
1
2

4
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
 
 
1
 
G
G
T
A
C
C
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
C
T
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
 
 
1
 
G
G
T
A
C
C
G
C
G
T
G
T
C
C
G
C
T
G
G
A
A
A
A
A
A
G
C
C
A
C
C
T
G
T
G
T
G
G
C
G
G
T
G
G
T
T
C
T
G
C
G
T
G
T
C
C
A
C
C
G

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
 
G
 
 
T
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
P
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
 
6
1
 
G
A
G
A
A
G
A
T
T
C
A
T
G
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
G
A
C
T
G
A
G
A
A
G
A
A
G
C
A
T
G
T
T
T
G
C
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
 
6
1
 
G
A
A
A
A
A
A
T
T
C
A
C
G
T
G
T
G
T
G
G
A
G
G
C
G
G
C
A
G
C
G
C
G
T
G
T
C
C
G
A
C
C
G
A
A
A
A
G
A
A
A
C
A
T
G
T
G
T
G
C
 

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
E
 
 
K
 
 
I
 
 
H
 
 
V
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
T
 
 
E
 
 
K
 
 
K
 
 
H
 
 
V
 
 
C
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
1
2
1
 
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
A
T
G
C
T
T
G
G
A
A
G
A
T
G
C
G
G
C
T
G
T
C
T
C
A
G
A
T
G
T
A
T
G
A
T
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
1
2
1
 
G
G
C
G
G
C
G
G
C
T
C
C
G
A
T
G
C
G
T
G
G
A
A
G
A
T
G
C
G
C
C
T
G
T
C
T
C
A
G
A
T
G
T
A
T
G
A
T
G
G
T
G
G
T
G
G
A
A
G
C

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
D
 
 
A
 
 
W
 
 
K
 
 
M
 
 
R
 
 
L
 
 
S
 
 
Q
 
 
M
 
 
Y
 
 
D
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
1
8
1
 
A
T
T
G
A
T
C
C
G
C
T
G
A
T
G
T
T
T
A
A
G
T
A
T
T
G
G
T
C
G
A
A
T
A
T
G
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
T
C
T
A
A
T
A
A
T
G
C
G
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
1
8
1
 
A
T
T
G
A
C
C
C
G
C
T
G
A
T
G
T
T
T
A
A
A
T
A
T
T
G
G
A
G
C
A
A
C
A
T
G
G
G
T
G
G
C
G
G
C
T
C
G
A
G
T
A
A
C
A
A
C
G
C
C

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
I
 
 
D
 
 
P
 
 
L
 
 
M
 
 
F
 
 
K
 
 
Y
 
 
W
 
 
S
 
 
N
 
 
M
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
S
 
 
N
 
 
N
 
 
A
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
2
4
1
 
G
A
T
T
A
T
A
A
G
C
A
G
T
C
G
C
T
G
C
T
G
C
T
G
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
T
C
T
A
T
T
C
C
G
A
C
G
T
A
T
A
C
T
C
C
T
G
A
T
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
2
4
1
 
G
A
C
T
A
T
A
A
A
C
A
G
A
G
C
C
T
G
C
T
G
C
T
G
G
G
C
G
G
C
G
G
C
A
G
C
A
G
C
A
T
C
C
C
G
A
C
C
T
A
T
A
C
G
C
C
G
G
A
T
 

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
D
 
 
Y
 
 
K
 
 
Q
 
 
S
 
 
L
 
 
L
 
 
L
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
S
 
 
I
 
 
P
 
 
T
 
 
Y
 
 
T
 
 
P
 
 
D
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
3
0
1
 
A
A
G
G
T
G
A
C
G
T
A
T
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
T
G
A
A
T
T
G
G
A
A
T
T
C
T
T
G
G
C
A
T
A
A
G
A
C
T
A
A
T
C
T
G
T
C
T
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
3
0
1
 
A
A
A
G
T
C
A
C
C
T
A
C
G
G
T
G
G
G
G
G
A
T
C
T
G
T
C
A
A
C
T
G
G
A
A
T
T
C
A
T
G
G
C
A
T
A
A
A
A
C
C
A
A
T
C
T
G
T
C
A

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
K
 
 
V
 
 
T
 
 
Y
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
V
 
 
N
 
 
W
 
 
N
 
 
S
 
 
W
 
 
H
 
 
K
 
 
T
 
 
N
 
 
L
 
 
S
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
3
6
1
 
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
T
C
T
G
T
G
C
A
G
G
A
G
C
G
G
T
A
T
T
A
T
G
C
T
T
T
T
T
G
G
T
C
G
A
C
T
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
3
6
1
 
G
G
T
G
G
C
G
G
A
A
G
C
T
C
T
G
T
T
C
A
G
G
A
A
C
G
T
T
A
T
T
A
C
G
C
G
T
T
C
T
G
G
T
C
T
A
C
C
G
G
A
G
G
T
G
G
T
T
C
A

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
S
 
 
V
 
 
Q
 
 
E
 
 
R
 
 
Y
 
 
Y
 
 
A
 
 
F
 
 
W
 
 
S
 
 
T
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
4
2
1
 
A
T
G
G
C
G
A
T
T
A
C
T
G
A
T
C
A
T
C
C
T
G
G
G
T
C
T
G
C
G
A
T
G
G
T
G
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
T
G
C
G
G
C
C
G
C
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
4
2
1
 
A
T
G
G
C
G
A
T
T
A
C
C
G
A
T
C
A
T
C
C
G
G
G
T
T
C
T
G
C
C
A
T
G
G
T
G
G
G
C
G
G
T
G
G
A
T
C
G
T
G
C
G
G
C
C
G
C
 

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
M
 
 
A
 
 
I
 
 
T
 
 
D
 
 
H
 
 
P
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
M
 
 
V
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
C
 
 
G
 
 
R
 

F
ig

u
ra

 2
9

 -
 G

e
n
e

 a
rt

if
ic

ia
l 

A
: 

a
lin

h
a

m
e

n
to

 d
e
 D

N
A

 (
re

g
iã

o
 o

ti
m

iz
a

d
a

).
 O

s
 c

ó
d
o

n
s
 a

lt
e

ra
d
o

s
 e

s
tã

o
 i

n
d

ic
a

d
o

s
 c

o
m

 l
e

tr
a

s
 

c
la

ra
s
: 

re
s
u

lt
a
d

o
s
 d

a
 t
ra

d
u

ç
ã

o
 G

E
N

E
 A

 =
 5

'3
' F

ra
m

e
 1

 



1
2

5
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
 
 
1
 
G
G
T
A
C
C
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
 
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
 
 
1
 
G
G
T
A
C
C
G
C
C
T
G
C
C
C
G
C
T
G
G
A
A
A
A
A
A
G
C
C
A
T
C
T
G
T
G
T
G
G
C
G
G
T
G
G
C
A
G
C
G
C
C
T
G
T
C
C
G
C
T
G

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
G
 
 
T
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
 
6
1
 
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
 
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
 
6
1
 
G
A
A
A
A
A
T
C
C
C
A
T
C
T
G
T
G
C
G
G
C
G
G
C
G
G
C
T
C
T
G
C
T
T
G
C
C
C
A
C
T
G
G
A
A
A
A
A
A
G
T
C
A
T
T
T
A
T
G
T

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
1
2
1
 
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
 
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
1
2
1
 
G
G
G
G
G
C
G
G
T
T
C
T
G
C
G
T
G
C
C
C
G
T
T
A
G
A
G
A
A
A
T
C
C
C
A
T
C
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
T
G
G
C
T
C
G
G
C
A
T
G
T
 

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
1
8
1
 
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
1
8
1
 
C
C
T
C
T
G
G
A
A
A
A
A
A
G
T
C
A
C
C
T
T
T
G
C
G
G
C
G
G
T
G
G
T
T
C
G
G
C
G
T
G
C
C
C
T
T
T
G
G
A
A
A
A
A
T
C
A
C
A
T
 

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
2
4
1
 
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
2
4
1
 
C
T
G
T
G
C
G
G
A
G
G
T
G
G
C
T
C
G
G
C
G
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
A
A
A
A
T
C
G
C
A
C
C
T
A
T
G
C
G
G
T
G
G
C
G
G
T
T
C
T

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
3
0
1
 
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
3
0
1
 
G
C
C
T
G
T
C
C
C
C
T
G
G
A
A
A
A
A
A
G
C
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
C
G
G
T
G
G
C
A
G
C
G
C
A
T
G
T
C
C
A
C
T
G
G
A
G
A
A
A

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
3
6
1
 
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
G
G
T
T
C
G
G
C
T
T
G
T
C
C
T
C
T
T
G
A
G
A
A
G
T
C
G
C
A
T
T
T
G
T
G
C
G
G
T
G
G
A
 
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
3
6
1
 
T
C
T
C
A
C
C
T
G
T
G
C
G
G
A
G
G
C
G
G
T
A
G
C
G
C
A
T
G
C
C
C
G
C
T
G
G
A
G
A
A
A
T
C
G
C
A
T
C
T
G
T
G
T
G
G
C
G
G
C

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 
G
 
 
S
 
 
A
 
 
C
 
 
P
 
 
L
 
 
E
 
 
K
 
 
S
 
 
H
 
 
L
 
 
C
 
 
G
 
 
G
 
 

 
 

O
r
i
g
i
n
a
l
 
 
 
4
2
1
 
G
G
T
T
C
G
T
G
C
G
G
C
C
G
C
 

O
t
i
m
i
z
a
d
a
 
 
4
2
1
 
G
G
C
T
C
G
T
G
C
G
G
C
C
G
C
 

P
r
o
t
e
í
n
a
 
 
 
 
 
 
 
 
G
 
 
S
 
 
C
 
 
G
 
 
R
 
 
 

F
ig

u
ra

 3
0

 -
 G

e
n
e

 a
rt

if
ic

ia
l 

B
: 

a
lin

h
a

m
e

n
to

 d
e
 D

N
A

 (
re

g
iã

o
 o

ti
m

iz
a

d
a

).
 O

s
 c

o
d
o

n
s
 a

lt
e

ra
d
o

s
 e

s
tã

o
 i

n
d

ic
a

d
o

s
 c

o
m

 l
e

tr
a

s
 

c
la

ra
s
: 

R
e

s
u

lt
a

d
o

s
 d

a
 t
ra

d
u

ç
ã
o

 G
E

N
E

 A
 =

 5
'3

' F
ra

m
e

 1
. 



Figura 31: Análises de conteúdo GC 

dos genes A e B.

X representa qualquer letra distinta das citadas an

126 

: Análises de conteúdo GC (guanina e citosina) nas seqüências

dos genes A e B. A- adenina, C-citosina, G-guanina e T

X representa qualquer letra distinta das citadas anteriormente.

seqüências artificiais 

uanina e T-timina. A letra 

teriormente.



Figura 32 – Restrição enzimática do vetor pET32a

e B com as enzimas 

tamanho apro

molecular (Colunas

molecular (Colunas

Figura 33 – Indução da expressão 

coli. Amostras da cultura foram coletadas em diversos tempos, 

1 e 2), 1 hora (poço 3 e 4), 2 horas (poço 5 e 6), 

horas (gene B, 

10 representa o marcador de massa molecular 

Ladder). 

               1        2       3                             4       5    

   1          2         3          4          5         6        
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Restrição enzimática do vetor pET32a contendo os genes sintéticos A 

com as enzimas Kpn1 e Not1 (representados por fragmentos de 

tamanho aproximado de 500pb). Marcador 100pb DNA ladder 

Colunas 1 e 4) Marcador 1kb DNA ladder

Colunas 3 e 6).  

Indução da expressão das proteínas PRA e PRB em extrato de 

ras da cultura foram coletadas em diversos tempos, 

1 e 2), 1 hora (poço 3 e 4), 2 horas (poço 5 e 6), 3 horas (poço 7 e 8), 5 

gene B, poço 9) e analisadas em gel SDS-PAGE 16%. O poço 

10 representa o marcador de massa molecular em kDa 

2       3                             4       5       6

2         3          4          5         6         7         8         9       10

contendo os genes sintéticos A 

1 (representados por fragmentos de 

DNA ladder alto peso

DNA ladder baixo peso 

PRA e PRB em extrato de E. 

ras da cultura foram coletadas em diversos tempos, 0 (poço 

3 horas (poço 7 e 8), 5 

PAGE 16%. O poço 
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