado para cada gene juntamente com a freqüência do respectivo TSS. 
Somente TSSs observados em pelo menos dois clones diferentes foram considerados.  
 

 

Em geral, a seqüência mais longa foi a mais comum entre os clones seqüenciados. 

Uma ou duas seqüências menores, diferindo não mais que seis nucleotídeos, também foram 

relativamente freqüentes em oito genes (sipS, recA, licA, glpK, 46K, pyrH, rplJ, dam) [TAB. 

4.2]. Essa variação poderia indicar a existência de TSSs alternativos ou poderia ter sido 

originada a partir de transcritos processados que foram co-purificados com os transcritos 

primários, uma vez que ambos estão presentes nas amostras tratadas com TAP e podem 

apresentar diferenças mínimas de tamanho. Portanto, o nucleotídeo 5' da maior seqüência de 

cada gene foi considerado como o TSS correto. 

Cinco genes (sipS, P97-like, pgk, pyrH e ktrA) apresentaram nucleotídeos 

adicionais na suas extremidades 5' que não eram esperados [TAB. 4.2]. Esses nucleotídeos
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extras consistiam de uma a seis adenosinas dentro de uma região homopolimérica composta 

de, pelo menos, três adenosinas. Nesses casos, o último nucleotídeo 5' correspondente à 

seqüência genômica foi considerado como o TSS correto. 

No total, os TSSs de 23 genes de M. hyopneumoniae foram identificados [TAB. 4.2; 

TAB 4.3]. Quatro TSSs foram encontrados dentro das regiões codificadoras de seus respectivos 

genes: 34 bp em licA, 14 pb em gyrA, 1 pb em MHP7448_0279 e em dam. Para estes genes, o 

próximo códon de iniciação em fase foi adotado como verdadeiro. As distâncias entre os TSSs 

e o início das regiões codificadoras variaram de 143 pb em P37 a 1 pb em ktrA. Os genes rplJ 

e MHP7448_0198 também apresentaram TSSs distantes, estando localizados, 

respectivamente, a 100 e 137 pb de distância de seus códons iniciadores. No entanto, os TSSs 

de licA, glyA, MHP7448_0279 e leuS estavam situados a uma distância menor que 10 pb [TAB 

4.3].  

Com exceção do gene clpB, cujo o TSS identificado foi uma timidina, todos os 

outros genes apresentavam purinas como TSS. No total, 80% dos transcritos iniciavam com 

um resíduo de adenosina [TAB. 4.3]. 

 

4.4 Identificação dos elementos promotores 
 

Os 23 TSSs determinados foram alinhados e as seqüências localizadas 

imediatamente a 5' deles foram analisadas em busca de padrões que poderiam corresponder a 

elementos promotores. A ocorrência de seqüências com alta representatividade, em um 

determinado segmento de seqüência, foi detectada usando a ferramenta Local-Word-Analysis. 

Quando motivos de seis nucleotídeos foram procurados, em 21 dos 23 genes foram detectados 

os padrões TATAAT ou TAAAAT localizados entre 5–9 bases a montante do TSS [TAB. 4.3]. 

Outros padrões foram reconhecidos para os genes restantes, com o auxílio dos programas 

MEME e Wconsensus: AAAAAT para recA e TACAAT para ktrA. 
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TABELA 4.3 Regiões promotoras dos genes de Mycoplasma hyopneumoniae 
 

Gene Região 5' −16b  −10 TSSc Distd SCe 
MHP7448_0026 sipS 
MHP7448_0039 recA 
MHP7448_0040 licA 
MHP7448_0066 uvrC 
MHP7448_0101 clpB 
MHP7448_0195 rpsJ 
MHP7448_0198 P97 
MHP7448_0224 glyA 
MHP7448_0225 
MHP7448_0272 P97-like 
MHP7448_0279 
MHP7448_0359 glpK 
MHP7448_0360 P37 
MHP7448_0427 efp 
MHP7448_0490 pgk 
MHP7448_0513 46K 
MHP7448_0528 gyrA 
MHP7448_0535 pyrH 
MHP7448_0545 ktrA 
MHP7448_0619 rplJ 
MHP7448_0622 dam 
MHP7448_0647 leuS 
MHP7448_0663 P146 

AAAATCAAAAATTAAAATTGTTTTTT
TAAATTTTTCCTTTTTTTATTAAAAT
TAATTTTTATTTTAAAATTTGAAAAA
ACTTCAAGATTTAATTATACCAATTT
ACTCTTTACTTTTAAGTGCCAAAAAA
TAAAAAAATTATTGAATTTTTATTTT
ACTTTTTTGTTGCAAAAAAAAAAAAA
TTAAAAAAATTATTTTTTTGTTTTTT
AATAAAAAATAAAAAAAATTATTTTT
GGATTTTAGTTACTAAAAAATTAAAA
GATTTTTTTTTAAAAATTTTTAAAAA
AATTTCACAGGGCTCCTTTGGATTAA
TAAAAAAAATTTATAATTCTTCCTTC
TTCATTTTTAGATTTTTTTTTTTTTT
TGTTTTTTCTTAGTTTTTCAACTTAA
TCATTTTTTAAAAAAAAATTGATTTT
GAAAATTCTTATTAAAACATAAAAAA
TTTTTTAATACATTTTTTTTCAAAAA
GATAATTTTAAAAATTTTTTCAATTT
AAAAAATACTTTTTTTATTTTCGCTT
TTTTTTAAATAATTTTATCCCTATTT
ACTTTTGGCTTTTAATTTTAAAAAAT
GAGAAATTTTTTTAATTTTTAACTTC

TATG
GTTT
TATA
TTTG
TATG
TTGT
AAAA
TAGT
TATG
TATG
TAGT
AATG
TATG
TATG
TAGT
TATA
TATG
TAAA
TGGT
TCTG
GCTT
TATG
TATA

A
A
A
T
T
G
G
G
T
G
G
T
A
C
T
G
G
G
C
G
A
C
G

TAAAAT
AAAAAT
TAAAAT
TAAAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TAAAAT
TATAAT
TAAAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TACAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT
TATAAT

ATCAAAG 
ATTAAATTA 
TTCCAGTA 
TATAATA 
TTATTTTGT 
TTAATCTTA 
TTTAATTG 
GTGTAAAA 
TATAATCG 
TTTAATTA 
TGTTAAA 
TCAAATA 
AATTTCA 
TTATAGTTA 
ATAACA 
TTATTTG 
TTATACTTA 
AAAAGA 
TTAGTCA 
TCAAAAA 
TTAGTTTA 
TTAGGTA 
TATTGTA 

59 
71 
8 
77 
16 
68 

137 
5 
87 
56 
2 
26 

143 
27 
25 
35 
10 
16 
1 

100 
14 
6 
34 

ATT 
TTA 
ATT† 
ATG 
TTA 
ATG 
ATG 
ATG 
ATG 
ATC 
ATG† 
ATG 
ATG 
ATG 
ATG 
ATG 
TTA† 
ATG 
ATG 
TTG 
TTA† 
ATG 
ATG 

 
 

••
•••

••••
••••
••••

•
•
•

••••••
••••••
••••••

•  PSSM 12 col.  
•  PSSM 14 col.  
•• PSSM 16 col.  

 

a Note que não há evidência do elemento −35 (TTGACA) nesta região. 
b Região onde o elemento −16 foi encontrado. 
c Os sítios de início de transcrição estão sublinhados. 
d Distância (pb) entre o TSS e o códon de iniciação. 
e Códon de iniciação. † Os códons de iniciação dos genes licA, 0279, gyrA e dam foram redefinidos, pois seus 
TSSs estavam localizados dentro da CDS originalmente anotada. 
Caixas pretas: nucleotídeos que ocorrem em mais de 80% dos promotores. 
Caixas cinza escuras: nucleotídeos que ocorrem em mais de 70% dos promotores 
Caixas cinza claras: guaninas que ocorrem em mais de 40% dos promotores. 
Pontos: posições usadas na construção das diferentes PSSMs. 
 

 

Quatro das seis posições dos diferentes padrões encontrados conservam o mesmo 

nucleotídeo. Além disso, a timidina é a primeira base em 22 (96%) e a terceira base em 16 

(70%) dos 23 sítios identificados. Sendo assim, foi obtida a seqüência consenso TATAAT, a 

qual é idêntica à seqüência canônica do elemento −10 de um promotor σ70 (HAWLEY & 

MCCLURE, 1983). 

Dando continuidade a análise dos sítios promotores, as seqüências foram 

alinhadas em função dos supostos elementos −10, evidenciando a existência de mais regiões 

conservadas. Além da base imediatamente a 3' dos hexanucleotídeos ser uma timidina em 

73% das seqüências, o padrão TATG foi identificado pela ferramenta Local-Word-Analisys, 
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uma base a montante dos hexanucleotídeos, em oito genes. [TAB. 4.3]. Este motivo corresponde 

ao consenso 5'-TRTGn-3', uma região −10 estendida comumente encontrada nas bactérias 

gram-positivas, também conhecida como elemento −16 (VOSKUIL et al., 1995; VOSKUIL 

& CHAMBLISS, 2002). Podemos ressaltar, ainda, que o dinucleotídeo TG – principal 

determinante dos elementos −10 estendidos, foi encontrado uma base a montante do 

hexanucleotídeo −10 em outros três genes. Portanto, 11 (48%) das seqüências promotoras 

continham um provável elemento −10 estendido. 

Embora tenha sido possível identificar os prováveis elementos −10 e −16, nenhum 

padrão conservado, correspondente ao elemento −35, foi encontrado [TAB. 4.3]. 

Interessantemente, uma seqüência periódica AT-rica pôde ser observada quando um logo de 

seqüência foi criado [FIG. 4.2]. 

 

 
 
FIGURA 4.2     Conservação das regiões promotoras de Mycoplasma hyopneumoniae. 
Logo de seqüência, gerado a partir do alinhamento das 23 regiões promotoras definidas, mostrando alta 
conservação do elemento −10 (posições 59–64), a presença de um elemento −16 semi-conservado (posições 54–
57), a ausência de um elemento −35 e um sinal periódico AT-rico distinto que se estende a montante do 
elemento −10. A região que compreende as posições 54 a 65 foi usada para construir a PSSM de 12 colunas. O 
eixo vertical mostra a informação contida em bits. A altura geral da pilha de nucleotídeos indica a conservação 
da seqüência naquela posição, e a altura de cada nucleotídeo em cada pilha indica a sua freqüência relativa nessa 
posição.  
 
 
 

4.5 Comparação entre os promotores σ70 de diferentes bactérias 
 

As seqüências promotoras de M. hyopneumoniae foram comparadas com 

promotores σ70 de diferentes bactérias. Para que esta comparação fosse realizada, os 
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alinhamentos de regiões promotoras experimentalmente caracterizadas de outras sete 

espécies, com conteúdo genômico de G+C variado, foram usados para criar logos, os quais 

visualmente representam a conservação de seqüências [FIG. 4.3]. 

 

 
 
FIGURA 4.3 Regiões promotoras de σ70 de diferentes espécies bacterianas. 
Logos de seqüências mostrando a perda de conservação do elemento −35 à medida que o conteúdo genômico de 
G+C decresce. Os seguintes números de seqüências promotoras foram usados para gerar os logos: 25 sítios de S. 
meliloti, 59 sítios de E. coli, 142 sítios de B. subtilis, 41 sítios de C. trachomatis, 35 sítios de M. pneumoniae, 25 
sítios de P. marinus, 21 sítios de C. jejuni e 23 sítios de M. hyopneumoniae. O eixo vertical mostra a informação 
contida em bits. A altura geral da pilha de nucleotídeos indica a conservação da seqüência naquela posição, e a 
altura de cada nucleotídeo em cada pilha indica a sua freqüência relativa nessa posição. 
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Os resultados presentes na FIG. 4.3 sugerem que a ocorrência de elementos −35 em 

promotores σ70 estaria relacionada com o conteúdo de G+C do organismo. Os promotores das 

espécies Sinorhizobium meliloti, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Chlamydia trachomatis e 

Mycoplasma pneumoniae, cujo conteúdo genômico de G+C era ≥40%, apresentam o 

trinucleotídeo TTG, referente ao elemento −35, enquanto os promotores de Prochlorococcus 

marinus, Campylobacter jejuni e M. hyopneumoniae, com o conteúdo genômico de G+C 

≤30,8%, não possuem esse trinucleotídeo conservado. 

A comparação dos logos de seqüência também mostrou que o elemento −10 é 

mais conservado em M. hyopneumoniae do que nas outras espécies bacterianas. Uma 

observação importante foi a de que esse elemento era precedido por um dinucleotídeo TG, 

característica compartilhada com B. subtilis e C. jejuni, e que indica a existência de um 

elemento −10 estendido. Outra particularidade evidenciada foi a presença de seqüências 

periódicas AT-ricas localizadas a montante do elemento –10 de M. hyopneumoniae e C. 

jejuni. 

  

4.6 Conservação das regiões de ligação ao promotor dos fatores 

σ70 de diferentes bactérias 
 

Além dos promotores de S. meliloti, E. coli,  B. subtilis,  C. trachomatis, M. 

pneumoniae, P. marinus, C. jejuni e M. hyopneumoniae, os fatores σ70 destas bactérias 

também foram analisados. Esta análise teve como objetivo verificar se as regiões de sigma, 

responsáveis pelo reconhecimento dos elementos promotores, refletiam as variações 

encontradas entre os promotores. 
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A partir do alinhamento dos fatores σ70 das diferentes espécies, foram 

identificadas as regiões 2.4, 3.0 e 4.2 [FIG. 4.4], as quais interagem de forma direta com 

elementos promotores −10, −16 e −35, respectivamente.  

 

 
 
FIGURA 4.4 Alinhamento das seqüências de aminoácidos dos fatores σ70 de diferentes espécies 
bacterianas. 
Alinhamento mostrando a extremidade carboxi-terminal dos fatores σ70, onde estão localizadas as regiões 2.4, 
3.0 e 4.2, que são responsáveis pela interação direta do fator σ70 com os elementos promotores −10, −16 e −35, 
respectivamente. Em destaque estão as regiões cuja variação entre as seqüências foi mensurada: região 2.4 
(posições 1−18), região 3.0 (posições 19−39) e região 4.2 (posições 151−179). Os fundos em laranja, azul, cinza 
ou verde indicam mais de 60% de identidade entre as seqüências.  S.mel, S. meliloti; E.col, E. coli; B.sub, B. 
subtilis; C.tra, C. trachomatis; M.pne, M. pneumoniae; P.mar, P. marinus; C.jej, C. jejuni; M.hyo, M. 
hyopneumoniae. 
 

 

A variação existente entre as seqüências, em cada uma das três regiões de σ70, foi 

mensurada através do cálculo da distância evolutiva, a qual reflete ao número de substituições 

ocorrido ao longo do tempo, permitindo avaliar a conservação de uma seqüência em relação à 

outra. Essa comparação foi feita tendo como referência as regiões 2.4, 3.0 e 4.2 do fator σ70 de 
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E. coli, uma vez que as interações dos aminoácidos dessa proteína com o promotor estão bem 

caracterizadas. Sendo assim, quanto maior o valor encontrado, maior a diferença entre as 

seqüências de E. coli e as seqüências da espécie em questão [TAB. 4.4]. 

 

TABELA 4.4  Conservação das regiões 2.4, 3.0 e 4.2 entre os fatores σ70 das diferentes espécies bacterianas 
 

Bactéria Região 2.4 Região 3.0 Região 4.2 
E. coli 0 0 0 
S. meliloti 0 0,205 0,11 
B. subtilis 0,048 0,313 0,074 
C. trachomatis 0,097 0,594 0,149 
M. pneumoniae 0,147 0,621 0,518 
P. marinus 0,152 0,856 0,116 
C.  jejuni 0,097 0,446 0,388 
M. hyopneumoniae 0,162 0,429 0,701 

 
Nota: A conservação das seqüências de cada região foi verificada em comparação as regiões 2.4, 3.0 e 4.2 de E. 
coli. Os valores refletem o número de substituições de aminoácidos existentes entre a seqüência de E. coli e a 
seqüência da outra espécie em questão; quanto maior o valor, maior a diferença entre elas. 
 

 

A região 2.4, que reconhece o elemento −10, apresenta as menores taxas de 

substituição de aminoácidos, indicando que essa é, dentre as três, a região mais conservada 

[TAB. 4.4]. Este resultado está em acordo com o fato de que o elemento −10 é o único que pôde 

ser identificado nos promotores de todas as oito espécies de bactérias analisadas [FIG. 4.3]. Da 

mesma forma, a menor conservação das regiões de σ70 que interagem com os elementos −16 e 

−35 condiz com a observação de que esses elementos não ocorrem em todos os promotores 

[FIG. 4.3]. 

C. trachomatis, M. pneumoniae e P. marinus, os quais apresentam as maiores 

distâncias evolutivas em relação à região 3.0 [TAB. 4.4], são os mesmos organismos cujos 

consensos promotores não possuem indícios de uma região −10 estendida (elemento −16) 

[FIG. 4.3]. 

Com exceção de P. marinus, as demais espécies em que o elemento −35 não 

ocorre ou é pouco evidente [FIG. 4.3], também apresentam uma região 4.2 bastante divergente 



 

67 

da região 4.2 de E. coli [TAB. 4.4], a qual faz parte das bactérias cujos promotores comumente 

possuem um elemento −35 bem determinado. 

 

4.7 Construção de uma  PSSM  para predição de promotores de 

M. hyopneumoniae 
 

O alinhamento manual dos 23 promotores definidos de M. hyopneumoniae foi 

usado para construir a PSSM de 12 colunas [TAB. 4.3; FIG. 4.2]. Com o objetivo de validar este 

alinhamento e as posições incluídas na matriz, outras duas matrizes foram independentemente 

construídas utilizando os programas MEME e Wconsensus. Ambos os algoritmos 

empregaram as mesmas 12 posições, usadas na matriz inicial, para construir suas matrizes. 

Entretanto, estas últimas incluíram algumas posições a mais, gerando PSSMs de 14 e 16 

colunas [TAB. 4.3]. 

Após a obtenção das três matrizes, elas foram reconstruídas, excluindo os sítios 

repetidos, a fim de minimizar o viés gerado pelos motivos mais freqüentes. Sendo assim, a 

PSSM de 12 colunas [TAB. 4.5] foi composta por 20 dos 23 sítios determinados, e as PSSMs de 

14 e 16 colunas [TAB. 4.6; TAB. 4.7] foram compostas por 22 deles. 

  

TABELA 4.5 PSSM de 12 colunas baseada nos promotores experimentalmente definidos de Mycoplasma 
hyopneumoniae 
  

 −17 −16 −15 −14 −13 −12 −11 −10 −9 −8 −7 −6 
A 2 14 2  4 5 1 20 6 20 20 0 5 
C 0 2 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 
G 2 1 5 9 8 0 0 0 0 0 0 1 
T 16 3 13 7 5 19 0 13 0 0 20 14 

 
Nota: o alinhamento e as posições utilizadas para construir esta matriz constam na TAB. 4.3.   
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TABELA 4.6 PSSM de 14 colunas baseada nos promotores experimentalmente definidos de Mycoplasma 
hyopneumoniae 
 

 −19 −18 −17 −16 −15 −14 −13 −12 −11 −10 −9 −8 −7 −6 
A 10 8 2 16 2 5 5 1 22 6 22 22 0 5 
C 0 2 0 2 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 
G 0 0 2 1 5 10 9 0 0 0 0 0 0 1 
T 12 12 18 3 15 7 5 21 0 15 0 0 22 16 

 
Nota: o alinhamento e as posições utilizadas para construir esta matriz constam na TAB. 4.3.  
 
  

TABELA 4.7 PSSM de 16 colunas baseada nos promotores experimentalmente definidos de Mycoplasma. 
hyopneumoniae 
 

 −20 −19 −18 −17 −16 −15 −14 −13 −12 −11 −10 −9 −8 −7 −6 −5 
A 8 10 8 2 16 2 5 5 1 22 6 22 22 0 5 5 
C 1 0 2 0 2 0 0 3 0 0 1 0 0 0 0 2 
G 0 0 0 2 1 5 10 9 0 0 0 0 0 0 1 1 
T 13 12 12 18 3 15 7 5 21 0 15 0 0 22 16 14 

 
Nota: o alinhamento e as posições utilizadas para construir esta matriz constam na TAB. 4.3.   

 
 

Posteriormente, a capacidade preditiva das matrizes foi avaliada e comparada, 

para que fosse possível identificar a que apresentava o melhor desempenho. Para fazer essa 

avaliação foi usada a ferramenta Matrix-Quality. Este programa baseia-se em uma análise 

combinada de distribuições de valores de peso teóricos e empíricos para estimar a capacidade 

da PSSM em distinguir os possíveis sítios de ligação de fatores de transcrição a partir do 

background genômico (MEDINA-RIVERA et al., 2011).  

A distribuição teórica corresponde à distribuição que seria esperada para os 

valores de peso obtidos pela matriz ao longo de uma seqüência randômica de tamanho 

infinito, gerada de acordo com o modelo de background. Desta forma, para cada valor de peso 

é atribuído um valor P, o qual indica a probabilidade de se observar, ao acaso, um sítio com 

pontuação igual ou maior a dado valor de peso. Conseqüentemente, a distribuição teórica 

fornece uma estimativa da taxa de falso-positivos (false positive rate; FPR) associada a cada 

valor de peso possível. 
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A distribuição empírica corresponde à distribuição observada para os valores de 

peso obtidos pela matriz ao longo de seqüências de interesse (e.g. seqüencias intergênicas a 

montante dos genes). Essas seqüências são compostas, predominantemente, por seqüências 

que não são sítios de ligação de fatores de transcrição (background genômico), intercaladas 

com alguns sítios biologicamente funcionais (MEDINA-RIVERA et al., 2011) 

Para cada matriz, foram calculadas cinco distribuições empíricas e teóricas 

diferentes [FIG. 4.5], com o objetivo de escolher o melhor modelo de background. Além, de 

esse parâmetro ser importante por determinar como será a seqüência randômica utilizada no 

cálculo da distribuição teórica, ele também influencia o cálculo dos valores de peso e, 

conseqüentemente, afeta a performance das matrizes.  

Todas as distribuições empíricas foram obtidas a partir do mesmo conjunto de 

seqüências de interesse, o qual foi composto por até 250 bases a montante e 50 bases a jusante 

do códon de iniciação de todas as CDSs de M. hyopneumoniae (as bases a jusante também 

foram investigadas, pois alguns TSSs foram encontrados dentro de seus genes). As 

distribuições teóricas foram obtidas a partir de diferentes seqüências randômicas geradas de 

acordo com o modelo de background empregado. Foram testadas cinco ordens de Markov (de 

0 a 4) como modelo de background, utilizando como base a composição nucleotídica de 

seqüências não-codificantes localizadas a montante de todos os genes de M. hyopneumoniae. 

A FIG. 4.5 demonstra que a distribuição empírica sobrepõe-se a distribuição teórica 

nos valores de peso menores (mostrando que nesses valores não é possível distinguir entre 

possíveis promotores e o background genômico), mas se separa nos valores de peso maiores, 

provavelmente correspondendo à identificação sítios de ligação funcionais. Essa separação 

entre as extremidades de ambas as distribuições indica a capacidade da matriz em discriminar 

seqüências que são prováveis sítios de ligação do fator σ de seqüências que não são sítios de 

ligação (background genômico).  
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FIGURA 4.5 Distribuições de valores de peso calculadas com as PSSMs de 12, 14 e 16 colunas 
empregando diferentes modelos de background.  
Gráficos mostrando as curvas de distribuição teórica (linha preta) e empírica (linha laranja) obtidas com cada 
PSSM utilizando diferentes ordens de Markov (0 a 4) como modelo de background. Note que a distribuição 
empírica sobrepõe-se a distribuição teórica nos valores de peso menores, e separa-se nos valores maiores.  
O gráfico da PSSM de 12 colunas associada a ordem 1 de Markov, também  apresenta a média das distribuições 
dos valores de peso obtidas com 10 matrizes de colunas permutadas (linha azul), a qual sobrepõe-se a 
distribuição teórica, confirmando que esta última pode ser considerada uma estimativa apropriada da FPR. 
A função de distribuição cumulativa decrescente (dCDF, ordenada) indica o valor P, ou seja, a probabilidade de 
observar um sítio com valor de peso maior ou igual a um determinado valor de peso (abscissa). 
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As diferenças entre as duas distribuições foram calculadas para comparar o 

desempenho das matrizes quando associadas com os diferentes modelos de background, com 

o objetivo de determinar a melhor combinação.  Isso foi feito através do cálculo da diferença 

de valor de peso normalizada (normalized weight score difference, NWD). Nesta análise, para 

cada valor de freqüência, é calculada a diferença do valor de peso (weight score difference, 

WD), a qual é definida como a diferença entre os valores de peso observados na distribuição 

empírica e os valores de peso esperados na distribuição teórica para um dado valor P. Ou seja, 

o WD pode ser visto como a distância horizontal entre as curvas de distribuição. Como 

matrizes maiores permitem valores mais altos, o WD é dividido pelo número de colunas da 

matriz para obter o NWD, o qual possibilita que o desempenho de matrizes de diferentes 

tamanhos seja comparado. Dessa forma, é possível dizer que quanto maior o NWD, maior a 

diferença entre as distribuições e, portanto, maior a capacidade de diferenciar sítios funcionais 

a partir do background genômico. 

Primeiramente, foram comparadas as curvas de NWD obtidas a partir de uma 

mesma matriz, porém associadas com diferentes modelos de background. Todas as PSSMs 

apresentaram uma melhor performance com a ordem 1 de Markov [FIG. 4.6].  

 

 
 
FIGURA 4.6 Desempenho das PSSMs de 12, 14 e 16 colunas usando diferentes ordens de Markov como 
modelo de background.  
Cada curva mostra a diferença de valores de peso normalizada (NWD) calculada a partir das distribuições teórica 
e empírica, obtidas para cada matriz combinadas com cada ordem de Markov (de 0 a 4). Quanto maior o valor de 
NWD, melhor é a capacidade preditiva da matriz em distinguir prováveis sítios promotores a partir das 
seqüências de interesse. (A) PSSM de 12 colunas. (B) PSSM de 14 colunas. (C) PSSM de 16 colunas. 
 

[A] [B] [C]
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A comparação entre as matrizes, usando como modelo de background a ordem 1 

de Markov, mostrou que a PSSM de 12 colunas obteve os maiores valores de NWD [FIG. 4.7], 

indicando que esta matriz possui uma maior capacidade preditiva. 

 

 
 
FIGURA 4.7 Desempenho das PSSMs de 12, 14 e 16 colunas usando a ordem 1 de Markov como modelo 
de background.  
Cada curva mostra a diferença de valores de peso normalizada (NWD) calculada a partir das distribuições teórica 
e empírica, obtidas para cada matriz combinadas com a ordem de Markov 1. Quanto maior o valor de NWD, 
melhor é a capacidade preditiva da matriz em distinguir prováveis sítios promotores a partir das seqüências de 
interesse.  
 

 

A análise destes resultados permitiu a definição da PSSM e do modelo de 

background, conduzindo à realização de um controle complementar. Embora a distribuição 

teórica já seja considerada um controle, uma vez que indica a proporção de falso-positivos 

esperada, a seqüência randômica, a partir da qual ela é calculada, pode não representar um 

modelo biológico realista. Portanto, o controle ideal seria aquele obtido a partir de um 

conjunto de seqüências, ao qual, sabidamente, o fator de transcrição em questão não se liga. 

Entretanto, evidências experimentais deste tipo não estão disponíveis para M. hyopneumoniae.  

Um controle alternativo pode ser feito verificando o conjunto de seqüências de 

interesse com matrizes randomizadas, as quais são geradas através da permutação das colunas 

da PSSM original. As matrizes de colunas permutadas têm a vantagem de preservar 

características importantes da matriz, tais como a composição de nucleotídeos e o número de 

sítios. A distribuição de valores de peso obtida dessa forma pode ser considerada uma 
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“estimativa empírica da FPR” (MEDINA-RIVERA et al., 2011). 

Para fazer esse controle, o mesmo conjunto de seqüências, usado para o cálculo da 

distribuição empírica, foi examinado por dez matrizes de colunas permutadas, derivadas a 

partir da PSSM de 12 colunas. Nessa análise foram obtidas dez curvas de distribuição de 

valores de peso, cuja média sobrepôs-se a distribuição teórica por toda sua extensão, sem 

haver qualquer separação nos valores de peso mais altos [FIG. 4.5 D]. Este resultado confirma 

que a distribuição teórica pode ser considerada uma estimativa apropriada da FPR, e que a 

divergência observada na distribuição empírica, obtida com a PSSM de 12 colunas original, 

corresponde a prováveis sítios promotores especificamente detectados pela matriz no genoma 

(MEDINA-RIVERA et al., 2011). 

 

4.8 Determinação do valor de corte 
 

 O gráfico de distribuições de valores de peso da PSSM de 12 colunas mostra que 

as curvas teórica e empírica começam a se separar próximo ao valor de peso 3 [FIG. 4.8], o que 

provavelmente corresponde à identificação de sítios promotores funcionais.   

 

 
 
FIGURA 4.8 Distribuições dos valores de peso da PSSM de 12 colunas. 
Gráfico mostrando as curvas de distribuição teórica (linha preta) e empírica (linha laranja), obtidas com a PSSM 
de 12 colunas associada com a ordem 1 de Markov como modelo de background. Note que as curvas começam a 
se separar no valor de peso de 3, indicando que os promotores estão sendo distinguidos a partir do background 
genômico. A função de distribuição cumulativa decrescente (dCDF, ordenada) indica o valor P, ou seja, a 
probabilidade de observar um sítio com pontuação igual ou maior a um determinado valor de peso (abscissa). 
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No valor de peso 3, a função de distribuição cumulativa decrescente (decreasing 

cumulative distribution function, dCDF – informa o valor P) na distribuição teórica foi de 4,1 

× 10−3, e na distribuição empírica foi de 5,8 × 10−3 [FIG. 4.8]. Isso significa que para 

aproximadamente 6 sítios encontrados nas seqüências a montante dos genes, pode-se esperar 

que aproximadamente 4 sítios sejam falso-positivos. Portanto, a incidência de falso-positivos 

em relação à freqüência observada de sítios nas seqüências de interesse era demasiadamente 

alta neste ponto. Entretanto, a partir do valor de peso 3 em diante, a diferença entre as curvas 

de distribuições empírica e teórica, ou seja, entre as freqüências observada e esperada, 

aumentou gradualmente [FIG. 4.8]. Conseqüentemente, a escolha de um valor limiar, que 

permitisse a identificação abrangente dos promotores associada a uma FPR relativamente 

baixa, fez-se necessária. 

A definição do valor de corte foi realizada através de uma abordagem 

complementar descrita por Cases et al. (2003). Essa metodologia compara as distribuições de 

valores de peso de promotores preditos nas fitas senso das seqüências intergênicas (mesma 

fita do gene a jusante – orientação “correta”), com as de promotores preditos nas fitas anti-

senso das seqüências intergênicas (fita oposta ao gene a jusante – orientação “incorreta”). A 

proposta desta análise considera que os falso-positivos devem estar homogeneamente 

distribuídos em ambas as fitas, enquanto os verdadeiro-positivos devem estar orientados 

corretamente.  

As seqüências de orientação “correta” consistiram no mesmo conjunto de 

seqüências de interesse empregado no cálculo da distribuição empírica, com exceção daquelas 

localizadas entre genes divergentes, uma vez que poderiam conter promotores em ambas as 

orientações. Entretanto, as seqüências de orientação “incorreta” consistiram no complemento 

reverso das de orientação “correta”. A ocorrência de possíveis promotores, nestas seqüências, 
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foi determinada pelo programa Matrix-Scan usando a PSSM de 12 colunas e a ordem 1 de 

Markov como modelo de background. 

A proporção de promotores com orientação “incorreta” em relação aos 

promotores com orientação “correta” foi alta nas primeiras três faixas de valores de peso 

verificadas [FIG. 4.9], indicando uma alta ocorrência de falso-positivos. Porém, a partir do 

valor de peso de 6,5, a incidência de promotores orientados incorretamente diminuiu 

consideravelmente, sugerindo que este seria um valor de corte razoável, sendo, portanto, 

adotado como tal.  Para este valor de peso eram esperados 2,4 falso-positivos (dCDF = 2,4 × 

10−4) em cada 14,2 promotores preditos (dCDF = 1,42 × 10−3).  

 

 
 
FIGURA 4.9 Definição do valor de corte.  
Distribuição dos valores de peso de promotores com orientação correta e incorreta, preditos nas regiões 
intergênicas de M. hyopneumoniae. Note que a partir do valor de peso de 6,5, as freqüências de promotores 
orientados de forma incorreta são muito menores que as freqüências dos promotores com orientação correta.  
 

 

A relação entre a FPR e a sensibilidade do valor de corte foi verificada através da 

curva ROC gerada pelo programa Matrix-Quality [FIG. 4.10 B]. A sensibilidade de uma matriz 

é estimada com base na fração de sítios experimentalmente definidos que recebem uma 

pontuação acima do valor de corte determinado (MEDINA-RIVERA et al., 2011). Então, para 

avaliar a sensibilidade da PSSM de 12 colunas, essa foi utilizada para determinar o valor de 

peso dos 20 promotores definidos que foram utilizados para construí-la. Possíveis vieses 
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gerados nessa estimativa foram corrigidos através do procedimento de Leave-One-Out (LOO). 

Nesse processo, a PSSM de 12 colunas é reconstruída sem o sítio a ser avaliado, e, só então, é 

utilizada para atribuir o valor de peso ao sítio LOO, ou seja, ao sítio “deixado de fora”.   

 

 
 
FIGURA 4.10 Relação entre a sensibilidade e a FPR da PSSM de 12 colunas.  
[A] Distribuição dos valores de peso dos sítios definidos e que foram usados para construir a matriz. Azul –  
valores de peso não-corrigidos atribuídos pela matriz aos sítios definidos. Laranja – valores de peso corrigidos 
usando o procedimento Leave-One-Out (LOO). A ordenada indica a probabilidade de observar um sítio com 
valor de peso maior ou igual a um dado valor de peso (abscissa). [B] Curva ROC indicando o risco de falso-
positivos associado com uma sensibilidade específica. Ambos os gráficos mostram a diferença entre as 
estimativas não-corrigida (azul) e corrigida (laranja). O dCDF (ordenada) indica a sensibilidade (fração de sítios 
detectados) e a abscissa mostra o FPR correspondente. Note que dCDF da fig. A corresponde à sensibilidade na 
fig. B. 
 

 

A sensibilidade estimada para o valor de peso 3, que é referente ao ponto em que 

as curvas de distribuição teórica e empírica começavam a se separar, foi de 85% [FIG. 4.10], 

uma vez que, no procedimento LOO, 17 dos 20 sítios promotores definidos receberam 

pontuação maior que este valor de peso. Porém, embora a sensibilidade tenha sido alta para o 

valor de peso 3, a FPR associada a ele também era, correspondendo a 4,1 × 10−3 [FIG. 4.8; FIG. 

4.10]. Entretanto, o valor de corte escolhido (vp = 6,5), cuja FPR era de 2,4 × 10−4, apresentou 

uma sensibilidade estimada de 60% [FIG. 4.10]. Sendo assim, seria esperado que 60% dos sítios 

promotores funcionais fossem detectados pela matriz, e que fossem encontrados 2,4 falso-

positivos a cada 10.000 bases analisadas, ao usarmos um valor de corte de 6,5.   

[A] [B]
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É interessante notar que a distância existente entre a curva corrigida (LOO) e a 

curva não-corrigida é mínima, de modo que o viés pôde ser considerado insignificante, o que 

indica que a matriz não possui problemas dessa ordem.  

 

4.9 Promotores preditos em M. hyopneumoniae 
 

Posteriormente a definição dos parâmetros ótimos para a utilização da PSSM de 

12 colunas, as seqüências a montante de todas as 657 CDSs de M. hyopneumoniae foram 

analisadas na busca de prováveis promotores através do programa Matrix-Scan. A TAB. 4.8 

apresenta os resultados gerais desta análise. 

 

TABELA 4.8 Predição de promotores de Mycoplasma hyopneumoniae 
    

Características genômicas Nº   
CDSs anotadas no genoma 657   
CDSs que possuem uma região a montante < 15 pb 201 /   657 (31%) 
CDSs que possuem um gene a montante em orientação divergente 142 /   657 (22%) 
CDSs que possuem um gene a montante com a mesma orientação 515 /   657 (78%) 
    
Características dos promotores preditos (valor de peso ≥ 6,5) Nº   
Promotores 201   
CDSs que possuem ao menos um promotor 169 /   657 (26%) 
CDSs que possuem:    
        um promotor 143 /   169 (84%) 
        dois promotores 22 /   169 (13%) 
        três promotores 3 /   169 (2%) 
        cinco promotores 1 /   169 (< 1%)
CDSs que possuem um gene a montante com orientação divergente e têm ao menos um promotor  76 /   142 (54%) 
CDSs que possuem um gene a montante com mesma orientação e têm ao menos um promotor 93 /   515 (18%) 
    
Características dos promotores preditos (valor de peso ≥ 4,2) Nº   
Promotores 409   
CDSs que possuem ao menos um promotor 273 /   657 (42%) 
CDSs que possuem um gene a montante com orientação divergente e têm ao menos um promotor  113 /   142 (80%) 
CDSs que possuem um gene a montante com mesma orientação e têm ao menos um promotor 160 /   515 (31%) 
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A utilização do valor de corte de 6,5 permitiu a identificação de 201 sítios 

promotores a montante de 169 genes diferentes, correspondendo a 26% do total de CDSs. 

Para a grande maioria dessas CDS (84%) foi encontrado um único promotor putativo, 

enquanto que 16% apresentaram sítios promotores adicionais.  

A TAB. 4.8 demonstra que foi detectado, ao menos, um promotor em 54% das CDS 

que possuíam um gene a montante com orientação divergente e em 18% das CDS que tinham 

um gene a montante com a mesma orientação. No entanto, estas proporções seriam 80% e 

31%, respectivamente, se o valor de corte fosse fixado em 4,2, o menor valor de peso obtido 

para os promotores experimentalmente definidos. 

Analisando especificamente os promotores experimentalmente determinados para 

os genes cujos TSSs foram identificados [TAB. 4.9], é possível observar que 16 dos 23 sítios 

definidos receberam valores de peso entre 6,9 e 11, seis receberam valores entre 4,2 e 6,3, e 

um, o promotor de recA, pontuou abaixo de zero. A maioria dos sítios promotores definidos 

correspondia à seqüência predita de maior valor, mas nos genes uvrC, P97 e ktrA, 

corresponderam às segundas melhores seqüências preditas (embora nenhuma delas tenha 

pontuado acima de 6,5).  

Três genes, MHP7448_0279, rplJ e P146, apresentaram mais de um promotor 

predito com pontuação maior ou igual ao valor de corte de 6,5 [TAB. 4.9]. Em todos os casos, 

os promotores adicionais estão localizados em regiões distantes do TSS. Essas seqüências 

podem corresponder a falso-positivos, indicar a existência de transcritos alternativos para um 

mesmo gene, ou serem promotores de RNAs não-codificantes. 
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TABELA 4.9 Promotores preditos para os genes que tiveram os TSSs identificados 
 

Gene Pos. a† Promotor b† VP c† Gene Pos. a† Promotor b† VP c† 

sipS −6 TATGATAAAATA 7,5 P37 −6 TATGATATAATA 9,5 
 +29 TATGTTAAAATC 4,3  −74 TCTTATAAAATA 4,9 
        

recA* − − − efp −8 TATGCTATAATT 9,5 
        

licA −7 TATAATAAAATT 5,7 pgk −5 TAGTTTATAATA 7,3 
 −26 TATTTTAAAATT 5,1  −151 AATTTTATAATT 4,5 
        

uvrC +56 TATGGAAAAATT 5,6 46K −6 TATAGTATAATT 9,7 
 −6 TTTGTTAAAATT 4,9  +8 ATTTGTATAATT 5,7 
     −199 TAATCTAAAATT 4,6 

clpB −8 TATGTTATAATT 9,5     
    gyrA −8 TATGGTATAATT 11 

rpsJ −8 TTGTGTATAATT 8,3  −142 TGTGGTATAATA 9,1 
        

P97 +87 TATTATATGATT 4,5 pyrH −5 TAAAGTATAATA 6,3 
 −7 AAAAGTATAATT 4,2     
    ktrA −191 AGTGATATAATT 6,4 

glyA −7 TAGTGTATAATG 9,4  −6 TGGTCTACAATT 5,5 
 +3 ATGTGTAAAATT 5     
    rplJ −6 TCTGGTATAATT 10 

0225 −7 TATGTTAAAATT 7,5  −131 TATTATATAATA 7,8 
        

P97-like −7 TATGGTATAATT 11 dam −7 GCTTATATAATT 5,9 
 −88 TCTTGAATAATT 5,4  +35 TTTTGTAAAATG 4,3 
        

0279 −6 TAGTGTAAAATT 8,4 leuS −6 TATGCTATAATT 9,5 
 −121 TAAGTTATAATA 6,7     
    P146 −6 TATAGTATAATT 9,7 

glpK −6 AATGTTATAATT 6,9  −119 TATGTTATAATT 9,5 
     +21 TCTATTATAATA 6,3 

  
Nota: nesta tabela constam apenas promotores preditos que receberam valor de peso ≥ 4,2.  
† Em negrito estão as informações referentes aos promotores experimentalmente definidos para cada gene. 
a Posição do nucleotídeo da extremidade 3' do promotor em relação ao TSS (+1). Números negativos - promotor 
localizado a montante do TSS. Números positivos - promotor localizado a jusante do TSS. 
b Seqüências promotoras preditas pelo programa Matrix-Scan utilizando a PSSM de 12 colunas e a ordem 1 de 
Markov como modelo de background. 
c Valor de peso (VP) atribuído às seqüências promotoras preditas pelo programa Matrix-Scan utilizando a PSSM 
de 12 colunas e a ordem 1 de Markov como modelo de background. 
* Não foram identificadas seqüências com valor de peso > 0, a montante do gene recA. 
 

 

A localização dos promotores em relação ao códon de iniciação também foi 

examinada. Esta análise revelou que 67,5% dos 201 promotores preditos estão localizados 

entre 1 e 100 bases a montante do códon de iniciação, estando a maioria a 25–50 bases a
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montante [FIG. 4.11]. No entanto, 16 promotores foram encontrados dentro de 14 CDSs. 

 

 
 
FIGURA 4.11 Localização dos promotores preditos em relação ao códon de iniciação. 
Localização dos 201 promotores preditos, que apresentaram valor de peso ≥ 6,5. A distância é referente ao 
número de bases existentes entre o elemento −10 e o códon de iniciação (start codon, SC) dos genes anotados no 
genoma de M. hyopneumoniae. Barras pretas - bases a montante do códon de iniciação. Barras cinza - bases a 
jusante do códon de iniciação. 
 
 
 

4.10 Desempenho da PSSM de 12 colunas na predição de 

promotores nas demais espécies de Mycoplasma 
 

Embora a PSSM de 12 colunas tenha sido desenvolvida para predição de 

promotores em M. hyopneumoniae 7448, seu desempenho foi avaliado em outras 21 espécies 

de Mycoplasma e em duas outras cepas de M. hyopneumoniae. Nesta análise, foram 

calculadas as distribuições de valores de peso teórica e empírica; e a diferença entre elas foi 

verificada através das curvas NWD [FIG. 4.12].  

Similarmente ao realizado em M. hyopneumoniae, as distribuições empíricas e 

teóricas foram calculadas com base nas seqüências genômicas de cada organismo. As 

distribuições empíricas foram obtidas a partir de seqüências compostas por até 250 bases a 

montante e 50 bases a jusante do códon de iniciação de todas as CDSs. As distribuições 

teóricas foram geradas com base nas seqüências não-codificantes localizadas a montante de 

todos os genes. 
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(parte 1 de 3) 

 
 

FIGURA 4.12 Desempenho da PSSM de 12 colunas na predição de promotores nas demais espécies de 
Mycoplasma.  
 [A] Gráfico mostrando as curvas de distribuição teórica (linha preta) e empírica (linha laranja), obtidas com a 
PSSM de 12 colunas associada com a ordem 1 de Markov como modelo de background. A função de 
distribuição cumulativa decrescente (dCDF, ordenada) indica o valor P, ou seja, a probabilidade de observar um 
sítio com pontuação igual ou maior a um determinado valor de peso (abscissa). [B] Gráfico mostrando a 
diferença de valores de peso normalizada (NWD) calculada a partir das distribuições teórica e empírica. Quanto 
maior o valor de NWD, melhor é a capacidade preditiva da matriz.  
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(parte 2 de 3) 

 
 

FIGURA 4.12 Desempenho da PSSM de 12 colunas na predição de promotores nas demais espécies de 
Mycoplasma.  
 [A] Gráfico mostrando as curvas de distribuição teórica (linha preta) e empírica (linha laranja), obtidas com a 
PSSM de 12 colunas associada com a ordem 1 de Markov como modelo de background. A função de 
distribuição cumulativa decrescente (dCDF, ordenada) indica o valor P, ou seja, a probabilidade de observar um 
sítio com pontuação igual ou maior a um determinado valor de peso (abscissa). [B] Gráfico mostrando a 
diferença de valores de peso normalizada (NWD) calculada a partir das distribuições teórica e empírica. Quanto 
maior o valor de NWD, melhor é a capacidade preditiva da matriz.  
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diferença de valores de peso normalizada (NWD) calculada a partir das distribuições teórica e empírica. Quanto 
maior o valor de NWD, melhor é a capacidade preditiva da matriz.  
 
 

Os gráficos da FIG. 4.12 demonstram que, com exceção das cepas J e 232 de M. 

hyopneumoniae, em nenhuma outra espécie, a PSSM de 12 colunas apresentou desempenho 

semelhante ao obtido com M. hyopneumoniae 7448. Na maioria dos organismos valores de 

NWD ficaram abaixo ou um pouco acima de zero.  No entanto, a matriz alcançou os maiores 

valores de NWD em M. conjunctivae, a qual, dentre as 21 espécies diferentes analisadas, é a 

mais próxima filogeneticamente de M. hyopneumoniae [FIG. 4.12 B]. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Com a conclusão do seqüenciamento do genoma de várias espécies de 

Mycoplasma, tem crescido o interesse pela identificação das seqüências envolvidas no início 

da transcrição, pois estas são fundamentais para a compreensão dos mecanismos que regulam 

a expressão gênica destes microrganismos. Entretanto, o estudo das regiões promotoras de 

micoplasmas é dificultoso, uma vez que as atuais ferramentas de bioinformática têm sido 

ineficientes em fazer a predição, e que são escassas as metodologias que possibilitam a 

caracterização experimental destas regiões.  

Diferentemente de outros molicutes como Mycoplasma pulmonis, Mycoplasma 

arthritidis, Mycoplasma capricolum e Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma 

hyopneumoniae não possui um sistema-repórter estabelecido que permita o estudo de 

promotores in vivo (DYBVIG et al., 2000; JANIS et al., 2005; HALBEDEL & STULKE, 

2006). Apesar das vantagens de se estudar seqüências controladoras no próprio organismo, 

existem alguns inconvenientes que prejudicam a aplicação desta prática nas espécies que 

compõe esta classe. Como demonstrado por Lartigue et al. (2003), os vetores replicativos de 

micoplasmas, geralmente, são espécie-específicos, podendo haver incompatibilidade com 

vetores portadores de origens de replicação heterólogas. Além disso, plasmídeos contendo 

oriC homólogas podem se integrar na oriC do cromossomo do hospedeiro através de 

recombinação homóloga (RENAUDIN et al., 1995).  

Outra dificuldade em se trabalhar com micoplasmas deve-se ao crescimento 

fastidioso destas bactérias. M. hyopneumoniae apresenta crescimento lento, sendo que as 

colônias tornam-se visíveis somente após 10 dias de incubação, quando estão com 

aproximadamente 0,25 a 1 mm de diâmetro (ROSS, 1999). O crescimento é feito em meio 
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Friis, o qual é oneroso, e quando cultivado em meio sólido, os níveis de CO2 devem ficar 

entre 5-10% (FRIIS, 1974).  

O trabalho desenvolvido por Lopes (2007) teve como objetivos construir um vetor 

contendo a oriC de M. hyopneumoniae que fosse replicativo e estável, e estabelecer um 

protocolo de eletrotransformação para este organismo. O plasmídeo gerado, pOSTM, 

contendo tetM como gene-repórter, foi utilizado em experimentos de transformação. Como já 

era esperado para molicutes, foi obtida baixa freqüência de transformantes. Não foi possível, 

ainda, estabelecer transformantes estáveis, pois não apresentaram multiplicação após o 

segundo repique. A ocorrência de integração do plasmídeo no cromossomo, a instabilidade do 

vetor devido à presença em duplicata da região oriC ou a morte das células transformadas 

após um período prolongado de cultivo, podem ser explicações para a perda precoce dos 

transformantes (LOPES, 2007). 

Como alternativa, Weber (2007) propôs-se a purificar o fator σ de M. 

hyopneumoniae com o intuito de, posteriormente, reconstituir a RNA polimerase holoenzima 

dessa bactéria, propiciando, assim, o estudo de promotores através de metodologias in vitro. 

Após a mutagênese de três códons TGA do gene rpoD, que possibilitaram a super-expressão 

heteróloga de σ de M. hyopneumoniae em Escherichia coli, a proteína foi obtida apenas na 

fração insolúvel, o que não permitiu sua purificação.    

Tendo em vista as dificuldades encontradas no desenvolvimento de metodologias 

para o estudo funcional dos promotores de M. hyopneumoniae, a aplicação de abordagens 

computacionais torna-se oportuna. Contudo, tanto a caracterização quanto o reconhecimento 

in silico das seqüências regulatórias dessa espécie são limitados pela falta de promotores 

experimentalmente caracterizados no gênero. Visando suprir essa carência, neste trabalho, os 

sítios de início de transcrição de 23 genes de M. hyopneumoniae foram identificados. A partir 
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desses dados, ferramentas de bioinformática puderam ser empregadas na determinação e na 

predição de regiões promotoras desse patógeno. 

Para identificar os sítios de início da transcrição (TSSs), optou-se pela utilização 

da técnica de 5' RLM-RACE (BENSING et al., 1996). Embora primer extension seja a 

metodologia comumente utilizada para esse fim, 5' RLM-RACE possui vantagens 

significativas. Dentre elas destacam-se, principalmente, a detecção das extremidades 5' de 

RNAs com baixo nível de expressão e a diferenciação de transcritos íntegros e processados. 

Enquanto o resultado do primer extension é proveniente apenas de uma reação de transcrição 

reversa, sendo, portanto, proporcional a concentração do RNA alvo (SAMBROOK & 

RUSSELL, 2001), o 5' RLM-RACE, além da transcrição reversa, vale-se de etapas de 

amplificação, facilitando o estudo de RNAs raros (BENSING et al., 1996). Como 

conseqüência, em uma reação de primer extension, o montante de RNA total utilizado pode 

variar entre 10 – 150 μg (SAMBROOK & RUSSELL, 2001), ao passo que, no 5' RLM-

RACE, esses valores não ultrapassam 10 μg (BENSING et al., 1996). Outra desvantagem da 

técnica de primer extension é que ela não permite distinguir entre RNAs primários e 

processados, o que, na técnica de 5' RLM-RACE, é feito com base no estado de fosforilação 

das extremidades 5' dos transcritos (BENSING et al., 1996). 

A análise da extremidade 5' dos transcritos de M. hyopneumoniae mostrou que a 

maioria deles iniciava com uma purina. O mesmo foi observado em outras bactérias 

(HAWLEY & MCCLURE, 1983; HELMANN, 1995; WEINER et al., 2000; VOGEL et al., 

2003), corroborando com dados que mostram que a RNAP inicia a transcrição 

preferencialmente em sítios onde ocorrem adeninas ou guaninas (JEONG & KANG, 1994; 

IMBURGIO et al., 2000; WALKER & OSUNA, 2002). Sendo assim, a preferência por 

purinas juntamente com outros fatores como as seqüências nas proximidades da região de 

iniciação, a localização do elemento −35, as alterações na concentração intracelular dos 
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nucleosídeos trifosfatados e, principalmente, a distância em relação ao elemento −10, pode 

contribuir para a definição do TSS (JEONG & KANG, 1994; WALKER & OSUNA, 2002).  

Outra característica verificada em muitos dos genes investigados foi a variação do 

tamanho da extremidade 5' de seus transcritos, indicando a ocorrência de TSSs heterogêneos. 

A variação de tamanho entre os transcritos apresentou duas configurações diferentes: os 

nucleotídeos extras (i) não correspondiam ou (ii) correspondiam à seqüência genômica. Na 

primeira configuração, os nucleotídeos adicionais sempre correspondiam a adeninas, as quais 

estavam inseridas em extremidades que já continham, no mínimo, outras três adeninas. De 

acordo com essa observação, é provável que durante a transcrição desses genes tenha havido 

um evento de transcriptional slippage – processo no qual a RNA polimerase adiciona 

nucleotídeos a mais, repetidamente, na extremidade 3' do transcrito nascente, normalmente 

dentro de seqüências homopoliméricas (TURNBOUGH, 2011). Diferentemente, na segunda 

configuração, onde os nucleotídeos extras eram idênticos aos dados do genoma, a 

heterogeneidade pode ser indicativo da existência de TSSs alternativos. 

A heterogeneidade na extremidade 5' de transcritos também foi descrita para 

grande parte dos genes estudados em M. pneumoniae (WEINER et al., 2000). Segundo 

Weiner et al. (2000), a variação observada nessa espécie não era conseqüência de um 

processo de transcriptional slippage, mas resultado do início da transcrição entre 1 a 4 bases a 

montante do principal sítio de iniciação. Embora esse tipo de heterogeneidade corresponda a 

uma das configurações acima citadas para M. hyopneumoniae, algumas diferenças podem ser 

apontadas entre as duas espécies. Uma delas é o fato de que todos os genes de M. 

pneumoniae, nos quais a variação da extremidade 5' foi detectada, apresentavam TSSs 

consecutivos em decorrência dos transcritos diferirem sempre em uma base (WEINER et al., 

2000). O mesmo pôde ser observado em alguns dos genes de M. hyopneumoniae, como por 

exemplo, glpK, cujos possíveis TSSs ocorriam a 27, 26 e 25 bases a montante do códon de 
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iniciação. Porém, nem todos os genes de M. hyopneumoniae possuíam “TSSs consecutivos”, 

como no caso de recA, em que os TSSs ocorriam a 72 e 67 bases a montante do códon de 

iniciação. Outra diferença é que em M. pneumoniae os transcritos mais abundantes para cada 

gene eram os transcritos menores (WEINER et al., 2000), enquanto que, em M. 

hyopneumoniae, eram os transcritos maiores.  

Além de uma alta proporção de transcritos com extremidades 5' heterogêneas, M. 

hyopneumoniae e M. pneumoniae também compartilham a peculiaridade de possuírem vários 

transcritos contendo apenas alguns poucos nucleotídeos na região 5'-UTR (WEINER et al., 

2000). mRNAs como esses são chamados de leaderless, visto que são quase inteiramente ou 

totalmente desprovidos de uma seqüência líder (MOLL et al., 2002). Como conseqüência, 

essas moléculas não possuem os sinais que contribuem para a ligação dos ribossomos. No 

entanto, os mRNAs leaderless são eficientemente traduzidos nos três domínios da vida, mas, 

embora sejam comumente encontrados em Archaea, ainda são considerados raros entre os 

eucariotos e as bactérias (GRILL et al., 2000; BENELLI & LONDEI, 2009). Portanto, a 

incidência incomum de transcritos sem uma seqüência líder em Mycoplasma spp. poderia ser 

decorrente da adaptação a um genoma mínimo, com o objetivo de reduzir o espaço genômico 

necessário para a iniciação da tradução.  

Posteriormente à determinação dos TSSs, as seqüências promotoras foram 

localizadas através da utilização da ferramenta Local-Word-Analysis, a qual permite a 

descoberta ab initio de sinais funcionais em seqüências biológicas (DEFRANCE et al., 2008). 

Tipicamente aplicado para detectar elementos cis-atuantes em promotores de genes co-

regulados, esse programa se vale de dois critérios principais para selecionar motivos 

relevantes: o de representatividade, que avalia se a freqüência com que um motivo é 

encontrado entre as seqüências é maior do que esperado ao acaso; e o de posicionamento, que 

considera a concentração do motivo em uma posição específica em relação a um ponto de 
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referência (DEFRANCE et al., 2008). Portanto, neste trabalho, os promotores de M. 

hyopneumoniae foram identificados essencialmente com base na conservação tanto da 

seqüência quanto da localização dos motivos reconhecidos a montante dos TSSs. 

De forma diferente, Weiner et al. (2000) identificaram as seqüências promotoras 

de M. pneumoniae. Nesse estudo, a análise da região 5' ao TSS dos genes foi feita através da 

utilização de matrizes derivadas a partir de dados de promotores de E. coli, as quais foram 

ajustadas de acordo com o conteúdo de G+C genômico de M. pneumoniae. Essa adaptação foi 

sugerida por Hertz & Stormo (1996) com o intuito de reduzir o viés ocasionado pela diferença 

da composição nucleotídica existente entre os genomas dos organismos. Como as matrizes de 

E. coli utilizadas compreendiam as regiões promotoras −35 e −10, invariavelmente, ambas 

estavam presentes em todos os promotores identificados em M. pneumoniae, ainda que, 

apenas um consenso fraco tenha sido observado para o elemento −35 nessa bactéria 

(WEINER et al., 2000). 

O emprego interespecífico de matrizes parte do pressuposto que diferentes 

espécies necessariamente compartilham os mesmos sinais promotores, o que nem sempre é 

verdadeiro (PETERSEN et al., 2003; VOGEL et al., 2003). Diante da tendenciosidade 

inerente à utilização de matrizes heterólogas, o emprego de uma metodologia ab initio na 

detecção das seqüências promotoras parece ser mais apropriado, pois contempla a diversidade 

existente entre os genomas bacterianos. Essa abordagem ainda é mais pertinente se 

ponderarmos que Mycoplasma spp. são bastante diferentes de E. coli, não se restringindo 

apenas à variação do conteúdo de G+C de seus genomas.   

Assim como nos demais micoplasmas, somente um fator σ70 foi identificado no 

genoma de M. hyopneumoniae. O promotor arquétipo reconhecido pelos fatores σ70 é 

composto por dois sítios principais: o elemento −35 (−35TTGACA−30) e o elemento −10 

(−12TATAAT−7). Embora ambos os elementos tenham sido identificados nos promotores de 
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M. pneumoniae, em M. hyopneumoniae, apenas os elementos −10 foram observados a 

montante dos TSSs.  Promotores contendo o elemento −10 e que não apresentam uma região 

−35 conservada já foram descritos para outras espécies que possuem baixo conteúdo de G+C 

(WOSTEN et al., 1998b; PETERSEN et al., 2003). Tem sido sugerido que tanto a 

degeneração de sinais regulatórios, quanto a presença de conteúdo de G+C extremamente 

baixo, seriam decorrentes da redução maciça do genoma pela qual alguns organismos – 

comumente hospedeiro-dependentes, haveriam passado (MORAN & PLAGUE, 2004; 

HUERTA et al., 2006).   

Apesar de elementos −35 não terem sido detectados, a região −10 dos promotores 

de M. hyopneumoniae mostrou-se bastante conservada, sendo, na maioria dos promotores, 

idêntica ou possuindo cinco dos seis nucleotídeos correspondentes à seqüência consenso.  

Esse resultado corrobora com a análise de Mitchell et al. (2003), que ao averiguarem 554 

promotores de E. coli, observaram que vários deles pareciam compensar a ocorrência de um 

elemento −35 pouco conservado com um elemento −10 mais próximo ao consenso  

−12TATAAT−7.  Estudos indicam que enquanto a região −10 parece ser essencial durante a 

iniciação da transcrição, o elemento −35 não é indispensável, podendo sua função ser 

desempenhada por proteínas ativadoras ou por outras seqüências promotoras, tais como os 

elementos −10 estendidos e/ou elementos upstream (UP) (HUERTA et al., 2006; HOOK-

BARNARD & HINTON, 2007).  

O motivo 5'-TG-3', principal determinante dos elementos −10 estendidos, estava 

presente em 48% dos promotores experimentalmente caracterizados de M. hyopneumoniae. 

Esta proporção é muito semelhante à encontrada em Bacillus subtilis, na qual 

aproximadamente 45% dos promotores possuem este elemento (JARMER et al., 2001). A 

análise de promotores −10 estendidos mostrou que o motivo 5'-TG-3' contribui para uma 

atividade promotora ótima. Foi constatado que os elementos −10 estendidos compensam a 
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baixa conservação dos hexanucleotídeos −10 e −35 na atividade dos promotores σ70 

(MITCHELL et al., 2003), podendo até mesmo suprir a completa ausência do elemento −35 

(HOOK-BARNARD & HINTON, 2007). Embora relativamente freqüentes em M. 

hyopneumoniae e também encontrados nos promotores de espécies como E. coli e 

Campylobacter jejuni, os elementos −10 estendidos não foram observados nos promotores de 

M. pneumoniae (WEINER et al., 2000; GÜELL et al., 2009).  

  A montante da região −10 dos promotores de M. hyopneumoniae, bem como em 

C. jejuni, foram encontradas seqüências periódicas AT-ricas que também podem ter 

participação no início da transcrição. Petersen et al. (2003) sugeriram que essas regiões 

poderiam atuar como sítios de ligação específicos ou influenciar na curvatura do DNA. Outra 

hipótese seria que estas seqüências estariam relacionadas aos elementos UP, os quais estão 

envolvidos com o reconhecimento e a atividade de promotores (HOOK-BARNARD & 

HINTON, 2007). Os elementos UP têm sido identificados em diversas espécies bacterianas e, 

provavelmente por serem seqüências ricas em A+T, apresentam maior incidência em 

organismos com baixo conteúdo de G+C (DEKHTYAR et al., 2008). A importância desses 

elementos foi investigada, mostrando que sua presença aumenta significativamente a 

transcrição de alguns promotores e também auxilia a transcrição em promotores em que não 

há um elemento −35 reconhecível (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007). Apesar de que 

promotores compostos apenas pelos elementos UP e −10 ainda não tenham sido identificados, 

já foi verificado que essa possibilidade é funcionalmente viável (ORSINI et al., 2004; 

MIROSLAVOVA & BUSBY, 2006). Portanto, em organismos AT-ricos, tais como M. 

hyopneumoniae, é possível que as extensões AT-ricas atuem como elementos UP, o que 

poderia minimizar a necessidade dos hexanucleotídeos −35.  

A comparação entre promotores de diferentes espécies evidenciou uma maior 

conservação interespecífica do elemento −10 em relação ao −35. Isso corrobora com a idéia 
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de que o elemento −10 é fundamental, à medida que o −35 é passível de ser substituído 

(HOOK-BARNARD & HINTON, 2007).  A ausência do elemento −35 nos logos de 

seqüências das espécies AT-ricas reforça o sugerido por Huerta et al. (2006), de que esses 

organismos tenderiam a perder os sinais promotores. Entretanto, a carência do elemento −35 

estaria sendo suprida pela ocorrência dos elementos −10 estendidos e UP, os quais estão 

representados nos logos de seqüências dos promotores de C. jejuni e M. hyopneumoniae. 

Embora ambas as espécies de Mycoplasma tenham em comum um elemento −10 

com boa conservação, os promotores de M. hyopneumoniae são particularmente semelhantes 

aos de C. jejuni. Além de não apresentarem um elemento −35 e de possuírem uma região −10 

estendida, eles também têm extensões periódicas AT-ricas a montante da região −10. Tendo 

em vista que M. hyopneumoniae (Tenericutes) e C. jejuni (Proteobacteria) são 

filogeneticamente distantes, a semelhança de seus promotores provavelmente indica 

convergência evolutiva, a qual poderia ser conseqüência do comportamento patogênico e do 

alto conteúdo genômico de A+T (70%) desses microorganismos.  

A conservação das regiões de σ70 envolvidas com o reconhecimento das 

seqüências promotoras de diferentes espécies bacterianas, aparentemente, reflete a 

conservação observada durante a comparação de seus elementos promotores. Enfatizando a 

importância do elemento −10, a região 2.4 de σ70, responsável por reconhecer esse 

hexanucleotídeo, foi a que apresentou maior conservação.  Entretanto, a menor conservação 

das regiões 3.0 e 4.2, as quais interagem com os elementos −10 estendidos e −35, 

respectivamente, condiz com o fato de que esses elementos não estão presentes no logo de 

seqüência dos promotores de todas as espécies. Considerando especificamente a região 4.2 de 

σ70, parece haver correlação entre a taxa de substituição dos aminoácidos e a presença do 

elemento −35 no promotor. Em Sinorhizobium meliloti e B. subtilis, onde o elemento −35 é 

bem evidente, a taxa de substituição não passa de 0,11, enquanto que, nas espécies onde esse 
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elemento não está representado, foram obtidos os maiores índices: 0,38 em C. jejuni, 0,52 em 

M. pneumoniae e 0,7 em M. hyopneumoniae. Essa relação sugere que possa estar havendo um 

processo de degeneração da região 4.2 da subunidade σ70 dessas bactérias devido a uma baixa 

pressão seletiva decorrente de uma menor ocorrência de elementos promotores −35 em 

genomas AT-ricos.  

Com a finalidade de detectar possíveis seqüências promotoras ao longo das 

regiões intergênicas de M. hyopneumoniae, três matrizes de diferentes tamanhos foram 

construídas com base nos 23 promotores caracterizados. A menor matriz era composta por 12 

colunas, representando a conservação dos nucleotídeos em 12 posições. Já as PSSMs de 14 e 

16 colunas se estendiam além dessas 12 posições, incluindo informações sobre a conservação 

de mais alguns nucleotídeos adjacentes (dois resíduos a mais na PSSM de 14 colunas e quatro 

resíduos a mais na PSSM de 16 colunas). Dentre as três matrizes, a PSSM de 12 colunas foi a 

que apresentou a maior capacidade preditiva, indicando que as posições adicionais abrangidas 

pelas PSSMs de 14 e 16 colunas não eram informativas e que não teriam um significado 

funcional relevante.  

O desempenho de uma PSSM depende de um modelo de background apropriado. 

Basicamente, esse parâmetro expressa a freqüência de cada nucleotídeo no background, 

informação que é aplicada tanto no cálculo dos valores de peso atribuídos aos segmentos de 

seqüência durante a predição de promotores, como na obtenção da seqüência randômica 

utilizada no cálculo da curva teórica (MEDINA-RIVERA et al., 2011). Usualmente, os 

modelos probabilísticos utilizados na detecção de sítios de ligação de fatores de transcrição 

usavam um modelo de background simples, baseado na freqüência dos nucleotídeos A, C, G e 

T existente no conjunto de seqüências que representa as seqüências investigadas pela matriz 

(o background). Entretanto, um modelo de background baseado na freqüência independente 

de cada nucleotídeo precariamente reflete a estrutura complexa das seqüências genômicas. 
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Alternativamente, as seqüências de DNA têm sido descritas como cadeias de Markov, 

implicando que a ocorrência de cada nucleotídeo seria contexto-dependente (THIJS et al., 

2001) [Fig. 5.1].  

 

 
 
FIGURA 5.1 Cálculo da freqüência dos nucleotídeos utilizando o modelo de Markov. 
A partir das seqüências utilizadas como background são calculadas as freqüências de cada nucleotídeo de acordo 
com a ordem de Markov empregada. [A] Seqüência representando as seqüências utilizadas como background. 
Nucleotídeo em negrito – indica o nucleotídeo que está sendo contabilizado; Nucleotídeos coloridos – identifica 
o contexto que está sendo considerado. [B] Matrizes de transição mostrando como são contabilizadas as 
ocorrências de cada nucleotídeo conforme a ordem de Markov. Essas matrizes costumam ser expressas em 
valores de freqüência relativa, porém, para um melhor entendimento, foram mantidos os valores de freqüência 
absoluta. Números coloridos – são referentes à contagem do nucleotídeo (coluna) em um contexto de 
nucleotídeo(s) que o antecede (linha).  Note que a ordem 0 não considera o contexto, indicando apenas a 
freqüência independente de cada nucleotídeo. 
 

 

Neste trabalho, o modelo de background empregado foi baseado no modelo de 

Markov e na composição nucleotídica das seqüências intergênicas de M. hyopneumoniae. O 

modelo de Markov é uma técnica estatística que considera que a probabilidade de um 

nucleotídeo ser observado em uma seqüência é dependente de um contexto limitado que o 

precede. Sendo assim, um modelo de Markov de ordem ‘m’ significa que a probabilidade de 

cada resíduo depende de ‘m’ resíduos anteriores a ele na seqüência (THIJS et al., 2001; 
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DEFRANCE et al., 2008). Por exemplo, com a utilização de ordem 1 (m=1), a probabilidade 

de que um resíduo A seja observado variará de acordo com o primeiro nucleotídeo que o 

antecede, ou seja, a freqüência a ser contabilizada é referente à ocorrência dos dinucleotídeos 

AA, TA, CA e GA nas seqüências empregadas como background [Fig. 5.1]. A vantagem desse 

processo pôde ser constatada mediante a observação da performance das três PSSMs 

utilizando as ordens 0 e 1. O desempenho de todas as matrizes foi melhor com a ordem 1 

(m=1), que é contexto-dependente, em comparação com a ordem 0, cuja probabilidade é 

referente apenas a freqüência de cada nucleotídeo (contexto-independente).  

A predição de sítios de ligação, além da matriz e do modelo de background, 

requer a definição de um valor de corte. Tendo em vista que a cada segmento de seqüência 

analisado é atribuído um valor de peso, é fundamental estabelecer um critério que indique 

quais destes serão considerados como prováveis sítios de ligação (GAHATHAKURTA & 

STORMO, 2007). Embora a escolha do valor de corte esteja relacionada às taxas de 

sensibilidade e de falso-positivos, ainda é comumente realizada de forma arbitrária. Em 

alguns trabalhos, por exemplo, o valor de corte consiste no menor valor de peso obtido para 

sítios conhecidos (utilizados na construção da matriz) (VOGEL et al., 2003; KOHL et al., 

2008; TRUNK et al., 2010). Entretanto, apesar dessa estratégia garantir uma sensibilidade de 

100%, a predição de falso-positivos tende a ser muito alta. Diferentemente, outros trabalhos 

determinaram o valor de corte como sendo igual a dois desvios-padrão abaixo da média dos 

valores de peso de todos os sítios conhecidos (ROBISON et al., 1998). Com um valor de peso 

mais elevado, a ocorrência de falso-positivos é reduzida, porém muitos sítios de ligação 

verdadeiros acabam sendo ignorados, diminuindo a sensibilidade.  

Para determinar o valor de corte para a predição de promotores de M. 

hyopneumoniae com a PSSM de 12 colunas, foi adotada uma abordagem diferente, que levava 

em conta a ocorrência de falso-positivos. Essa metodologia assume que promotores preditos 
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nas fitas anti-senso de seqüências intergênicas corresponderiam a falso-positivos e que essa 

proporção seria equivalente dentre os promotores preditos na fita senso (seqüências a 

montante dos genes, com mesma orientação, onde se espera encontrar os sítios 

biologicamente funcionais) (CASES et al., 2003). Deste modo, o valor de peso notoriamente 

associado a uma menor proporção de falso-positivos foi escolhido como valor de corte. 

Ainda, a correlação entre sensibilidade e FPR atrelada a esse valor foi considerada nessa 

escolha. 

A busca por promotores putativos nas regiões intergênicas do genoma de M. 

hyopneumoniae mostrou que a incidência do padrão detectado pela matriz é mais freqüente do 

que o esperado, indicando que sua ocorrência não é ao acaso, e que, provavelmente, são 

capazes de promover o início da transcrição gênica. Estudos recentes, baseados em dados para 

os promotores  σ70 de E. coli, não foram capazes de detectar estes padrões em genomas de 

Mycoplasma spp. (HUERTA et al., 2006; SINOQUET et al., 2008),  e até mesmo sugeriram 

que a existência de promotores nestas bactérias seria questionável (SINOQUET et al., 2008). 

No entanto, como demonstrado por Weiner et al. (2000), a identificação de promotores em 

Mycoplasma spp. utilizando uma matriz de E. coli foi pouco eficiente. Portanto, o diferencial 

do presente estudo deve-se ao emprego de uma PSSM espécie-específica que considerou a 

variabilidade existente entre as espécies, evitando vieses provenientes da utilização de PSSMs 

heterólogas. 

Através da utilização da PSSM de 12 colunas e de um valor de corte de 6,5, foram 

identificados promotores putativos a montante de aproximadamente 26% das CDSs de M. 

hyopneumoniae. No entanto, essa cobertura deve ser maior do que estimado a priori, uma vez 

que muitas das regiões intergênicas analisadas eram demasiadamente curtas para conter uma 

seqüência promotora de 12 nucleotídeos separada por quatro nucleotídeos do TSS. Além 

disso, Adams et al. (2005) sugeriu que o tamanho máximo das regiões intergênicas de um 
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operon de M. hyopneumoniae seria de aproximadamente 50 bases. Ainda, estudos mostraram 

que genes organizados in tandem com distâncias intergênicas muito maiores do que 50 bases 

também podem compor grandes unidades transcricionais (GARDNER & MINION, 2010; 

SIQUEIRA et al., 2011). Esses achados indicam que muitas CDSs dessa bactéria são 

reguladas por um promotor em comum, e que, portanto, nem todas as regiões codificantes, 

necessariamente, devam estar acompanhadas por um promotor imediatamente localizado na 

região 5' que a precede. 

A organização transcricional de M. hyopneumoniae também explicaria o fato de 

que seqüências promotoras foram identificadas em apenas 93 das 515 CDSs (18%) cujo gene 

a montante apresenta mesma orientação. Isso também seria resultado da distribuição desses 

genes dentro de unidades transcricionais, as quais podem ser controladas por um único 

promotor localizado a montante do primeiro gene. No entanto, nas CDSs em que o gene a 

montante tinha orientação divergente, foi possível detectar promotores em 54% delas. Essa 

proporção relativamente maior era esperada, uma vez que CDSs com este contexto gênico, 

obrigatoriamente, possuem uma região regulatória própria.  

A alta freqüência de transcritos alternativos, bem como, a subdivisão das unidades 

transcricionais de M. pneumoniae em UTs menores, provavelmente, também sejam 

observadas em M. hyopneumoniae. A predição de promotores imediatamente a montante de 

vários genes considerados internos em UTs reforça essa possibilidade. Um exemplo é a 

unidade transcricional experimentalmente definida composta pelos genes deoC, upp, 

MHP7448_0525, lon e tuf (SIQUEIRA et al., 2011). Todos os genes, exceto MHP7448_0525, 

contêm seqüências promotoras nas suas regiões a montante (com pontuações variando de 8,4-

11) (dados não mostrados). Isso corrobora os resultados de Gardner et al. (2010), que indicam 

a possibilidade de início de transcrição independente de genes que compõem uma mesma UT. 
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A maioria das CDSs (84%) apresentou uma seqüência promotora única, mas 

CDSs contendo múltiplas seqüências promotoras também foram verificadas. O gene tuf, por 

exemplo, que é conhecido por ser altamente expresso, possui três promotores na sua região a 

montante, dois dos quais sobrepostos (dados não mostrados). A sobreposição de sinais pode 

estar envolvida na promoção da transcrição. Isso pode ocorrer através do recrutamento da 

RNA polimerase para a seqüência promotora primária (REZNIKOFF et al., 1987), ou, quando 

esta se encontra ausente, os sítios podem corresponder a promotores fracos não-competitivos, 

promovendo a transcrição basal. No entanto, promotores sobrepostos também podem regular 

negativamente a transcrição, competindo pelas RNA polimerases (GOODRICH & 

MCCLURE, 1991), ou induzindo uma pausa nas etapas iniciais do alongamento durante a 

síntese de RNA (BRODOLIN et al., 2004; NICKELS et al., 2004).  

A maioria dos promotores putativos foi encontrada entre 1 e 100 bases a montante 

do códon de iniciação. Este resultado é congruente com o observado em muitos estudos 

realizados em diferentes espécies bacterianas (PETERSEN et al., 2003). Algumas seqüências 

promotoras preditas foram encontradas dentro das CDSs. Isso pode ser atribuído à anotação 

imprecisa dos códons de iniciação desses genes, ou a sinais putativos intragênicos com função 

regulatória desconhecida.  

Embora, neste estudo, uma busca abrangente por promotores tenha sido realizada, 

muitos promotores putativos não foram identificados devido aos critérios utilizados para a 

predição. Nesse contexto, a principal limitação foi a pontuação limiar empregada (≥ 6,5). 

Aproximadamente 30% dos promotores definidos experimentalmente, neste estudo, não 

foram detectados utilizando este valor de corte. A menor pontuação obtida para estes 

promotores foi de 4,2, no entanto, neste limiar, cerca de metade das seqüências identificadas 

nas regiões intergênicas de M. hyopneumoniae foram estimadas como falso-positivas.  
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A grande quantidade de seqüências que apresentam valor de peso ≥ 4,2 (3,46 

sítios a cada 1.000 bases) deve ser considerada no questionamento de como RNA polimerase 

faria para distinguir entre os promotores verdadeiros e os falso-positivos. Como M. 

hyopneumoniae tem apenas um pequeno número de proteínas reguladoras conhecidas 

(MINION et al., 2004), especula-se que a maior parte das seqüências que tem pontuação ≥ 4,2 

seria promotor verdadeiro. Portanto, duas principais conjecturas poderiam ser consideradas: o 

contexto onde estas seqüências estão imersas seria determinante para uma iniciação da 

transcrição apropriada e/ou talvez haja transcrição generalizada em M. hyopneumoniae. De 

acordo, apesar de estudos mostrarem que M. hyopneumoniae é capaz de controlar a 

transcrição (WEINER, et al., 2003; MADSEN et al., 2006a; MADSEN et al., 2006b; 

SCHAFER et al., 2007; ONEAL et al., 2008), Gardner et al. (2010) demonstraram que a 

maioria das regiões intergênicas desse organismo são intensamente transcritas.  

A possibilidade da PSSM de 12 colunas ser utilizada na busca por promotores em 

nas demais espécies de Mycoplasma foi avaliada. Por pertencerem a um mesmo gênero e 

possuírem apenas um único fator σ, presumiu-se que seus promotores compartilhariam as 

mesmas características. Entretanto, somente a espécie M. conjunctivae, mais próxima 

filogeneticamente de M. hyopneumoniae, apresentou freqüência de promotores putativos 

maior do que a esperada ao acaso. Esse resultado, provavelmente, deve-se às diferenças na 

composição nucleotídica dos promotores, intrínseca de cada espécie. Isso reforça a 

necessidade de se utilizar matrizes espécie-específicas, pois como mencionado anteriormente, 

PSSMs heterólogas não consideram a variabilidade interespecífica existente.  

Este estudo contribuiu para a compreensão dos mecanismos de transcrição em M. 

hyopneumoniae, uma vez que identificou os elementos básicos envolvidos no início da 

transcrição e verificou a sua distribuição nas regiões a montante dos genes codificadores de 

proteínas desta espécie. Características aparentemente raras em outras espécies bacterianas, 
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incluindo TSSs heterogêneos e a falta de uma região líder não-traduzida que contivesse um 

RBS, parecem ser comuns em M. hyopneumoniae. A caracterização dos promotores 

evidenciou a ocorrência de elementos −10 estendidos e seqüências periódicas AT-ricas, não 

descritas antes para o gênero. Finalmente, a predição de promotores a montante de genes in 

tandem indica que as UTs preditas por Siqueira et al. (2011) devam ser subdivididas em UTs 

menores. 

 

 

6. PERSPECTIVAS 

 

 Correlacionar os resultados da predição, realizada neste trabalho, com análises de 

footprinting filogenético para confirmar os promotores preditos;  

 Desenvolver metodologias que permitam o estudo in vivo ou in vitro de 

promotores de Mycoplasma hyopneumoniae; 

 Realizar estudos funcionais com os promotores preditos, visando verificar a 

necessidade de elementos −35 e a participação das seqüências periódicas AT-ricas 

no início da transcrição de M. hyopneumoniae; 

 Correlacionar dados de intensidade de expressão de genes com a composição 

nucleotídica de seus promotores; 

 Utilizar a PSSM, definida neste trabalho, para refinar as anotações do genoma de 

M. hyopneumoniae e para investigar promotores em Mycoplasma flocculare, 

espécie estreitamente relacionada à M. hyopneumoniae. 
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8. ANEXOS 

 

8.1 Primers gene-específicos utilizados no 5' RLM-RACE 
 

(continua) 
Locus Gene Primer Seqüência 5' – 3' Posição Genômica 

MHP7448_0026 sipS sipS_outer 
sipS_inner 

CCAAAAACCTAAATCAGTAAAATTAGCA 
TCGCTGAGGTTTTTTGACATTGTTA 

33175 – 33202 
33034 – 33058 

MHP7448_0039 recA recA_outer
recA_inner 

ATTCCTCCCTGTTTTTGGACTTCA 
AATGGCATGGAGACTAATTGTGGTT 

53094 – 53117 
53120 – 53144 

MHP7448_0040 licA licA_outer 
licA_inner 

GGAGGAAAATCAAGGTTGGAATTATG 
CCACTCCCAAATAATTTTTTCATTAGA 

53842 – 53867 
53746 – 53772 

MHP7448_0066 uvrC uvrC_outer
uvrC_inner 

AAGATATTTTTTGACTTTTTGCTGCGT 
GGTTTCGTTTTGCAGAATATCATATTT 

86837 – 86863 
87004 – 87030 

MHP7448_0067 dnak dnaK_outer
dnaK_inner 

ACGTTGGGCATTGTCAAAATAAGCA 
AGCGATTGCTTCTGGGTTAGTTTCA 

88219 – 88195 
88015 – 88039 

MHP7448_0101 clpB clpB_outer 
clpB_inner 

GAAGCACCTGCAAGAATTAAGGTTAGA 
GTTCCCCGACAAGGACAGGATT 

136525 – 136551 
136652 – 136673 

MHP7448_0161 deoB deoB_outer
deoB_inner 

TGGGCTAGGCTTAACAGTTTCGA 
TTTCAATTTTGGCGATATTTCCTATC 

199699 – 199721 
199571 – 199596 

MHP7448_0195 rpsJ rpsJ_outer 
rpsJ_inner 

GCTTACCTCGATTTCTATTCAAACC 
AATATAGTTGAGTTGCTCC 

220232 – 220256 
220553 – 220571 

MHP7448_0198 0198 P97c_outer
P97c_inner 

GCCTTGGTATATTCAGGATCTTGAAA 
CAATCTTTCGTGGACTTTCTGATCTG 

222281 – 222306 
222070 – 222095 

MHP7448_0224 glyA glyA_outer
glyA_inner 

GCGTTTGCACTTGATCCAGAATAAG 
GCCTTCACCATATTTGTTACTAAGACTTG 

268143 – 268167 
268277 – 268305 

MHP7448_0225 0225 0225_outer
0225_inner 

ACTTTTTCAACCTCTGCAACTGCTTCT 
GTTTTTGCCTGAGCTACAATTTTGTCT 

269238 – 269264 
269079 – 269105 

MHP7448_0241 secD secD_outer
secD_inner 

TTCTAATCCGACCTTCGCCTTCA 
TGCTGCATCAGCTTCTTTTACAACTT 

288011 – 288033 
287932 – 287957 

MHP7448_0272  0272 P97_outer 
P97_inner 

GGCTGAAAAAATCCGAATATGCA 
TGAATCTTTTGAGAATTTAACCAAATCA 

331265 – 331287 
331395 – 331422 

MHP7448_0279  0279 0279_outer
0279_inner 

TCTCGATACTGTGTACATAAAGCAGGTTA 
GGTTGCTGCAAGTTCATTGATAGTTT 

338970 – 338998 
339145 – 339170 

MHP7448_0359 glpK glpK_outer
glpK_inner 

TGATTTGTTAGTCCAAGGGCAACA 
CCTTTGTTTTTGCTGCCTGCATT 

450278 – 450301 
450324 – 450346 

MHP7448_0360 0360 P37_outer 
P37_inner 

ATCATCAATGCCGACAAAATCGAA 
CAAATCAACTTTGACCAAGACCAAGA 

451191 – 451214 
451062 – 451077 

MHP7448_0427 efp efp_outer 
efp_inner 

CTCGATTGCTACTTGTTCATAAGTGGA 
CAATATGAGCTTTTTCGACCCTTTCT 

541040 – 541066 
550955 – 550980 

MHP7448_0454 acpD acpD_outer
acpD_inner 

AAGTACGATCCGCAAGACAGATTG 
GCGATGAGATGATTACTTTTTGAACAT 

599346 – 599369 
599271 – 599297 

MHP7448_0490 pgk pgk_outer 
pgk_inner 

TAGGACCACGGTTTTCAGGGATAA 
GCCAAGATGGGATAAAATCACTAATTT 

640551 – 640574 
640436 – 640462 

MHP7448_0505 0505 lip_outer 
lip_inner 

TGTGTCCCATCATTTTGAGTAACCA 
TTGTGAGCTAGTCAATGGCGATGT 

670037 – 670061 
670231 – 670254 
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(conclusão) 

Locus Gene Primer Seqüência 5' – 3' Posição Genômica 

MHP7448_0513 0513 46K_outer 
46K_inner 

ATCCTGGGACATAAACAGCATT 
GTAATTGTTGAAGTTGCTGCCTCTGT 

681010 – 681031 
680521 – 680546 

MHP7448_0521 pepF pepF_outer
pepF_inner 

GCCTCAAATTCAGACATCAAGAAACTA 
TTATCCCAAAATTAGCTTCTAGTTCCTT 

691099 – 691125 
691211 – 691238 

MHP7448_0527 deoC deoC_outer
deoC_inner 

GTGCCGATTTCCTTCTTAATTTGATT 
TGCACTAATTTGACTTCCTAAAGGGA 

691211 – 691238 
703808 – 703833 

MHP7448_0528 gyrA gyrA_outer
gyrA_inner 

AACTTGTTCCCGAAGTAATTCCGAGTTCA 
GCGAAACAATAACAGACATTGAATAATCA 

704733 – 704761 
704640 – 704668 

MHP7448_0535 pyrH pyrH_outer
pyrH_inner 

TTTCCCTGACAAAATACTCACAAATTC 
GTTCCAAGCATCCCGATATAATCAG 

715824 – 715850 
715937 – 715961 

MHP7448_0545 ktrA ktrA_outer 
ktrA_inner 

TCTGAAGTGGCTACTATAATCGTGTCAA 
GCGTTAATATCACTTGCATCCATAATAA 

727051 – 727078 
727108 – 727135 

MHP7448_0546 ktrB ktrB_outer 
ktrB_inner 

CAATTCCGCCAAGGGAGATCAGAA 
GGTATCGCTAAAGGCAGAAACTGAAG 

727846 – 727869 
727759 – 727784 

MHP7448_0586 nusA nusA_outer
nusA_inner 

GGATCAGTTTCTTTTGCCTTTGATAGT 
CGCATCTGGGTCAATTTTCTTTGT 

777012 – 777038 
777173 – 777196 

MHP7448_0619 rplJ rplJ_outer 
rplJ_inner 

GACTTTGAAGACCAGAAGCTAAC 
TGCATCTGTTGTTCCAAAAGCGAAT 

825975 – 825997 
826144 – 826168 

MHP7448_0622 dam dam_outer 
dam_inner 

GCTATTTTCAGGAATTTCAGACCTTAATT 
TCATTAACAATAGCATTTTCAGGTTGTAA 

833199 – 833227 
833338 – 833366 

MHP7448_0647 leuS leuS_outer 
leuS_inner 

TCAGAGGTGTTAATTTCCTTATCCCAA 
GGATGAAGCACGTCAAAACCATT 

868099 – 868125 
868258 – 868280 

MHP7448_0648 uvrB uvrB_outer
uvrB_inner 

CATCAAGGCGTTTAGGGCTGACAT 
TTTCCAGATCCTGTTACTCCAAGCA 

869061 – 869084 
868801 – 868825 

MHP7448_0654 prsA prsA_outer
prsA_inner 

GGCTGTCTTCCTGATGATTTTCGAT 
GGCATAACCTCTTTTTAACGAGTCAAT 

875123 – 875147 
875050 – 875076 

MHP7448_0663 0663 p146_outer
p146_inner 

TTTGGGGCAAAGGTGACCTCAA 
AAGGCAACATTTTGAACTTTTGAAACT 

894044 – 894065 
894209 – 894235 
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8.2 Seqüências promotoras alinhadas usadas na criação dos 

logos de seqüência 
 

                            (continua) 
Bactéria / seqüências alinhadas Nº de seqüências Referência 

Sinohrizobium meliloti 25 sítios MacLellan et al. (2006) 
>incA1 AAAAATGCTTGACACTGATT-CGCGGAAGTGGGATTCTCTAGTTGCTACA 
>incA2 AAGGACTCTTGACTGTGATT-CGTGGAAATGCGATTCTCGATCTTGCTAC 
>pckA TGGCTATCTTGTCTTGGGTC-AGCCTTGCCGGTATGTTCCGACGAAATTC 
>ntrA GTCCACGCTTGACCAAATTC-CAGTAATAAGCAATTTTTGGGCCAACTAA 
>hemA GCAATTGCTTGACTTCGATC-GATGTTCGGGAGAATGAAGTTTTGCCAGC 
>hemA GTCCGGGGTTGACCACTGAT-CGCTTTGAAGGAAGAAAGGCGACAGGGCA 
>nodD1 GCCGCACCTTGATTCCATTAACTTCAGGGTTCTCTAATAGGACTCTGCAA 
>nodD2 GCTGAAGCTTGATTTCGTTAACTTCAGAGTTCTCTAATGGGAGTGTGAAA 
>trpE TTTCCCGCTTGCGCGCCATC-GCAAGCCGCGCTAACACTTCCGCCCATGG 
>rRNA-16S AATCGTTGTTGACGTGTTGGAGGGCTGGGGTCTATAAGCCCGATCACTGA 
>SMc00029 ATAGGCGCTTGTGAAATCAA-AAATGCTGTTCTATAGAGGCGCCGCTGGT 
>repA2 AGCGCGCATTGATGGCCATAGCCGAATCGGAGTACGTCTTAGTTGCGGAA 
>SM_b20587 GAAGTAAATTGACGCTTGCG-AAGAACAGGCGCTTATTCGGCTCGAACAT 
>rpmJ GCACGCGGTTGACACGATTG-GGTCGACACGGTATGTGCCTGCCTACTTG 
>topA CAAACCCCTTGACCGCGCCC-GAATCCCTGTCCATGTCGTGGCGTCGGAT 
>sigA GGAAACGCTTGACGGGATGA-AAAATTCTGGGAATCACCATTTCAAGCAG 
>metC ATTTTTCCTTGACCCGGCCG-GTGGCCCGTTCGATGAGTCGGCAGCGAAA 
>ropB1 TTTGGCTCTTGAGATTCCTC-ATTTCCTGATCAATTTCGGGTCAACCGGG 
>trpS CATGCCTCTTGATTGCGCCC-GGCCCGCCGTGCATAAGCGCGGCGGATAT 
>rpsT ATTGCGCGTTGACGTGCGGG-CGGTTTCCCTTTATACGCCGCCCTCAGTT 
>tRNA-MET_CAT GACATTGCTTGACACTAGCCGGAACAGCGCCTTATAAGCCGCCCGACCAG 
>tRNA-TYR_GTA TCGCCGTGTTGACAGGACGA-ATGCAGGCGGTCATATACCCGGCGCAGAT 
>tRNA-Gly (SMo02206) CATTGTGCTTGACAGATCACGGCTGTTGAGGAAATTTCCGGTTCTGTCGC 
>secE ATTGGCTCTTGTGGTTTTCG-CAATCGGTCTTTATGTAGGGTCCAAACAG 
>trkH TTCACCCGTTGAGTTTGCCG-ATGGCAGTCGCTATTGCACATTGCCGCGC 
  

Escherichia coli 59 sítios Hawley and McClure (1983) 
>araBAD CTACCTGACGCTTTT---TATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCG 
>araC AATGTGGACTTTTCT----GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTT 
>galP1 CCATGTCACACTTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCATACCAT 
>galP2 TTCCATGTCACACTT---TTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCAT 
>lacP1 AGGCTTTACACTTTA---TGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTG 
>lacP2 TTAGCTCACTCATTA--GGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC 
>lacI AATGGCGCAAAACCT----TTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGA 
>malEFG AGGATGGAAAGAGGT-----TGCCGTATAAAGAAACTAGAGTCCGTTTAG 
>malK AGGATTTAAGCCATC-----TCCTGATGACGCATAGTCAGCCCATCATGA 
>malt TCGCTTGCATTAGAA----AGGTTTCTGGCCGACCTTATAACCATTAATT 
>tnaA AGAATAGACAAAAAC-----TCTGAGTGTAATAATGTAGCCTCGTGTCTT 
>deoP1 TTATTCGAACATCGA---TCTCGTCTTGTGTTAGAATTCTAACATACGGT 
>deoP2 TGTATCGAAGTGTGT--TGCGGAGTAGATGTTAGAATACTAACAAACTCG 
>trp GCTGTTGACAATTAA----TCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTC 
>trpR GTTACTGATCCGCAC---GTTTATGATATGCTATCGTACTCTTTAGCGAG 
>aroH ACTAGTGCATTAGCT-----TATTTTTTTGTTATCATGCTAACCACCCGG 
>trpP2 AACCGTGACATTTTA----ACACGTTTGTTACAAGGTAAAGGCGACGCCG 
>his GTTCTTGCTTTCTAA---CGTGAAAGTGGTTTAGGTTAAAAGACATCAGT 
>hisA CTAATTAATAAATAG-TTAATTAACGCTCATCATTGTACAATGAACTGTA 
>leu AGGGTTGACATCCGT----TTTTGTATCCAGTAACTCTAAAAGCATATCG 
>ilvGEDA TATCTTGTACTATTT---ACAAAACCTATGGTAACTCTTTAGGCATTCCT 
>argCBH ATTGTTGACACACCT------CTGGTCATGATAGTATCAATATTCATGCA 
>thr TTTATTGACTTAGGT----CACTAAATACTTTAACCAATATAGGCATAGC 
>bioA AAACGTGTtTTTTGT---TGTTAATTCGGTGTAGACTTGTAAACCTAAAT 
>bioB CGACTTGTAAACCAA----ATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACAC 
>fol CCAGTCGACGACGGT----TTACGCTTTACGTATAGTGGCGACAATTTTT 
>uvrB P1 TTTGTTGGCATAATT----AAGTACGACGAGTAAAATTACATACCTGCCC 
>uvrB P2 TATGGTGATGAACTG---TTTTTTTATCCAGTATAATTTGTTGGCATAAT 
>uvrB P3 ACTATTCCTGTGGAT----AACCATGTGTATTAGAGTTAGAAAACACGAG 
>recA ACACTTGATACTGTA-----TGAGCATACAGTATAATTGCTTCAACAGAA 
>lexA ATGGTTCCAAAATCG----CCTTTTGCTGTATATACTCACAGCATAACTG 
>ampC ACAGTTGTCACGCTG-----ATTGGTGTCGTTACAATCTAACGCATCGCC 
>lpp AATATTCTCAACATA---AAAAACTTTGTGTAATACTTGTAACGCTACAT 
>hisJ TGCTTTGCCTTGTCG---GCCTGATTAATGGCACGATAGTCGCATCGGAT 
>Pori-r TCTGTATACTTATTT---GAGTAAATTAACCCACGATCCCAGCCATTCTT 
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                                                                   (continuação) 
Bactéria / seqüências alinhadas Nº de seqüências Referência 

Escherichia coli 59 sítios Hawley and McClure (1983) 
>Pori-l GTTTTTGAGTTGTGT----ATAACCCCTCATTCTGATCCCAGCTTATACG 
>spot 42 RNA GTGCTTTCTGAACTG----AACAAAAAAGAGTAAAGTTAGTCGCGTAGGG 
>M1 RNA CGGGGTGACAAGGGC----GCGCAAACCCTCTATACTGCGCGCCGAAGCT 
>alaS GTATTTTACCTTCCC---AGTCAAGAAAACTTATCTTATTCCCACTTTTC 
>trpS GCTATCGATCTCAGC------CAGCCTGATGTAATTTATCAGTCTATAAA 
>glnS ACAGTTGTCAGCCTG----TCCCGCTTATAAGATCATACGCCGTTATACG 
>tufB TTAGTTGCATGAACT----CGCATGTCTCCATAGAATGCGCGCTACTTGA  
>tyrT ACACTTTACAGCGGC-----GCGTCATTTGATATGATGCGCCCCGCTTCC 
>leul tRNA ACTATTGACGAAAAG-----CTGAAAACCACTAGAATGCGCCTCCGTGGT 
>supB-E GAGGTTGACGCTGCA----AGGCTCTATACGCATAATGCGCCCCGCAACG 
>rrnAB P1 CCTCTTGTCAGGCCG-----GAATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGA 
>rrnG P1 TCGCTTGTCAGGCCG-----GAATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGA 
>rrnD P1 ATACTTGTGCAAAAA-----ATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGA 
>rrnE P1 TCTATTGCGGCCTGC-----GGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGA 
>rrnX P1 CCGCTTGTCTTCCTG-----AGCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGA 
>rrnAB P2 ATGCTTGACTCTGTA-----GCGGGAAGGCGTATTATGCACACCCCGCGC 
>rrnG P2 ATGCTTGACTCTGTA-----GCGGGAAGGCGTATTATGCACACCGCCGCG 
>rrnDEX P2 AGGGTTGACTCTGAA-----AGAGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCG 
>str TTTCTTGACACCTTT----TCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCTCAT 
>spc TTTCTACCCATATCC----TTGAAGCGGTGTTATAATGCCGCGCCCTCGA 
>S10 ACGCTTGCGTTCGGT-----GGTTAAGTATGTATAATGCGCGGGCTTGTC 
>rpoA TTTCTTGCAAAGTTG----GGTTGAGCTGGCTAGATTAGCCAGCCAATCT 
>rplJ TGCCTTTACGTGGGC----GGTGATTTTGTCTACAATCTTACCCCCACGT 
>rpoB TACTGCGACAGGACG-----TCCGTTCTGTGTAAATCGCAATGAAATGGT 
 

Bacillus subtilis  142 sítios Helmann (1995) 
>abr AATGATTGACGATTATT---GGAAACCTTGTTATGCTATGAAGgTAAGGA 
>acka TTGACTTGAAAAGCCGA---CATGACAATGTTTAAATGGAAAAgTCAGAT 
>acsA AAAAATTGAGAAGAATA---TGAATATATACTATAATAATTGTgACAACT 
>acuA CCATGTTGAAAACGCTT----TATAATTTGGTATTCTTAAAGAaGGCATG 
>ada CCACCTTATTTTTTTCT---ATTTATGAGGTTATAGTGTAGTTaTCAAGA 
>addA CAGATTGGTCATTTTCG---TCAACATTCGATAAAATATAGaGAGATAAA 
>ald AAACAAAGAATTTTCCA---AAATATCAAGCTACACTAAAAATaTCACAT 
>alkA ACAAAATGAGTAAAGAT----GATTATGTGATAAACTAATTTCaACCAGC 
>alsS CGATATTGGAGGTCAAT--TTCCAAAGAGTGTATAGTGAAACTTaTCACA 
>amyLY CCAAGTTGTTTTGATAG---AGTGATTGTGATAATTTTAAATGTaAGCGT 
>ansA ATGTCTTGCGTATTTTA---TTTTCCGTGTCTATAATTGCATtAAAAGTA 
>aprE ATGGGTCTACTAAAATA-TTATTCCATCTATTACAATAAATTCaCAGAAT 
>argC TACGATTGAATTAATTT----TTATTCATGTTATAATGTTAAATaATTTC 
>asd TTCGGTCATCACCCGCA----TATTCTATGGTAAAATAAAACGtAAAATC 
>cdd TGGGCGTGAAAAAAAGC---GCGCGATTATGTAAAATATAAaGTGATAGC 
>citA AAATATTGATTATTTTT---TAAATATTATATTTACTATAATAaCAGAAA 
>citB TTGATTTTACTATATGT--ATGATTTTGTTTTAATATGAAATTgTGAGAA 
>citC TTGTTCAGACATCAAAA---TTGGGTTACACTTTAAATTGAATgTTAGGA 
>citR CTTTTCTGTTATTATAG---TAAATATAATATTTAAAAAATAaTCAATAT 
>citZ AACATTTAACAAATGTC---TGATTATTGTTTATAATGAGAATaGGCTTA 
>comA ACGACTTGGCACAGGCC----AAGTCTTTTTTATAAAATGGAaaAGAGTG 
>comB ATGTTTAGACAATTTTCGTCAAATTATTTGATATACTTAGGGGTgAAAGC 
>comC CCCAATTGGAGCTCAGG-ATGTCCATTTTGCTACAATCCATACCAgAACT 
>comE TGCTTTTGCAGTACAGA---CGAACGTATGACATACTCGTCTaCACATGA 
>comF ATAGTTGGACAGAAAAT---ATTCATTCAGGCATACTGTTTCgAAAGGAG 
>comG CCTGTTTGATTACCTTT---TCTTCTTTTTCTACAATATGCGTTgAAAGG 
>comK AAAACCTGTCGTTTTAC--AAAAACAGATGATAGATTATTAgTATAAATT 
>comQ ACCTGCTGTCCTTTAAA--TGTCCCATTTAGTAAAATGGAATgGGAGGGG 
>cspB AGCAGTTGTTTTTTCTG---AAGATTACTGGTGGAGTAAAGGTaATTATT 
>ctaA ACATATTCGCTTACACT---TGGAACGTATATAAAATTGCaGCAGTATGT 
>dciA TTATATTGCATTTTTCC---TCTTTTTTTAATATAATTTGTTaGAATATT 
>degQ TTTCGGTGAAAAATGAG---CCGAAAGCAGACACACTATTAgTAACAGAT 
>degSU GTCTTTAGAATTTTTGT---GCGTATTTTGGTATCATAAAGAGTAGaTAG 
>divIB AAGTTCTGACTGAAGCT----GTTCATATGATATACTGTAAGCaAACGAC 
>dnaA AACCATTGCAAGCTCTC---GTTTATTTTGGTATTATATTTGTgTTTTAA 
>dnaE P2 AAACAATAGCATCTTTG--TGAAGTTTGTATTATAATAAAAAATTgTGAT 
>dnaG CACAGGCCCTACTATTACTTCTACTATTTTTTATAAATATATaTATTAAT 
>dnaK TATAATTGACATTTTTC---TTGTGGTTTGATACTTTTGTTATaGAATTA 
>ffhrpsp AAAACTTGACAGTGTCA---TTAAAACCGTGTAAACTAAGTTATcGTAAA 
>ftsA P1 ATTCATTGTATTGTTGT---TCCGCAAATAATAGAATAGAAATgATCGAA 
>ftsA P3 TTAGCTTTTCTGGGAGT---CCATCTTGGTGTAGACTTGTATTTAGCAGG 
>gcaD(tms) TCTCCTTGAAATCAGAA---GATATTTAGGATATATTTTTCTATgGATAA 
>glnR TCGTATTGACACAAAAT---ATAACATCACCTATAATGAAACTAaGTTAA 
>glpD TGGCTTTTAAATAAAGT----AATACTATGGTATAATGGTTACaAGTTAA 



 

117 

                       (continuação) 
Bactéria / seqüências alinhadas Nº de seqüências Referência 

Bacillus subtilis  142 sítios Helmann (1995) 
>glpFK AGTGATTGACACCGCTT---TCATGCACTGATACAATTGCACTaGGTTAA 
>glpTQ ACCCGTTTACATTCGCT---CCGGACTATGATAATTTAAGAAAGCGCTAT 
>gltA ATATATTGTTTATATCG---TTTTGAAAACCTACAATGATTATaGAGTTG 
>gltC GTAGGTTTTCAAAACGA---TATAAACAATATATAATTTAGATCaaAAGA 
>gltX TTGTTTTGATGCCGGGT---CTATTTGGTGGTAGAATAGATTCaTACATT 
>gluB GTTGATAGACAATCATG---AGAAAGATTTTTACAATGAGTTCgaGCTCA 
>gntR AGTGTTTGCATAAAAGA---AATATTCACGTTATCATACTTGTATaCAAG 
>groESL ATCACTTGAAATTGGAA---GGGAGATTCTTTATTATAAGAATtgTGTTA 
>gsiA TTGCGTTCTTCTTTTTC--TTGTAAATATGATAAAATATGACaTaTCTCG 
>gsiB GTTTGTTTAAAAGAATT---GTGAGCGGGAATACAACAACCAaCACCAAT 
>guaA TGGTCTTGACCGCTTAT---CGACGTGTTGTTAGAATTAGTGAaTATTAT 
>gutB GGCTGTTGAACGTGTTA-----AAAAGCAGATAAAATGGGGGCaGTAACA 
>gyrB TTTAATGTGTATAATCA--TAAGTTTATTGATATAATGGAGAatagTGAA 
>hbs AATGCTTGATATGGCTT---TTTATATGTGTTACTCTACATACaGAAATT 
>hemA ATCTGTTCACATTTTGTGAAAGAAACTATGTTATAATTATTATAAATAAT 
>hsmB1 GTTTATTGTGTTAATCA-TTACAAAAAATGATAAAATAAAAAAGcAAGAC 
>hut ACCTTTTGACTTCTGCT---GCTGAACCAATTAATATAATACTCaGTTAA 
>ilvB TGCTGTTGACACTGCGT---CCAAAGCGGCGTAATATGAGTTCaaCAAAA 
>kinC TATTTTACTCAATTATT-TGTCGAAGAATGGTACAATAAGTAGaGAAACA 
>lon S1 TTCCTTTTTCATATCAG----AAAGAAAGGGTATACTACGAGGAgACTGT 
>lon S2 TTTATTGTACAAGGATG—AAAAAGTTGTATTATAATGGTTCATaCTAAA 
>lysC TAATGTTGTCCTTTTAA---ATAAGATCTGATAAAATGTGAACTaaTTTC 
>mecA AGATGTGGACGGAATGG---GTAAAGTGTAGTAAAGTACAATTAaTCGGG 
>men TTTCTTTTTCATTTCTG----AAATTAGGTTTATAATAGGTAAgGCAGGC 
>menB TCACATAGAGAATAAAA---GGAGGTCATCATATGGCTGAATGGaAAACA 
>menE TTTTCAATACAGACATT----TTACCTCGGAGATGATGACATGCTGACAG 
>nadB AACTCTTGAGTTTATTT---TATCCTTGTGTAAATATAGGTGTCaAGACA 
>nasA TGTCTTTTCCAGAAAAT----AATGGTCCTATATCCTTGATTCaGAAAAT 
>nasB ACGTTTAATGCGTTAACAATGCATTGTGACATAATTTTTAATaGGAGAAA 
>nifS CTGTCTTGACACCTATA--TTTACACAAGGATAAAATAAACTCaAGAGTT 
>nrgA TCTTACATGAAAATGTTTTATCAT---TCTTTTTTCTCTATAATGAAGAA 
>nusA TCCATTTGCAATAAAAA---TATGGTTATGGTATAGTTTTATtgGAAATG 
>odhA CTATTTTGTGAACAATC----AAGGTAGAATCAAATTGCAAACAGtGGTA 
>orfS ACATTTTCTGAGCATTT--TCTCTTTTGTTGTATACTGATATTGTACGTT 
>pbpD TAACCTTCTCGTAATCT---CAAAAGAATGGTACGATATGGCTaGAATTT 
>pbpE AATATTTGAAACGTTAG-TAGGTTAGTAACGTACAGAGATATgGGAGGTG 
>pbpF CCTGCTTGCTAGTATAT---CAAAACAATGGTATAAGTTTCTATTgGCGA 
>phoA TCAACAGCCGCATTTAA---CAAAGTTTCCCTAACATGATAAACgGAATA 
>ppiB ACAAGGAGAGACAGGCT----ATAACCTATACATAATCTCCTTTgAAAAT 
>ptsXHI CGTGCTTGTCAGATGAC---AAGTACGGTTGTATGATATAATaTTGTGAA 
>purA TACAATTGACTTTCTGT---TTCTTCACTGATAAACTTGATTTgTTTGAA 
>purF TATCGTTGACATTATCC---ATGTCCGTTGTTAAGATAAACaTGAAATCA 
>pyr AACGGTTGACAGAGGGT---TTCTTTTCTGAAATAATAAACGAAgCTGAA 
>rbs TTTTATTGCTAACTTCG--GATTGTTCATGATAATCTATCTATgTAAACG 
>recA TTTTCTTGGCAAATCCC---TTCAAACAGGGTATAGTATATgtAGTGGTA 
>ribG TTTCATTGCGTACTTTA---AAAAGGATCGCTATAATAACCAATaAGGAC 
>rpmH TGAAGTTGACAATGAAT--AGGTAACGCAAATATAATAAGTAAGACtgtC 
>rpsd AATGGTTGACTTCAAAA---CAAATAAATTATATAATGACCTTTgTGTGA 
>rrnA P1 ATGTATTGACTTAGACA---ACTGAAGGTGTTATTCTAATATCGCTGATG 
>rrnA P2 AGTTGTTGACAGTAGCG---GCGGTAAATGTTATGATAATAAAGTCGCTT 
>rrnB P1 AACTATTGCAATAAATA---AATACAGGTGTTATATTATTAAACgTCGCT 
>rrnB P2 AGTTGTTGACAAAAAAG---AAGCTGAATGTTATATTAGTAaAGCTGCTT 
>rrnD P1 AGGTGTTGACTCTGATT---CTTGACCGTGTTATATTATTAAACGTCCTG 
>rrnD P2 AACATTTGACAAAAGAA---AGTCAAAATGTTATATTAATAAAGTCGCTT 
>rrnG AGTTATTGACTTTGAAG---AAGTGACATTGTATACTAATAAAGTTGCTT 
>rrnJ P1 AACTATTGCACTATTAT---TTACTAGGTGGTATATTATTATTCGTTGCC 
>rrnJ P2 AGTTATTGACTTCACTG---AGTCAAGGAGTTATAATAATAAAGTCGCTT 
>rrnO P1 AACCCTTTACAGTCATA----AAAATTATGGTATAATCATTTCTgTTGTC 
>rrnO P2 AAGTATTGACCTAGTTA---ACTAAAAATGTTACTATTAAGTAgTCGCTT 
>rrnW AGTTGTTGACTTTGAAG---AAGTGACGTTGTATACTAATAAAGTTGCTT 
>sacB ACCAGTTGCAATCCAAA---CGAGAGTCTAATAGAATGAGGTCgAAAAGT 
>sacXY TACTATTGCTATACAGC---CATGAACAGCATAAAATGAACGTTaTTACA 
>sdh TTTTCTTGACGCCCTTT---TGAGGGAGGAGTAAAATGAAATTgTCAATA 
>sigB TTTTTTTGTTTTCAAAA---AACATAAACGATATAATAGTgAaaTAACGA 
>spa GGATCTTGATATTTTTTTGATTTTTAGAATGTATAGTAAAAATAgAGTAT 
>spo0A CCCTCTTCACTTCTCAG---AATACATACGGTAAAATATACAAAAgaAGA 
>spo0B ATTGTTTTTCTAACAAAGCCTTCTCTGTTATAATTCATAATaCACACTTA 
>spo0E ATATGTTTACAAATAAA---GTATAATCTGTAATAATGCACAATAaCCCA 
>spo0F ATGCTCAGAAAATGTCG-TAAAGTAGACTATTATAATTAAAgGAAATAGG 
>spo0H TTAAGTTGACGCTTTTT--TGCCCAATACTGTATAATATTTCTaTCTACG 
>spoIIE TTCTTTTGACAAAATCC-TATCTGTGCTCGCTATAATGACAGGCAaCGAA 
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Bactéria / seqüências alinhadas Nº de seqüências Referência 

Bacillus subtilis  142 sítios Helmann (1995) 
>spoIIG TTTCCCACAGAGCTTGCTTTATACTTATGAaGCAAGAAGGGGAACAGCGT 
>srfA TTTCGGTGATAAAAACA---TTTTTTTCATTTAAACTGAACGGTaGAAAG 
>tet AAAGTTTAATCCTTAGT----CTATATATAATAAGATCATATCaATCAAA 
>thrS TCGTGTTGATTTTTTGG---ATTGAACAATTTATAATACATaggAGATTA 
>trnS ACCTCTTGACACTGCAA---ATCAAGGCTGATATAATAAGTCTTgTCTCA 
>trpE TATCATTGACAAAAAAT--ACTGAATTGTAATACGATAAGAACagCTTAG 
>tsr TTCTGTTGCCGATTTGT---CGAAAAGTTGGTATCCTAGTTATgGAGAAA 
>tyrS CGGCGTTGACACAGGAT---TTTATTTATGTTAAAAATGATATaGCTTCA 
>veg TTTATTTGACAAAAATG---GGCTCGTGTTGTACAATAAATGTaGTGAGG 
>xylR AGATGTTGAAAAAGTCG---AAAGGATTTTATAATATTAAGTCAAGTTAG 
>f01epr CGGTTTTGACAGAGAAG------AAATTTGGTATAACCGTGAGCGCAGTG 
>f105 CGACTTTTACAAAATGT---CGTGAATACCATACAATTTAGACATACCTT 
>fspp1epr AGTGGTTGCCTTTCTAT---GTTTTCTATGTTTTAATAGAATCATAGAGA 
>f01e22 AGGTATTGACTTTCCCT---ACAGGGTGTGTAATAATTTAATTaCAGGCG 
>f01e3 AGTTGTTGACTTTATCT---ACAAGGTGTGGCATAATAATCTTaACAACA 
>f105epr TAGTATTGTATTTCCGA---CATTCGGATACTATAATTGTGTCATGCCAC 
>f29 A1 AATGTTTGACAACTATT---ACAGAGTATGCTATAATGGTAGTaTCAATG 
>f29 A3 ACAAATCCTTATGTATCAAGGGTTCACGTGGTATAATTAAGTAgTACTAA 
>f29 B2 TCCGATACACACAAAGC-CGTATAAACCGTGTATAATAGGGgtAACCCGC 
>f29 Ec3 CAACGTTTACAAAGTGA---ACAGGAAGTGTTAAACTATATAGagACACA 
>f29 G2 AAGGGTAGACAAACTAT--CGTTTAACATGTTATACTATAATAgAAGTAA 
>f29 G3a AAGTCTTGCAAAAAGTT--ATACAGGTGTGGTTAAATAGAGAACgTAGAC 
>f29 G3b AAGTGTTGAAAATTGTC---GAACAGGGTGATATAATAAAagAGTAGAAG 
>f82-129 AGTTGTTGACATTTCTT---CCCATCCATGCTATAATAAAGTCaTAGAGA 
>f82-156 AGTTGTTGACTTTCTCT---ACGAGGTGTGGCATAATAATCTTaACAACA 
>fsp82 ATTGATTGACTTCTGCC---ACCAAGTGTGCAATAATTATAGTAACATCA 
>fsprmtas AAATGATCAATTTTATTTAGAGTAAAAATAAAATATaTgGAGGTTGTTTA 
 

Chlamydia trachomatis D  41 sítios Grech et al. (2007) 
>CT017 GTCGCAGTTGACTTTTTCCTTT-AAGTCAATAATAATTCCCTCTCTAGAG 
>CT043 CTAATCATTTACTAACAAACCT-GCTTATGCTAGGTTTAAAAAAAACAGT 
>tyrS GCTTGCCTTGCTATAAAAAGAACAGGATAGATAAGATGTTGCTAGATAAG 
>CT066 ACACTAATTGATTTTTATTTCG-ACTGAACATTAAATCGAAAAAAACAGA 
>rpsA GGAAATCTTGCCTTTTTTAAGG-TGAATATTTACACTACTCTTTTTGACT 
>groES AAACCAGTTGCAAAAAAGCGAG-GACTTTGCTATCGTTCTTCCTCTGAAC 
>tRNAAla_1 TCTTTTCTTGTGCTTAAAATCGCTCTTGGATTAAGATGGCGCTTTGTTAC 
>gcp_1 TAACGCCTTGCTTGATTAACAA-TCTCATGATACGATCCTCTCCTTCCAA 
>accA ATTAAAATTGTTTGCGTGAAACAAAGGTCATTATAATCAAATAGTTGGTT 
>CT266 AGCAAGCTTGACTCTAAATTTC-CTCAAGATTATTTTTTGCCATTGGACG 
>ihfA AAAAGTCTTGAATCCAAAGGA--TGAATGCATATTATACGCATATATTGC 
>murE ACAAAGCTTGACAACGAATAT--GTGTATAGTAAACTATTTGAGAAAGCT 
>CT273 ACCATACTTGACTTTTTCCCT--CCCCCGATTATGATTGAGATTGTGAGC 
>clpC CGAAAAGTTGCATCATTATCAT-AAATGTCGTATATGCTTGAAAAATATT 
>rnc AGTACTATAGACTTTAAGATTA-TTTCCGCCTATAAAAACCCGATTGACT 
>infA AAGTTGTTTGACATTTTCTGT--TTAGTCGATATAATCGCTCTCTCGAGT 
>rpsU GTATCTCTTGAAGCCTAAATAAAAGTGGTGTTACAATCCCCGGTCTCTTG 
>proS ACAGAGATTGATCTAGAAACAC-TCCTATGCTAAGATGCTCTTCCACACG 
>CT398 AACGTGCTTTACTTCTTGCAGA-AAAATCGGTAAACTTGCCGTTTCGTCT 
>rpsL TAACCCCTTGCAAACAAAGATATTCTTATTCTATATTTCCCTGTTTGTAA 
>euo AAACCGCTTGATTAATAAGTTT-TTTGTTGGGAAAATGTTACCTTCTCTT 
>murA TTTGTTTTTAAAAACAAACAAATGTCTCTTTGTTAATAAGATGTTTTTTT 
>pheT CAAAATACTTGCTACTATACACGCCACTTCGTAAAATCTACCAAAAAAAA 
>pgsA_1 TCTCTGCTTGCTTTTGGAGTGT-CTATGTTTCATAATATGTGTCATTGCG 
>rplC TTTCTTATTGTAAAAATCGTCT-TCCTTTGATAATCTGTCCCTTTAATTT 
>CT546 AATTTATTTGGCATTGCTGTTT-TTATTTATTAAAATAAATAAAAAGGTT 
>CT547 AAGAGATTTGACAAATTCTCTTTTTCTTTTTTATGATGACGCTTTGTTAT 
>yscJ TTCCCGATTGGCACTAATCTCC-CCATTTGCTATGGTGAGTGAAAAGGTG 
>exbB AAGGATCTTGGTTCTATACAAG-AAATTTGTTAGGATCGTCTAGGAACTC 
>rpsD AAATCCGTTGTAGAAAATTGGA-AATAGAACTAGAATGCTCTTTTGTATT 
>CT646 GTTTTTCTTGAAAAAGATGTTT-TTATTTTTTAAAATGAGCGCTCTTCAT 
>ompA TATCAACTTTACGAGAATAAGAAAATTTTGTTATGGTCTCGAGCATTGAA 
>tRNAGly_2 AAGAAGATTGCATAAAAATCCTTGCTTCCAGTACTATATCGGTCTACTTG 
>clpP AAAACGCTTGACCCAAGAGACA-CTTAAACATAGAATTCATCATTTTGAT 
>CT708 ATTTTCATTGATTTAGCGGAAG-TAAAAAGGTACAAGTAACAGGTCTGTC 
>efp_2 ATTCTTCTGGACAAAGCTTAGAAGAGAACGATAACATAGATGGAGAAAAG 
>CT768 AAAACCGTTGACGATAATGCAT-TGCCAGAGCAAACTTTGACTACCAATT 
>ybeB AAAAAGCTCGACCTTATCTTAGATAATCGGGTATTCTCAGGCCAGTTTCA 
>nrdA TTTTCAATTGCAGGAAACGTTG-CTAGCTTCTATATATGGTATACAAGAG 
>CT837 AAAATATTTGAAAGCTAATTCATTTATAAAATAAACTAGAAGACAATCTT 
>CT619 ACAAACATAGAAAAAAACTTTT-TTAAATAAGAAAATAAAAACATAAAAG 
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Mycoplasma pneumoniae M129  35 sítios Weiner et al. (2000) 
>4.5S RNA AATTAATTGATTAAAAGCAG---TTAAGTGTTAGAATTTAGAGCCGTCAC 
>16S RNA ATTCTTTAAACATAAATAAAAAGTTTTTCTGTATAATCTTCAGGCTGTTG 
>10S RNA AAGGTTTGGTCAACTTGCGT-TGTTAATGGTGGAGATGACGGGAATCGAA 
>MP200 RNA AGCCATTTGAAATAAGTTTG---GGGTTTGTTAGAATAATTGCACCTAGT 
>003, MPN152 CAAGGGTTAAACATCTACAA----ACTTTGTTAATATTTCTCTAAATTTC 
>015, MPN140 CTACGACAACAACAGTTGCTGTTTGATTCTTTAAACTTAAACAGAATTAG 
>058, MPN097 TTTTGCTGGTATGCTTAGCG---CGTTTTTGTAAGATTTGGCTTTCTTTC 
>071, MPN084 CATTAATCGGTTTTTGAGTAAATTTATAAAGTACTATTTTCTTTAACTAG 
>072, MPN083 CTCAAGTTGATTAAAACTCT----AAAGAGTTAAAATAGAGTAATGGTTA 
>102, MPN052 AATACATTGAAAATCAACGA-TCTAATAAGTTACTATTACGCATATTTTA 
>250, MPN592 TAAGGGTTCACCTTTCAAAC--TTTCTTTTTTAAAATTAAAGCACACTAT 
>251, MPN591 AACCTAAGTACATTTATGCC----AAACTTATATAATTGGGCACTGTTAA 
>268, MPN574 ATTTAACTGCTAATTGTTAA----TAATTGGTAGAATATTGACGGTATGA 
>282, MPN560 ACGCAATTAAAGCAATTGTT----AATTATTTAAAATTAATCGAATTTAC 
>311, MPN531 GCACTCAAGCCATTCGAGTG--CTAATTTTATATAATTGGCCTATTAACA 
>311, MPN531 CGAGTGCTAATTTTATATAA--TTGGCCTATTAACAAAAGAAAGGGGATA 
>350, MPN491 CAAAAAGGGAAAAACGCCAT----TTTTTTAGATAATTAAGGCAAATTTT 
>381, MPN459 TTAATTTCGCAGATTAGCAA-GCTCCCAAATTAGAATAAAATCACTTTTA 
>385, MPN455 CATTTATTAGCAATTAAGCG--CTTACAAATTAAAATTGACCCAGTTGAC 
>386, MPN454 TAAGTGGGGAATTAAAGCTT---TGAAAAGTTAAAATTTTCCCAATATTT 
>391, MPN449 TAATTAATGCGATTTGGCAG---CTGGATATTAAAATTAAGCGCAATGAT 
>394, MPN446 GGGGATTTTAATCTTGATTATTAAGATAATTTAAAATTGTCACCACATGA 
>396, MPN444 CATCCCCGGTCAAAGAAAGT-GGTTAAATTTTAGAATTATACCAAATTTT 
>438, MPN401 CAAATATTGGGAAAAAAAAGTAGATTTAATTTAACTTTAAACACAATTTC 
>438, MPN401 ATTTTTTTGGCAAATATTGG-GAAAAAAAAGTAGATTTAATTTAACTTTA 
>443, MPN396 ACTAAAGTGGCCATTTTGCT----AAATTTATATAATTTAAGTCAATTGT 
>446, MPN393 TOGTTTTAGTTACTATACCCCTAAAAATAAATAAGATTAAACTAACAAAT 
>461, MPN376 GAAGGATTGTCAAAAATATT-TTTAAAGTGCTAGAATAAAGCATGAAACG 
>528, MPN309 TATTCATTTGCATTTTTTTA----GATAAATTAAAATTAATGGTATAGTG 
>533, MPN304 TTTTTCTTGGGCTTTTGTGT----GGACGTGTAACAATTAAAGCAGTAAG 
>548, MPN288 TTAGGAATTAAACTTGTTTA---ATCTTTATTAAGATTTCTCCAAATTTT 
>555, MPN281 ATTCTTTTTACTTTCTTAAA-AATATTTTTTTAAGATTTTCCATCTTTTT 
>564, MPN271  TTATGAGTTAAAAAGTTCAT---TTTTTAAATAACATTAAACCGGAAATT 
>564, MPN271 CATTTTTTAAATAACATTAA--ACCGGAAATTTCAATTAGTTTCCTCTTC 
>620, MPN212 AAATGGCTTACAACGAACAA-CACCACAAAACACCAATGACGGTGCAAAA 
 

Prochlorococcus marinus subsp. pastoris str. CCMP1986 25 sítios Vogel et al. (2003) 
>pcb TATTAATTCATCCGTTTGATGAAATATAAAGTATTCTCAAAACGTTTAAG 
>psbA ATTCTTTTTCACATTATTGATGATTTTGGACTATATTTATCAAAGCGAAA 
>ftsZ TTTCGGTTATTCACTCAAATTTTTGACAAGTTAATATTTAAGGACTTTCT 
>ftsZ AAGAAAATCCTACATATCAGCTTAGTGAGTTCATAATGCATCCAATACTA 
>psbD ATGTCTATTCCTACTAATTTAAGAATTAATATAGAGTATTATTACCTAAT 
>psbD GATATTTCCCCACTTTACTCTCAATCTTTGTTACAGTCTCATCGTATCCC 
>ntcA TTTTTTAAAAAATATAAGAATTGAAAAATGTTACTGTTGATACAAGTTAT 
>ntcA TGTTGATACAAGTTATTTCTTGCTGTCTTCTTAAGTTTTTTAATAGTAAA 
>petE AACTTCTCGCGATTTAGTTCCAAAAACCTTGTAATATATATAAATAATAA 
>petB AAGTGTTAACACCAAGTAAGTGAATTTTAAGTAAGCTTTCCATATAAAAG 
>rpsL AAAAATGCTTTAGATATGACTCGTAAAAGGTTATGATGTTTTGATATGTA 
>groES TAAAGAGTGGTTTAATTGCTGCTTAACAGATTATGTTATTTACCATACGG 
>atpB AACCCAGTTAACGAATATACCCTCGGGATGGTAATATTTCGCATTATGAG 
>kaiB CAGTCTTGAATGTTTGTTTATCTTCTTATTTTATAGTGTAATTAGTCAAG 
>rplU ATAAACCTTGACTAATTACACTATAAAATAAGAAGATAAACAAACATTCA 
>psbH AATTTGTAAACAATTTATGTATTAACTCTTATACAATAACTAAATAAATT 
>psaF AACTTTGTGCATATTTGATTCGATACTGTTTTATTTTAATAATAATTTCT 
>chlN ATCAATTAGTGCTTAAATCCAAAAGTTTATGCAAGCTTGAAGAATAAGCT 
>PMM0131 ACTATTTAATAAAGTCTATAACATTTATTACTATAGTAATTAATACAAGC 
>csoS1 AAAATGCTTGACTTATCAGTACGTTATGGACCATTCTTCGGATTGAACAT 
>PMM1101 TGAAATCAGATTTATCTTTACCTCCAGATGTTAGATTAGTGATTCGGATC 
>ndhC CACAACTTCTACATTCGAATCTATTTTGTTCTAAATTGGTAATGAGCTCT 
>petH TAAAACACATACAAATTAATATACAAATTGATAATCTCTTAGTATAAATA 
>petH ACGTAACCATTTTTATAAAACACATACAAATTAATATACAAATTGATAAT 
>ureE AGAAACAATTACCTTCCCAAGAAGATTTAGCCATAATTGTTTTCTTGATT 
 

Campylobacter jejuni 81-176 21 sítios Wosten et al. (1998b) 
>p. ORF1, clone 1b7 ATTTTATGATTTTTACAAT--GAAATTTAGTTATAATTGTAGTTTATAAA 
>p. ORF1, clone 1g9 ATGTTAAATTTAATTTATC--TTATTTTTGCTATATTAACGCCATAAAAT 
>p. ORF1, clone 2A12 AAATTAAGTGATACAAGA---TTAAATTTAGTAAATTTTAATATAATTAT 
>p. ORF1, clone 3D8 ATTTATTGTAAAAATGCA----ATTTTCTGCTAAAATTAAACAAAAATTA 
>pspA gene        TTATTTAATTTTTGTAAT---ATTTTTATGCAATAATTATTTATATCTTA 
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Campylobacter jejuni 81-176 21 sítios Wosten et al. (1998b) 
>icd gene, partial TACTCTTGCATTTTTTTT----TATTTGTAATATACTTAAAAATGAAAAT 
>5G10 CGTAAAAGTTTTTTGAAGT--ATTTAAATGATATATTTCAAAATCTAGTT 
>p. ORF1, clone 11B4 TAAACAAATTTGACAAAA----AGTGCATTTTTTTACTAAAATCACATTT 
>p. gene gltX-2 TATTTAAGTATAAATATCGC-ATTATATCAATAAAAATTTAAGAAAAGGC 
>p. ORF1, clone 14B7 GTTTTAAAAATAAGCTTTA--TTTTTCTTTATATATGTTAGAATCATGTG  
>metK gene, partial TTATCAAGCTTTGATAAG---TTTATTTGGATACAATTGTGGTTCATTTT 
>sodB ATTTTTACTCTTTTTAAT---ATTATTATGGTAATATTTTCAATATCAAA 
>hup TTTACTTGATATTGTTTT---TTAAATATGCTAAAATTAGGCGTTTCAAT 
>ileS AAACAAAGTAGAAATTAAAG-CTAATTTGAGTAGAATTTAAGATTATTAA 
>rpsO AAATTCAGTTTATTTTTTG--CTTTTTAAGATAAAATTACAGTTCTTTAA 
>tigPI ATTTTAATAATAATGTAAT--ATTGCAATTTTATCATAAATTACTTTAAA 
>ORF3 AATTTAAGTCTTTTTCTAAG-AATTATTTATTATAATTACAGCTATTTCT 
>proA TATTTACCTTTCAATTCTA--AATTTTTTTGTATAATTTATCAAGTTTTT 
>orf1 TTTACCAGCTCCACGCTT----GTTATTTTTTATCTTTGTCTTTGTATGC 
>glyA CAAATAAAAAATCGATTC----GTGATGTGATATTGTTTCCTGCAATGCG 
>lysS ACAGCAAGCCTTGATTGCAAAAGAACATGGTTTTAAACTTACAGGGCATT 
 

Mycoplasma hyopneumoniae 7448  23 sítios Este trabalho 
>sipS AAAATCAAAAATTAAAATTGTTTTTTTATGATAAAATATCAAAGAAATAA 
>recA TAAATTTTTCCTTTTTTTATTAAAATGTTTAAAAAATATTAAATTAGAAT 
>licA TAATTTTTATTTTAAAATTTGAAAAATATAATAAAATTTCCAGTATGAAA 
>uvrC ACTTCAAGATTTAATTATACCAATTTTTTGTTAAAATTATAATAATTATC 
>clpB ACTCTTTACTTTTAAGTGCCAAAAAATATGTTATAATTTATTTTGTTAAG 
>rpsJ TAAAAAAATTATTGAATTTTTATTTTTTGTGTATAATTTAATCTTACCGT 
>P97c1 ACTTTTTTGTTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAGTATAATTTTAATTGTACAA 
>glyA TTAAAAAAATTATTTTTTTGTTTTTTTAGTGTATAATGTGTAAAATTCCA 
>0225 AATAAAAAATAAAAAAAATTATTTTTTATGTTAAAATTATAATCGTAGGG 
>P97like GGATTTTAGTTACTAAAAAATTAAAATATGGTATAATTTTAATTAAATTG 
>0279 GATTTTTTTTTAAAAATTTTTAAAAATAGTGTAAAATTGTTAAATTATGA 
>glpK AATTTCACAGGGCTCCTTTGGATTAAAATGTTATAATTCAAATATATAAA 
>P37like TAAAAAAAATTTATAATTCTTCCTTCTATGATATAATAATTTCAGGTAAA 
>efp TTCATTTTTAGATTTTTTTTTTTTTTTATGCTATAATTTATAGTTACTTT 
>pgk TGTTTTTTCTTAGTTTTTCAACTTAATAGTTTATAATATAACAAAAATAA 
>46K TCATTTTTTAAAAAAAAATTGATTTTTATAGTATAATTTATTTGTATAAT 
>gyrA GAAAATTCTTATTAAAACATAAAAAATATGGTATAATTTATACTTACCAC 
>pyrH TTTTTTAATACATTTTTTTTCAAAAATAAAGTATAATAAAAGAAACTTTT 
>ktrA GATAATTTTAAAAATTTTTTCAATTTTGGTCTACAATTTAGTCAAATGAA 
>rplJ AAAAAATACTTTTTTTATTTTCGCTTTCTGGTATAATTCAAAAACGCAAT 
>dam TTTTTTAAATAATTTTATCCCTATTTGCTTATATAATTTAGTTTATGTCA 
>leuS ACTTTTGGCTTTTAATTTTAAAAAATTATGCTATAATTTAGGTAACTATC 
>P146 GAGAAATTTTTTTAATTTTTAACTTCTATAGTATAATTATTGTATCACTT 
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