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RESUMO

CHICA, D. M. A procura de bactérias degradadoras de metamidofés. 2011. 151 f.
Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2011

O metamidofo6s € um inseticida organofosforado altamente toxico por ser um forte inibidor da
acetilcolinesterase, sendo utilizado em diversas culturas para o controle de pragas. Ha poucas
informacdes sobre a biodegradagdo deste composto disponiveis na literatura. Foram isoladas e
caracterizadas 12 bactérias a partir de amostras de solo e 4gua de uma area contaminada com
metamidofos, as quais mostraram inicialmente capacidade de degradar o pesticida, utilizando-
o como fonte de enxofre/nitrogénio e fosforo/enxofre. Estes isolados foram identificados por
métodos de biologia molecular e pela caracterizagdo do perfil lipidico da célula como
pertencentes aos géneros, Serratia, Pseudomonas, Stenotrophomonas e Curtobacterium.
Ensaios preliminares da cinética de degradagdo do metamidofos por GC/MS evidenciaram o
consumo do pesticida pelas bactérias isoladas. A retomada destes ensaios apos alguns meses
de armazenamento em glicerol a -80 °C resultou na perda da capacidade de biodegradagdo do
composto-alvo por causas ndo-identificadas. Fatores que podem ter contribuido para este
resultado negativo incluem eventual perda de plasmideos com partes das vias de

biodegradacao ou interferentes utilizados na estabilizagdo do metamidofos.

Palavras chave: Metamidofos. Biodegradagao. GC/MS. Organofosforado.



ABSTRACT

CHICA, D. M. Searching for methamidofos degrading bacteria. 2011. 151 p. Masters
thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2011

Methamidophos is a strong acetylcholinesterase inhibitor and, therefore, a very toxic
organophosphorus insecticide. This product has been widely employed for pest control in a
variety of cultures, but little information is available about its biodegradation. 12 bacteria
were isolated and characterized, from water and soil samples obtained from a site
contaminated with methamidophos, which in preliminary tests showed the ability to degrade
methamidophos, using it as a combined source of sulfur/nitrogen and/or phosphorus/sulfur.
These isolates were identified by molecular biology methods and by characterization of its
fatty acids profile as members of the genus Serratia, Pseudomonas, Stenotrophomonas and
Curtobacterium. The ability to biodegrade the compound was lost after prolonged storage at -
80 °C for unknown reasons. It was hypothesized that this negative result may have occurred
due to loss of plasmids or by interference of products used in the stabilization of commercial

methamidophos formulations.

Key Words: Methamidophos. Biodegradation. GC/MS. Organophosphorus.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

O uso de defensivos agricolas para a protecdo de culturas representa uma alternativa
tecnoldgica importante na agricultura, que permite enfrentar as exigéncias de produtividade
agrondmica, sendo uma solucdo economicamente viavel, rapida e efetiva para o controle de
pragas.

Dentre os defensivos utilizados, o metamidofos, composto organofosforado com
atividade inseticida e acaricida, tem sido amplamente utilizado em diferentes culturas tais
como, algoddo, tabaco, tomate, batata, entre outros (BASF, 2011). Este pesticida aparece
como produto de degradagdo do principio ativo acefato (YEN; LIN; WANG, 2000), por sua
N-desacetilacdo (SINGH, 1984; HUSSAIN, 1987). Cabe ressaltar que o acefato ¢ um
inseticida  organofosforado, quimicamente conhecido como O,S-dimetil-N-acetil
fosforamidotioato, o qual, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) s6 podera ser usado em culturas de algoddo e soja, até 31 de outubro de 2013
(ANVISA, 2011), assim como o metamidofds, que foi proibido no Brasil com data limite de
utilizagdo até 30 de junho de 2012.

O metamidofo6s atua como inibidor da acetilcolinesterase, o que, além de exterminar
pragas, representa um risco para a saide humana e os recursos naturais. Além disso, o uso
irresponsavel deste tipo de composto aumenta os niveis de contaminagdo ambiental,
principalmente no solo, incrementando o potencial de resisténcia dos organismos alvo destes
defensivos agricolas.

Desta forma, considerando a ampla utilizagdo de metamidofés e os poucos relatos
sobre a biodegradacdo do mesmo, este projeto visa avaliar a biodegradabilidade deste

composto, através do isolamento de bactérias de uma area contaminada por este defensivo.

1.1 Cenario Atual

O Brasil ¢ o maior mercado de defensivos agricolas do mundo, assumindo a lideranca
mundial no consumo destes compostos desde 2008. Dados preliminares indicaram que em
2008 os produtores brasileiros compraram entre US$ 6,9 bilhdes e US$ 7 bilhdes em
defensivos agricolas, US$ 200 milhdes mais que os norte-americanos, até entdo lideres

mundiais (PACHECO, 2010).
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O levantamento do Instituto Internacional de Pesquisa em Agronegdcios mostrou um
crescimento de quase 30% no mercado de insumos agricolas no ano 2008. O rapido aumento
no consumo de tais compostos no Brasil deve-se ao clima tropical propicio para pragas nas
lavouras e ao crescente uso de tecnologias avangadas no campo, sendo que, quanto mais
avangado o sistema produtivo, maior o consumo de agrotoxico.

Apesar do grande volume de recursos movimentados pela industria de pesticidas no
mercado brasileiro, o consumo, assim como o gasto do produtor brasileiro com agrotoxico
ainda € pequeno por hectare se comparado a outros paises. Neste cenario econdomico €
industrial o Brasil leva vantagem na pesquisa por se tratar de um pais com grande area
cultivada e também pelo tamanho da producao agricola, pois o pais ¢ um grande produtor de
alimentos.

Esta situacdo acompanhada do emprego indiscriminado, sem as devidas precaugdes e
cuidados em relagdo a manipulacdo, producdo, estocagem e destino final, gera um risco ndo
s6 ao meio ambiente, mas também a saude das pessoas que direta ou indiretamente estdo em
contato com estes compostos.

A preocupagdo com o meio ambiente e sua degradacdo tem levado ao
desenvolvimento de novas tecnologias, as quais promovem a recuperagao ou a remediagdo de
areas contaminadas com a utilizacdo de micro-organismos, plantas ou mesmo enzimas. Entre
as tecnologias, destaca-se a biorremediacdo, que emprega processos biologicos aplicados a
recuperacdo ou remediacdo de areas contaminadas, o tratamento de compostos organicos
volateis ou efluentes contendo residuos toxicos que devam ser eliminados antes da descarga
no ambiente (DAMS, 2006).

Em relagdo as técnicas convencionais (incineragdo, aterro, entre outros), a
biorremediacdo ¢ normalmente mais econdmica, elimina permanentemente o risco da

contaminagdo e tem boa aceitacdo publica.

1.2 Defensivos Agricolas

Os defensivos agricolas comegaram a ser utilizados em escala mundial apds a Segunda Guerra
e na agricultura nacional a partir da década de 70. No Brasil, estes compostos foram
primeiramente utilizados em programas de satide publica, no combate a vetores € no controle
de parasitas e depois na agricultura, tendo incentivo do Plano Nacional de Desenvolvimento

(DAMS, 2006).
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Os defensivos agricolas sdo classificados como inseticidas organofosforados (OP),
organoclorados e carbamatos; rodenticidas, como os anticoagulantes; herbicidas, como
paraquat, diquat, acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D); fungicidas, como ditiocarbamatos,
captan; ¢ fumigantes, como dibrometo de etileno, brometo de metilo, fosfinas
(SOLTANINEJAD e ABDOLLAHI, 2009).

Os organoclorados tais como o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), lindano, entre
outros, t€m sido considerados os grandes responsaveis pelos problemas de contaminagio
ambiental, devido a sua toxicidade para organismos nao alvo, a degradacdo natural lenta e a
tendéncia de se bioacumular na cadeia trofica. O seu uso tem sido reduzido drasticamente em
paises desenvolvidos (SANCHES et al., 2000), sendo substituidos pelos organofosforados,
que sdo mais efetivos e menos persistentes no meio ambiente, embora ainda possuam elevada
toxicidade para mamiferos (SINGH e WALKER, 2006).

Dentre os defensivos utilizados no Brasil, os OPs representam um ter¢o do total dos
principios ativos em uso que oferecem elevado risco de saude para seres humanos
(JOKANOVIC, 2001). No entanto, os OPs s3o os candidatos mais populares para a
substitui¢do dos organoclorados, uma vez que estes ultimos apresentam maior persisténcia no
ambiente e tendéncia de bioacumulagdo na cadeia alimentar (SOLTANINEJAD e
ABDOLLAHI, 2009; GARRIGUES, 1995), além de serem geralmente mais toxicos para os
animais vertebrados do que os outros defensivos (ZHANG et al., 2002).

Os OPs de maior interesse comercial e toxicologico sdo os ésteres ou tiois derivados
do acido fosforico, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico sendo que, geralmente as cadeias
laterais R; e Ry sdo grupos aril ou alquil que se ligam diretamente ao atomo de fosforo
(fosfinatos) ou que se encontram unidos a um atomo de oxigénio ou enxofre (fosfatos ou
fosfotioatos). Além disso, o R; pode estar ligado diretamente ao atomo de fosforo e o R,
unido ao atomo de oxigénio ou enxofre (fosfonatos ou tiofosfonatos) e, no caso dos
fosforamidatos, pelo menos uma das cadeias laterais ¢ o grupo amino (-NH,) (Figura 1)

(SINGH e WALKER, 2006).



19

Fosfatos F""DHB

i
Fosforotiolato A~ "SRa
Fosforoditioato ,P{ ---SR4

Fosforotioato ou tionato B----ORj

Figura 1. Estruturas e Nomenclatura dos Acidos Fosforico e Tiofosforico

1.3 Metamidofos

1.3.1 Caracteristicas Fisico — Quimicas

O éacido O-S dimetil éster tiofosforamidotioato (C,HgNO,PS), também conhecido
como metamidofos (Figura 2), ¢ um inseticida acaricida organofosforado que possui elevada
solubilidade em agua (>2000 g/l a 25 °C) e aparece como produto de degradacdo do principio
ativo acefato (YEN; LIN; WANG, 2000). Este composto apresenta propriedades fisico -
quimicas tais como, ponto de fusdo entre 82-89 °C, pressdo de vapor 0,226 mPa e peso

molecular 141,1 g/mol (WARE, 1990).

CH,S 0|
i
P — NH.

CH,0 4

Figura 2. Estrutura quimica do metamidofos
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1.3.2 Utilizacao

O metamidofdés era comercializado no Brasil ha varios anos sob diferentes nomes
comerciais, entre eles Tamaron BR (Bayer), Hamidop 600 (Arysta), Metamidofos Fersol 600
(Fersol), Metafos (Milenia), Metasip (Sipcam Agro) e Dinafos (Cheminova). Este composto ¢
formulado como concentrado soluvel ou solug¢do aquosa ndo concentrada, que contém 600 g
do ingrediente ativo metamidofos por litro do produto comercial.

Este produto estava autorizado pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), do Ministério da Saude, apenas para uso em pulverizagdo foliar nas culturas de
algodao, amendoim, batata, feijao, soja, tomate e trigo, via trator, pivé central ou aplicagdo
aérea, evitando-se o maior contato dos aplicadores em exposicdo ocupacional. Na cultura do
tomate, o uso esta autorizado somente para tomate rasteiro, com fins industriais (massa de
tomate, etc.), sendo seu uso proibido para tomate de mesa (ANVISA, 2003).

O metamidofos € efetivo frente a insetos e € usado para o controle de afidos, vermes, e

demais, ver Tabela 1 (BASF).

Tabela 1 - Tipos de culturas de uso do metamidofos

CULTURA NOME CIENTIFICO NOME COMUM
Batata Diabrotica speciosa Vaquinha-verde-amarela
Batata Macrosiphum euphorbiae Pulgao-das-solanaceas
Batata Myzus persicae Pulgdo verde
Batata Epicauta atomaria Vaquinha-das-solanaceas
Feijdo Bemisia tabaci Mosca branca
Feijdo Empoasca kraemeri Cigarrinha verde
Feijdo Diabrotica speciosa Vaquinha-verde-amarela

Soja Anticarsia gemmatalis Lagarta-da-soja
Soja Nezara viridula Percevejo-da-soja
Tomate Neoleucinodes elegantalis ~ Broca pequena do fruto
Algodio Aphis gossypii Pulgao-do-algodoeiro
Algodao Frankliniella schultzei Tripes
Amendoim Enneothrips flavens Tripes-do-bronzeamento

Amendoim Stegasta bosquella Lagarta do pescoco vermelho
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1.3.3 Modo de A¢éo e Toxicidade

O metamidofos esta classificado pela EPA como composto Classe I (Altamente
Perigoso), sendo de uso restrito (MALATO et al., 1999; ANVISA, 2002). Este composto ¢
altamente toxico por via oral, dérmica e respiratoria apresentando uma DL50 oral em ratos
entre 14-30 mg/Kg de peso do animal (MAHAJNA; QUISTAD; CASIDA, 1997).

A Tabela 2 apresenta os LMR (Limites Maximos de Residuos) para metamidofos nas
culturas onde seu emprego era autorizado, definida como a quantidade maxima de residuo de
agrotoxico legalmente aceita no alimento, e os intervalos de seguranca, intervalo de tempo
entre a ultima aplicagcdo do agrotoxico e a colheita ou comercializagao.

A reavaliagdo feita pela ANVISA (2011) determinou a retirada do produto do mercado
brasileiro, baseando-se em estudos cientificos que relacionam o uso de metamidofos a
problemas no sistema enddcrino, reprodutor e desenvolvimento embriofetal. O metamidofos
ja teve o uso banido em paises como China, Paquistdo, Indonésia, Japdo, Costa do Marfim e
Samoa (ANVISA, 2009).

De acordo com o cronograma de retirada programada do produto do mercado
brasileiro, as empresas s6 poderdao produzir agrotoxicos com o ingrediente ativo metamidofos
com base nos quantitativos historicos de comercializacdo de anos anteriores de cada empresa
e com base nos estoques ja existentes no pais de matérias-primas, produtos técnicos e
formulados. A comercializacdo destes produtos s6 podera ser feita até 31 de dezembro de

2011 e a utilizagdo, até 30 de junho de 2012 (ANVISA, 2011).

Tabela 2 - Limites Maximos de residuos do Metamidofos nas culturas
CULTURAS LMR (mg/kg) INTERVALO DE SEGURANCA

Algodao 0,05 21 dias
Amendoim 0,1 21 dias
Batata 0,01 21 dias
Feijao 0,01 23 dias
Soja 0,01 23 dias
Tomate 0,5 21 dias
Trigo 0,1 21 dias

Fonte: ANVISA, 2003

O efeito toxico dos OPs nos insetos ¢ mamiferos deve-se a inibi¢ao da atividade da
acetilcolinesterase (AChE), a qual catalisa a hidrélise da acetilcolina gerando colina e acido
acético apods a transmissdo sinaptica; este efeito é originado pela fosfilacdo (fosforilacdo e

fosfonilagdo) do centro ativo da enzima deixando-a inativa (TAYLOR et al., 1995).
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A impossibilidade da AChE hidrolisar a acetilcolina gera uma acumulacdo deste
transmissor causando a superestimulacdo dos receptores colinérgicos produzindo paralisia
neuromuscular (WOREK et al., 2004).

As manifestagdes clinicas das intoxicagcdes com OPs levam a crises colinérgicas
agudas. A superestimulagdo dos receptores nicotinicos, devido ao excesso da acetilcolina
também pode produzir uma superestimulacdo simpatica. A segunda manifestacdo ¢ a
sindrome neurotdxica intermediaria, caracterizada por paralisias nervosas craniais, debilidade
do pescogo e membros proximos e paralisia respiratoria.

Os OPs sdo quimicos altamente reativos e sua toxicidade ndo estd limitada a ligagdo
com a acetilcolinesterase, haja vista que esta pode reagir com centros ativos de outras enzimas
gerando outros sintomas neurologicos (AARDEMA et al., 2008).

Nos humanos o metamidofos ¢é rapidamente absorvido através do estomago, pulmoes e
pele, sendo eliminado na maior parte pela urina. Em paises em desenvolvimento foram
relatados casos de intoxica¢des ocupacionais e intencionais causadas por OPs, incluindo casos
com mortes (WU et al., 2001).

Os sinais e sintomas de envenenamentos sistémicos agudos por este composto incluem
dor de cabega, nervosismo, nauseas, sudoragado, salivacdo, visdo embacada, caibras, diarréia,
tremedeira muscular e, em casos severos, neuropatias, convulsoes, coma ¢ perda de reflexos e
controle muscular (WEINBAUM et al., 1997).

Castro, Chiorato e Pinto (2000) relataram que o metamidofos ndo tem um efeito letal
em embrides de ratos e, em estudos preliminares, ndo houve malformagdes congénitas.
Karabay e Oguz (2005) estudaram o efeito citotoxico e genotdxico do metamidofds
evidenciando um aumento de anomalias nos cromossomos dos camundongos ¢ a indugdo de
mutagdes em Salmonella pelo Teste de Ames.

Outros estudos demonstraram que o metamidofos apresentou resultados positivos nos
testes de genotoxicidade ou mostrou a capacidade de induzir alteragdes nos cromossomos
(ATHANASOPOULOS et al., 2005).

Gary e Lorenzen (1989) avaliaram o efeito na capacidade de voo das abelhas apos a
sua exposicdo ao metamidofos observando o prejuizo deste sobre a polinizagdo e, por
conseguinte o efeito nocivo numa parte importante do ciclo reprodutivo das plantas.

A toxicidade cronica e o potencial de carcinogenicidade do metamidofés foram
avaliados em 03 estudos reportados pela ANVISA, conduzidos com ratos, camundongos e

cdes, nos quais o mesmo nao foi considerado carcinogénico (ANVISA, 2009).
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1.3.4 Adsorcao de Metamidofés no Solo

A adsor¢ao tem um papel importante na mobilidade e biodisponibilidade dos
defensivos agricolas no solo (YEN; LIN; WANG, 2000). Esta caracteristica ¢ condicionada
pelas propriedades fisico-quimicas da solucao (pH e concentragdo do defensivo agricola) e da
molécula, a textura do solo, as superficies minerais ¢ a quantidade de matéria orgénica
presente (KOLELI et al., 2006).

O metamidofos é pouco adsorvido no solo e pode ser classificado como um composto
movel (FAO - Food and Agriculture Organization, 2003). A sua elevada taxa de degradagao
em ensaios de campo e de laboratério sugere que a molécula ndo persiste por muito tempo no
meio-ambiente.

Ismail et al. (2002) observou em solos da Malasia que a mobilidade do metamidofos €
maior comparada com a do endosulfan, notando a facilidade que pode ter o metamidofos para
contaminar as aguas subterraneas, considerando a pobre retencdo deste no solo.

Koleli et al. (2007) calculou a sorcdo do metamidofés, como a diferenga entre a
concentracdo aquosa do metamidofos (mg/l) em amostras com solo e a concentragdo total
deste em amostras sem solo. Desta forma, o autor avaliou a influencia do pH na sor¢do de 100
mg/l de metamidofos em solos com um teor de matéria organica entre 5,5 e 1,5%, observando
que, a um pH de aproximadamente 11,5 atingia-se uma sor¢do de 100% do metamidofos no
solo.

O grupo amina do metamidofos participa de reacdes de acido/base. Como o pKa deste
grupo ¢ cerca de 10 (SINGH et al., 1998), o metamidofés deveria ser uma molécula neutra em
solugdes com pH>pKa, e possuir carga positiva em valores de pH<pKa. Portanto, esta
molécula deveria ser solivel em dgua em pHs abaixo do pKa e insolivel em pHs acima do
pKa.

Dados experimentais de solubilidade obtidos por Singh et al. (1998), porém,
demonstram que a solubilidade de metamidofos ¢ independente do pH. Este fato ocorre
devido a molécula permanecer polar mesmo quando desprotonada. O elemento P no
metamidofos esta ligado a atomos de O, S e N, que sdo mais eletronegativos, o que resulta em
uma carga parcial positiva no P e cargas parciais negativas principalmente nos atomos de O e
S devido a delocalizagdo dos elétrons nas ligacdes covalentes entre estes atomos. Como a
eletronegatividade dos atomos de S e O ligados a grupos metila € muito inferior & do oxigénio
com ligacdo dupla no P, a carga parcial negativa do metamidofos fica concentrada

praticamente neste oxigénio (Figura 3).
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Ensaios de reatividade quimica deste estudo indicam que a protonacdo da molécula
pode ocorrer tanto no grupo amina quanto no grupo P=0, sendo que a protonagdo, por razodes
de estabilidade quimica, ndo pode ocorrer simultaneamente nas duas posi¢des (SINGH et al.,

1998).
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Figura 3. Efeitos do pH na Ioniza¢do do Metamidofos

Koleli et al. (2006) observaram que a sor¢do de 100 mg/l de metamidofés a pH 8,1,
em solos argilosos, com pequena superficie de contato, ¢ maior quando comparada com solos
arenosos, devido a textura do solo e a concentragao do defensivo agricola, que sdo, de fato,
elementos importantes na sor¢cdo e¢ migragao do poluente no ambiente subsuperficial. A
afinidade de sor¢do do solo argiloso pelo metamidofés ¢ maior em solos compostos por
particulas com pequena superficie de contato, contudo, esta afinidade diminui com o aumento
da concentragao do pesticida, haja vista que todos os sitios da superficie das particulas do solo
disponiveis sdo ocupados. Em contrapartida, em solos arenosos, a isoterma de sor¢ao deste
composto sugere que a afinidade das particulas de solo pelo metamidofos ¢ menor do que a da
agua pelo solo em baixas concentracdes de metamidofos. Estes diferentes comportamentos de
sor¢do sdo devidos, provavelmente, as diferentes propriedades fisico-quimicas da solugdo e do

solo e a temperatura.
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Yu e Zhou (2005) avaliaram a adsor¢do do metamidofos em diferentes tipos de solo e
observaram que esta diminuiu entre 34,9 - 46,1% com a remo¢do da matéria organica dos
mesmos. Contudo, os outros 55-65% sitios de adsor¢do se encontram nos 6xidos de metais e
nas fragdes de silicatos, devido a exposicao destes apds a remoc¢do da matéria organica,
mostrando a importancia dos minerais do solo neste processo.

Contrario aos resultados de adsor¢ao em solo citados anteriormente, Yen et al. (2000)
relataram a boa reten¢ao de 100 mg/l de metamidofos em solos subtropicais tipo marga siltosa
e marga silto arenosa de Taiwan, com pH 7,0 e 4,2 e carbono organico de 1,02 e 1,36%,
respectivamente. Por tanto, teoricamente o metamidofés ndo deveria contaminar as aguas

subterrdneas em condi¢des normais de uma area subtropical.

1.3.5 Degradacdo do Metamidofds

1.3.5.1 Fotodegradacéo

Em ambientes aquaticos os OPs sofrem processos quimicos, fisicos ou bioldgicos de
transformagao, sendo que dentre os processos fisicos verifica-se a fotdlise direta, processo no
qual o defensivo agricola absorve a luz ocorrendo a fotosensibilizagdo ou fotodegradagéo
indireta, a qual & produzida pelos componentes dissolvidos na agua, tais como, matéria
organica, ions de nitrato ou o ferro e acidos fulvicos e humicos. Desta forma, o processo de
fotodegradacao constitui uma via de transformacao significativa para a eliminacdo dos OPs na
fase aquosa (ZAMY et al., 2004; PEHKONEN et al., 2002).

A taxa de fotolise direta depende do coeficiente de absor¢ao molar e da eficiéncia da
transformagdo fotoquimica. Apesar da adsor¢do dos OPs na faixa do comprimento de onda
UV entre 280-320nm ser geralmente fraca, a intensidade do espectro solar nesta regido ¢
suficiente para quebrar as ligagdes quimicas da molécula (ETO, 1974).

Chopade reportou que o [S-methyl-14C] metamidofés foi fotodegradado lentamente
em solucdes tampao estéreis a pH 5, sob condigdes de luz artificial e natural (FAO, 2003).

Varios estudos sobre fotodegradagdo do metamidofés (WEI et al., 2009; DAI et al.,
2008) demonstraram que esta se acelerava com 12 g/l de fotocatalizador (Oxido de titanio),
em pH alcalino e temperatura de reagdo elevada. De igual forma, observou-se que a presenca

de aceptores de elétrons, ions metalicos e anions ndo interferiam na velocidade da reacao.



26

Malato et al. (1999) observou que na auséncia de um fotocatalizador a fotodegradagao
do metamidofés ndo ocorreu, porém com a utilizagdo deste obteve uma taxa de reagdo de 4,5

uM/min em um ambiente parcialmente ensolarado e na presenga de compostos organicos.

1.3.5.2 Degradacéo no Solo

Segundo a revisdo feita pela FAO (2003), observa-se que o metamidofos possui meia
vida de aproximadamente 6 dias em solos em condigdes aerobias sugerindo que,
provavelmente, o mecanismo de degradagdo € metabolismo microbiano. Neste estudo, foram
verificados produtos de degradagdo SMPAA (S-metil fosforamidotioato) e DMPT (Desamino
metamidofos) os quais junto ao metamidofos sdo degradados a CO,.

Nesta mesma revisdo, verificou-se que este composto € estavel a hidrolise em pH 5,
mas ¢ degradado facilmente em pH 7-9, demonstrando que a taxa de hidrolise depende do pH
do meio (FAO, 2003). Malato et al. (1999) demonstrou que o metamidofds apresentou meia
vida de 3 dias em pH 9 e 309 dias a pH 5, confirmando a informacao acima.

No estudo realizado pela FAO (2003), com carbono marcado isotopicamente ('*C), foi
proposta uma possivel via de degradacdo do metamidofds no solo (Figura 4), porém, nao foi

esclarecido o mecanismo de biodegradacdo ou o0s organismos que participaram deste

processo.
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Figura 4. Via de degradagéo de metamidofés no solo
Fonte: (FAO, 2003)
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Segundo a EPA (2008), em solos aerdbios, o metamidofos ¢ degradado ao O-desmetil
metamidofos que pode ser rapidamente metabolizado pelos micro-organismos do solo a acido
fosforico, CO, e biomassa microbiana (meia vida de 5 dias), ja em condi¢des anaerdbicas este

composto pode persistir por mais tempo (meia vida de 441 dias).

1.3.5.3 Biodegradagéo

Varios tipos de biorremediagdo podem restaurar a qualidade do solo e do ambiente,
tais como, a atenuacdo natural, na qual a biorremediagdo ocorre pela agdo dos micro-
organismos nativos do solo; a bioestimulagdo e/ou bioventing, mediante a adicdo de
nutrientes ou nutrientes gasosos (oxigénio), respectivamente, a fim de promover o
crescimento dos micro-organismos degradadores; a bioaumentagdo, na qual sdo inoculados
micro-organismos que facilitam a biodegradacdo dos compostos xenobidticos, entre outros
(SYLVIA, 1999).

A maioria dos compostos organicos, xenobioticos, tais como agroquimicos em geral,
ndo se perpetuam no ambiente, pois podem ser biodegradados pela agdo de organismos vivos
presentes na natureza, que atacam a estrutura molecular destes compostos organicos.

Os micro-organismos, pela sua capacidade degradadora, participam de forma
significativa na eliminacdo ou redugdo acentuada dos niveis de defensivos agricolas
empregados na industria agropecudria. Uma vez que os micro-organismos presentes nos solos
sdo capazes de degradar e mineralizar defensivos agricolas, pode-se desenvolver remediacao
biologica ou biorremediacdo de sitios contaminados empregando-se micro-organismos
selecionados.

Considerando que os organofosforados sdo ésteres que possuem varios sitios
vulneraveis a hidrélise, as principais reagdes envolvidas sdo oxidagao, hidrélise, alquilagio e
desalquilacdo. Contudo, ¢ importante destacar que, a degradacdo microbiana mediante a
hidrolise das ligacdes P-O-alquil e P-O-aril é considerada a etapa mais significativa da

destoxificacdo destes compostos (Figura 5) (SINGH et al., 2006).



28

O (S)
09

RAOS)” T (09)
e

X
Organofosforado

/ H,O

OB H(O,5) X
R,(O.S) xL'

RyOS)” T OH

Figura 5. Principal via de degradacao de compostos organofosforados

Em 1973 foi isolada a primeira bactéria capaz de degradar compostos
organofosforados de uma amostra de solo coletado nas Filipinas, a qual foi identificada como
Flavobacterium sp. ATCC 27551 (SETHUNATHAN e YOSHIDA, 1973). A partir deste
momento, bactérias, algas, fungos e cianobactérias tém sido estudados pela sua capacidade de
utilizar este tipo de compostos como fonte de carbono, nitrogénio e/ou fosforo.

A destoxificagdo metabolica dos compostos organofosforados ocorre pela quebra de
uma das ligacdes covalentes no fosforo, o que geralmente produz uma molécula com carga
negativa. Nestes processos, tanto as enzimas hidroliticas, como o0s mecanismos de
transferéncia de certos grupos funcionais sao importantes (JOKANOVIC, 2001).

Os organofosforados sdo detoxificados basicamente através de reacdes de oxidacdo e
hidrolise. Este ultimo processo ¢ catalisado pelas carboxilesterases (CbEs) e as
fosfotriesterases (PTEs) (SOGORB e VILANOVA, 2002). A fosfotriesterase, codificada pelo
gene opd, foi isolada pela primeira vez em bactérias de solo, Pseudomonas diminuta e
Flavobacterium sp. (SETHUNATHAN e YOSHIDA, 1973). Esta enzima possui uma ampla
variedade de substratos e ¢ capaz de degradar compostos organofosforados com ligagdes tipo
P-O, P-CN e P-F e ¢ a tnica conhecida que hidrolisa ligagdes P-S, tipica de agentes nervosos,

tais como o VX (THERIOT e GRUNDEN, 2011).
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A biorremediacdo enzimatica é um método rapido para a remogdo de residuos de
defensivos agricolas, a qual tem a vantagem de poder ser otimizada constantemente com o uso
da engenharia genética, incrementando o potencial da enzima, evitando assim, a liberagdo dos
organismos no meio ambiente (SUTHERLAND et al., 2004).

Rosenberg e Alexander (1979) estudaram a especificidade de enzimas obtidas de
Pseudomonas capazes de degradar organofosforados utilizando-os como tUnica fonte de
fosforo observando que, apds 48 horas, a concentracdo de proteinas aumentou acompanhada
da diminuicao dos defensivos agricolas e da producdo de intermediarios metabolicos.

Considerando estes dados, ressalta-se a importancia do estudo do efeito dos defensivos
agricolas sobre a microbiota do solo e suas atividades benéficas na avaliacdo do risco destes,
ja que, dependendo da biodisponibilidade e toxicidade, estes podem inibir reagdes
bioquimicas vitais no solo (CACERES et al., 2009). Varios estudos tém demonstrado que a
aplicacdo de defensivos agricolas destrdi a composicdo e estrutura original das comunidades
microbianas do solo causando a reducdo da diversidade ecologica e funcional e a atividade
metabolica do solo (SU et al., 2007).

Wu et al. (2010) avaliou o efeito do metamidofoés na estrutura da comunidade de
Pseudomonas com atividade antagonista, assim como o gene funcional antifiingico phiD,
observando, com o aumento da concentracdo de metamidofos, a reducdo significativa do
numero de padrdoes de ARDRA, apos a digestdo feita com as enzimas Taql, Haelll, ¢ HinfI.

No estudo feito por Su et al. (2007) observou-se que 250 mg/kg de metamidofos
inibiram o gene nifH que codifica a proteina ferro-nitrogenase demonstrando o detrimento que
este tem sobre a estrutura da comunidade de organismos diazotroficos, a qual se restaurou
apos a paulatina degradagdo do defensivo agricola.

Wang et al. (2006) observou que apos a adi¢ao de 0,2 e 2 mg de metamidofos no solo
houve uma diminui¢ao na comunidade microbiana, porém ocorreu um aumento do nimero de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de bactérias metabolizadoras de metamidofos em
86,1% e 188,9% respectivamente, aumentando a diversidade funcional da comunidade
microbiana do solo.

Li et al. (2008) observou um estimulo significativo do pesticida metamidofos (250
mg/kg) sobre crescimento das populagdes fungicas em um microcosmo durante 60 dias. Focht
e Joseph (1974) trataram diversos tipos de solo com trés aplicagdes repetidas de 20 ppm de
metamidofos durante 50 dias e observaram que este ndo afetou substancialmente os niveis de
actinomicetos, bactérias e fungos permanecendo estaveis as taxas de amonificagdo,

nitrificagdo, oxidagdo do enxofre e respiragdo dos micro-organismos.
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O isolamento de micro-organismos degradadores de defensivos agricolas ¢ importante
para determinar o mecanismo do processo de biodegradacdo microbiana e da evolugdo dos
genes e enzimas envolvidos neste e, para utilizar os micro-organismos para a destoxificacdo e
descontaminagdo dos ambientes aquaticos e terrestres. E importante também caracterizar os
produtos da hidrolise destes compostos, pois estes podem ser mais toxicos do que a molécula
original.

A biomineralizagdio € o processo mediante o qual um composto organico ¢
transformado em inorgénico e o co-metabolismo ¢ a transformagdo de um substrato por um
micro-organismo sem obter energia, carbono ou nutrientes a partir deste (SYLVIA et al.,
1999). Até o momento, ha trabalhos que descrevem estes dois processos na degradagao de
compostos organofosforados por bactérias isoladas, porém, na Tabela 3, observa-se que sao
poucos os relatos sobre bactérias degradadoras de metamidofos (SINGH, 2006). Apenas uma
enzima capaz de degradar este defensivo agricola, produzida por Methylotroph WB-1, foi
descrita na literatura (CHAO et al., 2000).

Zhao et al. (2010) isolou o fungo Penicillium oxalicum utilizando glicose como fonte
de carbono e, o metamidofés como unica fonte de nitrogénio ou fosforo, sendo que este
micro-organismo foi capaz de degradar até 99% de 800 mg/l de metamidofos apos 12 dias de
incubacao.

Wang et al. (2011) isolou, a partir de uma amostra de solo de uma fabrica produtora de
metamidofés, uma bactéria Gram negativa (JW-64-17) pertencente ao género Luteibacter
capaz de degradar aproximadamente 50% de 100 mg/l de metamidofés como Unica fonte de
carbono, atingindo uma densidade 6ptica de 0.22 apds 96 horas de incubagao.

A cepa Hyphomicrobium sp. MAP-1 foi isolada por Wang et al. (2010) de solo
contaminado na China. Esta cepa ¢ capaz de utilizar o metamidofos (3000 mg/l) como unica
fonte de carbono, nitrogénio e fosforo para o seu crescimento apds 84 horas sob condig¢des
otimas (pH 7 e 30 °C).

Neste estudo foi sugerida pela primeira vez uma via de degradagdo do metamidofos
por atividade microbiana (Figura 6) na qual o metamidofés (A) ¢ clivado inicialmente na
ligacdo P-N formando o NHj e O,S-dimetil hidrogénio tiofosfato (B), posteriormente, este
ultimo ¢ hidrolisado na ligagdo P-O para liberar —CH; e formar S-dimetil dihidrogénio
tiofosfato; ou pode ser hidrolisado na ligacao P-S gerando —SCHj3 e formar metil dihidrogénio
fosfato. Finalmente, o S-dimetil dihidrogénio tiofosfato ¢ o metil dihidrogénio fosfato sdo

transformados provavelmente em acido fosforico.
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Figura 6. Via de degradagéo proposta do metamidofos por Hyphomicrobium sp. MAP-1
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Tabela 3 - Micro-organismos isolados para a degradagio de organofosforados

d

Composto Micro-organismos Modo de~ Referéncia
Degradacao

Acefato ﬁi;tlfcr)lriicrobium 5. Catabolica Wang et al. (2010)
Bactéria
Enterobacter sp. Catabolica (C, P) Singh et al. (2003c)
Flavobacterium sp. ATCC27551 | Co-metabolica Mallick et al. (1999)
Pseudomonas diminuta Co-metabolica Serdar et al. (1982)
Micrococcus sp. Co-metabolica Serdar et al. (1982)

Clorpirifos Fungos .

Phanerochaete chrysosporium Catabolica (C) Bumpus et al. (1993)
Hypholama fascicularae -- Bending et al. (2002)
Coriolus versicolor -- Bending et al. (2002)
Aspergillus sp. Catabodlica (P) Obojska et al. (2002)
Trichoderma harzianum Catabolica (P) Omar (1998)
Pencillium brevicompactum Catabolica (P) Omar (1998)
Bactéria
Flavobacterium sp. ATCC27551 | Co-metabdlica Sethunathan e Yoshida (1973)
Pseudomonas diminuta Co-metabolica Serdar et al. (1982)
Pseudomonas stutzeri Co-metabolica Daughton e Hsieh (1977)
Arthrobacter spp. Co-metabolica Nelson et al. (1982)

Paration Agrobacterium radiobacter Co-metabolica Horne et al. (2002b)

Bacillus spp.

Co-metabdlica

Nelson et al. (1982)

Metil Paration

Pseudomonas sp. Catabolica (C, N) Siddaramappa et al. (1973)
Pseudomonas spp. Catabodlica (P) Rosenberg e Alexander (1979)
Arthrobacter sp. Catabodlica (C) Nelson et al. (1982)
Xanthomonas sp. Catabolica (C) Rosenberg e Alexander (1979)
Bactéria

Pseudomonas sp. Co-metabdlica Chaudry et al. (1988)

Bacillus sp. Co-metabdlica Sharmila et al. (1989)

Plesimonas spM6
Pseudomonas putida
Pseudomonas sp. A3
Pseudomonas sp. WBC

Co-metabdlica
Catabolica (C)
Catabolica (C, N)
Catabolica (C, N)

Zhongli et al. (2001)

Rani e Lalitha-kumari (1994)
Zhongli et al. (2002)

Yali et al. (2002)

Flavobacterium balustinum Catabolica (C) Somara e Siddavattam (1995)
Bactéria
Pseudomonas ssp. Catabdlica (P) Kertesz et al. (1994a)
Alcaligene sp. Catabdlica (P) Tolbot et al. (1984)
Bacillus megaterium 2BLW Catabdlica (P) Quinn et al. (1989)

Glifosato Rhizobium sp. Catabdlica (P) Liu et al. (1991)
Agrobacterium sp. Catabolica (P) Wacket et al. (1987)
Arthrobacter sp. GLP Catabdlica (P) Pipke et al. (1987)
Arthrobacter atrocyaneus Catabdlica (P) Pike e Amrhein (1988)
Geobacillus caldoxylosilyticus T20 | Catabdlica (P) Obojska et al. (2002)

Flavobacterium sp.

Catabolica (P)

Balthazor e Hallas (1986)
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Tabela 3 - Micro-organismos isolados para a degradagio de organofosforados

Fungos

Penicillium citrium
Pencillium natatum
Penicillium chrysogenum
Trichoderma viridae
Scopulariopsis spand
Aspergillus niger
Alternaria alternata

Co-metabdlica
Catabolica (P)
Catabdlica (N)
Catabolica (P)
Catabolica (P)
Catabolica (P)
Catabolica (N)

(conclusdo)

Pothuluri et al. (1998)
Pothuluri et al. (1992
Klimek et al. (2001)
Zboinska et al. (1992b)
Zboinska et al. (1992b)
Zboinska et al. (1992b)
Lipok et al. (2003)

Nocardiodes simplex NRRL B24074
Agrobacterium radiobacter
P230

Co-metabdlica
Co-metabdlica
Co-metabdlica

Mulbry (2000)
Horne et al. (2002b)
Horne et al. (2002c)

' Pseudomonas monteilli
Coumafos . Co-metabdlica Adhya et al. (1981)
Flavobacterium sp. .
. Co-metabdlica Serdar et al. (1982)
Pseudomonas diminuta Catabélica (C Mulbrv (1992
Nocardia strain B-1 atablica (C) ulbry (1992)
Pseud .
BZiliJHS?:nas spp Catabolica (C) Ehadbhade et ?/1. (EOtOZb) 1
pp. Catabélica (C) angaswamy e Venkateswaralu
Arthrobacter spp. Catabslica (C) (1992)
Pseudomonas mendocina Catabilica (C) Bhadbhade et al. (2002b)
Monocrotofés | Bacillus megaterium Catabdlica (C) Bhadbhade et al. (2002a)
Arthrobacter atrocyaneus Catab(’) hca © Bhadbhade et al. (2002b)
Pseudomonas aeruginosa F10B ata (,) 1cd Bhadbhade et al. (2002b)
. _ Catabdlica (P) . .
Clavibacter michiganense Catabolica (P Singh e Singh (2003)
SBL11 atabolica (P) Singh e Singh (2003)
Flavobacterium sp. Co-metabolica Adhya et al. (1981)
Fenitrotion Arthrobacter aurescenes TW17 Catabolica (C) Ohshiro et al. (1996)
Burkholderia sp. NF100 Catabodlica (C) Hayatsu et al. (2000)
Bactéria
Luteibacter Catabodlica (C) Wang et al. (2011)

Metamidofos

Hyphomicrobium sp.

Catabolica (C, N, P)

Wang et al. (2010)

Fungos
Penicillium oxalicum

Catabolica (N, P)

Zhao et al. (2010)

Diazin6n

Flavobacterium sp.
Pseudomonas spp.
Arthrobacter spp.

Fonte: Singh et al. modificado, 2006

Catabolica (P)
Co-metabdlica
Co-metabdlica

Sethunathan e Yoshida (1973)
Rosenberg e Alexander (1979)
Barik et al. (1979)

Goes (2009) isolou Rhodococcus sp sendo eficiente na degradagdo de acefato

(99.24%) como unica fonte de carbono, seguido da acumulagdo e degradacdo de

metamidofos. Por este motivo, a degradacao de Metamidofés continua sendo um problema

ambiental, visto que este composto ndo estd presente no solo apenas pelo uso do mesmo, mas

pela degradacdo do seu precursor acefato.
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2 OBJETIVOS

Considerando o uso do metamidofés, defensivo agricola altamente toxico, em diversas
classes de lavouras para o controle de pragas, a sua elevada toxicidade e os poucos relatos na

literatura sobre a biodegradagdo deste composto, os objetivos deste trabalho séo:

e Utilizar diferentes estratégias para o isolamento de bactérias capazes de metabolizar o
metamidofos como fonte de nitrogénio, fosforo e/ou enxofre.

e (aracterizar e identificar as bactérias mediante técnicas basicas de microbiologia e de
biologia molecular.

e Avaliar a cinética de degradagdo do metamidofos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS) das bactérias com melhor perfil de crescimento.

e Avaliar o consumo e/ou producdo de ions, tais como, nitrato, fosfato, sulfato e/ou amonio,

provenientes da degradacao bacteriana do metamidof6s por cromatografia idnica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas com detergente EXTRAN MA 02 NEUTRO a 4%
v/v (Merck S.A.), enxaguadas com agua destilada e trés vezes com agua ultrapura Milli-Q.
Os materiais utilizados com fins microbioldgicos foram esterilizados em autoclave a

121 °C durante 20 minutos a latm de pressao.

3.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alta pureza, exceto quando indicado diferente.

3.2.1 Solucéo Estoque de Vitaminas

A solugdo estoque de vitaminas era constituida por 50 mg/l de acido p-amino
benzodico, 100 mg/l de piridoxina, 50 mg/l de tiamina, 50 mg/l de riboflavina, 50 mg/l de
acido nicotinico, 50 g/l de pantotenato de calcio, 50 g/l de acido lipdico, 50 g/l de
nicotinamida, 50 g/l de vitamina Bj,, 20 g/l de biotina e 20 g/l de 4cido folico em agua
destilada. A solugdo foi filtrada com membrana com porosidade de 0.2 um e mantida a 4 °C

em ambiente escuro.

3.2.2 Solucéo Estoque de Elementos Tragos

A solugdo estoque de elementos tracos continha 8 g/l de FeCls.6H,O, 0,07 g/l de
ZnCl,, 0,1 g/l de MnCl,.4 H,0, 0,12 g/l de CoCl,.6H,0, 0,025 g/l de NiCl,.6H,0, 0,015 g/1
de CuCl,2H,0 ¢ 0,025 g/l de Na;Mo004.2H,0 em agua destilada. A solugdo foi acidificada
com 6,5 ml 25% HCI para evitar a precipitacao e filtrada com membrana com porosidade de

0.2 um e mantida a 4 °C em ambiente escuro.
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3.3 Meios de Cultura

3.3.1 Meio Minimo Mineral Liquido

Meios de cultura com composicdo diferente foram empregados para implementar
diferentes estratégias de enriquecimento de organismos biodegradadores de metamidofos
(Tabela 4). As quantidades de metamidofos variaram segundo a estratégia utilizada (Figura
7).

Todos os meios de cultura foram preparados em agua destilada estéril.

Tabela 3 - Comgonentes do Meio Minimo Mineral Liguido
Glicerol, Citrato e Glicose (Estratégia A) 1 gl
Citrato e Glicerol (Estratégia B) 1,3 g/l
Metamidofos (73,79%, Milenia Agrociéncias, 2,94 g/l
Fersol 60%, Brasil) (Estratégia C)

Fontes de carbono

CaCl,.2H,0 0,8 g/l
Componentes comuns em todos | Solugdo Estoque de Vitaminas 1 ml
os Meios de Cultura Solugdo Estoque de Elementos Tragos 1 ml
EDTA 4 ml
NaNO; 3,85 g/ 1
1,.6H
Componentes Especificos dos mgCE 6 Z.O 0,7 g/l
. o~ Tampdo Tris 1M 1,5 ml
Meios de Cultura Sem Adicdo D1 L ’
de Fosf Enxof Metamidofos Estratégia A 0,68 g/l
¢ Fosloro ¢ knxofre Metamidofos Estratégia B 2,11 g/l
Metamidofos Estratégia C 2,94 g/l
MgS04.6H,0 0,8 g/l
Componentes Especificos dos Na28(34 . 1.4 g/l
. - Tampao Tris 1M 1,5 ml
Meios de Cultura Sem Adicao Dy o ,
de nitrogénio ¢ fésforo Metamidofos Estratégia A 3,32 g/l
Metamidofos Estratégia B 3,32 g/l
Metamidofos Estratégia C 2,94 g/l
Componentes Especificos dos | Tampao Fosfato 1M 1,5 ml
Meios de Cultura Sem Adi¢do | Metamidofos Estratégia A 2,11 g/l
de nitrogénio e enxofre Metamidofos Estratégia B 2,11 g/
Metamidof6s Estratégia C 2,94 g/l
Componentes Especificos dos MgC12~'6H2.O 0.7¢/1
. o Tampdo Tris IM 1,5 ml
Meios de Cultura Sem Adicdo 1 e , .
de Nitrogénio, Fésforo Metamidofos Estratégia A 3,32 g/l
; Metamidofos Estratégia B 3,32 g/l

Enxofre

Metamidofos Estratégia C 2,94 g/l
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3.3.2 Meio Minimo Mineral Sélido

A fim de isolar as bactérias em meio minimo mineral so6lido foram adicionados 16 g/l

de Bacto Agar (Merck) aos meios descritos no item 3.3.1.
3.3.3 Meios Complexos

Os meios complexos utilizados TSB (Tryptic Soy Broth, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e R2A Agar (Merck) foram preparados em agua destilada seguindo as instrugdes
do fabricante (Tabela 5). Para o preparo do TSBA (Tryptic Soy Broth Agar) foram
adicionados 15 g/l de Bacto Agar (Merck) ao TSB, como indicado para a analise de acidos

graxos. Todos os meios foram autoclavados a 121 °C durante 15 minutos a 1atm.

Tabela 4 - Meios de cultura ricos em nutrientes e sua comEosigﬁo

Meio de Cultura Composicéo (g/l)
Peptona de Caseina 17,0
Peptona de farinha de soja 3,0
TSB (Tryptic Soy Broth) | Glicose 2,5
Cloreto de Sédio 5,0
Hidrogenofosfato dipotassico 2,5
Extrato de Levedura 0,5
Peptona de proteose 0,5
Caseina hidrolisada 0,5
Glicose 0,5
R2A Amido Soluvel 0,5
Piruvato Sodico 0,3
Hidrogenofosfato dipotassico 0,3
Sulfato magnésico heptahidratado 0,05
Agar—AEar 12,0

3.4 Amostras para Isolamento de Bactérias

As amostras de solo e agua utilizadas para o isolamento de bactérias com potencial
degradador de metamidofos foram coletadas em uma é4rea proxima a uma fabrica de

defensivos agricolas, localizada em Londrina (Parand, Brasil).
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3.5 Cultivo de Bactérias Degradadoras de Metamidofds

Para o isolamento de bactérias degradadoras de metamidofos utilizou-se frascos de
penicilina esterilizados com indculo inicial de 10% do volume total do meio mineral liquido
(2 g e 2 ml de solo e dgua da area contaminada, respectivamente). Estes microcosmos foram
incubados em condi¢des escuras, na temperatura ambiente durante duas semanas.
Posteriormente foram feitos trés sub-cultivos em meio mineral liquido adicionando 1% do
cultivo inicial.

Com o objetivo de verificar que a turbidez observada nos microcosmos ndo era
produto de contaminac¢do microbiologica utilizou-se como controle negativo o meio minimo
mineral sem indculo acrescentado de metamidofos.

Quatro estratégias de isolamento baseadas na presenca ou auséncia de nitrogénio,
fosforo e enxofre (Figura 7) foram testadas a fim de gerar uma limitagdo nutricional nas
bactérias de forma que fossem selecionados apenas organismos que obtivessem estes
elementos da molécula de metamidofos.

A estratégia 1 baseou-se no fornecimento de nitrogénio e na auséncia de fosforo e
enxofre; a estratégia 2, no fornecimento enxofre e na auséncia de nitrogénio e fosforo; a
estratégia 3, no fornecimento de foésforo e na auséncia de nitrogénio e enxofre; e finalmente, a
estratégia 4, na auséncia de enxofre, nitrogénio e fosforo. Nos meios de cultivo utilizados
foram, também, modificadas as fontes de carbono, utilizando Glicerol, Citrato, Glicose e/ou
Metamidofos (Figura 7).

Para verificar que os meios de cultivo em que houve crescimento bacteriano nao
estavam contaminados e as bactérias se reproduziram pela sua capacidade de usar o
metamidofés como fonte de nutrientes (C, N, P ou S), preparou-se meios de cultivo com todos
os componentes nutricionais exceto o defensivo agricola, acrescentando um inoculo de 1%

dos micro-organismos.

3.6 Avaliacao do Crescimento

3.6.1 Peso Seco

O crescimento microbiano foi avaliado através do peso seco, para o qual foram

filtrados 10 ml de amostra de cada cultivo em membrana de porosidade de 0,2 um, sendo que

estas membranas foram previamente secas em estufa (Quimis, Brasil) durante 30 minutos a
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105 °C, esfriadas em dessecador por 15 minutos e pesadas em balanga analitica (Adventurer,
Ohaus Corp, USA). Apos a filtragem, as membranas foram novamente secas em estufa
(Quimis, Brasil) durante 4 horas a 105 °C, esfriadas em dessecador por 15 minutos e pesadas

em balanga analitica (Adventurer, Ohaus Corp, USA).

GGC + MET
L 4
S/SP +N S/NP + S S/NS + P S/PSN
v \4 \ 4 A 4
Al A2 A3 A4
GC+ MET
y
S/SP + N S/NP + S S/NS +P S/PSN
A\ 4
B1 B2 B3 B4
MET
A
S/SP +N S/NP + S S/NS +P S/PSN
\ 4 A\ 4
Cl C2 C3 Cc4

Figura 7. Estratégias nutricionais para o isolamento de bactérias degradadoras de
metamidofés. As variagdes de cada meio de cultivo sdo S/SP + N: Sem enxofre e
fosforo, mais nitrogénio; S/NP + S: Sem nitrogénio e fosforo, mais enxofre; S/NS
+ P: Sem nitrogénio e enxofre, mais fosforo; S/PSN: Sem foésforo, enxofre e
nitrogénio. A trés fontes de carbono sdo GGC: Glicerol, Glicose e Citrato; GC:
Glicerol e Citrato, MET: Metamidofés. Os meios de cultura correspondentes a
cada estratéoia sdo: A1 — A4: B1 —B4: C1 - C4
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3.6.2 Densidade Optica

O crescimento microbiano foi acompanhado também, pela medicdo da densidade
optica a 540 nm. Foi retirado 1 ml de cada cultivo e colocado numa cubeta para a leitura da
densidade optica no espectrofotdmetro Ultrospec 1000 (Amersham Pharmacia Biotech),

usando agua destilada como branco.

3.6.3 Contagem Total de Células

3.6.3.1 Lavagem de laminas

As laminas foram dispostas num becker com 20 g de KOH e 200 ml de etanol durante
40 minutos. Em seguida as laminas foram lavadas suavemente com os dedos para ndo
remover a cobertura de teflon. Foram enxaguadas com abundante 4gua e secas a temperatura

ambiente.

3.6.3.2 Preparo de laminas

Em uma solucdo de 50 mg de gelatina e 0,01% de KCr(SO4) em agua quente foram
dispostas as laminas recém lavadas. Estas foram secas a temperatura ambiente e armazenadas

a-4°C.

3.6.3.3 Coloracéo de DAPI

O crescimento bacteriano dos primeiros microcosmos foi acompanhado através da
contagem total de células utilizando a coloragdo com DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole).
As amostras do cultivo do primeiro indculo com amostra de solo foram diluidas 10 vezes a
fim de diminuir a interferéncia das particulas de solo na contagem de micro-organismos.

As amostras foram sonicadas durante 10 minutos para o melhor desprendimento das
bactérias. Posteriormente, foram aplicados 10 pl de cada amostra nos pogos das laminas.
Estas foram secas em estufa durante 40 minutos a 47 °C e em seguida foram adicionados 9 pl
de 4gua destilada e 1 pl do corante DAPI (1 mg/10 ml) e incubadas durante 8 minutos na

escuridao.
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As laminas foram lavadas com dgua destilada e foram secas na escuridao. A cada pogo
foram adicionados 2 pl de PBS/Glicerol e uma laminula para ser observada no microscopio de
fluorescéncia Axiovert S100 (1000x) no comprimento de onda na faixa 490 — 511 nm

(BLOEM JAAP, 1995).

3.7 Isolamento e Caracterizagdo de Bactérias Degradadoras de Metamidofds

Nos meios de cultivo nos quais foi observado crescimento foram feitas dilui¢des
seriadas decimais semeadas em placa de meio semisdlido, em duplicata, usando meio rico
R2A (Merck) e Meio Minimo Mineral Solido suplementado com Metamidofos de acordo a
estratégia de isolamento utilizada. Os cultivos foram incubados por aproximadamente 8 dias

na temperatura ambiente e no escuro.

3.7.1 Caracterizagdo Macroscopica dos Isolados

As colonias com aparéncia (morfologia, cor e rugosidade) diferente foram transferidas
com a¢a de niquel cromo ao meio de cultura R2A (Merck) pela técnica de esgotamento.
Depois de verificada a pureza das coldnias, estas foram cultivadas em TSB (Merck) durante

aproximadamente 18 horas a 37 °C e preservadas em glicerol 20% no freezer a -80 °C.

3.7.2 Caracterizacdo Microscopica dos Isolados

A caracterizacdo microscopica das bactérias isoladas foi realizada com a coloragdo de
Gram a qual permite observar sua morfologia e classifica-las como bactérias Gram positivas
ou Gram negativas.

Com a ajuda de uma aga de niquel — cromo foi transferida uma colonia a uma lamina e
seca no fogo para a fixagdo das células na superficie. A lamina foi coberta com uma solugio
de cristal violeta fenicada (1 g de cristal violeta, 10 ml de alcool 95%, 2 g de fenol fundido
para 100 ml de 4gua) durante um minuto, posteriormente foi adicionado lugol (1 g de iodo, 2
g de iodeto de potassio para 300 ml de agua destilada) durante um minuto. Inclinou-se a

lamina e foi gotejado alcool acetona até que nao houvesse desprendimento do corante.
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Em seguida a lamina foi lavada rapidamente com agua e coberta com fucsina (0,3g de
fucsina basica, 10 ml de alcool 95%, 5 g de fenol fundido para 100 ml de agua) e apds 30
segundos a lamina foi lavada. Uma gota de 6leo de imersdo foi colocada na lamina seca que
foi analisada no microscopio Olympus CHS (Olympus Optical Co. Ltd. Japao) no aumento de
100 x.

3.8 Identificacio de Bactérias Degradadoras de Metamidofos

A fim de realizar um screening das bactérias foi extraido o DNA genomico de cada
cepa utilizando o protocolo de Pick up et al. (1995) modificado. O gene rDNA 16S foi
amplificado através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o fragmento amplificado
foi digerido para a comparacdo do padrdo de bandas das amostras (ARDRA) (MASSOL-
DEYA et al., 1995).

3.8.1 ldentificacdo por Métodos Moleculares

3.8.1.1 Extracao de DNA

O DNA total das bactérias foi extraido segundo o protocolo de Pickup et al. (1995)
modificado. As bactérias foram cultivadas em 9 ml de meio rico TSB (Merck) durante 18
horas sob agitagdo na rotacdo de 150rpm a temperatura de 37 °C. O pellet das bactérias foi
obtido por centrifugacdo em tubos Eppendorf de 2 ml durante 6 minutos a 7000rpm e o
sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi repetido duas vezes ou até atingir um
pellet denso. O pellet foi ressuspendido em 150 pl de solucdo de lisozima 50 mg/ml (125 pl
de enzima a 400 mg/ml e 875 pl de TE) e incubado em banho maria a 37 °C durante uma
hora. Posteriormente, foram adicionados 500 ul de solugdo de lise (tiocianato de guanidina,
EDTA, e sarcosyl), a solugdo foi misturada rapidamente no aparelho vortex e a solucdo foi
incubada no gelo por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 250 pl de acetato de amonia
gelado, a solucdo foi homogeneizada gentilmente e incubada no gelo por 10 minutos. Apds a
incubacdo foram adicionados 500 pl de cloroformio alcool isoamilico, a amostra foi
misturada por inversdo e centrifugada por 10 minutos a 13000 rpm. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo eppendorf no qual foi adicionado meio volume de isopropanol,

seguido de incubacdo por 40 minutos a —80 °C.
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Apoés a incubagdo, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 13000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 500 pl de etanol 70%, seguido de
centrifugacdo durante 3 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado novamente e o
pellet secado a 37 °C por 15 minutos. O DNA extraido foi dissolvido em 20 pl de dgua estéril.

Para verificar a pureza e qualidade do DNA extraido realizou se uma corrida de
eletroforese em gel de agarose 1% a 100 volts em TAE 1x utilizando 3 pl do material corado
com 2 pl de Loading buffer (0.25% de azul de bromofenol e 40% de sacarose). O padrao da
corrida foi o A DNA (Gibco) a 53 ng/ul. Apds a corrida o gel foi corado com uma solugdo de
brometo de etidio (0,1 mg/ml) e observado em luz ultravioleta (GEL LOGIC 100 IMAGING
SYSTEM, KODAK, USA) e fotografado (Kodak 1D Versao 3.6).

3.8.1.2 Amplificagdo do Fragmento DNAr 16s por PCR

O fragmento do DNAr 16s foi amplificado com o uso da técnica PCR utilizando os
primers externos 27F e 1401R com seqiiéncias 5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3" ¢
5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3’, respectivamente e os primers internos
338F e 1100R com seqiiéncias 5"ATC CCT ACG GGA GGC-"3 e 5"AGG GTT GCG CTC
GTT G-'3, respectivamente. Para o preparo da reagdo de PCR foram utilizados de 50 a 100 ng
de DNA extraido dos isolados, 2,5 ul de tampao de PCR (10x - Invitrogen), 1 ul de MgCl, (50
mM — Invitrogen), 0,2 ul de dNTPs (25 mM de cada - Fermentas), 1U de Taq polimerase
(Invitrogen) e 0,25 ul de cada primer (20 uM - Integrated DNA Technologies), completando
com agua ultra pura (GIBCO) a um volume final de 25 pl.

A amplificacdo do fragmento de DNAr 16s ocorreu no termociclador (Eppendorf
Mastercycler Personal, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha), sendo as seguintes condi¢des
empregadas: desnatura¢do a 95 °C por 3 minutos, anelamento a 62,5 °C por um minuto,
extensdo a 72 °C por 30 segundos durante 30 ciclos e extensao final de 7 minutos a 72 °C. O
controle negativo utilizado na reacgdo teve adicdo de dgua ao invés de DNA do isolado sob as
mesmas condi¢des acima mencionadas.

Para verificar o tamanho do fragmento amplificado realizou-se uma corrida de
eletroforese em gel de agarose 1% a 100 volts com TAE 1% utilizando 3 pl do material
corado com 2 ul de Loading buffer. O padrdo do peso molecular do fragmento foi o Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen).
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Ap6s a corrida o gel foi corado com uma solucdo de brometo de etidio (0,1 mg/ml) e
observado em luz ultravioleta (GEL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM, KODAK, USA) ¢
fotografado (Kodak 1D Versao 3.6).

3.8.1.3 Anélise de Restricdo do DNAr Amplificado (ARDRA)

Os fragmentos de DNAr 16s amplificados foram digeridos por enzimas de restrigdo
para realizar a comparacao do padrao de bandas das bactérias isoladas. Uma aliquota de 10 ul
dos produtos de amplificagdo, 0,6 ul (10 U/ul — Fermentas) das enzimas BsuRI (Haelll)
(5'..GGMCC...3' / 3'...CC"GG...5" - Fermentas) e Hhal (5'..GCG"C...3' / 3'...C*GCG...5" -
Fermentas) e 3 ul de Buffer Tango (Fermentas), completando com agua ultra pura (Gibco) a
um volume final de 30 pl. A solugdo foi incubada durante 2 horas a temperatura de 37 °C em
banho maria.

Para verificar a digestdo dos fragmentos amplificados realizou-se uma corrida de
eletroforese em gel de agarose 3% a 80 volts em TAE 1% utilizando os 30 ul do material
corado com 5 ul de Loading buffer (0.25% de azul de bromofenol e 40% de sacarose). O
padrdo da corrida foi o 50 pb DNA Ladder (50 a 1000pb — Fermentas). Posteriormente, o gel
foi corado com uma solu¢do de brometo de etideo (0,1 mg/ml) e observado em luz
ultravioleta (GEL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM, KODAK, USA) e fotografado (Kodak
1D Versao 3.6).

3.8.1.4 Sequienciamento e Identificacdo do DNAr 16s

A identificagdo de cada bactéria foi obtida através do seqiienciamento do fragmento do
gene DNAr 16s. A amplificagdo do gene para o seqiienciamento foi realizada utilizando dois
primers externos, 27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3’) (LANE et al., 1991) e
1401r (3’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG - 5’) (HEUER et al., 1997) e dois
primers internos, 338f (5’- ATC CCT ACG GGA GGC AGC - 3’) (AMANN et al., 1995) e
1100r (3’- AGG GTT GCG CTC GTT G - 5’) (WEISBURG et al., 1991). Apds a
amplificagdo do DNAr, o DNA foi purificado para retirar os nucleotideos nao incorporados e
os primers restantes utilizando o kit Wizard PCR Preps DNA Purification System (Invitrogen,

Madison, WI, USA). A quantificag¢do dos produtos foi feita no nanodrop.
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O seqiienciamento foi realizado pelo Centro de Estudos do Genoma Humano — USP
no seqiienciador ABI 3730 DNA Analyser utilizando DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit. As seqiiéncias obtidas foram analisadas pelo software Sequencing Analysis
5.3.1 o Base Caller KB.

As seqiiéncias dos nucleotideos foram analisadas e editadas manualmente no programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versio 7.0.9.0 e os alinhamentos multiplos foram
realizados com Clustal W. As seqiiéncias foram entdo comparadas com as disponiveis no
banco de dados GenBank utilizando o programa BLAST do Centro Nacional de Informagao
Biotecnologica (NCBI) (ALTSCHUL et al., 1997).

3.8.2 Analise do Perfil de Acidos Graxos

A andlise do perfil de acidos graxos foi executada segundo o protocolo descrito no
manual MIDI (MIDI, Microbial ID, INC., Newark, DeL.) modificado. As culturas bacterianas
foram semeadas pelo método de esgotamento em meio TSBA (Tryptic Soy Broth Agar)
(Tabela 6) e incubadas por 24 *+ 2 horas sob temperatura de 28 £ 1 °C. Apds o periodo de
incubacdo foram transferidas quatro “algadas” de células bacterianas do terceiro quadrante
riscado na placa para um tubo de cultura de 13x100 cm. Foi adicionado 1 ml do reagente de
saponizacdo (Tabela 6) a cada tubo contendo as células. Os tubos foram agitados por 5-10
segundos e aquecidos em agua fervente por 5 minutos. Logo em seguida, os tubos foram
novamente agitados e retornaram ao banho para serem aquecidos por mais 25 minutos. Os
tubos foram esfriados e foram adicionados 2 ml do reagente de metilagdo (Tabela 6). A
mistura foi agitada por inversdo e aquecida a 80 °C por 10 minutos. Foram adicionados 1,25
ml do reagente de extragcdo (Tabela 6) aos tubos resfriados que foram em seguida agitados em
rotador clinico por 10 minutos. A fase aquosa (inferior) foi descartada e a fase orgénica foi
acrescentada de 3 ml do reagente de lavagem. Os tubos foram agitados por 5 minutos em
rotador clinico, e apods esta etapa, cerca de 2/3 da fase organica foram transferidos para um

frasco especifico para cromatografia gasosa.
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Tabela 6 - Reagentes ¢ Meios de Cultura para a Extragdo de Acidos Graxos

Tryptic Soy Broth 30g
TSBA Agar 15¢g
Agua destilada 11

Hidroxido de Sodio 45 g
Reagente de Saponificacdo | Metanol 150 ml
Agua destilada 150 ml
A Acido cloridrico 6N 375 ml
Reagente de Metilagdo Metanol 275 ml
x Hexano 200 ml
Reagente de Extragdo Terbutil metil éter (MTBE) 200 ml
Hidroxido de sédio 10,8 g
Reagente de Lavagem | 4oyq destilada 900 ml

3.9 Avaliacdo do Potencial de Degradagéo

3.9.1 Cultivo das Bactérias para Avaliacdo da Degradacao de Metamidofos

As bactérias isoladas foram cultivadas em 500 ml do meio de cultivo sem enxofre e
fosforo e no meio de cultivo sem nitrogénio e fosforo, durante 15 dias na temperatura
ambiente no escuro. Foram retirados 5 ml de amostra durante 15 dias para analise por

cromatografia gasosa e cromatografia ionica.

3.9.2 Analise de Metamidofés por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (GC/MS)

Para avaliar o consumo do metamidofds apds o crescimento bacteriano, este defensivo
agricola foi extraido em fase liquido — liquido e foi analisado no GC/MS utilizando o
cromatografo gasoso (Trace GC, Thermo Finnigan Thermo Electron Corporation, USA)
acoplado a um espectrometro de massas (PolarisQ, Thermo Finnigan, Thermo Electron

Corporation, USA).
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3.9.2.1 Extracdo do Metamidofés para Anélise de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas

Para extracdo do defensivo agricola na fase liquido-liquido foram adicionados 5 ml de
acetato de etila e 250 pl de Cloreto de Sédio saturado (25 g/50 ml) a 2,5 ml do meio de
cultura filtrado com membrana de porosidade de 0,22 pm. Agitou-se a mistura por inversao
durante 20 minutos em um agitador clinico (AP 22, Phoenix). Logo depois, se adicionaram
aproximadamente 2 g de sulfato de so6dio anidro e agitou-se durante 10 minutos e deixou-se
em repouso durante 5 minutos. Uma aliquota de aproximadamente 2 ml foi transferida para

um vial Ambar e mantido a -20 °C até sua analise (GOES, 2009).

3.9.2.2 Anélise de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

A andlise no cromatografo gasoso Trace GC (Thermo Electron Corporation, USA)
acoplado a um espectrometro de massas PolarisQ (Thermo Electron Corporation) foi feita
com inje¢do de 1 pL em modo splitless, em injetor split/splitless na temperatura de 250 °C em
coluna capilar SMS-HP de 30m, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pm de espessura de
filme (Agilent, USA), com fluxo de I ml/minuto com gas Helio como fase movel. A rampa de
temperatura de cromatografia foi iniciada a 90 °C, mantida durante 1 minuto, aquecimento de
10 °C por minuto até atingir 120 °C, e posteriormente, a temperatura foi aumentada na taxa de
40 °C por minuto até atingir a 300 °C durante 3 minutos. A temperatura da linha de

transferéncia foi de 275 °C e a fonte de ions a 250 °C (GOES, 2009).

3.9.2.3 Curva de Calibragdo Padréo para Analise de Metamidofos

Para a obtengdo da curva de calibracdo de metamidofos foi injetado 1 pl de cada
padrdo com as seguintes concentragdes, 10 pg/ml, 30 pg/ml, 50 pg/ml, 70 pg/ml e 90 pg/ml.
Para o preparo dos padrdes 10, 30, 50, 70, e 90 pg/ml foram adicionados 10, 30, 50, 70 ¢ 90
ul de padrdo puro de metamidofos (Monitor, 100 pg/ml, AccuStandard, New Heaven, USA),
respectivamente; e 88, 68, 48, 28 e 8ul de acetato de etila grau defensivo agricola (VETEC,
Brasil), respectivamente. Em todos os padroes foram utilizados 1,2ul de padrdo interno,
Acenaphtene-d10 (4 mg/ml AccuStandard, New Heaven, USA) ¢ foram feitos em vials &mbar

mantidos a -20 °C.
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A injecdo de 1pul dos 5 padrdes foi feita em triplicata no cromatoégrafo gasoso (Trace
GC, Thermo Finnigan Thermo Electron Corporation, USA) acoplado a um espectrometro de

massas (PolarisQ, Thermo Finnigan, Thermo Electron Corporation, USA).

3.9.3 Analise de Cromatografia I6nica

Para avaliar o consumo de fosforo (P), nitrogénio (N) e enxofre (S) presentes na
molécula de metamidof6s foi avaliada a variacdo da quantidade dos ions fosfato, sulfato,
amonio e/ou nitrato nos meios de cultura. A andlise de anions e cations foi feita por
cromatografia i6nica (761 Compact IC — Metrohm Ltd. Herisau, Switzerland).

A quantificagdo foi realizada utilizando uma curva de calibracdo externa de 6
concentragdes, 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, 6 mg/l, 8 mg/l e 10 mg/l, para os anions cloreto,
brometo, fosfato, nitrato, sulfato e fluoreto com o padrdo Multianions da Pensalab (IsoSol —
Quimilab, Jacarei, SP, Brasil) e para os cations so6dio, magnésio, amonia, potassio e calcio
com o padrdo Multications da Pensalab (IsoSol — Quimilab, Jacarei, SP, Brasil) no programa
IC NET 2.3.

Na andlise de anions foi utilizada a coluna Metrosep A Supp 5, com pré filtro
Metrosep RP Guard, fluxo de 0,7 ml/min do eluente (3,2 mM de bicarbonato de so6dio e 1,0
mM de carbonato de so6dio) filtrado em membrana de porosidade de 0,22 um e desgaseificado
durante 30 minutos.

A analise de cations foi feita com a coluna Metrosep C4 150 e pré coluna C4 Guard
com fluxo de 0,9 ml/min do eluente (1,7 mM de acido nitrico e 0,7 mM de acido dipicolinico)

desgaseificado por 30 minutos antes da analise.

3.10 Avaliacdo do Crescimento das Bactérias em Metanol

O crescimento bacteriano em metanol foi avaliado por medicdo de DO em 20 ml de
meio minimo mineral sem fonte de carbono, com varias concentra¢des de metanol (0,05%v/v,

0,1%v/v, 0,5%v/v, 1%v/v, 2%v/v e 1 g/l) durante 15 dias sob condigdes escuras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Enriquecimento de Bactérias Degradadoras de Metamidofos

Quatro estratégias diferentes foram avaliadas para o enriquecimento e isolamento de
bactérias degradadoras de metamidofos, utilizando amostras de agua e solo de uma area em
constante contato com uma ampla variedade de defensivos agricolas, incluindo o
metamidofos.

Todos os meios de cultura foram elaborados com o objetivo de disponibilizar a fonte
de carbono para a célula na concentracdo de 1 g/l de carbono. Como a molécula de
metamidofoés pode suprir, potencialmente as necessidades de carbono, nitrogénio, fésforo e
enxofre da célula, elaboraram-se diferentes meios de cultura para verificar, especificamente, a
capacidade do pesticida de servir como fonte especifica destes elementos.

O critério de sucesso adotado para isolamento foi o crescimento das culturas de
enriquecimento no quarto subcultivo, onde compostos eventualmente presentes na amostra
original j& teriam sido diluidos ao ponto de ndo interferirem, favorecendo ou prejudicando o
crescimento das bactérias e, por conseguinte, alterando o resultado dos experimentos.

A andlise nutricional indica que para 1 4atomo de carbono de metamidofos a
quantidade de nitrogénio, enxofre e fosforo da molécula atenderia todas as necessidades
nutricionais da célula com respeito a estes elementos, considerando a sua propor¢do no
metamidofos de 1C: 0,5N: 0,5P: 0,5S, comparado com a proporg@o na biomassa de bactérias
de 1C: 0,28N: 0,06P: 0,02S (BAILEY e OLLIS, 1986).

Apesar de esta andlise indicar ndo ser necessario complementar um meio onde
metamidofos é a fonte de carbono com outras fontes de N, S e P, também foram avaliados
meios de enriquecimento com o pesticida como fonte de carbono e fontes externas de N, S e
P, porém, em nenhum dos ensaios onde metamidofos foi a tnica fonte de carbono foi
observado crescimento celular (dados ndo apresentados).

Em fung¢do do ndo-isolamento de organismos capazes de empregar o pesticida como
unica fonte de carbono, foram avaliadas alternativas, onde outras fontes de carbono foram
combinadas com o metamidofés como fonte de N, S, ou P. Nestes casos ¢ importante ressaltar
que o teor de carbono do metamidofos foi desconsiderado no calculo da composi¢do do meio,
ou seja, a concentracdo de 1 g/l de carbono se refere unicamente ao carbono contido nas

substancias usadas como fonte de carbono.
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Experimentos preliminares demonstraram enriquecimento de consorcios capazes de
utilizar metamidofés como fonte isolada de N, P ou S. Em fungfo destes resultados foram
conduzidos experimentos para isolamento de culturas de enriquecimento capazes de utilizar o
metamidofés como fonte simultanea de dois conjuntos de nutrientes.

Na estratégia de isolamento onde o metamidof6s foi a tnica fonte de enxofre e fosforo
no meio de cultura, os consorcios de agua e solo com fonte de carbono, glicose, glicerol e
citrato ou apenas glicerol e citrato (Figura 8 e 9) apresentaram crescimento aproximadamente
duas vezes maior, atingindo contagens de 10" ¢ 10® células/ml, respectivamente, ap6s os trés

subcultivos.
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Figura 8. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicose, Glicerol e Citrato como fonte

de carbono e metamidofos como fonte simultinea de enxofre e fosforo. A) Amostra de
Agua; B) Amostra de Solo
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Figura 9. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicerol e Citrato como fonte de carbono
e metamidofoés como fonte simultdnea de enxofre e fosforo. A) Amostra de Agua; B)

Amostra de Solo.
Ja nos consorcios nos quais o metamidofos serviu como fonte simultanea de enxofre,
fosforo e carbono, observa-se na figura 10 que ndo houve crescimento apos os trés
subcultivos, visto que as contagens permaneceram na mesma unidade logaritmica nas

amostras de solo e agua.
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Figura 10. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com metamidofés como fonte simultanea de
carbono, enxofre e fosforo. A) Amostra de Agua; B) Amostra de Solo.

Quando o metamidofés serviu como unica fonte de nitrogénio e fésforo com as
mesmas fontes de carbono citadas na estratégia anterior (A2, B2 e C2), os consorcios das
amostras de agua e solo ndo mantiveram o crescimento no terceiro subcultivo, apesar de

evidenciar-se um aumento na contagem das bactérias no segundo subcultivo (Figura 11, 12 e
13).
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Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicose, Glicerol e Citrato como fonte
de carbono e metamidofés como fonte simultdnea de nitrogénio e fosforo. A) Amostra de
Agua; B) Amostra de Solo.
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Figura 12. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicerol e Citrato como fonte de
qarbono e metamidofoés como fonte simultdnea de nitrogé€nio e fosforo. A) Amostra de
Agua; B) Amostra de Solo.
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Figura 13. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com metamidofés como fonte simultinea de
carbono, nitrogénio e fosforo. A) Amostra de Agua; B) Amostra de Solo.

No meio onde o metamidofos serviu como fonte de enxofre e nitrogénio, observou-se
crescimento nos cultivos de agua e solo com as mesmas fontes de carbono atingindo

contagens na ordem de 10’ bactérias/ml no terceiro subcultivo (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicose, Glicerol e Citrato como fonte
de carbono e metamidofos como fonte simultanea de enxofre e nitrogénio. A) Amostra de
Agua; B) Amostra de Solo.
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Figura 15. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicerol e Citrato como fonte de
carbono e metamidofés como fonte simultanea de enxofre e nitrogénio. A) Amostra de
Agua; B) Amostra de Solo.

Ainda nos cultivos onde foi fornecido metamidofés como unica fonte de carbono
observa-se o aumento significativo no numero de células até o terceiro subcultivo, porém este
crescimento ndo se manteve nos cultivos posteriores o que ndo satisfaz o critério de sucesso

adotado (Figura 16).
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Figura 16. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com metamidofés como fonte simultanea de
carbono, enxofre e nitrogénio. A) Amostra de Agua; B) Amostra de Solo.

Testes de enriquecimento em meios de cultura onde o metamidofds serviu como tnica
fonte de S, N e P ndo resultaram em consorcios estaveis no quarto subcultivo,
independentemente da fonte de carbono empregada (metamidofos, glicose, glicerol e citrato)

(Figura 17, 18 € 19).
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Figura 17. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicose, Glicerol e Citrato como fonte
de carbono e metamidofés como fonte simultinea de nitrogé€nio, enxofre e fosforo. A)
Amostra de Agua; B) Amostra de Solo.
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Figura 18. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com Glicerol e Citrato como fonte de

carbono e metamidofés como fonte simultanea de nitrogénio, enxofre e fosforo. A)
Amostra de Agua; B) Amostra de Solo.
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Figura 19. Contagem total de células por DAPI. Cultivos com metamidofds como fonte simultanea de
carbono, nitrogénio, enxofre e fosforo. A) Amostra de Agua; B) Amostra de Solo.

A fim de avaliar se os consorcios apresentaram crescimento pela capacidade de
utilizar o metamidofos como fonte de nutrientes e descartar a contamina¢ao quimica do meio
de cultivo como fonte destes nutrientes, foram feitos controles nos consorcios nos quais houve
crescimento. Para isto as culturas de enriquecimento sem fosforo e enxofre (estratégia 1) e
sem nitrogénio e enxofre (estratégia 3) com fonte de carbono glicerol, glicose e citrato, foram
cultivadas sem metamidofos (Figura 20). Claramente a presenca do pesticida resultou em
crescimento significativamente melhor dos isolados, demonstrando a sua importancia como

fonte de nutrientes no meio de cultura.
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Figura 20. Controle de crescimento dos consorcios da estratégia 1 (metamidofés como fonte
simultanea de fosforo e enxofre) e 3 (metamidofés como fonte simultinea de nitrogénio e
enxofre)

Para os ensaios iniciais de enriquecimento e isolamento de bactérias degradadoras foi
utilizado Metamidofos de grau técnico com concentragdo de 60 g/l (Fersol, Brasil).

A fim de dar continuidade aos ensaios foi avaliada a degradacdo de metamidofos
mediante analise por cromatografia gasosa (GC), uma das técnicas mais utilizadas para a
determinagdo de residuos de pesticidas em diversas matrizes de analise a qual pode estar
acoplada a varios detectores, tais como Nitrogénio - Fosforo (NPD), Chama fotométrica
(FPD) ou Espectrometria de massas (MS) (GOBO et al., 2004).

Um pardmetro vital na andlise de pesticidas, e no caso especifico dos
organofosforados, ¢ o procedimento de extragdo por suas propriedades fisico - quimicas as
quais, podem dificultar a extragdo dos mesmos e por tanto interferir no resultado final da
analise.

As normas internacionais, nacionais e sistemas da qualidade destacam a importancia
da validacdo de métodos analiticos e a documentagdo do trabalho de validagdo para a
obtencdo de resultados confidveis e adequados ao uso desejado. As caracteristicas de
desempenho investigadas no processo de validacdo, a fim de demonstrar o bom
funcionamento do método sao: especificidade, exatidao, precisdo, limite de deteccdo, limite
de quantificacao, linearidade, faixa de aplicacdo e robustez (DE BARROS, 2002).

Considerando que a validagcdo de métodos € um aspecto vital da garantia da qualidade
analitica, Goes (2009) validou a metodologia de analise adotada neste trabalho demonstrando

que esta foi seletiva, linear, precisa e reprodutiva, podendo ser aplicada para amostras de agua.
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A curva de calibragdo para a analise cromatografica foi realizada com 5 pontos de
concentracdes que mantiveram a linearidade a qual apresentou um coeficiente de
determinagio (R?) de 0.9924, o que indica que ha uma forte correlagio entre a concentragdo e

arazdo area do analito com a area do padrao interno (Figura 21).

Y =0,000874273+0,00138812*X R”"2 =0,9924 W: Equal
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Figura 21. Curva de calibragdo obtida para o0 Metamidofos.

Destaca-se que o método utilizado foi o do padrio interno visando reduzir os erros
inerentes do manuseio da amostra, tais como, extracdo, preparo, injecdo, entre outros, desta
forma se garante a confiabilidade dos dados obtidos na analise cromatografica. O padrdo
interno usado foi o acenafteno-d10 o qual mostrou um desvio standard de 11,5% considerado
confidvel, visto que para este tipo de analise foi estabelecido como limite maximo 20%.

Na figura 22 observa-se o cromatograma gerado apds a injecdo de 1ul da solucdo de
metamidofos em acetato de etila com o padrdo interno com tempo de retencdo estabelecido
6.52, e para o padrdo interno 8.08, os quais foram confirmados pelos espectros de massas

obtidos.
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Figura 22. Cromatograma gerado a partir da inje¢8o de uma solugdo padrdo de 70pg/ml com adigdo
de acenaphtene D-10 (A) Metamidofos e D-10; (B) Espetro de massas do metamidofos; C)
Espectro de massas do acenaphtene D-10

Uma vez estabelecidas as condi¢des da corrida da analise cromatografica foram feitas
analises preliminares da concentracdo inicial de metamidof6s, as quais foram 1.37, 3.14, 1.44,
3.46 e 2.87 g/l para os isolados A1/Ab, A3/Sk, B1/Sqa, B3/Ata e B3/Sw, respectivamente.
Destaca-se que a porcentagem de degradagdo de metamidofos para todas as bactérias, apos 22
dias de cultivo, foi aproximadamente 99%, visto que a concentracao final do composto estava

abaixo do limite de deteccao da analise de cromatografia gasosa (Figura 23).
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Figura 23. Consumo de Metamidofds (g/1) nos isolados com melhor perfil de crescimento

No cromatograma obtido na andlise do tempo inicial de uma das cepas avaliadas
(B1/Sqa) observa-se a presenga do pico do metamidofés com o seu respectivo espectro de
massas (Figura 24), indicando a presenca do composto no inicio do experimento, e na Figura
25 observa-se a auséncia do mesmo no cromatograma gerado a partir da analise do tempo

final, comprovando novamente, que o composto foi degradado por acdo bacteriana.
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Figura 24. (A) Cromatograma gerado a partir da injegdo do extrato de meio de cultura no tempo
inicial com adi¢do de acenaphtene D-10 — Metamidof6s; (B) Espetro de massas do
metamidofos
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Figura 25. Cromatograma gerado a partir da injeg¢do do extrato de meio de cultura no tempo inicial
com adi¢@o de acenaphtene D-10 — Metamidofos

Dessa forma, os cultivos utilizados para os ensaios posteriores foram os provenientes
dos consorcios da primeira (sem adicdo de enxofre e fosforo) e terceira estratégia (sem adigdo
de enxofre e nitrogénio), visto que foram estes os que mantiveram o crescimento utilizando
metamidofos como fonte de algum nutriente.

Estes resultados apresentam algumas discrepancias importantes. Por que foi possivel
isolar organismos capazes de utilizar simultaneamente S ¢ P ou N e S do metamidof6s, mas
naioNePouN,PeS?

Na tabela 7 encontram-se os metabolitos gerados a partir da provavel quebra do
metamidofos servindo como fonte simultanea de N, P e S, e observa-se que nenhum destes
poderia ser potencialmente toxico para as bactérias, por tanto até o momento acredita-se que o
fato das bactérias serem capazes de crescer nos meios com metamidofos como fonte de NS e
PS e ndo nos meios com metamidofés como fonte de NP e NPS ndo esta relacionado aos
metabolitos gerados durante o crescimento.

Apo6s a hidrolise da molécula do metamidofés usada com fonte simultanea de NS,
pode ser produzido como metabolito, o metil fosfato (Tabela 7), que pode representar para a
bactéria uma fonte de fosfato, seja para a formacao de ATP, vital nas vias metabdlicas, ou na
sintese de acidos nucléicos e compostos de alta energia. Dentre os grupos que podem sofrer
reacOes de substituicdo se encontram os ortofosfatos e os pirofosfatos inorganicos, ésteres e

anidros do acido fosforico (LEHNINGER et al., 2004).
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Tabela 7 - Molécula do metamidofos com guebra nas ligagées P-S e P-N

Meio de cultura

Provaveis Quebras do Metamidofds

Provaveis Metabdlitos

CHS O
N
S/N P 7L NH, CH;S(PO4)CH;
CH,0 /
CH,S ?
S/S 7< IL — NH, CH;OH + CH; (PO4)NH,
CH,0 4
CH,S ?
S/P 7/\ IL 7L NH, CH;0H + NH, + SCH;
CH,0 /
CH,S (;|n
S/SP >< :'-' 7L NH,, 2CH;0H + NH;
CH,0 //
CH,S c|o
S/NS 7/\ L NH, CH;OH + CHy(PO,)
CH,0 /
CH,S ?
S/NP 7/ A ; 74 NH, HSCH; + CHsOH
CH,0
CHS , ©
S/NSP 2CH;OH
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A incapacidade das bactérias de se desenvolverem na auséncia de enxofre e fosforo
pode estar relacionada a presenga no meio de metabolitos toxicos para a célula, como o metil
mercaptano, apés a quebra da ligacdo P-S da molécula do metamidofos, sendo este tltimo
fonte simultianea de PS (Tabela 7). Porém, a fermentacao bacteriana da metionina, aminoacido
sulfurado, produz metil mercaptano, amonio e a-cetobutirato indicando que este composto
forma parte do metabolismo das bactérias (PARES, 1997).

O metamidof6s possui também na sua estrutura, o grupo amonia (Figura 2), o qual
pode ser liberado pela hidrolise da ligacdo P-N (Tabela 7). Este grupo ¢ facilmente
incorporado nas vias biosintéticas dos aminoacidos e nucleotideos a partir de dois
aminoacidos, glutamato e glutamina, os quais sdo o ponto de entrada critico nas vias
metabolicas (LEHNINGER et al., 2004).

A maioria dos estudos de isolamento de organismos degradadores de organofosforados
estdo baseados no uso dos pesticidas apenas como fonte de carbono ou fosforo, portanto,
estudos com estratégias de isolamento onde os OPs serviram como fonte simultinea de
nutrientes s3o raros.

Rosenberg e Alexander (1979) reportaram o crescimento de culturas isoladas capazes
de utilizar Aspon, Azodrin, Dasanit, Diazinon, Malation, Ortene, Paration, Trition,
Dimetoato, Dylox, Metil paration e Vapona como unica fonte de fosforo, porém nenhum
destes pesticidas foi utilizado como fonte de carbono. Neste estudo observou-se que durante a
degradacdo de alguns destes compostos houve a producdo de dialquilfosfatos, fosforotioatos e
fosforoditioatos que ndo serviram como fonte de fosforo para o crescimento bacteriano.

Este fato pode ser justificado pela utilizagdo de compostos ndo-idnicos, que no
metabolismo foram transformados em alquilfosfatos i6nicos. Porém, quando estes compostos
i6nicos foram fornecidos como substratos externamente ndo houve degradacao, possivelmente
devido a impermeabilidade da bactéria a estes compostos (ROSENBERG ¢ ALEXANDER,
1979).

Singh et al. (2004) isolou 6 bactérias pertencentes ao género Enterobacter capazes de
utilizar o clorpirifés como fonte de fosforo e carbono, gerando como produto de hidrédlise o
dietiltiofosfato. Estes organismos possuiram a capacidade de utilizar este composto para o seu

crescimento e como fonte de energia.
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Sethunathan e Yoshida (1973) isolaram varias espécies de Flavobacterium que
utilizavam o paration como fonte de fésforo, mas ndo como fonte de carbono. Porém, estas
bactérias ndo eram capazes de utilizar outros pesticidas organofosforados como fonte de
fosforo ou de carbono. Da mesma forma, Shelton (1988) isolou um consércio que podia
utilizar o acido dietiltiofosforico como fonte de carbono, porém era incapaz de utiliza-lo como
fonte de fosforo ou enxofre.

A cepa de Pseudomonas stutzeri isolada para utilizar paration como fonte de carbono
produziu como metabolito da biotransformacdo do pesticida, dietilfosforotioanato, no entanto
ndo tinha a capacidade de metaboliza-lo novamente mesmo quando a fonte alternativa de
fosforo ou enxofre era removida do meio de cultura (DAUGHTON e HSIEH, 1977).

Na maior parte dos estudos de degradacdo do herbicida glifosato, este foi utilizado
como Unica fonte de fésforo e os organismos estudados ndo foram capazes de utiliza-lo como
fonte de carbono ou nitrogénio (KERTESZ et al., 1994).

No estudo feito por McLoughlin et al. (2004) observou-se que Escherichia coli apesar
de expressar a fosfotriesterase era incapaz de utilizar o paraoxon como Unica fonte de fosforo.
Por este motivo o autor clonou um fragmento do DNA gendmico de Enterobacter aerogenes
que expressa uma fosfohidrolase em E. coli a fim de permitir a esta ultima o emprego do
dimetilfosfato como tnica fonte de fosforo. Desta forma, McLoughlin et al. (2004), propds
como via catabdlica de paraoxon uma serie de hidrolises partindo do paraoxon a
dimetilfosfato e mediante a acdo de uma fosfodiesterase a hidrolise do dimetil fosfato a metil
fosfato, o qual por sua vez, foi hidrolisado pela fosfomonoesterase, a fosfato e assim entrar
nas vias metabdlicas do organismo.

As alquilsulfatases sdo enzimas que degradam compostos sulfurados e podem ser
altamente especificas e seletivas, e ser reguladas principalmente por sintese constitutiva,
indugdo por substrato e por repressdo. Estas enzimas sdo sintetizadas pelas células durante o
crescimento em meio rico em nutrientes com excesso de carbono e enxofre e, para a sua
expressao ndo precisam ser induzidas por um agente externo (KERTESZ et al., 1994).

Compostos conhecidos por reprimir algumas destas enzimas, como o acetato, citrato
ou piruvato, ndo apresentaram um efeito negativo na sintese das sulfatases constitutivas no
meio de cultura. Outro fator importante a considerar, ¢ a quantidade da fonte de enxofre
presente no meio de cultura, a qual pode ndo ser importante na regulacdo de um tipo de
alquilsulfatases em Pseudomonas sp., porém tem relevancia em outras espécies

(FITZGERALD e KIGHT, 1977).
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Outros efeitos relacionados com a concentracdo da fonte de carbono tém sido
observados na presenca de intermedidrios dos acidos tricarboxilicos, glicose, acetato ou
piruvato, na qual a sintese de sulfatases podia ser promovida ou reprimida (KERTESZ et al.,
1994).

Sutherland et al. (2002) isolou uma Mycobacterium capaz de degradar endosulfan
como fonte de enxofre na auséncia de sulfito, sulfato ou metionina, porém, na presenca destes
compostos a degradagdo foi inibida. O autor sugere que esta bactéria expressa um conjunto de
proteinas, denominado SSIS (Sulphate-Starvation-Induced Stimulon), importantes na
utilizagdo de fontes de enxofre na auséncia do mesmo.

Kertesz (1994) sugere que o fato de alguns micro-organismos serem capazes de
utilizar um composto como fonte de carbono e nao de fosforo, nitrogénio e/ou enxofre e vice-
versa pode ser devido as condi¢des nas quais os isolados foram cultivados, pois nao basta o
organismo possuir uma via de catabolismo do composto-alvo, mas a regulacdo desta via deve
permitir a indug@o dos genes nas condi¢des de cultivo. A regulacio da expressdo dos genes de
enzimas da rota metabolica de biodegradacao de pesticidas depende do papel do composto na
nutricdo do organismo. Freqiientemente, moléculas de pesticida sdo utilizadas como fontes de
apenas um elemento carbono, fésforo ou enxofre (KERTESZ et al., 1994).

Mazel e Marlibre (1989) observaram que durante a auséncia de sulfato, genes que
codificam proteinas com uma quantidade minima de aminoacidos com enxofre foram
expressos, enquanto que o excesso de sulfato no meio de cultura levou a producao de outro
conjunto de proteinas, as quais continham uma grande quantidade de aminoacidos com
enxofre.

Como foi mencionado anteriormente nao foi isolada nenhuma bactéria da estratégia na
qual o metamidof6s foi utilizado como tnica fonte de carbono, indicando que este ndo possui
uma quantidade representativa de carbono para suprir a necessidade das bactérias isoladas ou
estas ndo possuem a maquinaria enzimatica para utilizar compostos C,, tais como, metano,
metanol, formiato ou metilamina como tnica fonte de carbono e energia, seja via serina ou
ribulose monofosfato.

Para avaliar a capacidade das bactérias de utilizarem compostos C;, estas foram
cultivadas na presenga de metanol como fonte alternativa de carbono, porém ndo houve

crescimento (dados ndo apresentados).
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4.2 Isolamento de Bactérias Degradadoras de Metamidofos

Experimentos de isolamento de bactérias degradadoras de metamidofos a partir dos
consorcios que apresentaram resultados positivos para a utilizagao do pesticida como fonte de
nutrientes (A1/S, A1/A, A3/S, A3/A, B1/S, B1/A, B3/S e B3/A) resultaram no isolamento de
12 bactérias em meio mineral com metamidofos e 12 em meio rico R2A.

A fragdo atual da comunidade que vai ser cultivada depende do meio de cultura
escolhido para a contagem, por isto a selecdo do meio de cultura é crucial no isolamento de
culturas puras.

O meio rico em nutrientes utilizado, o0 R2A, se caracteriza por permitir que um amplo
espectro de bactérias possam se desenvolver na mesma taxa de crescimento pela baixa
concentracdo de extrato de levedura, caseina hidrolisada, peptona e glicose. Os organismos
cultivaveis podem chegar a ser ndo cultivaveis devido ao estresse imposto durante sua
manipulagdo no laboratdrio, além disso, ha competi¢ao das bactérias para formar coldnias, o
que pode reprimir o crescimento de algumas delas. Por este motivo, alguns micro-organismos
crescem muito devagar ou ndo crescem definitivamente na placa. O conteudo de amido e
piruvato do meio R2A permitem particularmente que as bactérias injuriadas se desenvolvam
rapidamente (MERCK, 2000).

Observou-se que sete das bactérias isoladas em meio mineral que foram
posteriormente cultivadas em R2A apresentaram caracteristicas morfologicas similares as que
tinham sido isoladas previamente neste meio de cultivo, reduzindo o grupo de 24 bactérias a
17 colonias macroscopicamente diferentes. As cepas B1/Sq, B1/Sqa e B3/Sx foram isoladas
do meio rico em nutrientes R2A e as cepas A1/Ab, A1/Aba, A3/Sk, A3/Ska, A3/Ag, B3/Sw,
B3/Ata, B3/At e B3/Au foram isoladas de meio minimo mineral, mostrando a importancia
que tem o uso de estratégias de isolamento baseadas na pressao seletiva.

Para avaliar a capacidade de crescimento das bactérias isoladas em metamidofos de
forma individual foi utilizado o meio minimo mineral liquido acrescido de metamidofos,
sendo que, apenas 12 isolados foram capazes de manter o crescimento apds varios repiques no

mesmo meio.
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Tabela 8 - Bactérias degradadoras de Metamidofos a partir das diferentes estratégias de
enriquecimento. S/SP: Sem enxofre e fosforo; S/NP: Sem nitrogénio e fosforo; S/NS:
Sem nitrogénio e enxofre; S/PSN: Sem fosforo, enxoftre e nitrogénio e tipo de amostra

Tipo de S/SP S/SN S/NS S/NSP
Fonte de Carbono Amostra 1 2 3 4
Glicose, Solo - - A3/Sk, A3/Ska --
. K A -
Glicerol e Citrato Agua | A1/Ab, Al/Aba -- A3/Ag -
Glicerol e Solo B1/Sq, B1Sqa -- B3/Sw, B3/Sx --
Citrato B Acua B B B3/At, B3/Ata, B
g B3/Au

Metamidofés C ,SO o

Agua -- -- -- --

A partir dos consorcios da estratégia 1, na qual ndo houve adi¢do de fosforo e enxofre,
foram isoladas quatro bactérias, duas de agua que consumiram glicerol, glicose e citrato como
fonte de carbono (A1/Ab e Al/Aba) e duas de solo usando glicerol e citrato como fonte de
carbono (B1/Sq e B1/Sqa). Por outra parte, dos consorcios nos quais ndo foi acrescentado
nitrogénio e enxofre, foram isoladas oito bactérias, trés delas utilizaram como fonte de
carbono glicose, glicerol e citrato (A3/Sk, A3/Ska e A3/Ag isoladas de agua e solo,
respectivamente) e as cinco restantes usaram glicerol e citrato (B3/Sw, B3/Sx, B3/Ata e

B3/At, B3/Au isoladas de solo e agua, respectivamente) (Tabela 8).

4.2.1 Caracterizacdo Macroscépica e Microscopica dos Isolados

A técnica de espalhamento em placa permite que as colonias que se desenvolvem na
superficie do Agar possam ser diferenciadas com base na sua morfologia, o que facilita o seu
isolamento.

As bactérias isoladas foram semeadas em R2A pela técnica de esgotamento a fim de
observar as caracteristicas morfologicas, tamanho, cor, textura e forma. Na coloragdo Gram
foi observado que onze isolados eram bacilos Gram negativos e um bacilo Gram positivo.
Seis isolados apresentaram col6nias com forma redonda definida e seis de forma irregular, a

cor foi basicamente clara, observando algumas mudancas com o transcurso do tempo (Tabela
9).
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Wang et al. (2008) observou que a exposi¢do de solo a altas concentragdes de
metamidofos (23,8 mg/kg) resultou na redug¢do do carbono de biomassa microbiana total
(Cnic) € de biomassa fungica, no entanto ocorreu um aumento do numero de bactérias Gram
negativas sem alterar a populacdo de bactérias Gram positivas. Este resultado estd condizente

com o maior numero de isolados Gram-negativos neste experimento (Tabela 9).

Tabela 9 - Caracterizacio macroscc’)Eica e microscéEica das cepas isoladas em meio R2A.

Cepa Tamanho Coloragéo de
P da Forma da Col6nia Cor da Colbnia ¢ Morfologia
Isolada o Gram
Coldnia
Al/Ab Média Redonda Qe borda Amarela escura Positivo Bacilo
definida
Al/Aba Média Irregular Branca Negativo Bacilo
A3/Ag Grande frregular, com Branca Negativo Bacilo
borda de cor escura
Branca, com ponto
A3/Sk Grande Irregular branco mais escuro Negativo Bacilo
no centro
A3/Ska Grande Redonda Branca Negativo Bacilo
B1/Sqa Grande frregular, borde Branca Negativo Bacilo
transparente
B1/Sq Média frregular, borde Branca Negativo Bacilo
transparente

B3/At Média Redonda Bege el?:luor o com Negativo Bacilo
B3/Ata Meédia Redonda Bege Negativo Bacilo
B3/Au Grande Irregular Branca Negativo Bacilo

Branca quando
B3/Sw Grande Redonda jovem e amarelada Negativo Bacilo
quando envelhece

B3/Sx Média Redonda Branca Negativo Bacilo
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4.3 ldentificacdo de Bactérias Degradadoras de Metamidofos

4.3.1 Identificacio por Métodos Moleculares

4.3.1.1 Anélise de Restri¢cdo de rDNA Amplificado (ARDRA)

Os perfis de ARDRA baseados na especificidade dos sitios de digestdo dos genes de
rRNA 16s sdo biomarcadores Uteis na andlise da estrutura da comunidade das bactérias do
solo e tem sido adotado como um método para quantificar a diversidade bacteriana nos solos
contaminados por defensivos agricolas e outro quimicos (WU et al., 2010).

A digestdo do gene rRNA 16s das cepas isoladas gerou quatro padrdes de restricdo
diferentes (Figura 26). Os perfis de restrigdo G1 e G3 foram observados em apenas uma
bactéria cada, A1/Ab e Al/Aba, respectivamente, um bacilo Gram positivos ¢ um Gram
negativo, isolados na auséncia de fosforo e enxofre. O perfil de digestdo do grupo G2 foi
observado em trés bactérias (A3/Ska, B1/Sqa, B3/Ata); e o perfil de digestdo do grupo G4 foi
observado em 7 organismos diferentes (A3/Ag, A3/Sk, B1/Sq, B3/At, B3/Au, B3/Sw e
B3/Sx) isolados dos meios de cultivo onde ndo houve fornecimento de nitrogénio e enxofre.

Os grupos G2 e G4 tiveram predominancia de bacilos Gram negativos (Tabela 10).

Tabela 10 - GI‘UBOS de Badr()es de ARDRA das cepas isoladas

Grupo Cepas Isoladas

Gl Al/Ab
G2 B1/Sqa, B3Ata, A3/Ska
G3 Al/Aba

G4 A3/Ag, A3/Sk, B1/Sq, B3/At, B3/Sw, B3/Sx, B3/Au
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Figura 26. Eletroforese em gel de agarose 3.5% da digestdo dos fragmentos do gene rDNA 16s de
cada isolado com as enzimas Haelll e BsuRI. Padrao 50 pb DNA Ladder (1000 a 50pb)

No estudo feito por Wang et al. (2008) verificou-se, através da analise dos padroes de
ARDRA, que a diversidade genética do solo (riqueza e equitatividade) diminuiu sob estresse
de metamidofos, observando também, a predominancia de bactérias Gram negativas. Wu et
al. (2010) foi o primeiro a utilizar o ARDRA para avaliar o efeito de diferentes concentracdes
de metamidofos sobre a estrutura da comunidade do solo de Pseudomonas, género bacteriano
importante para o biocontrole no solo.

As alteragdes de perfis de ARDRA detectadas demonstram que o ARDRA ¢ uma
ferramenta util para realizar estudos preliminares da estrutura da comunidade do solo sob
varias condi¢des de estresse, pois se observa que o grupo de bactérias isoladas a partir da
caracterizagdo macroscopica e microscopica em R2A foi reduzido a apenas 4 grupos de

padrdes de restricdo de ARDRA.

4.3.1.2 Sequienciamento e Identificagdo do rDNA 16s

A andlise de seqiiéncias do rDNA 16S tem sido utilizada com o intuito de elucidar as
afinidades taxonomicas de uma ampla variedade de taxa e ¢ também uma ferramenta 1til e

eficaz na avaliag@o da diversidade genética das amostras ambientais (BAKER et al., 2003)
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Além disso, os genes do rRNA 16s sdo ideais para este tipo de identificagdo, uma vez
que possuem regides com seqiiéncias conservadas entre todas as bactérias ou fungos, o que
facilita o alinhamento das seqiiéncias no momento de fazer comparagdes, assim como também
possui regides que mostram diferentes niveis de variagdo, permitindo a distingdo e
identificacdo de seqiiéncias que s@o comuns nas bactérias ou fungos e, entre os diferentes
grupos filogenéticos (PROSSER, 2002)

Desta forma, foi feito o seqiienciamento do gene rRNA 16s das doze cepas isoladas,
no qual se obteve seqiiéncias entre 1233 e 1298pb, para posterior analise mediante o BLAST

na base de dados do NCBI.

Tabela 11 - Matriz de Similaridade da cepa A1/Ab identificadas como Curtobacterium sp-

Sequéncia 1 2 3 4 5 6
Al/Ab ID 1 1 0,998 1 1
AY688357.1| Curtobacterium sp. 1 ID 1 0,998 1 1
AY688361.1| Curtobacterium sp. 1 1 ID 0,998 1 1
AY864656.1| Curtobacterium sp. 0,998 0,998 0,998 ID 0,998 0,998
EF411134.1| Curtobacterium sp. 1 1 1 0,998 1D 1
FJ876396.1| Curtobacterium sp. 1 1 1 0,998 1 1D

Nesta analise a cepa A1/Ab do grupo G1 apresentou 100% de semelhanga com varias
cepas identificadas como Curtobacterium sp. (Tabela 11), as quais foram isoladas de amostras
humanas, de ambientes extremos (Antartida) e ambientes de ambientes brancos. As
seqiiéncias das cepas B1/Sqa, B3/Ata e A3/Ska, do grupo G2, foram identificadas como
Stenotrophomonas maltophilia com 100% de identidade, isolada de raizes de cana de aglicar
de solos da China (Tabela 12).

Tabela 12 - Matriz de Similaridade da cepa A3/Ska, B1/Sqa e B3/Ata identificadas como
Stenotrophomonas malthophilia

Sequéncia 1 2 3 4 5 6 7

A3/Ska ID 1 1 0,998 0,999 1 0,996
B1/Sqa 1 ID 1 0,998 0,999 1 0,996
B3/Ata 1 1 ID 0,998 0,999 1 0,996

AJ131907.1| S. maltophilia 0,998 0,998 0,998 ID 0,997 0,998 0,995
EU931549.1| S. maltophilia 0,999 0,999 0,999 0,997 1D 0,999 0,995
FN645734.1] S. maltophilia 1 1 1 0,998 0,999 ID 0,996
GQ381284.1| Xanthomonas sp. 0,996 0,996 0,996 0,995 0,995 0,996 ID

S.: Stenotrophomonas
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A cepa Al/Aba do grupo G3 apresentou 98% de identidade com Serratia marcescens
(Tabela 13), isolada em um estudo de bactérias degradadoras do inseticida fipronil. Na tabela
14 observa-se que todos os isolados do grupo G4 tiveram 99% de identidade com
Pseudomonas sp., isolada de diversas fontes, sendo as A3/Ag e B3/Au com Pseudomonas sp.
(EU680989) isolada de agua de rio; A3/Sk, B3/At e B1/Sq com Pseudomonas sp.
(AY880843) isolada da rizosfera de trigo; B3/Sx com Pseudomonas sp. (DQ411818) isolada
da filosfera de palmeiras; e, B3/Sw com Pseudomonas sp (DQ453823).

Tabela 13 - Matriz de Similaridade da cepa A1/Aba identificadas como Serratia marcescens

Sequéncia 1 2 3 4 5 6

Al/Aba ID 0,988 0,988 0,988 0,987 0,988
EF032328.1| Serratia sp. 0,988 ID 0,998 0,998 0,997 0,997
EU233275.1| Serratia marcescens 0,988 0,998 1D 0,998 0,999 0,997
FM213391.1| Serratia marcescens 0,988 0,998 0,998 1D 0,997 0,999

FN293172.1| Serratia marcescens 0,987 0,997 0,999 0,997 1D 0,996

GUS826157.1] Serratia marcescens 0,988 0,997 0,997 0,999 0,996 ID

Tabela 14 - Matriz de Similaridade da cepa A3/Ag-, A3/Sk-, B1/Sq-, B3/At-, B3/Au-, B3/Sw- e
B3/Sx- identificadas como Pseudomonas Sp.

Seqliéncia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14

A3/Ag- ID 0,994 0,994 0,994 1 0,988 0,991 0,985 0,999 0995 0,998 0,993 0,996
A3/Sk- 0,994 ID 0,999 0,997 0,994 0988 0994 0987 0,994 0,997 0994 0,993 0,998
B1/Sq- 0,994 0,999 1D 0,996 0,994 0,987 0,994 0986 0993 0,996 0994 0992 0,997
B3/At- 0,994 0,997 099 ID 0,994 0,987 0,994 0,986 0993 0,99 0,994 0,992 0997
B3/Au- 1 0,994 0,994 0994 ID 0,988 0,991 0,985 0,999 0995 0,998 0,993 0,996
B3/Sw- 0,988 0,988 0,987 0,987 0988 ID 0,991 0992 0,987 0,989 0988 0,993 0,989
B3/Sx- 0,991 0,994 0,994 0,994 0991 0991 ID 0,989 0,99 0,994 0991 0,994 0,994
AF094738.1| P. putida 0985 0,987 0,986 098 0985 0,992 0989 ID 0,984 0,988 0,985 0,99 0,989
AM410631.1| P. fluorescens 0,999 0,994 0,993 0,993 0,999 0,987 0,99 0,984 ID 0,994 0997 0,992 0,995

AY880843.1| Pseudomonas sp. 0,995 0,997 0,996 0,996 0,995 0,989 0994 0988 0,994 ID 0,995 0,994 0,999
DQ402053.1] P. fluorescens 0,998 0,994 0,994 0994 0998 0,988 0,991 0985 0,997 0,995 ID 0,993 0,996
DQ411818.1| Pseudomonas sp. 0,993 0,993 0,992 0,992 0993 0993 0,99 0,99 0,992 0,994 0,993 1D 0,994
EF672049.1| P. fluorescens 0,996 0,998 0,997 0,997 0996 0,989 0,994 0,989 0995 0,999 0,99 0994 ID

P.: Pseudomonas

A arvore filogenética foi montada a partir dos alinhamentos das cepas isoladas neste
estudo com as cepas provenientes do banco de dados, que apresentaram maior similaridade de
seqiiéncia do rDNA16S (Figura 27). Como foi mencionado anteriormente o gene avaliado
(16s) apresenta regides variaveis assim como conservadas, segundo o descrito para E. coli

(BAKER et al., 2003).
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Figura 27. Arvore filogenética Ilustrativa do Gene rRNA 16s das Bacterias Degradadoras de
metamidofos pelo Método de Neighbor-joining com a utilizagao do programa Mega3.
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4.3.2 Analise do Perfil de Acidos Graxos Metil Ester (MEAG)

Os componentes lipidicos celulares podem ser utilizados para a identificagdo e
especiagdo bacteriana a partir do estudo do perfil dos acidos graxos metil éster (MEAG).
Estes acidos estdo localizados na membrana citoplasmatica (BUSSE et al., 1996) e sdo
obtidos pela conversdo dos fosfolipideos da membrana celular a metil ésteres e sdo avaliados
por cromatografia gasosa (BROWN e LEFF, 1996).

Este método ¢ importante na identificagdo de bactérias, visto que estd baseado nas
diferencas estruturais dos acidos graxos, tais como, o comprimento (acidos graxos entre 8-20
atomos de carbono), a presenca de acidos graxos saturados e insaturados (geralmente
monoinsaturados) ¢ a freqiiéncia de acidos graxos ramificados e ciclopropanos (BUSSE et al.,
1996).

Atualmente, existe um sistema automatizado, Sistema de Identificacdo Microbiana
Sherlock (MIDI) (SASSER, 1990) que identifica micro-organismos baseados nos padrdes
unicos MEAG de cepas referéncia. O sistema utiliza uma base de dados com
aproximadamente 2000 entradas, que inclui bactérias e leveduras (WHITTAKERA et al.,
2003).

O MEAG estd determinado pelo do uso de indice de similaridade, o qual estabelece
que se este valor ¢ maior ou igual que 0,700 e a diferenca entre os valores dos indices de
similaridade da 1° e 2° cepa referéncia ¢ de 0,200, a identificagdo da bactéria pode ser
considerada excelente; se o indice esta entre 0,500 e 0,700 e a diferencga entre a 1° e 2° cepa
referéncia é de 0,100 a identificacdo é boa; se o valor do indice de similaridade estd entre
0,300 ¢ 0,500 os resultados podem ser ainda aceitos, porém estes dados indicam a presenca de
uma cepa atipica; e finalmente, se o indice ¢ menor que 0,300, isto sugere o padrao de acidos
graxos da cepa ndo corresponde a nenhum dos perfis da base de dados (BROWN e LEFF,
1996).

O uso dos acidos graxos ligados de forma especifica aos ésteres da fracdo lipidica
polar aumenta radicalmente a sensibilidade e a especificidade na deteccdo de populagdes
microbianas. Por este motivo, esta analise foi feita para identificar as 12 cepas isoladas, como
método alternativo ao seqlienciamento.

A leitura dos picos das cepas avaliadas foi de 100%, exceto para as cepas B3/Sw e
B3/Sx, as quais apresentaram leituras de 99,81% e 99,2%, respectivamente. Todas as
porcentagens de similaridade obtidas foram maiores do que 70%, menos do isolado A1/Ab

(Tabela 14).
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Quanto as diferencas entre os indices de similaridade, ressalta-se que a maioria sdo
menores que 0,200, gerando resultados confidveis. A cepa A1/Ab e Al/Aba apresentou 35,5%
e 78,7% de similaridade com Bacillus-coagulans e Enterobacter-pyrinus, respectivamente
valores baixos se comparado com as outras bactérias identificadas.

Os isolados A3/Ag, B1/Sq, B3/At, B3/Au foram identificados como Pseudomonas
putida com indices de similaridade maiores que 87%; B3/Sw e B3/Sx foram identificadas
como Pseudomonas savastanoi com indices de similaridade de 85,8% e 78,3%,
respectivamente; a A3/Sk foi identificada como Pseudomonas fluorescens com um indice de
similaridade de 89,4%.

Tabela 14 - ParAmetros de identificagio Eela analise do Eerﬁl de Acidos Graxos Metil Ester (MEAG!

Diferencia de

Cepas .In.d'C(? de Cepa referencia do MIS? indices Leitura Picos
Similaridade Lo
de similaridade
0,355 Bacillus-coagulans -
Al/Ab 0,338 Clavibacter-michiganensis 0.017 100%
0,318 Microbacterium-halophilum 0.02
0,787 Enterobacter-pyrinus -
Al/A ’ . 1009
/Aba 0,692 Serratia-marcescens-GC subgroup B 0.095 00%
0,895 Pseudomonas-putida-biotype B - o
A3IAg 0,795 Pseudomonas-putida-biotype A 0.1 100%
0,894 Pseudomonas-fluorescens-biotype B -
A3/Sk 0,870 Pseudomonas-fluorescens-biotype G 0.024 100%
0,869 Pseudomonas-putida-biotype B 0.01
A3/Ska 0,926 Stenotrophomonas maltophilia - 99.52%
0,936 Pseudomonas-putida-biotype B - 0
B1/Sq 0,824 Pseudomonas-fluorescens-biotype G 0.112 100%
B1/Sga 0,91 Stenotrophomonas maltophilia - 99.49%
0,871 Pseudomonas-putida-biotype B - o
B3/AL 0,833 Pseudomonas-vancouverensis 0.038 100%
B3/Ata 0,912 Stenotrophomonas maltophilia - 99.52%
0,878 Pseudomonas-putida-biotype B - 0
B3/Au 0,776 Pseudomonas-vancouverensis 0.102 100%
0,858 Pseudomonas-savastanoi-nerium - 0
B3/Sw 0,746 Pseudomonas-mucidolens 0.112 9.81%
0,783 Pseudomonas-savastanoi-nerium - o
B3/Sx 0,607 Pseudomonas-mucidolens 0.176 99.2%

a) MIS: Microbial Identification System
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4.3.3 Comparacao dos Métodos de Identificacédo

O seqiienciamento do gene rDNA 16s, gene que por ser altamente conservado, com
regides comuns entre os organismos e possuir também variagdes que se concentram em zonas
especificas, permite a obtencdo de informacdo filogenética e taxonomica (WOESE et al.,
1985) foi comparado com a andlise de acidos graxos metil éster (MEAG) da membrana
celular.

Os resultados obtidos nas duas técnicas foram comparados para verificar se os mesmos
organismos foram identificados. Organismos alocados a espécies diferentes nas duas técnicas
de identificagdo foram os da cepa Al/Ab, a qual teve 35,5% de similaridade com Bacillus-
coagulans pela analise de acidos graxos e, no seqiienciamento, foi identificada como
Curtobacterium sp. com uma porcentagem de 99%. E, a cepa A1/Aba a qual foi identificada
como Serratia sp. pelo seqiienciamento e na analise do MEAG foi identificada como

Enterobacter-pyrinus com um indice de similaridade de 78,7% (Tabela 15).

Tabela 15 - ComBarag:éo de métodos de identificagdo das cepas isoladas
METODO DE IDENTIFICACAO

IS%IIE_Z\AE)A (Porcentagem de Similaridafje) ]
Seqiienciamento rDNA 16s Analise Acidos Graxos Metil Ester

Al/Ab Curtobacterium sp. (99%) Bacillus-coagulans (35,5%)
Al/Aba Serratia marcescens (98%) Enterobacter-pyrinus (78,7%)
A3/Ag Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas putida (89,5%)
A3/Sk Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas-fluorescens (89,4%)
A3/Ska Stenotrophomonas maltophilia (99%) Stenotrophomonas maltophilia (92,6%)
B1/Sga Stenotrophomonas maltophilia (99%) Stenotrophomonas maltophilia (91,2%)
B1/Sq Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas putida (93,6%)
B3/At Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas putida (87,1%)
B3/Ata Stenotrophomonas maltophilia (99%) Stenotrophomonas maltophilia (91%)
B3/Au Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas putida (87,8%)
B3/Sw Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas savastanoi (85,8%)
B3/Sx Pseudomonas sp. (99%) Pseudomonas savastanoi (75,39%)

Ressalta-se, que os resultados obtidos para esta linhagem no MIDI ficaram fora dos

padrdes de confianga do método, visto que quando a diferenga entre os indices ¢ menor do
que 0.200 a identificacdo nao ¢ confiavel (BROWN e LEFF, 1996) e, portanto, sera

considerado o resultado de seqlienciamento.
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Os isolados do G4 do ARDRA A3/Ag, A3/Sk, B1/Sq, B3/At, B3/Au, B3/Sw ¢ B3/Sx
e os A3/Ska, B3/Ata e B1/Sqa do G2 do ARDRA, foram identificados com o mesmo género
Pseudomonas e Stenotrophomonas sp., respectivamente, e, a variagdo limitou-se apenas as
espécies identificadas (Tabela 15).

Os resultados obtidos nos dois métodos foram mostraram aproximadamente 83% de
concordancia, visto que apenas duas das bactérias analisadas ndo foram identificadas como o

mesmo micro-organismo.

4.3.4 Caracteristicas das Bactérias Identificadas

4.3.4.1 Serratia sp.

A isolado Al/Aba foi identificada pelo seqlienciamento do rDNA 16s e a analise do
perfil de acidos graxos como Serratia sp., a qual é um bacilo Gram negativo pertencente as y
proteobacterias, catalase e citocromo oxidase positivo, capaz de reduzir nitritos a nitratos,
além de ser encontrado no solo, agua, alimentos e amostras clinicas. Estudos reportam esta
bactéria como degradadora de hidorcarbonetos de petroleo (MACHIN-RAMIREZ et al.,
2008; ABU e DIKE, 2008), gasolina, querosene, 6leo diesel e 6leo lubrificante (WONGSA et
al., 2004), dibenzofurano (JAISWAL e THAKUR, 2007). Tém sido reportados estudos que
demonstram a capacidade desta bactéria de degradar pesticidas como o pentaclorofenol
(SINGH et al., 2008), o herbicida glufosinato (HSIAO et al., 2007) e organofosforados tais
como, o metil paration, os seus produtos de degradacdo como p-nitrofenol (PAKALA et al.,

2007), o diazinon (CYCON et al., 2009) ¢ o clorpirifés (LAKSHMI et al., 2009).

4.3.4.2 Pseudomonas sp.

O género Pseudomonas compreende bacilos Gram negativos, conhecidos por serem
bactérias com um amplo potencial catabdlico, o que lhes confere a capacidade de degradar um
amplo espectro de xenobidticos, ter resisténcia a metais pesados, solventes organicos e
detergentes. Assim, podem colonizar ambientes em condigdes adversas para o crescimento
bacteriano. Este género ¢ conhecido por sua capacidade degradadora de defensivos agricolas,
como os organofosforados utilizando-os como tunica fonte de fosforo (ROSENBERG e
ALEXANDER, 1979) dentre estes encontram-se o clorpirifos, paration, metilparation, entre

outros (CYCON et al., 2009; LAKSHMI et al., 2009).
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A hidrolase de organofosforados (OPH) capaz de hidrolisar uma ampla variedade de
defensivos agricolas organofosforados tem sido identificada em Pseudomonas (BENNING et
al., 2000).

4.3.4.3 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas sp é uma bactéria Gram negativa, encontrada no ambiente, solo e
plantas. Esta bactéria vem sendo amplamente estudada em funcdo de sua patogenicidade
sendo um patégeno oportunista associado a infecgdes hospitalares (ORTIN et al., 2007;
FOUHY et al., 2007).

Apesar do enfoque clinico, este género tem aplicagdes na fitoremediagdo e na
biorremediacdo, visto que € capaz de metabolizar uma ampla variedade de compostos
organicos presentes na rizosfera (RYAN et al.,, 2009). Merroun e Selenska-Pobell (2008)
observaram a capacidade desta bactéria de acumular intracelularmente uranio; assim como a
tolerancia a metais pesados (PAGES et al., 2008). Esta bactéria ¢ degradadora de compostos
xenobiodticos como p-nitrofenol, 4-nitroanilina e 4-clorofenol (LIU et al., 2007), benzeno,
tolueno e etilbenzeno (LEE et al., 2002), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, tais como,
fenantreno, fluoreno, pireno, criseno, benzo (a) pireno, dibenzo (a,h) antraceno e benzo (a)
antraceno (JUHASZ et al., 2000; BOONCHAN et al., 1998). Também foram isoladas cepas
de Stenotrophomonas sp. capazes de degradar os pesticidas clorpirifés, paration, metil-
paration e fenitrotion utilizando-os como fonte de carbono e fosforo (KUMAR et al., 2007;

KUMAR e PHILIP, 2006; BARRAGAN-HUERTA et al., 2007).

4.3.4.4 Curtobacterium sp.

Membros do grupo de bactérias Gram positivas de actinomicetos degradam pesticidas
com diferentes estruturas quimicas, incluindo organoclorados, s-triazinas, triazinonas,
carbamatos, organofosforados, acetanilidas e sulfonilureas. O género Curtobacterium sp nao
tem sido descrito na literatura como degradador de defensivos agricolas, porém actinomicetos,
tais como, Arthrobacter, Brevibacterium, Clavibacter, Corynebacterium, Micromonospora,
Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus e Streptomyces sdo conhecidos por sua capacidade
de metabolizar xenobidticos (DE SCHRIJVER e DE MOT, 1999).
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4.4 Avaliacao da Biodegradacédo de Metamidofos

4.4.1 Avaliagdo de Nitrato, Amonio, Fosfato e Sulfato

4.4.1.1 Influéncia de Nutrientes N, P e S Contaminantes do Meio no Crescimento das
Bactérias Degradadoras de Metamidofos

A disponibilidade de nutrientes essenciais tais como, carbono, nitrogénio, fosforo e
oxigénio, pode limitar a taxa de degradacdo bacteriana de defensivos agricolas (AISLABIE e
LLOYD-JONES, 1995). Como as unicas estratégias de enriquecimento que resultaram no
isolamento de bactérias degradadoras de metamidofos foram as estratégias onde o pesticida
foi utilizado como fonte simultanea de S e P ou como fonte de N e S foi necessario verificar a
presenca destes nutrientes como contaminantes nos meios de cultura.

Os contaminantes detectados nas concentracdes em que os ingredientes foram
adicionados nos meios de cultura foram 0,12 g/l de nitrato oriundo do EDTA e 0,12 g/l de
fosfato do metamidofos. De acordo com a proporcdo dos elementos na biomassa, seriam
necessarios 0,15 g/l de fosforo e 0,33 g/l de nitrogénio (BAILEY e OLLIS, 1986) para
produzir os 200 mg de biomassa obtidos no ensaio. A contaminagdo por apenas 0,04 g/l de
fosforo e de 0,025 g/l de nitrogénio no meio de cultura ndo teria sido capaz de suprir as
necessidade destes elementos na constitui¢cdo da biomassa.

Para confirmar se o pesticida serviu pelo menos parcialmente como fonte destes
nutrientes nestes ensaios, foi acompanhado o crescimento da cepa B3/Ata na presenca e
auséncia de EDTA, observando que a presenca de EDTA como tnica fonte de nitrogénio ndo
¢ suficiente para manter o crescimento desta cepa, pois observa-se que na presenga de
metamidofos, a bactéria atinge aproximadamente 0,5 unidades de densidade optica (Figura

28).
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Figura 28. Controle de Crescimento do isolado B3/Ata na Presenca ¢ Auséncia de EDTA como
Contaminante do Meio de Cultura.

Controles nos quais as bactérias (B3/Ata e B1/Sqa) foram cultivadas sem a presenca
do pesticida foram feitos novamente a fim de confirmar se o crescimento observado era
dependente da presenca do metamidofos ou ndo. Nas figuras 29 e 30 observa-se que a
densidade optica nos cultivos sem o pesticida ndo mudou, a compara¢do dos que continham a

presencga deste, nos quais o a densidade optica aumentou radicalmente.
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Figura 29. Controles de Crescimento de B1/Sqa na Presenga e Auséncia de Metamidofos



86

0,7
0.6
0,5
04
03
0,2

0,1
0 I

Densidade Optica (540nm)

B3/Ata Com MTF B3/Ata Sem MTF C-

B Tempo Inicial Tempo Final

Figura 30. Controles de Crescimento de B3/Ata na Presenga e Auséncia de Metamidofos

4.4.2 Avaliacdo da Cinética de Degradacao de Metamidofos

Como etapa final do trabalho foram retomados os experimentos de caracterizagdo da
cinética de degradacdo do metamidofés pelos dois isolados que apresentaram o melhor
crescimento com o composto (B3/Ata e B1/Sqa), ressaltando que, o metamidofos utilizado
para essas analises apresentava uma pureza maior de 74,79 % (Milenia) a comparagdo do
utilizado para as andlises de enriquecimento e isolamento das bactérias (60%, Fersol).

Apobs 5, 10, 20 e 30 dias de cultivo sob as mesmas condigdes de crescimento
estabelecidas inicialmente, foi observado o crescimento dos organismos, mas sem degradagao
significativa do metamidofés (dados ndo apresentados).

Varias concentragoes de metamidofos foram avaliadas no crescimento das bactérias
(100, 500, 1000, 1500 e 2000 mg/l) para descartar a possibilidade de toxicidade inerente as
elevadas concentragdes do pesticida, observando que, as bactérias conservaram a sua
capacidade de crescimento no composto (Figura 31 ¢ 32) sem o consumo do pesticida pelas
culturas apds 10, 20 e 30 dias (dados ndo apresentados). No entanto, neste ensaio observou-se
que para o isolado B1/Sqa, as diferentes concentragdes de metamidofos nao tiveram um efeito
significativo no crescimento, visto que com todas foram obtidos valores de densidade Optica

finais semelhantes (Figura 31).
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Figura 31. Comparagdo do crescimento do isolado B1/Sqa em cultivos de MM com varias
concentra¢des de metamidofos.

Para o isolado B3/Ata, observa-se que a concentra¢do na qual houve maior
crescimento foi 1000 mg/l, seguido de 500 mg/l, destacando que a concentragdes muito
elevadas (2000 mg/1) este composto pode ter sido toxico para as bactérias e em concentracoes
muito baixas, provavelmente ndo proporcionou os nutrientes em quantidades suficientes para

manter o crescimento bacteriano (Figura 32).
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Uma vez que o metamidofos utilizado durante todas as andlises, desde o
enriquecimento até a avaliagdo da sua biodegradacgdo, ndo era 100% puro, sugere-se que as
bactérias foram capazes de manter o crescimento na presenca do composto gragas a presenca
de contaminantes que serviram como fonte de nutrientes, porém a natureza quimica destes
ndo pdde ser elucidada, visto que nas analises de cromatografia ionica nao houve
identificacdo dos ions analisados.

Considerando que o metamidofos foi estudado como fonte de N, P, S, acreditou-se que
a fonte de carbono nfo seria suficiente para que as bactérias esgotassem estes elementos a
partir do mesmo, por este motivo, foram realizados cultivos, nos quais foi feita uma
alimentacdo da fonte de carbono no inicio da fase estacionaria. Assim, se verificaria se as
bactérias apds tiverem utilizado todos os contaminantes com carbono excedente disponivel
atacariam o metamidofos, porém observou-se que ndo houve um aumento notério no
crescimento das mesmas (dados ndo apresentados).

Ressalta-se uma vez mais que os estudos realizados apés o enriquecimento e
isolamento das bactérias foram continuados apds ter sido analiticamente confirmada a
degradagdo do metamidofos (99%) nos experimentos iniciais por analises de GC/MS.

Varias hipoteses foram propostas para justificar a perda da capacidade de degradacdo
do metamidofoés por parte das bactérias, tais como, a possivel mutacdo pontual e irreversivel
do gene envolvido no metabolismo deste composto, a inducdo ou repressdo enzimatica pela
presenca de algum contaminante do metamidofos e/ou problemas técnicos de conservagado das
cepas isoladas.

As condi¢des de conservacdo e congelamento das cepas preservadas ndo foram
mantidas, visto que o equipamento apresentou falhas técnicas no seu funcionamento o que
poderia ter gerado um dano irreversivel nas bactérias, ja que estas foram recuperadas, porém,
aparentemente perderam a capacidade de degradar o metamidofés. Possivelmente ciclos de
descongelamento e recongelamento a baixas temperaturas podem ter selecionado organismos
da populacio dos isolados desprovidos de plasmideos com genes de biodegradagdo, caso esta
tenha sido a localizacdo destes genes, que ressalta-se, era desconhecida para os isolados

iniciais.
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Uma mutagdo pontual e irreversivel do gene envolvido pode ter sido outra causa
possivel para a perda da capacidade de degradacdo das cepas. Os transposons sdo seqiiéncias
genéticas que permitem aos genes se mover entre outras bactérias distantes filogeneticamente
e, facilitam também a mobilidade dos plasmideos entre espécies de bactérias do mesmo ou
diferente género (BOYD e HARTL, 1997). Este processo, denominado transferéncia lateral
ou horizontal de plasmideos, confere aos hospedeiros a capacidade de adaptacdo instantanea a
ambientes muito diversos e mutaveis (VALDES e PINERO, 1992).

Os elementos transponiveis encontrados nos plasmideos sdo usados como veiculos que
facilitam a transferéncia destes a novos hospedeiros, os quais, uma vez transmitidos podem se
manter associados ao plasmideo ou se transpor no cromossomo, este fendmeno parece ser o
responsdvel pela existéncia de transposdes catabolicos idénticos em organismos nao
relacionados taxonomicamente (ARBER, 2000).

Estes elementos carregam informagdes genéticas necessarias para mineralizar diversas
fontes de carbono (TAN, 1999), assim como a capacidade de crescer em alguns compostos
toxicos e recalcitrantes (TOP et al., 2002).

As enzimas microbianas chamadas hidrolases de organofosforados (OPH), anidrases
acidas de organofosforados (OPA) e fosfotriesterases (PTE) mostraram atividade hidrolitica
na ligagdo triéster encontrada estruturalmente em diversos grupos de compostos
organofosforados (BENNING et al., 1994). Os genes homologos que codificam enzimas
hidroliticas de degradagdo de organofosforados opd e opdA foram isoladas das bactérias em
Flavobacterium sp. e Agrobacterium, respectivamente, os quais podem formar parte de
elementos transponiveis ativos (HORNE et al., 2003).

A existéncia de genes que codificam outras hidrolases capazes de degradar
organofosforados tem sido relatada na literatura (HORNE et al., 2003), porém, ressalta-se que
alguns destes, mpd (gene de degradacdo de metil paration) ¢ opdA em Agrobacterium
radiobacter P230 ndo estdo localizados em plasmideos, e apesar destes genes serem
transponiveis por natureza, estes elementos cromossomais ndo possuem tanta facilidade na
mobilidade horizontal (PANDEETI, 2011).

Um aspecto importante a ser considerado na discussdo dos fatores que causaram a
perda da capacidade de biodegradacdo do metamidophds pelos isolados € que este fenomeno
ocorreu simultaneamente com todos os isolados testados (A1/Ab, Al/Aba, A3/Sk, A3/Ska,
A3/Ag, B3/Sw, B3/At, B3/Au, B1/Sq, B1/Sqa e B3/Sx), o que torna improvavel o
envolvimento de mecanismos de perda de plasmideos ou de mutacdo, cujo carater aleatdrio

torna improvavel a sua ocorréncia simultdnea em todas as bactérias isoladas.
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Outro aspecto importante a ser considerado nesta discussdo € a composicdo das
solucdes de metamidofos empregadas nos ensaios iniciais de confirmagdo de biodegradacgao e
nos ensaios posteriores de cinética de degradagdo. Os ensaios de enriquecimento ¢ isolamento
de bactérias degradadoras de metamidofds foram feitos inicialmente com metamidofos, 60%
de pureza, (Fersol) e nas analises finais de avalia¢do da cinética de degradagdo por GC/MS foi
utilizado um metamidofos mais puro (73,79%, Milenia), foram investigadas as possiveis
diferengas na composicdo das duas solugdes do pesticida.

Assim, apods contato informal com a empresa Milenia, foi encontrado que o pesticida
deste fabricante apresentava problemas de estabilidade, visto que os controles feitos no teste
acelerado, 54 °C durante 14 dias, indicaram 10% de degradacdo, excedendo o limite de 4-5%,
de tal forma que a empresa deu inicio a alguns estudos para melhorar esta propriedade do
pesticida.

A empresa sugeriu que a instabilidade do composto estava relacionada com o pH da
solugdo que era acido, portanto, foi utilizada a trietanolamina para aumentar o pH da solucao
neutralizando-o e desta forma incrementando a sua estabilidade nos testes estabelecidos.

A trietanolamina, agente alcalinizante, ¢ utilizada geralmente como ingrediente para
equilibrar o pH em produtos cosméticos, de higiene e limpeza, além de ser biocida, por ser
tensoativo e/ou pela capacidade de danificar a membrana celular. No estudo feito por
Bakalova (2008) foi evidenciado que além da concentragdo da trietanolamina, o pH influencia
a agdo antimicrobiana deste composto, observando que a pHs mais elevados (9,9) o efeito
biocida aumenta.

Considerando que a adi¢do deste composto a solugdo de metamidofos ndo mostrou um
efeito letal nas bactérias previamente isoladas com o pesticida fornecido pela Fersol, visto que
estas mantiveram o crescimento, sugere-se que pode ter ocorrido ¢ interferéncia de um ou
varios dos componentes adicionados para estabiliza¢ao na inducao da via de degradacao ou na
atividade da enzima-chave de ataque ao metamidofos.

De tal forma que, estas tiveram que optar pelos contaminantes presentes na solugao do
pesticida para a manutencdo do crescimento, gerando a perda final e irreversivel da sua
capacidade de degradacdo do metamidofos. O crescimento dos organismos na presenca de
metamidofos ocorreu, claramente, devido a4 presenca de contaminantes que forneceram os

nutrientes (N, P, S) que deveriam ter sido extraidos do metamidofds pelas culturas.
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Isto pode ter acontecido por repressdo ou indugdo enzimatica, visto que ndo se
possuem informagdes do efeito que esta molécula poderia ter gerado nas vias metabodlicas das
bactérias. Sugere-se que esta pode ser a hipotese mais provavel, considerando que a perda da
capacidade de degradagdo ocorreu em todos os isolados, portanto, o elemento limitante teve

que ter entrado em contato com todas as bactérias para gerar este efeito.
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5 CONCLUSOES

A partir de amostras de solo e agua de uma area contaminada foram isoladas e
caracterizadas 12 bactérias que inicialmente mostraram capacidade de degradar o pesticida
organofosforado metamidofds, utilizando-o como fonte de enxofre/nitrogénio e
fosforo/enxofre. Estes isolados foram identificados por métodos de biologia molecular e pela
caracterizagdo do perfil lipidico da célula como pertencentes aos géneros, Serratia,
Pseudomonas, Stenotrophomonas e Curtobacterium.

Ensaios preliminares de cinética de degradagdo do metamidofdés evidenciaram o
potencial de degradagdo do pesticida pelas bactérias isoladas, porém ap6s um periodo de
tempo estas perderam esta capacidade, detectando o composto apds varios dias de cultivo sob
as mesmas condig¢oes iniciais.

Recomenda-se que para o enriquecimento e posterior isolamento de bactérias
degradadoras de metamidof6s, seja utilizado um composto de alta pureza para minimizar a
presenga de contaminantes que possam ser fonte de nutrientes para as bactérias sendo um

interferente nos resultados finais.
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APENDICE A - Calibracéo de Cromatografia I6nica

104

Apéndice Al - Cromatograma da solu¢do multidnions com fluoreto, cloreto, brometo, nitrato,

fosfato e sulfato, referente a um padrdo de calibracdo com concentracdo de 1 mg/I.

uS/em
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— —Fluoreto 0.966

-~(Toreto 0.871

-Brometo 0,939
-Nitrato 0930

> -Tosfato 0,927

= Sulfato 0.964

Apéndice A2 - Cromatograma da solugdo multications com sodio, aménio, potassio, calcio e

magnésio, referente a um padrao de calibracdo com concentragdo de 1 mg/l.
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Apéndice A3 - Calibragao de fluoreto na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1.

Composto:
Coeficiente de correlacéo:
RSD:

Fluoreto
0.999637
1.936 %

105

Niveis de calibragéo: g
Ponto 1 1 mg/1 %
Ponto 2 2 mg/l

Ponto 3 4 mg/l

Ponto 4 6 mg/l

Ponto 5 8 mg/l

Ponto 6 10 mg/1

12 50

Ared

1o 11 1 313 14

§ 16 17

18 E+0]f

Apéndice A4 - Calibragdo de cloreto na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1

Composto:
Coeficiente de correlacao:
RSD:

Niveis de calibracéo:

Cloreto
0.999733
2.550 %

Ponto 1 1 mg/l
Ponto 2 2 mg/l
Ponto 3 4 mg/l
Ponto 4 6 mg/l
Ponto 5 8 mg/l

Ponto 6 10 mg/1

12.50

Concentration|

o]

Area

10

11

12E+0]]
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Apéndice A5 - Calibrag¢do de brometo na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1

Composto:

Brometo

Coeficiente de correlagdo: 0.999855

RSD:

Niveis de calibragéo:

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

1 mg/l
2 mg/l
4 mg/l
6 mg/l
8 mg/l
10 mg/1

2.196 %
EIZ.ED
£
g /‘i/ i

e
/
/
/
:/
/0'
/s:_Lr/
5 10 15 20 15 30 35 40 45 ;j;n

Apéndice A6 - Calibracao de nitrato na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1

Composto: Nitrato

Coeficiente de correlagdo: 0.999827

RSD:

Niveis de calibracéo:

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

1 mg/l
2 mg/l
4 mg/l
6 mg/l
8 mg/l
10 mg/1

1.510 %

Concentration|

12.50

Ares
E5 a

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 58 60
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Apéndice A7 - Calibragao de fosfato na faixa de concentra¢do de 1 a 10 mg/1

Composto: Fosfato
Coeficiente de correlagdo: 0.999570
RSD: 2.085 %

12.50

Niveis de calibragéo:

Ponto 1 1 mg/l

Ponto 2 2 mg/l /
Ponto 3 4 mg/l .

Ponto 4 6 mg/l

onto mg , /
Ponto 5 8 mg/l /
Ponto 6 10 mg/1 3/

Coneentration|

Areq|
3 10 15 20 25 30 E+H

Apéndice A8 - Calibracao de sulfato na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/I

Composto: Sulfato
Coeficiente de correlagdo: 0.999802
RSD: 1.361 %

Niveis de calibragéo: e
Ponto 1 1 mg/l —g‘ o
Ponto 2 2 mg/l ; P =
Ponto 3 4 mg/l P
Ponto 4 6 mg/l //
Ponto 5 8 mg/l /
Ponto 6 10 mg/1 /
,;//O/
/ Ares
T 0 1= 0 35 3 35 w0 5 50 = 0 6 70 75 s siEs
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Apéndice A9 - Calibragao de sodio na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1

Composto: Sodio
Coeficiente de correlagdo: 0.998664
RSD: 3.918 %

Niveis de calibragéo: .%12.50
Ponto 1 1 mg/l ;g y
Ponto 2 2 mg/l P
Ponto 3 4 mg/l /
Ponto 4 6 mg/l | P
Ponto 5 8 mg/l //
Ponto 6 10 mg/1 //ﬁ/
/1/

Apéndice A10 - Calibragdo de amonio na faixa de concentracdo de 1 a 10 mg/I

Composto: Aménio
Coeficiente de correlagdo: 0.999608
RSD: 1.975 %

12.50

Niveis de calibracéo:

Ponto 1 1 mg/l

Concentration

Ponto 2 2 mg/l /3/
Ponto 3 4 mg/l s /

Ponto 4 6 mg/l /

Ponto 5 8 mg/l /

Ponto 6 10 mg/1 /
// Aced

1 2 3 4 5 ] 7 8 g 10 11 12 13 14 15 1&+0]
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Apéndice All - Calibragdo de potassio na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1

Composto: Potassio

Coeficiente de correlagdo: 0.999733

RSD: 2.550 %
Niveis de calibragdo:  [Zp#
Ponto 1 1 mg/l ;g y
Ponto 2 2 mg/l /9/
Ponto 3 4 mg/l /
Ponto 4 6 me/l
g P s
Ponto 5 8 mg/1
Ponto 6 10 mg/1 //
/ o
e
:
e
/ Areal
5 10 15 20 23 30 23 45 T )

Apéndice A12 - Calibragdo de calcio na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/I

Composto:

Calcio

Coeficiente de correlagdo: 0.999275

RSD: 3.424 %

Niveis de calibracéo: %11-50

Ponto 1 1 mg/l % o
Ponto 2 2 mg/l - / M
Ponto 3 4 mg/l /

Ponto 4 6 mg/l /

Ponto 5 8 mg/l P P

Ponto 6 10 mg/1 /

Aren|

-
2
-
.
2
=

10

12

E+0]]
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Apéndice Al13 - Calibragdo de magnésio na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg/1

Composto: Magnésio
Coeficiente de correlagdo: 0.999525
RSD: 2.100 %

Niveis de calibragao: -§‘“-""
Ponto 1 1 mg/l % p
Ponto 2 2 mg/l /
Ponto 3 4 mg/l 4//
Ponto 4 6 mg/l //
Ponto 5 8 mg/l /é/
Ponto 6 10 mg/1 -
/
2 /
P
l/
A~

( / Ares

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1o 11 12 13 14 15 16 17 18 19 ZOE+0]




APENDICE B - Alinhamento das Seqiiéncias
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Apéndice Bl - Alinhamento da seqiiéncia do rDNA 16S da cepa Al/Aba, identificada como

Serratia marcescens com seqiiéncias disponiveis no banco de dados GenBank.

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba
EF032328.1
EU233275.1

TR EEEN
5

AGTCGAGCGG
AGTCGAGCGG
AGTCGAGCGG
AGTCGAGCGG
AGTCGAGCGG
AGTCGAGCGG

TR EEEN
55

CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA

AAACGGTAGC
AAACGGTAGC
AAACGGTAGC
AAACGGTAGC
AAACGGTAGC
AAACGGTAGC

Rl EER
155

CGGGCCTCTT
CGGGCCTCTT
CGGGCCTCTT
CGGGCCTCTT
CGGGCCTCTT
CGGGCCTCTT

GTAATGGCTC
GTAATGGCTC
GTAATGGCTC

Rl EEEN
15

TAGCACAAGA
TAGCACAAGA
TAGCACAAGA
TAGCACAAGA
TAGCACAAGA
TAGCACAAGA

Rl EEEN
65

ATGTCTGGGA
ATGTCTGGGA
ATGTCTGGGA
ATGTCTGGGA
ATGTCTGGGA
ATGTCTGGGA

TAATACCGCA
TAATACCGCA
TAATACCGCA
TAATACCGCA
TAATACCGCA
TAATACCGCA

SRl EREN
165

GCCATCAGAT
GCCATCAGAT
GCCATCAGAT
GCCATCAGAT
GCCATCAGAT
GCCATCAGAT

ACCTAGGCGA
ACCTAGGCGA
ACCTAGGCGA

ST BN
25

GAGCTTGCTC
GAGCTTGCTC
GAGCTTGCTC
GAGCTTGCTC
GAGCTTGCTC
GAGCTTGCTC

ST BN
75

AACTGCCTGA
AACTGCCTGA
AACTGCCTGA
AACTGCCTGA
AACTGCCTGA
AACTGCCTGA

SEERY BN
125

TAACGTCGCA
TAACGTCGCA
TAACGTCGCA
TAACGTCGCA
TAACGTCGCA
TAACGTCGCA

SEER EREN
175

GTGCCCAGAT
GTGCCCAGAT
GTGCCCAGAT
GTGCCCAGAT
GTGCCCAGAT
GTGCCCAGAT

ST BN
225

CGATCCCTAG
CGATCCCTAG
CGATCCCTAG

ST BN
35

YCTGGGTGAC
TCTGGGTGAC
TCTGGGTGAC
TCTGGGTGAC
TCTGGGTGAC
CCTGGGTGAC

ST BN
85

TGGAGGGGGA
TGGAGGGGGA
TGGAGGGGGA
TGGAGGGGGA
TGGAGGGGGA
TGGAGGGGGA

S EERNY
135
AGACCAAAGA
AGACCAAAGA
AGACCAAAGA
AGACCAAAGA
AGACCAAAGA
AGACCAAAGA

S ERRY
185
GGGATTAGCT
GGGATTAGCT
GGGATTAGCT
GGGATTAGCT
GGGATTAGCT
GGGATTAGCT

S EEEN
235
CTGGTCTGAG
CTGGTCTGAG
CTGGTCTGAG

Rl BEEN
45

GAGCGGCGGA
GAGCGGCGGA
GAGCGGCGGA
GAGCGGCGGA
GAGCGGCGGA
GAGCGGCGGA

Rl BEEN
95

TAACTACTGG
TAACTACTGG
TAACTACTGG
TAACTACTGG
TAACTACTGG
TAACTACTGG

SRRl EREN
145

GGGGGACCTT
GGGGGACCTT
GGGGGACCTT
GGGGGACCTT
GGGGGACCTT
GGGGGACCTT

SEEEY EREN
195

AGTAGGTGGG
AGTAGGTGGG
AGTAGGTGGG
AGTAGGTGGG
AGTAGGTGGG
AGTAGGTGGG

Rl BEEN
245

AGGATGACCA
AGGATGACCA
AGGATGACCA



FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GUB826157 .1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GUB826157 .1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

GTAATGGCTC
GTAATGGCTC
GTAATGGCTC

BRI EERR
255

GCCACACTGG
GCCACACTGG
GCCACACTGG
GCCACACTGG
GCCACACTGG
GCCACACTGG

TR B
305

GGGAATATTG
GGGAATATTG
GGGAATATTG
GGGAATATTG
GGGAATATTG
GGGAATATTG

GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC
GAAGAAGGCC

R EEER
405

ARCTTAATAC
AGCTTAATAC
AGCTTAATAC
AACTTAATAC
AGCTTAATAC
AACTTAATAC

RS EERR
455

ACTCCGTGCC
ACTCCGTGCC
ACTCCGTGCC
ACTCCGTGCC
ACTCCGTGCC
ACTCCGTGCC

R EEEE
505

ACCTAGGCGA
ACCTAGGCGA
ACCTAGGCGA

SRRl EREN
265

AACTGAGACA
AACTGAGACA
AACTGAGACA
AACTGAGACA
AACTGAGACA
AACTGAGACA

SRR B
315

CACAATGGGC
CACAATGGGC
CACAATGGGC
CACAATGGGC
CACAATGGGC
CACAATGGGC

TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT
TTCGGGTTGT

SRl EREN
415

GYTCATCAAT
GTTCATCAAT
GCTCATCAAT
GTTCATCAAT
GCTCATCAAT
GTTCATCAAT

SRR B
465

AGCAGCCGCG
AGCAGCCGCG
AGCAGCCGCG
AGCAGCCGCG
AGCAGCCGCG
AGCAGCCGCG

Rl EEEN
515

CGATCCCTAG
CGATCCCTAG
CGATCCCTAG

SEEEY EEEN
275

CGGTCCAGAC
CGGTCCAGAC
CGGTCCAGAC
CGGTCCAGAC
CGGTCCAGAC
CGGTCCAGAC

R e
325

GCAAGCCTGA
GCAAGCCTGA
GCAAGCCTGA
GCAAGCCTGA
GCAAGCCTGA
GCAAGCCTGA

ST BN
375

AAAGCACTTT
AAAGCACTTT
AAAGCACTTT
AAAGCACTTT
AAAGCACTTT
AAAGCACTTT

SEERY EREN
425

TGACGTTACT
TGACGTTACT
TGACGTTACT
TGACGTTACT
TGACGTTACT
TGACGTTACT

R e
475

GTAATACGGA
GTAATACGGA
GTAATACGGA
GTAATACGGA
GTAATACGGA
GTAATACGGA

ST BN
525

CTGGTCTGAG
CTGGTCTGAG
CTGGTCTGAG

S ERRY
285
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA
TCCTACGGGA

-l---
335
TGCAGCCATG
TGCAGCCATG
TGCAGCCATG
TGCAGCCATG
TGCAGCCATG
TGCAGCCATG

S EEEN
385
CAGCGAGGAG
CAGCGAGGAG
CAGCGAGGAG
CAGCGAGGAG
CAGCGAGGAG
CAGCGAGGAG

S ERRNY
435
CGCAGAAGAA
CGCAGAAGAA
CGCAGAAGAA
CGCAGAAGAA
CGCAGAAGAA
CGCAGAAGAA

-l---
485
GGGTGCAAGC
GGGTGCAAGC
GGGTGCAAGC
GGGTGCAAGC
GGGTGCAAGC
GGGTGCAAGC

ST BN
535

AGGATGACCA
AGGATGACCA
AGGATGACCA

SEEEY EREN
295

GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG
GGCAGCAGTG

SR B
345

CCGCGTGTGT
CCGCGTGTGT
CCGCGTGTGT
CCGCGTGTGT
CCGCGTGTGT
CCGCGTGTGT

Rl BEEN
395

GAAGGTGGTG
GAAGGTGGTG
GAAGGTGGTG
GAAGGTGGTG
GAAGGTGGTG
GAAGGTGGTG

R -
445

GCACCGGCTA
GCACCGGCTA
GCACCGGCTA
GCACCGGCTA
GCACCGGCTA
GCACCGGCTA

SR B
495

GTTAATCGGA
GTTAATCGGA
GTTAATCGGA
GTTAATCGGA
GTTAATCGGA
GTTAATCGGA

Rl BEEN
545

112



Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GUB826157 .1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1

ATTACTGGGC
ATTACTGGGC
ATTACTGGGC
ATTACTGGGC
ATTACTGGGC
ATTACTGGGC

BRI EERR
555

TCCCCGGGCT
TCCCCGGGCT
TCCCCGGGCT
TCCCCGGGCT
TCCCCGGGCT
TCCCCGGGCT

TR B
605

CGTAGAGGGG
CGTAGAGGGG
CGTAGAGGGG
CGTAGAGGGG
CGTAGAGGGG
CGTAGAGGGG

GGAGGAATAC
GGAGGAATAC
GGAGGAATAC
GGAGGAATAC
GGAGGAATAC
GGAGGAATAC

RS EER
705

GGTGCGAAAG
GGTGCGAAAG
GGTGCGAAAG
GGTGCGAAAG
GGTGCGAAAG
GGTGCGAAAG

CTGTAAACGA
CTGTAAACGA
CTGTAAACGA
CTGTAAACGA
CTGTAAACGA

GTAAAGCGCA
GTAAAGCGCA
GTAAAGCGCA
GTAAAGCGCA
GTAAAGCGCA
GTAAAGCGCA

SRl EREN
565

CAACCTGGGA
CAACCTGGGA
CAACCTGGGA
CAACCTGGGA
CAACCTGGGA
CAACCTGGGA

SRR B
615

GGTAGAATTC
GGTAGAATTC
GGTAGAATTC
GGTAGAATTC
GGTAGAATTC
GGTAGAATTC

CGGTGGCGAA
CGGTGGCGAA
CGGTGGCGAA
CGGTGGCGAA
CGGTGGCGAA
CGGTGGCGAA

SRl EREN
715

CGTGGGGAGC
CGTGGGGAGC
CGTGGGGAGC
CGTGGGGAGC
CGTGGGGAGC
CGTGGGGAGC

TGTCGATTTG
TGTCGATTTG
TGTCGATTTG
TGTCGATTTG
TGTCGATTTG

CGCAGGCGGT
CGCAGGCGGT
CGCAGGCGGT
CGCAGGCGGT
CGCAGGCGGT
CGCAGGCGGT

TR EEEN
575

ACTGCATTTG
ACTGCATTTG
ACTGCATTTG
ACTGCATTTG
ACTGCATTTG
ACTGCATTTG

R e
625

CAGGTGTAGC
CAGGTGTAGC
CAGGTGTAGC
CAGGTGTAGC
CAGGTGTAGC
CAGGTGTAGC

SEERY EEEN
675

GGCGGCCCCC
GGCGGCCCeC
GGCGGCCCCC
GGCGGCCCCC
GGCGGCCCCC
GGCGGCCCCC

SEERY EEEN
725

AAACAGGATT
AAACAGGATT
AAACAGGATT
AAACAGGATT
AAACAGGATT
AAACAGGATT

ST BN
775

GAGGTTGTGC
GAGGTTGTGC
GAGGTTGTGC
GAGGTTGTGC
GAGGTTGTGC

TTGTTAAGTC
TTGTTAAGTC
TTGTTAAGTC
TTGTTAAGTC
TTGTTAAGTC
TTGTTAAGTC

S ERREY
585
AAACTGGCAA
AAACTGGCAA
AAACTGGCAA
AAACTGGCAA
AAACTGGCAA
AAACTGGCAA

-l---
635
GGTGAAATGC
GGTGAAATGC
GGTGAAATGC
GGTGAAATGC
GGTGAAATGC
GGTGAAATGC

S ERRN
685
TGGACGAAGA
TGGACGAAGA
TGGACGAAGA
TGGACGAAGA
TGGACGAAGA
TGGACGAAGA

S ERRY
735
AGATACCCTG
AGATACCCTG
AGATACCCTG
AGATACCCTG
AGATACCCTG
AGATACCCTG

S EEEN
785
CCTTGAGGCG
CCTTGAGGCG
CCTTGAGGCG
CCTTGAGGCG
CCTTGGGGCG

AGATGTGAAA
AGATGTGAAA
AGATGTGAAA
AGATGTGAAA
AGATGTGAAA
AGATGTGAAA

SEEEY EREN
595

GCTAGAGTCT
GCTAGAGTCT
GCTAGAGTCT
GCTAGAGTCT
GCTAGAGTCT
GCTAGAGTCT

SR B
645

GTAGAGATCT
GTAGAGATCT
GTAGAGATCT
GTAGAGATCT
GTAGAGATCT
GTAGAGATCT

SRRl EREN
695

CTGACGCTCA
CTGACGCTCA
CTGACGCTCA
CTGACGCTCA
CTGACGCTCA
CTGACGCTCA

SEEEY EREN
745

GTAGTCCACG
GTAGTCCACG
GTAGTCCACG
GTAGTCCACG
GTAGTCCACG
GTAGTCCACG

Rl BEEN
795

TGGCTTCCGG
TGGCTTCCGG
TGGCTTCCGG
TGGCTTCCGG
TGGCTTCCGG

113



GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

CTGTAAACGA

TR B
805

AGCTAACGCG
AGCTAACGCG
AGCTAACGCG
AGCTAACGCG
AGCTAACGCG
AGCTAACGCG

CTCAAATGAA
CTCAAATGAA
CTCAAATGAA
CTCAAATGAA
CTCAAATGAA
CTCAAATGAA

TGTCGATTTG

SRR B
815

TTAAATCGAC
TTAAATCGAC
TTAAATCGAC
TTAAATCGAC
TTAAATCGAC
TTAAATCGAC

Rl EEEN
865

TTGACGGGGG
TTGACGGGGG
TTGACGGGGG
TTGACGGGGG
TTGACGGGGG
TTGACGGGGG

SRRl EREN
915

GAGGTTGTGC

R e
825

CGCCTGGGGA
CGCCTGGGGA
CGCCTGGGGA
CGCCTGGGGA
CGCCTGGGGA
CGCCTGGGGA

ST BN
875

CCCGCACAAG
CCCGCACAAG
CCCGCACAAG
CCCGCACAAG
CCCGCACAAG
CCCGCACAAG

SEERY BN
925

CCTTGAGGCG

-l---
835
GTACGGCCGC
GTACGGCCGC
GTACGGCCGC
GTACGGCCGC
GTACGGCCGC
GTACGGCCGC

S EEEN
885
CGGTGGAGCA
CGGTGGAGCA
CGGTGGAGCA
CGGTGGAGCA
CGGTGGAGCA
CGGTGGAGCA

-
935

TGGCTTCCGG

SR B
845

AAGGTTAAAA
AAGGTTAAAA
AAGGTTAAAA
AAGGTTAAAA
AAGGTTAAAA
AAGGTTAAAA

Rl BEEN
895

TGTGGTTTAA
TGTGGTTTAA
TGTGGTTTAA
TGTGGTTTAA
TGTGGTTTAA
TGTGGTTTAA

SRRl EREN
945

TTCGATGCAA CGCGAAGAAC CTTACCTACT CTTGACATCC AGAGAACTTW

TTCGATGCAA
TTCGATGCAA
TTCGATGCAA
TTCGATGCAA
TTCGATGCAA

TR B
955

SCAGAGATGS
GCAGAGATGG
CCAGAGATGG
CCAGAGATGG
CCAGAGATGG
CCAGAGATGG

TGTCGTCAGC
TGTCGTCAGC
TGTCGTCAGC
TGTCGTCAGC
TGTCGTCAGC
TGTCGTCAGC

TR B
1055

AACCCTTATC

CGCGAAGAAC
CGCGAAGAAC
CGCGAAGAAC
CGCGAAGAAC
CGCGAAGAAC

SRR B
965

WTTGGTGCCT
ATTGGTGCCT
ATTGGTGCCT
ATTGGTGCCT
ATTGGTGCCT
ATTGGTGCCT

TCGTGTTGTG
TCGTGTTGTG
TCGTGTTGTG
TCGTGTTGTG
TCGTGTTGTG
TCGTGTTGTG

SRR B
1065

CTTTGTTGCC

CTTACCTACT
CTTACCTACT
CTTACCTACT
CTTACCTACT
CTTACCTACT

R e
975

TCGGGAACTC
TCGGGAACTC
TCGGGAACTC
TCGGGAACTC
TCGGGAACTC
TCGGGAACTC

SRR PEER
1025

AAATGTTGGG
AAATGTTGGG
AAATGTTGGG
AAATGTTGGG
AAATGTTGGG
AAATGTTGGG

R e
1075

AGCGGTTCGG

CTTGACATCC
CTTGACATCC
CTTGACATCC
CTTGACATCC
CTTGACATCC

-l---
985
TGAGACAGGT
TGAGACAGGT
TGAGACAGGT
TGAGACAGGT
TGAGACAGGT
TGAGACAGGT

S EEEN
1035

TTAAGTCCCG
TTAAGTCCCG
TTAAGTCCCG
TTAAGTCCCG
TTAAGTCCCG
TTAAGTCCCG

-
1085
CCGGGAACTC

AGAGAACTTT
AGAGAACTTT
AGAGAACTTT
AGAGAACTTT
AGAGAACTTT

SR B
995

GCTGCATGGC
GCTGCATGGC
GCTGCATGGC
GCTGCATGGC
GCTGCATGGC
GCTGCATGGC

Rl BEEN
104

CAACGAGCGC
CAACGAGCGC
CAACGAGCGC
CAACGAGCGC
CAACGAGCGC
CAACGAGCGC

SR B
109

AAAGGAGACT

114



EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GUB826157 .1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

Al/Aba

EF032328.1
EU233275.1
FM213391.1
FN293172.1
GU826157.1

AACCCTTATC
AACCCTTATC
AACCCTTATC
AACCCTTATC
AACCCTTATC

GCCAGTGATA
GCCAGTGATA
GCCAGTGATA
GCCAGTGATA
GCCAGTGATA
GCCAGTGATA

BRI EEER
1155

CTTACGAGTA
CTTACGAGTA
CTTACGAGTA
CTTACGAGTA
CTTACGAGTA
CTTACGAGTA

TR B
1205

GACCTCGCGM
GACCTCGCGA
GACCTCGCGA
GACCTCGCGA
GACCTCGCGA
GACCTCGCGA

GMGTCTGCAA
GAGTCTGCAA
GAGTCTGCAA
GAGTCTGCAA
GAGTCTGCAA
GAGTCTGCAA

CTTTGTTGCC
CTTTGTTGCC
CTTTGTTGCC
CTTTGTTGCC
CTTTGTTGCC

AACTGGAGGA
AACTGGAGGA
AACTGGAGGA
AACTGGAGGA
AACTGGAGGA
AACTGGAGGA

SRR PERR
1165

GGGCTACACA
GGGCTACACA
GGGCTACACA
GGGCTACACA
GGGCTACACA
GGGCTACACA

SRR B
1215

GASCAAGCGG
GAGCAAGCGG
GAGCAAGCGG
GAGCAAGCGG
GAGCAAGCGG
GAGCAAGCGG

SRR EERR
1265

CTCGACTCCA
CTCGACTCCA
CTCGACTCCA
CTCGACTCCA
CTCGACTCCA
CTCGACTCCA

AGCGGTTCGG
AGCGGTTCGG
AGCGGTTCGG
AGCGGTTCGG
AGCGGTTCGG

SRR PR
1125

AGGTGGGGAY
AGGTGGGGAT
AGGTGGGGAT
AGGTGGGGAT
AGGTGGGGAT
AGGTGGGGAT

SRR FEER
1175

CGTGCTACAA
CGTGCTACAA
CGTGCTACAA
CGTGCTACAA
CGTGCTACAA
CGTGCTACAA

R e
1225

ACCTCATAAA
ACCTCATAAA
ACCTCATAAA
ACCTCATAAA
ACCTCATAAA
ACCTCATAAA

TG
TG
TG
TG
TG
TG

CCGGGAACTC
CCGGGAACTC
CCGGGAACTC
CCGGGAACTC
CCGGGAACTC

S ERRN
1135

GACGTCAAGT
GACGTCAAGT
GACGTCAAGT
GACGTCAAGT
GACGTCAAGT
GACGTCAAGT

S ERRY
1185

TGGCATATAC
TGGCATATAC
TGGCATATAC
TGGCATATAC
TGGCATATAC
TGGCATATAC

-l---
1235

GTATGTCGTA
GTATGTCGTA
GTATGTCGTA
GTATGTCGTA
GTATGTCGTA
GTATGTCGTA

AAAGGAGACT
AAAGGAGACT
AAAGGAGACT
AAAGGAGACT
AAAGGAGACT

SRRl EREN
114

CATCATGGCC
CATCATGGCC
CATCATGGCC
CATCATGGCC
CATCATGGCC
CATCATGGCC

SEEEY EREN
119

AAAGAGAAGC
AAAGAGAAGC
AAAGAGAAGC
AAAGAGAAGC
AAAGAGAAGC
AAAGAGAAGC

SR B
124

GTCCSSMTTS
GTCCGGATTG
GTCCGGATTG
GTCCGGATTG
GTCCGGATTG
GTCCGGATTG

115



116

Apéndice B2 - Alinhamento da seqiiéncia do rDNA 16S da cepa A1/Ab, identificada como

Curtobacterium sp. com seqiiéncias disponiveis no banco de dados GenBank.

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

TR B
5

CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA
CGGGTGAGTA

TR B
55

GAAACGACGT
GAAACGACGT
GAAACGACGT
GAAACGACGT
GAAACGACGT
GAAACGACGT
GAAACGACGT
GAAACGACGT

TGGAAAGATT
TGGAAAGATT
TGGAAAGATT
TGGAAAGATT
TGGAAAGATT
TGGAAAGATT
TGGAAAGATT
TGGAAAGATT

TGAGGTAATG
TGAGGTAATG
TGAGGTAATG
TGAGGTAATG
TGAGGTAATG
TGAGGTAATG
TGAGGTAATG
TGAGGTAATG

SRR B
15

ACACGTGAGT
ACACGTGAGT
ACACGTGAGT
ACACGTGAGT
ACACGTGAGT
ACACGTGAGT
ACACGTGAGT
ACACGTGAGT

SRR B
65

CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG
CTAAT-ACTG

TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG
TTTTGGTTGG

GCTCACCAAG
GCTCACCAAG
GCTCACCAAG
GCTCACCAAG
GCTCACCAAG
GCTCACCAAG
GCTCACCAAG
GCTCACCAAG

R e
25

AACCTGCCCC
AACCTGCCCC
AACCTGCCCC
AACCTGCCCC
AACCTGCCCC
AACCTGCCCC
AACCTGCCCC
AACCTGCCCC

R e
75

GATATGATCA
GATATGATCA
GATATGATCA
GATATGATCA
GATATGATCA
GATATGACTA
GATATGACTG
GATATGATCA

SRS BN
125

GGATGGACTC
GGATGGACTC
GGATGGACTC
GGATGGACTC
GGATGGACTC
GGATGGACTC
GGATGGACTC
GGATGGACTC

ST BN
175

GCGACGACGG
GCGACGACGG
GCGACGACGG
GCGACGACGG
GCGACGACGG
GCGACGACGG
GCGACGACGG
GCGACGACGG

ceeelad
35

TGACTCTGGG
TGACTCTGGG
TGACTCTGGG
TGACTCTGGG
TGACTCTGGG
TGACTCTGGG
TGACTCTGGG
TGACTCTGGG

ceeelad
85

CTGGCCGCAT
CTGGCCGCAT
CTGGCCGCAT
CTGGCCGCAT
CTGGCCGCAT
CNGGCCGCAT
CCGGCCGCAT
CTGGCCGCAT

S BEEN
135
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC
GCGGCCTATC

S EEEN
185
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC
GTAGCCGGCC

S - |
45

ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG
ATAAGCGTTG

SR B
95

GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG
GGTCTGGTGG

Rl BEEN
145

AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG
AGCTTGTTGG

Rl BEEN
195

TGAGA---GG
TGAGA---GG
TGAGA---GG
TGAGA---GG
TGAGA---GG
TGAGA---GG
TGAGA---GG
TGAGA---GG



AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-
AY688357.1

TR B
205

GTGACCGGCC
GTGACCGGCC
GTGACCGGCC
GTGACCGGCC
GTGACCGGCC
GTGACCGGCC
GTGACCGGCC
GTGACCGGCC

RS EEER |
255

AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG
AGCAGTGGGG

TR B
305

CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT
CGTGAGGGAT

AGCGAAAGTG
AGCGAAAGTG
AGCGAAAGTG
AGCGAGAGTG
AGCGAAAGTG
AGCGAAAGTG
AGCGAAAGTG
AGCGAAAGTG

CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA

SRR B
215

ACACTGGGAC
ACACTGGGAC
ACACTGGGAC
ACACTGGGAC
ACACTGGGAC
ACACTGGGAC
ACACTGGGAC
ACACTGGGAC

SRR B
265

AATATTGCAC
AATATTGCAC
AATATTGCAC
AATATTGCAC
AATATTGCAC
AATATTGCAC
AATATTGCAC
AATATTGCAC

SRR B
315

GACGGCCTT-
GACGGCCTT-
GACGGCCTT-
GACGGCCTT-
GACGGCCTT-
GACGGCCTT-
GACGGCCTT-
GACGGCCTT-

Rl EEEN
365

ACGGT---—-
ACGGT--——-
ACGGT---—-
ACGGT---—-
ACGGT---—-
ACGGT---—-
ACGGT-———-
ACGGT-----

Rl EEEN
415

GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA

R e
225

TGAGACACGG
TGAGACACGG
TGAGACACGG
TGAGACACGG
TGAGACACGG
TGAGACACGG
TGAGACACGG
TGAGACACGG

R e
275

AATGGGCGAA
AATGGGCGAA
AATGGGCGAA
AATGGGCGAA
AATGGGCGAA
AATGGGCGAA
AATGGGCGAA
AATGGGCGAA

R e
325

CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA
CGGGTTGTAA

ST BN
375

ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA
ACCTGCAGAA

ST BN
425

TACGTAGGG-
TACGTAGGG-

-l---
235
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC
CCCAGACTCC

-l---
285
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC
AGCCTGATGC

-l---
335
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA
ACCTCTTTTA

S EEEN
385
AAAGCACC--
AAAGCACC--
AAAGCACC--
AAAGCACC--
AAAGCACC--
AAAGCACC--
AAAGCACC--
AAAGCACC--

-
435
--TGCAAGCG
--TGCAAGCG

SR B
245

TACGGGAGGC
TACGGGAGGC
TACGGGAGGC
TACGGGAGGC
TACGGGAGGC
TACGGGAGGC
TACGGGAGGC
TACGGGAGGC

SR B
295

AGCAACGCCG
AGCAACGCCG
AGCAACGCCG
AGCAACGCCG
AGCAACGCCG
AGCAACGCCG
AGCAACGCCG
AGCAACGCCG

SR B
345

GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA
GTAGGGAAGA

Rl BEEN
395

-GGCTAACTA
-GGCTAACTA
-GGCTAACTA
-GGCTAACTA
-GGCTAACTA
-GGCTAACTA
-GGCTAACTA
-GGCTAACTA

. —_—
445

TTGTCCGGAA
TTGTCCGGAA
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AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA

RS EER
455

TTATTGGGCG
TTATTGGGCG
TTATTGGGCG
TTATTGGGCG
TTATTGGGCG
TTATTGGGCG
TTATTGGGCG
TTATTGGGCG

RS EER
505

TCCC--GAGG
TCCC--GAGG
TCCC--GAGG
TCCC--GAGG
TCCC--GAGG
TCCC--GAGG
TCCC--GAGG
TCCC--GAGG

SRS EEER |
555

GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG
GCGGTAGGGG

TR B
605

ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA
ATCAGGAGGA

GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA

SRRl EREN
465

TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC
TAAAGAGCTC

SRRl EREN
515

CTCAACCTCG
CTCAACCTCG
CTCAACCTCG
CTCAACCTCG
CTCAACCTCG
CTCAACCTCG
CTCAACCTCG
CTCAACCTCG

SRR B
565

AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA
AGAT-TGGAA

SRR B
615

ACACCGATGG
ACACCGATGG
ACACCGATGG
ACACCGATGG
ACACCGATGG
ACACCGATGG
ACACCGATGG
ACACCGATGG

TACGTAGGG-
TACGTAGGG-
TACGTAGGG-
TACGTAGGG-
TACGTAGGG-
TACGTAGGG-

M [
475

G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT
G-TAGGCGGT

SEERY EEEN
525

GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT
GGCTTGCAGT

R e
575

TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT
TTCCTGGTGT

R e
625

CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA
CGAAGGCAGA

--TGCAAGCG
--TGCAAGCG
--TGCAAGCG
--TGCAAGCG
--TGCAAGCG
--TGCAAGCG

S ERRRY
485
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC
TTGTCGCGTC

S ERRRY
535
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC
GGGTACGGGC

-l---
585
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA
AGCGGTGGAA

-l---
635
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC
TC-TCTGGGC

TTGTCCGGAA
TTGTCCGGAA
TTGTCCGGAA
TTGTCCGGAA
TTGTCCGGAA
TTGTCCGGAA

SEEEY EREN
495

TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA
TGCTGTGAAA

SRRl EREN
545

AGACTAGAGT
AGACTAGAGT
AGACTAGAGT
AGACTAGAGT
AGACTAGAGT
AGACTAGAGT
AGACTAGAGT
AGACTAGAGT

SR B
595

TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT
TGC-GCAGAT

SR B
645

CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
CGTAACTGAC
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AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-
AY688357.1
AY688361.1

GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC
GCTGAGGAGC

BRI EEER
705

CCACGCCGTA
CCACGCCGTA
CCACGCCGTA
CCACGCCGTA
CCACGCCGTA
CCACGCCGTA
CCACGCCGTA
CCACGCCGTA

BRI EERR
755

GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC
GTGTCGTAGC

RS EER
805

GCTAAAACTC
GCTAAAACTC
GCTAAAACTC
GCTAAAACTC
GCTAAAACTC
GCTAAAACTC
GCTAAAACTC
GCTAAAACTC

TR B
855

GGATTAATTC
GGATTAATTC
GGATTAATTC

SRRl EREN
665

GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG
GAAAGCGTGG

SRl EREN
715

AACGTTGGGC
AACGTTGGGC
AACGTTGGGC
AACGTTGGGC
AACGTTGGGC
AACGTTGGGC
AACGTTGGGC
AACGTTGGGC

SRRl EREN
765

TAACGCATTA
TAACGCATTA
TAACGCATTA
TAACGCATTA
TAACGCATTA
TAACGCATTA
TAACGCATTA
TAACGCATTA

SRl EREN
815

AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG

SRR B
865

GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC

SRR EEEN
675

GGAGCGAACA
GGAGCGAACA
GGAGCGAACA
GGAGCGAACA
GGAGCGAACA
GGAGCGAACA
GGAGCGAACA
GGAGCGAACA

SEERY EREN
725

GCTAGATGTA
GCTAGATGTA
GCTAGATGTA
GCTAGATGTA
GCTAGATGTA
GCTAGATGTA
GCTAGATGTA
GCTAGATGTA

SEERY EREN
775

AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC
AGCGCCCCGC

SEERY EEEN
825

ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC

SR B
875

GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT

TR EEEN
685

GGATTAGATA
GGATTAGATA
GGATTAGATA
GGATTAGATA
GGATTAGATA
GGATTAGATA
GGATTAGATA
GGATTAGATA

S ERRNY
735
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC
GGGACCTTTC

S ERRNY
785
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA

S ERRRY
835
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG

-l---
885
ACCAAGGCTT
ACCAAGGCTT
ACCAAGGCTT

SRl EREN
695

CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT
CCCTGGTAGT

R -
745

CACGGTTTCT
CACGGTTTCT
CACGGTTTCT
CACGGTTTCT
CACGGTTTCT
CACGGTTTCT
CACGGTTTCT
CACGGTTTCT

SEEEY EREN
795

CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG
CGGCCGCAAG

SEEEY EREN
845

CGGAGCATGC
CGGAGCATGC
CGGAGCATGC
CGGAGCATGC
CGGAGCATGC
CGGAGCATGC
CGGAGCATGC
CGGAGCATGC

SR B
895

GACATACACC
GACATACACC
GACATACACC
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AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

GGATTAATTC
GGATTAATTC
GGATTAATTC
GGATTAATTC
GGATTAATTC

GGAAACGGCC
GGAAACGGCC
GGAAACGGCC
GGAAACGGCC
GGAAACGGCC
GGAAACGGCC
GGAAACGGCC
GGAAACGGCC

ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG
ATGGTTGTCG

AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC
AGCGCAACCC

BRI EEER
1055

GAGACTGCCG
GAGACTGCCG
GAGACTGCCG
GAGACTGCCG
GAGACTGCCG
GAGACTGCCG
GAGACTGCCG
GAGACTGCCG

GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC

AGAGATGGTC
AGAGATGGTC
AGAGATGGTC
AGAGATGGTC
AGAGATGGTC
AGAGATGGTC
AGAGATGGTC
AGAGATGGTC

TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG
TCAGCTCGTG

TCGTTCTATG
TCGTTCTATG
TCGTTCTATG
TCGTTCTATG
TCGTTCTATG
TCGTTCTATG
TCGTTCTATG
TCGTTCTATG

SRR EERR
1065

GGGTCAACTC
GGGTCAACTC
GGGTCAACTC
GGGTCAACTC
GGGTCAACTC
GGGTCAACTC
GGGTCAACTC
GGGTCAACTC

GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT

SEERY EEEN
925

GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT
GCCCCCTTGT

SEERY EEEN
975

TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG
TCGTGAGATG

SRR PR
1025

TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC
TTGCCAGCGC

SRR EEER
1075

GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT
GGAGGAAGGT

ACCAAGGCTT
ACCAAGGCTT
ACCAAGGCTT
ACCAAGGCTT
ACCAAGGCTT

S ERRN
935
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA
GGTCGGTGTA

S ERRN
985
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG
TTGGGTTAAG

S EREN
1035

GTTATGGCGG
GTTATGGCGG
GTTATGGCGG
GTTATGGCGG
GTTATGGCGG
GTTATGGCGG
GTTATGGCGG
GTTATGGCGG

S ERRRY
1085

GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG
GGGGATGACG

GACATACACC
GACATACACC
GACATACACC
GACATACACC
GACATACACC

SRRl EREN
945

CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC
CAGGTGGTGC

SRRl EREN
995

TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG
TCCCGCAACG

SRRl EREN
104

GGACTCATAG
GGACTCATAG
GGACTCATAG
GGACTCATAG
GGACTCATAG
GGACTCATAG
GGACTCATAG
GGACTCATAG

RN EREN
109

TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
TCA-AATCAT
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AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

AlAb-

AY688357.1
AY688361.1
AY864656.1
EF411134.1
EF592577.1
EU373393.1
FJ876396.1

Rl BERR
1105

CATGCCCCTT
CATGCCCCTT
CATGCCCCTT
CATGCCCCTT
CATGCCCCTT
CATGCCCCTT
CATGCCCCTT
CATGCCCCTT

AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA
AGGGCTGCGA

TCGGATTGAG
TCGGATTGAG
TCGGATTGAG
TCGAATTGAG
TCGGATTGAG
TCGGATTGAG
TCGGATTGAG
TCGGATTGAG

SEEEY EEEN
1115

ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG
ATGTCTTGGG

TACCGTAAGG
TACCGTAAGG
TACCGTAAGG
TACCGTAAGG
TACCGTAAGG
TACCGTAAGG
TACCGTAAGG
TACCGTAAGG

GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT

R e
1125

CTTCACGCAT
CTTCACGCAT
CTTCACGCAT
CTTCACGCAT
CTTCACGCAT
CTTCACGCAT
CTTCACGCAT
CTTCACGCAT

SRR FEER
1175

TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT
TGGAGCGAAT

SRR PEER
1225

CGACCTCATG
CGACCTCATG
CGACCTCATG
CGACCTCATG
CGACCTCATG
CGACCTCATG
CGACCTCATG
CGACCTCATG

R
1135

GCTACA-ATG
GCTACA-ATG
GCTACA-ATG
GCTACA-ATG
GCTACA-ATG
GCTACA-ATG
GCTACA-ATG
GCTACA-ATG

S EEEN
1185

CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC
CCCAAAAAGC

>>»>>>>> >

SR B
114

GCCGGTACAA
GCCGGTACAA
GCCGGTACAA
GCCGGTACAA
GCCGGTACAA
GCCGGTACAA
GCCGGTACAA
GCCGGTACAA

Rl BEEN
119

CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT
CGGTCTCAGT

121



122

Apéndice B3 - Alinhamento da seqiiéncia do rDNA 16S das cepas A3/Ska, B1/Sqa e B3/Ata

identificadas como Stenotrophomonas malthophilia com seqiiéncias disponiveis no banco de

dados GenBank.

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska
B1/Sga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska

TR B
5

TGAGGAATAC
TGAGGAATAC
TGAGGAATAC
TGAGGAATAC
TGAGGAATAC
TGAGGAATAC
TGAGGAATAC

R EER
55

TTACGCTAAT
TTACGCTAAT
TTACGCTAAT
TTACGCTAAT
TTACGCTAAT
TTACGCTAAT
TTACGCTAAT

CCTTGCGCGA
CCTTGCGCGA
CCTTGCGCGA
CCTTGCGCGA
CCTTGCGCGA
CCTTGCGCGA
CCTTGCGCGA

Rl EERR
155

AGGCCCACCA
AGGCCCACCA
AGGCCCACCA
AGGCCCACCA
AGGCCCACCA
AGGCCCACCA
AGGCCCACCA

Rl EERN
205

CACTGGAACT

SRR B
15

ATCGGAATCT
ATCGGAATCT
ATCGGAATCT
ATCGGAATCT
ATCGGAATCT
ATCGGAATCT
ATCGGAATCT

SRRl EREN
65

ACCGCATACG
ACCGCATACG
ACCGCATACG
ACCGCATACG
ACCGCATACG
ACCGCATACG
ACCGCATACG

TTGAATGAGC
TTGAATGAGC
TTGAATGAGC
TTGAATGAGC
TTGAATGAGC
TTGAATGAGC
TTGAATGAGC

SRR B
165

AGGCGACGAT
AGGCGACGAT
AGGCGACGAT
AGGCGACGAT
AGGCGACGAT
AGGCGACGAT
AGGCGACGAT

SRRl EREN
215

GAGACACGGT

R e
25

ACTCTGTCGT
ACTCTGTCGT
ACTCTGTCGT
ACTCTGTCGT
ACTCTGTCGT
ACTCTGTCGT
ACTTTTTCGT

SEERY EREN
75

ACCTACGGGT
ACCTACGGGT
ACCTACGGGT
ACCTACGGGT
ACCTACGGGT
ACCTACGGGT
ACCTACGGGT

SEERY EEEN
125

CGATGTCGGA
CGATGTCGGA
CGATGTCGGA
CGATGTCGGA
CGATGTCGGA
CGATGTCGGA
CGATGTCGGA

R e
175

CCGTAGCTGG
CCGTAGCTGG
CCGTAGCTGG
CCGTAGCTGG
CCGTAGCTGG
CCGTAGCTGG
CCGTAGCTGG

SEERY EEEN
225

CCAGACTCCT

ceeelad
35

GGGGGATAAC
GGGGGATAAC
GGGGGATAAC
GGGGGATAAC
GGGGGATAAC
GGGGGATAAC
GGGGGATAAC

TR EREN
85

GAAAGCAGGG
GAAAGCAGGG
GAAAGCAGGG
GAAAGCAGGG
GAAAGCAGGG
GAAAGCAGGG
GAAAGCAGGG

S ERRN
135
TTAGCTAGTT
TTAGCTAGTT
TTAGCTAGTT
TTAGCTAGTT
TTAGCTAGTT
TTAGCTAGTT
TTAGCTAGTT

-l---
185
TCTGAGAGGA
TCTGAGAGGA
TCTGAGAGGA
TCTGAGAGGA
TCTGAGAGGA
TCTGAGAGGA
TCTGAGAGGA

A EEERY
235
ACGGGAGGCA

S - |
45

GTAGGGAAAC
GTAGGGAAAC
GTAGGGAAAC
GTAGGGAAAC
GTAGGGAAAC
GTAGGGAAAC
GTAGGGAAAC

SEEEY EREN
95

GATCTTCGGA
GATCTTCGGA
GATCTTCGGA
GATCTTCGGA
GATCTTCGGA
GATCTTCGGA
GATCTTCGGA

SRRl EREN
145

GGCGGGGTAA
GGCGGGGTAA
GGCGGGGTAA
GGCGGGGTAA
GGCGGGGTAA
GGCGGGGTAA
GGCGGGGTAA

SR B
195

TGATCAGCCA
TGATCAGCCA
TGATCAGCCA
TGATCAGCCA
TGATCAGCCA
TGATCAGCCA
TGATCAGCCA

STl EREN
245

GCAGTGGGGA



B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska

CACTGGAACT
CACTGGAACT
CACTGGAACT
CACTGGAACT
CACTGGAACT
CACTGGAACT

BRI EERR
255

ATATTGGACA
ATATTGGACA
ATATTGGACA
ATATTGGACA
ATATTGGACA
ATATTGGACA
ATATTGGACA

AAGGCCTTCG
AAGGCCTTCG
AAGGCCTTCG
AAGGCCTTCG
AAGGCCTTCG
AAGGCCTTCG
AAGGCCTTCG

TAATACCCGG
TAATACCCGG
TAATACCCGG
TAATACCCGG
TAATACCCGG
TAATACCCGG
TAATACCCGG

TR B
405

CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA
CGTGCCAGCA

TR B
455

CTGGGCGTAA

GAGACACGGT
GAGACACGGT
GAGACACGGT
GAGACACGGT
GAGACACGGT
GAGACACGGT

SRl EREN
265

ATGGGCGCAA
ATGGGCGCAA
ATGGGCGCAA
ATGGGCGCAA
ATGGGCGCAA
ATGGGCGCAA
ATGGGCGCAA

GGTTGTAAAG
GGTTGTAAAG
GGTTGTAAAG
GGTTGTAAAG
GGTTGTAAAG
GGTTGTAAAG
GGTTGTAAAG

GTGGGATGAC
GTGGGATGAC
GTGGGATGAC
GTGGGATGAC
GTGGGATGAC
GTGGGATGAC
TTGGGATGAC

SRR B
415

GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA
GCCGCGGTAA

SRR B
465

AGCGTGCGTA

CCAGACTCCT
CCAGACTCCT
CCAGACTCCT
CCAGACTCCT
CCAGACTCCT
CCAGACTCCT

SEERY EEEN
275

GCCTGATCCA
GCCTGATCCA
GCCTGATCCA
GCCTGATCCA
GCCTGATCCA
GCCTGATCCA
GCCTGATCCA

SEERY EEEN
325

CCCTTTTGTT
CCCTTTTGTT
CCCTTTTGTT
CCCTTTTGTT
CCCTTTTGTT
CCCTTTTGTT
CCCTTTTGTT

ST BN
375

GGTACCCAAA
GGTACCCAAA
GGTACCCAAA
GGTACCCAAA
GGTACCCAAA
GGTACCCAAA
GGTACCCAAA

R e
425

TACGAAGGGT
TACGAAGGGT
TACGAAGGGT
TACGAAGGGT
TACGAAGGGT
TACGAAGGGT
TACGAAGGGT

R e
475

GGTGGTCGTT

ACGGGAGGCA
ACGGGAGGCA
ACGGGAGGCA
ACGGGAGGCA
ACGGGAGGCA
ACGGGAGGCA

S ERRRY
285
GCCATACCGC
GCCATACCGC
GCCATACCGC
GCCATACCGC
GCCATACCGC
GCCATACCGC
GCCATACCGC

S ERRN
335
GGGAAAGAAA
GGGAAAGAAA
GGGAAAGAAA
GGGAAAGAAA
GGGAAAGAAA
GGGAAAGAAA
GGGAAAGAAA

S EEEN
385
GAATAAGCAC
GAATAAGCAC
GAATAAGCAC
GAATAAGCAC
GAATAAGCAC
GAATAAGCAC
GAATAAGCAC

-l---
435
GCAAGCGTTA
GCAAGCGTTA
GCAAGCGTTA
GCAAGCGTTA
GCAAGCGTTA
GCAAGCGTTA
GCAAGCGTTA

-
485
TAAGTCCGTT

GCAGTGGGGA
GCAGTGGGGA
GCAGTGGGGA
GCAGTGGGGA
GCAGTGGGGA
GCAGTGGGGA

TN EREN
295

GTGGGTGAAG
GTGGGTGAAG
GTGGGTGAAG
GTGGGTGAAG
GTGGGTGAAG
GTGGGTGAAG
GTGGGTGAAG

SRRl EREN
345

TCCATCTGGT
TCCATCTGGT
TCCATCTGGT
TCCATCTGGT
TCCATCTGGC
TCCATCTGGT
TCCAGCTGGT

Rl BEEN
395

CGGCTAACTT
CGGCTAACTT
CGGCTAACTT
CGGCTAACTT
CGGCTAACTT
CGGCTAACTT
CGGCTAACTT

SR B
445

CTCGGAATTA
CTCGGAATTA
CTCGGAATTA
CTCGGAATTA
CTCGGAATTA
CTCGGAATTA
CTCGGAATTA

SR B
495

GTGAAAGCCC

123



B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska

CTGGGCGTAA
CTGGGCGTAA
CTGGGCGTAA
CTGGGCGTAA
CTGGGCGTAA
CTGGGCGTAA

Rl EERR
505

TGGGCTCAAC
TGGGCTCAAC
TGGGCTCAAC
TGGGCTCAAC
TGGGCTCAAC
TGGGCTCAAC
TGGGCTCAAC

GAGGGTAGCG
GAGGGTAGCG
GAGGGTAGCG
GAGGGTAGCG
GAGGGTAGCG
GAGGGTAGCG
GAGGGTAGCG

GAACATCCAT
GAACATCCAT
GAACATCCAT
GAACATCCAT
GAACATCCAT
GAACATCCAT
GAACATCCAT

TR B
655

CGAAAGCGTG
CGAAAGCGTG
CGAAAGCGTG
CGAAAGCGTG
CGAAAGCGTG
CGAAAGCGTG
CGAAAGCGTG

TR B
705

AAACGATGCG

AGCGTGCGTA
AGCGTGCGTA
AGCGTGCGTA
AGCGTGCGTA
AGCGTGCGTA
AGCGTGCGTA

SRRl EREN
515

CTGGGAACTG
CTGGGAACTG
CTGGGAACTG
CTGGGAACTG
CTGGGAACTG
CTGGGAACTG
CTGGGAACTG

GAATTCCTGG
GAATTCCTGG
GAATTCCTGG
GAATTCCTGG
GAATTCCTGG
GAATTCCTGG
GAATTCCTGG

GGCGAAGGCA
GGCGAAGGCA
GGCGAAGGCA
GGCGAAGGCA
GGCGAAGGCA
GGCGAAGGCA
GGCGAAGGCA

SRR B
665

GGGAGCAAAC
GGGAGCAAAC
GGGAGCAAAC
GGGAGCAAAC
GGGAGCAAAC
GGGAGCAAAC
GGGAGCAAAC

SRR B
715

AACTGGATGT

GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT

SEERY EEEN
525

CAGTGGATAC
CAGTGGATAC
CAGTGGATAC
CAGTGGATAC
CAGTGGATAC
CAGTGGATAC
CAGTGGATAC

SEERY EEEN
575

TGTAGCAGTG
TGTAGCAGTG
TGTAGCAGTG
TGTAGCAGTG
TGTAGCAGTG
TGTAGCAGTG
TGTAGCAGTG

ST BN
625

GCTACCTGGA
GCTACCTGGA
GCTACCTGGA
GCTACCTGGA
GCTACCTGGA
GCTACCTGGA
GCTACCTGGA

R e
675

AGGATTAGAT
AGGATTAGAT
AGGATTAGAT
AGGATTAGAT
AGGATTAGAT
AGGATTAGAT
AGGATTAGAT

R e
725

TGGGTGCAAT

TAAGTCCGTT
TAAGTCCGTT
TAAGTCCGTT
TAAGTCCGTT
TAAGTCCGTT
TAAGTCCGTT

S ERRY
535
TGGGCGACTA
TGGGCGACTA
TGGGCGACTA
TGGGCGACTA
TGGGCGACTA
TGGGCGACTA
TGGGCGACTA

S ERRN
585
AAATGCGTAG
AAATGCGTAG
AAATGCGTAG
AAATGCGTAG
AAATGCGTAG
AAATGCGTAG
AAATGCGTAG

S EEEN
635
CCAACATTGA
CCAACATTGA
CCAACATTGA
CCAACATTGA
CCAACATTGA
CCAACATTGA
CCAACATTGA

-l---
685
ACCCTGGTAG
ACCCTGGTAG
ACCCTGGTAG
ACCCTGGTAG
ACCCTGGTAG
ACCCTGGTAG
ACCCTGGTAG

-
735
TTGGCACGCA

GTGAAAGCCC
GTGAAAGCCC
GTGAAAGCCC
GTGAAAGCCC
GTGAAAGCCC
GTGAAAGCCC

SRRl EREN
545

GAATGTGGTA
GAATGTGGTA
GAATGTGGTA
GAATGTGGTA
GAATGTGGTA
GAATGTGGTA
GAATGTGGTA

SRRl EREN
595

AGATCAGGAG
AGATCAGGAG
AGATCAGGAG
AGATCAGGAG
AGATCAGGAG
AGATCAGGAG
AGATCAGGAG

Rl BEEN
645

CACTGAGGCA
CACTGAGGCA
CACTGAGGCA
CACTGAGGCA
CACTGAGGCA
CACTGAGGCA
CACTGAGGCA

SR B
695

TCCACGCCCT
TCCACGCCCT
TCCACGCCCT
TCCACGCCCT
TCCACGCCCT
TCCACGCCCT
TCCACGCCCT

SR B
745

GTATCGAAGC

124



B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska

AAACGATGCG
AAACGATGCG
AAACGATGCG
AAACGATGCG
AAACGATGCG
AAACGATGCG

RS EERR
755

TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA
TAACGCGTTA

AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG
AAAGGAATTG

GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC
GATGCAACGC

TR B
905

GAGATGGATT
GAGATGGATT
GAGATGGATT
GAGATGGATC
GAGATGGATT
GAGATGGATT
GAGATGGATT

TR B
955

CGTCAGCTCG

AACTGGATGT
AACTGGATGT
AACTGGATGT
AACTGGATGT
AACTGGATGT
AACTGGATGT

SRRl EREN
765

AGTTCGCCGC
AGTTCGCCGC
AGTTCGCCGC
AGTTCGCCGC
AGTTCGCCGC
AGTTCGCCGC
AGTTCGCCGC

ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC
ACGGGGGCCC

GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT
GAAGAACCTT

SRR B
915

GGTGCCTTCG
GGTGCCTTCG
GGTGCCTTCG
GGTGCCTTCG
GGTGCCTTCG
GGTGCCTTCG
GGTGCCTTCG

SRR B
965

TGTCGTGAGA

TGGGTGCAAT
TGGGTGCAAT
TGGGTGCAAT
TGGGTGCAAT
TGGGTGCAAT
TGGGTGCAAT

SEERY EEEN
775

CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA
CTGGGGAGTA

SEERY EEEN
825

GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG
GCACAAGCGG

ST BN
875

ACCTGGCCTT
ACCTGGCCTT
ACCTGGCCTT
ACCTGGCCTT
ACCTGGCCTT
ACCTGGCCTT
ACCTGGCCTT

R e
925

GGAACTCGAA
GGAACTCGAA
GGAACTCGAA
GGAACTCGAA
GGAACTCGAA
GGAACTCGAA
GGAACTCGAA

R e
975

TGTTGGGTTA

TTGGCACGCA
TTGGCACGCA
TTGGCACGCA
TTGGCACGCA
TTGGCACGCA
TTGGCACGCA

S ERRY
785
CGGTCGCAAG
CGGTCGCAAG
CGGTCGCAAG
CGGTCGCAAG
CGGTCGCAAG
CGGTCGCAAG
CGGTCGCAAG

S ERRN
835
TGGAGTATGT
TGGAGTATGT
TGGAGTATGT
TGGAGTATGT
TGGAGTATGT
TGGAGTATGT
TGGAGTATGT

S EEEN
885
GACATGTCGA
GACATGTCGA
GACATGTCGA
GACATGTCGA
GACATGTCGA
GACATGTCGA
GACATGTCGA

-l---
935
CACAGGTGCT
CACAGGTGCT
CACAGGTGCT
CACAGGTGCT
CACAGGTGCT
CACAGGTGCT
CACAGGTGCT

-
985
AGTCCCGCAA

GTATCGAAGC
GTATCGAAGC
GTATCGAAGC
GTATCGAAGC
GTATCGAAGC
GTATCGAAGC

SEEEY EREN
795

ACTGAAACTC
ACTGAAACTC
ACTGAAACTC
ACTGAAACTC
ACTGAAACTC
ACTGAAACTC
ACTGAAACTC

SRRl EREN
845

GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC
GGTTTAATTC

Rl BEEN
895

GAACTTTCCA
GAACTTTCCA
GAACTTTCCA
GAACTTTCCA
GAACTTTCCA
GAACTTTCCA
GAACTTTCCA

SR B
945

GCATGGCTGT
GCATGGCTGT
GCATGGCTGT
GCATGGCTGT
GCATGGCTGT
GCATGGCTGT
GCATGGCTGT

SR B
995

CGAGCGCAAC

125



B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqga
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
GQ381284.1

A3/Ska
B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

A3/Ska

CGTCAGCTCG
CGTCAGCTCG
CGTCAGCTCG
CGTCAGCTCG
CGTCAGCTCG
CGTCAGCTCG

Rl EER
1005

CCTTGTCCTT
CCTTGTCCTT
CCTTGTCCTT
CCTTGTCCTT
CCTTGTCCTT
CCTTGTCCTT
CCTTGTCCTT

CGGTGACAAA
CGGTGACAAA
CGGTGACAAA
CGGTGACAAA
CGGTGACAAA
CGGTGACAAA
CGGTGACAAA

TACGGCCAGG
TACGGCCAGG
TACGGCCAGG
TACGGCCAGG
TACGGCCAGG
TACGGCCAGG
TACGGCCAGG

TR B
1155

GCCGGCGACG
GCCGGCGACG
GCCGGCGACG
GCCGGCGACG
GCCGGCGACG
GCCGGCGACG
GCCGGCGACG

TR B
1205

GTCTGCAACT

TGTCGTGAGA
TGTCGTGAGA
TGTCGTGAGA
TGTCGTGAGA
TGTCGTGAGA
TGTCGTGAGA

SRRl EREN
1015

AGTTGCCAGC
AGTTGCCAGC
AGTTGCCAGC
AGTTGCCAGC
AGTTGCCAGC
AGTTGCCAGC
AGTTGCCAGC

CCGGAGGAAG
CCGGAGGAAG
CCGGAGGAAG
CCGGAGGAAG
CCGGAGGAAG
CCGGAGGAAG
CCGGAGGAAG

GCTACACACG
GCTACACACG
GCTACACACG
GCTACACACG
GCTACACACG
GCTACACACG
GCTACACACG

SRR B
1165

GTAAGCCAAT
GTAAGCCAAT
GTAAGCCAAT
GTAAGCCAAT
GTAAGCCAAT
GTAAGCCAAT
GTAAGCCAAT

SRR B
1215

CGACTCCATG

TGTTGGGTTA
TGTTGGGTTA
TGTTGGGTTA
TGTTGGGTTA
TGTTGGGTTA
TGTTGGGTTA

TR EEEN
1025

ACGTAATGGT
ACGTAATGGT
ACGTAATGGT
ACGTAATGGT
ACGTAATGGT
ACGTAATGGT
ACGTAATGGT

SRR PR
1075

GTGGGGATGA
GTGGGGATGA
GTGGGGATGA
GTGGGGATGA
GTGGGGATGA
GTGGGGATGA
GTGGGGATGA

ST BN
1125

TACTACAATG
TACTACAATG
TACTACAATG
TACTACAATG
TACTACAATG
TACTACAATG
TACTACAATG

R e
1175

CCCAGAAACC
CCCAGAAACC
CCCAGAAACC
CCCAGAAACC
CCCAGAAACC
CCCAGAAACC
CCCAGAAACC

R e
1225

AAGTCGGAAT

AGTCCCGCAA
AGTCCCGCAA
AGTCCCGCAA
AGTCCCGCAA
AGTCCCGCAA
AGTCCCGCAA

S EERRY
1035

GGGAACTCTA
GGGAACTCTA
GGGAACTCTA
GGGAACTCTA
GGGAACTCTA
GGGAACTCTA
GGGAACTCTA

S ERRN
1085

CGTCAAGTCA
CGTCAAGTCA
CGTCAAGTCA
CGTCAAGTCA
CGTCAAGTCA
CGTCAAGTCA
CGTCAAGTCA

S BEEN
1135

GTAGGGACAG
GTAGGGACAG
GTAGGGACAG
GTAGGGACAG
GTAGGGACAG
GTAGGGACAG
GTAGGGACAG

-l---
1185

CTATCTCAGT
CTATCTCAGT
CTATCTCAGT
CTATCTCAGT
CTATCTCAGT
CTATCTCAGT
CTATCTCAGT

1235
CGCTA

CGAGCGCAAC
CGAGCGCAAC
CGAGCGCAAC
CGAGCGCAAC
CGAGCGCAAC
CGAGCGCAAC

SEEEY EREN
104

AGGAGACCGC
AGGAGACCGC
AGGAGACCGC
AGGAGACCSC
AGGAGACCGC
AGGAGACCGC
AGGAGACCGC

SRRl EREN
109

TCATGGCCCT
TCATGGCCCT
TCATGGCCCT
TCATGGCCCT
TCATGGCCCT
TCATGGCCCT
TCATGGCCCT

Rl BEEN
114

AGGGCTGCAA
AGGGCTGCAA
AGGGCTGCAA
AGGGCTGCAA
AGGGCTGCAA
AGGGCTGCAA
AGGGCTGCAA

SR B
119

CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA
CCGGATTGGA

126



B1/Sqa
B3/Ata
AJ131907.1
EU931549.1
FN645734.1
6Q381284 .1

GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT
GTCTGCAACT

CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG
CGACTCCATG

AAGTCGGAAT
AAGTCGGAAT
AAGTCGGAAT
AAGTCGGAAT
AAGTCGGAAT
AAGTCGGAAT

CGCTA
CGCTA
CGCTA
CGCTA
CGCTA
CGCTA

127



128

Apéndice B4 - Alinhamento da seqiiéncia do rDNA 16S das cepas A3/Ag, B1/Sq, B3/At,

A3/Sk, B3/Au, B3/Sw e B3/Sx identificada como Pseudomonas sp. com seqiiéncias

disponiveis no banco de dados GenBank.

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-

TRl EER
5

GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG
GCGGCGGACG

TR EEEN
55

ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTCGGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTCGGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTCGGAA
ACGTTTCGAA
ACGTTTCGAA

GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG

SRl EREN
15

GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTWAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT
GGTGAGTAAT

SRRl EREN
65

AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
ACGAACGCTA
AGGAACGCTA
ACGGACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA
ACGAACGCTA
AGGAACGCTA
AGGAACGCTA

GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC

SEERY EREN
25

GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT
GCCTAGGAAT

SEERY EEEN
75

ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA
ATACCGCATA

ST BN
125

TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA

TR ERER
35

CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA
CTGCCTGGTA

ST BRI
85

CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG
CGTCCTACGG

S EEEN
135
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG

SEEEY EREN
45

GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGATA
GTGGGGGACA
GTGGGGGATA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA
GTGGGGGATA
GTGGGGGACA
GTGGGGGACA

SRRl EREN
95

GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG
GAGAAAGCAG

Rl BEEN
145

GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG



B3/Au-

B3/Sw-

B3/Sx-

AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG
GGGACCTTCG

BRI EEER
155

TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGRGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT
TTGGTGAGGT

GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT
GATGATCAGT

GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC
GGCCTTGCGC

SRRl EREN
165

AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC
AATGGCTCAC

CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA
CACACTGGAA

Rl EEEN
265

TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA
TATCAGATGA

SEERY EREN
175

CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG
CAAGGCGACG

ST BN
225

CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG
CTGAGACACG

ST BN
275

GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG
GCCTAGGTCG

S ERRY
185
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT
ATCCGTAACT

S EEEN
235
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC
GTCCAGACTC

ST BN
285

GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG
GATTAGCTAG

SEEEY EREN
195

GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG
GGTCTGAGAG

Rl BEEN
245

CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG
CTACGGGAGG

Rl BEEN
295

129



A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1

CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG
CAGCAGTGGG

TR B
305

GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA
GCGTGTGTGA

RS EER
355

AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG
AGGGTTGTAG

GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA
GAATATTGGA

SRR B
315

AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT
AGAAGGTCTT

SRl EREN
365

ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTA-TACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC
ATTAATACTC

CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA
CAATGGGCGA

R e
325

CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA
CGGATTGTAA

SEERY EEEN
375

TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCGATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG
TGCAATTTTG

AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGACC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC
AAGCCTGATC

-l---
335
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA
AGCACTTTAA

S ERRRY
385
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA
ACGTTACCGA

CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC
CAGCCATGCC

SR B
345

GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA
GTTGGGAGGA

SEEEY EREN
395

CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC
CAGAATAAGC

130



EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1

AGGGTTGTAG

TR B
405

ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC
ACCGGCTAAC

TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT
TAATCGGAAT

ATGTGAAATC
ATGTGAAATC
ATGTGAAATC
ATGTGAAATC
ATGTGAAATC
ATGTGAAAGC
ATGTGAAAGC
ATGTGAAAGC
ATGTGAAATC
ATGTGAAATC

ATTAATACTC

SRR B
415

TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG
TCTGTGCCAG

TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT
TACTGGGCGT

CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTTA
CCCGGGCTTA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA

TGCAATTTTG

R e
425

CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT
CAGCCGCGGT

SEERY EEEN
475

AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG
AAAGCGCGCG

ST BN
525

ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC

ACGTTACCGA

-l---
435
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG
AATACAGAGG

S EERNY
485
TAGGTGGTTT
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTT
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTT
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTT
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTC
TAGGTGGTTT

S EEEN
535
TGCATCCAAA
TGCATCCAAA
TGCATCCAAA
TGCATCCAAA
TGCATCCAAA
TGCATTCAAA
TGCATTCAAA
TGCATTCAAA
TGCATCCAAA
TGCATCCAAA

CAGAATAAGC

S - |
445

GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT
GTGCAAGCGT

SRRl EEEN
495

GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGR
GTTAAGTTGR
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG
GTTAAGTTGG

Rl BEEN
545

ACTGGCAAGC
ACTGGCGAGC
ACTGGCGAGC
ACTGGCGAGC
ACTGGCAAGC
ACTGACGAGC
ACTGACGAGC
ACTGACGAGC
ACTGGCAAGC
ACTGGCGAGC

131



DQ402053. 1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989. 1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-

ATGTGAAATC
ATGTGAAAGC
ATGTGAAAGC
ATGTGAAATC
ATGTGAAATC

TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG
TAGAGTATGG

TR B
605

AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA
AGATATAGGA

Rl EER
655

GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG

CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA
CCCGGGCTCA

TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG
TAGAGGGTGG

SRR B
615

AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA
AGGAACACCA

SRRl EREN
665

TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG

ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC
ACCTGGGAAC

SEERY EEEN
575

TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC
TGGAATTTCC

R e
625

GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAAG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG
GTGGCGAAGG

SEER EEEN
675

TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA

TGCATCCAAA
TGCATTCAAA
TGCATTCAAA
TGCATCCAAA
TGCATCCAAA

S ERRN
585
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG
TGTGTAGCGG

-l---
635
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG
CGACCACCTG

S ERRY
685
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG

ACTGGCAAGC
ACTGACGAGC
ACTGTCGAGC
ACTGGCGAGC
ACTGGCAAGC

SRRl EREN
595

TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT
TGAAATGCGT

SR B
645

GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT
GACTGATACT

RN EREN
695

ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT

132



B3/Sx-

AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053. 1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-

GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG
GACACTGAGG

TR B
705

AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC
AGTCCACGCC

AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG
AGTGGCGCAG

GGTTAAAACT
GGTTAAAACT

TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG
TGCGAAAGCG

SRR B
715

GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG
GTAAACGATG

CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT
CTAACGCATT

CAAATGAATT
CAAATGAATT

TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA
TGGGGAGCAA

R e
725

TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC
TCAACTAGCC

SEERY EEEN
775

AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG
AAGTTGACCG

ST BN
825

GACGGGGGCC
GACGGGGGCC

ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG
ACAGGATTAG

-l---
735
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGAATCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC
GTTGGGAGCC

S EERNY
785
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT
CCTGGGGAGT

.-
835
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG

ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT
ATACCCTGGT

S - |
745

TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGATTTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT
TTGAGCTCTT

SRRl EEEN
795

ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA
ACGGCCGCAA

Rl EEEN
845

GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
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B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT
GGTTAAAACT

TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT
TGGTTTAATT

TR B
905

TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC
TGAACTTTCC

CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT
CAAATGAATT

CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG
CGAAGCAACG

SRR B
915

AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT
AGAGATGGAT

GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC
GACGGGGGCC

ST BN
875

CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT
CGAAGAACCT

R e
925

TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC
TGGTGCCTTC

CGCACAAGCG
CGCACAARCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG
CGCACAAGCG

S EEEN
885
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT
TACCAGGCCT

-l---
935
GGGAACATTG
GGGAACATTG
GGGAACATTG
GGGAACATTG
GGGAACATTG
GGGAGCATTG
GGGAACATTG
GGGAGCATTG
GGGAACATTG
GGGAACATTG
GGGAACATTG
GGGAGCATTG
GGGAGCATTG
GGGAACATTG
GGGAACATTG

GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG
GTGGAGCATG

Rl BEEN
895

TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA
TGACATCCAA

SR B
945

AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
AGACAGGTGC
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A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1

TR B
955

TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG
TGCATGGCTG

TRl EER
1005

ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA
ACGAGCGCAA

AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGWGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG

SRR B
965

TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC
TCGTCAGCTC

SRl EREN
1015

CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT
CCCTTGTCCT

CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA

R e
975

GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG
GTGTCGTGAG

SEERY EEEN
1025

TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG
TAGTTACCAG

SRR PR
1075

ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA

ceeelad
985

ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT
ATGTTGGGTT

S ERRRY
1035

CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTAAGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTAATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG
CACGTTATGG

S EERY
1085

GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG

SR B
995

AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA
AAGTCCCGTA

RN EREN
104

TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT
TGGGCACTCT

SRRl EEEN
109

ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
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DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sqg-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

A3/Ag-
A3/Sk-
B1/Sq-
B3/At-
B3/Au-
B3/Sw-
B3/Sx-
AF094738.1
AM410631.1
AY880843.1
DQ402053.1
DQ411818.1
DQ453823.1
EF672049.1
EU680989.1

AAGGAGACTG
AAGGAGACTG
AAGGAGACTG

BRI EEER
1105

ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC
ATCATGGCCC

GAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC
AAGGGTTGCC
GAGGGTTGCC

CCGGTGACAA
CCGGTGACAA
CCGGTGACAA

SRR EEER
1115

TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG
TTACGGCCTG

AAGCCGCGAG
AAGCCGCRAG
AAGCCGCRAG
AAGCCGCRAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCRAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG
AAGCCGCGAG

ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA
ACCGGAGGAA

SRR PR
1125

GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC
GGCTACACAC

SRR PR
1175

GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA
GTGGAGCTAA

GGTGGGGATG
GGTGGGGATG
GGTGGGGATG

S ERRY
1135

GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT
GTGCTACAAT

S EEEN
1185

TC-CCACAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCACAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCACAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCATAAA
TC-CCACAAA

ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC
ACGTCAAGTC

SEEEY EREN
114

GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA
GGTCGGTACA

ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
ACCG
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APENDICE C - Identificagio Bacteriana Através da Analise de Acidos graxos

Apéndice C1 - Identificagdo de acidos graxos da cepa A1/Ab

Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 13 ID Number: 2417

137

Type: Samp Bottle: 5 Method: TSBAS50
Created: 22/09/2005 14:20:15
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina A1/Ab
Profile:
RT Response |  Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,708 | 3,316E+8 | 0,028 7,028 | SOLVENT PEAK - | <minrt
6,768 424 | 0,034 | 0992 | 13,618 | 14:01S0 0,76 | ECL deviates -0,001 Reference -0,003
7,290 1667 | 0,036 | 0,980 | 14,001 | 14:0 2,93 | ECL deviates 0,001 Reference -0,002
8,247 1345 | 0,040 | 0,963 | 14,624 | 15:01SO 2,33 | ECL deviates 0,001 Reference -0,001
3,386 23386 | 0,041 | 0,960 | 14,714 | 15:0 ANTEISO 40,33 | ECL deviates 0,001 Reference -0,001
9,870 5253 | 0,043 | 00941 | 15,627 | 16:01SO 8,88 | ECL deviates 0,000 Reference -0,001
10,487 9058 | 0,042 | 0935 | 15998 | 16:0 15,21 | ECL deviates -0,002 Reference -0,004
11,580 666 | 0,044 | 0927 | 16,630 | 17:01SO 1,11 | ECL deviates 0,000 Reference -0,001
11,744 17129 | 0,044 | 0926 | 16,724 | 17:0 ANTEISO 28,46 | ECL deviates 0,001 Reference 0,000

ECL Deviation: 0,001
Total Response: 58928
Percent Named: 100,00%

Reference ECL Shift: 0,002
Total Named: 58928
Total Amount: 55698

Matches:

Library Sim Index Entry Name

TSBA505.00 0,355 Bacillus-coagulans
0,338 Clavibacter-michiganensis-michiganensis/C. sepedonicum
0,318 Microbacterium-halophilum/thalassium
0,270 Microbacterium-imperiale

FID1 A, (C:\SHERLOCK\RAW\E05922.394\A0132417.D)

sty
T

Number Reference Peaks: 8

. ©
pAf = 3
- =]
9.5
9 <
] <
~
b
8.5
8]
] 3
7.5 <
S
—
7]
o
&
6.5 o
o
61 J 5
©o
5.5 A }t v\ s A A
. ——
10

25 5

e
20 mi

Apéndice C2 - Identificagdo de acidos graxos da cepa Al1/Aba

Volume: DATA File: E1I0B264.95A
Type: Samp Bottle: 4

Samp Ctr: 5 ID Number: 1698

Method: TSBA6




Created: 11/26/2010 1:28:30 PM

138

Sample ID: ISM Rene Diana A1-Ab LMA023-10

Profile:
RT Response Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.726 3.338E+8 0.027 ---- 7.021 | SOLVENT PEAK -—-- | <minrt
1.948 238 0.020 ---- 7.469 - | <minrt
1993 | - - -—-- 7.561 ---- | <minrt
3.827 1292 0.028 1.123 10.922 | Sum In Feature 2 0.47 | ECL deviates -0.006 unknown 10.928
4.788 4571 0.031 1.065 12.000 | 12:0 1.59 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
6.167 1438 0.035 1.014 13.177 | 12:0 20H 0.48 | ECL deviates 0.000
7.284 22492 0.042 0.984 14.000 | 14:0 7.25 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
8.056 1784 0.040 - 14.503 | unknown 14.502 ---- | ECL deviates 0.001
8.818 596 0.042 ---- 15.000 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.000
9.155 5960 0.047 0.950 15.203 | 14:0 20H 1.85 | ECL deviates 0.000
9.628 25648 0.046 0.944 15.488 | Sum In Feature 2 7.92 | ECL deviates 0.000 14:0 30H/16:1 iso T
10.178 72303 0.043 0.937 15.820 | Sum In Feature 3 22.17 | ECL deviates -0.002 16:1 w7¢/16:1 woc
10.477 106855 0.045 0.933 15.999 | 16:0 32.64 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
12.017 23101 0.045 0.919 16.891 | 17:0 cyclo 6.95 | ECL deviates 0.003
12.209 547 0.041 0.918 17.002 | 17:0 0.16 | ECL deviates 0.002 Reference -0.001
13.658 59116 0.049 0.909 17.823 | Sum In Feature 8 17.60 | ECL deviates 0.000 18:1 w7c
13.968 1456 0.050 0.908 17.999 | 18:0 0.43 | ECL deviates -0.001 Reference -0.005
15.553 1602 0.046 0.904 18.906 | 19:0 cyclo w8c 0.47 | ECL deviates 0.004
---- 26940 - ---- ---- | Summed Feature 2 8.40 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.928
e - ---- ---- ---- | 16:1 iso0 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso 1
---- 72303 - ---- ---- | Summed Feature 3 22.17 | 16:1 w7¢/16:1 wéc 16:1 wbc/16:1 wic
- 59116 --- - ---- | Summed Feature 8 17.60 | 18:1 w7¢ 18:1 wéc

ECL Deviation: 0.002
Total Response: 326379
Percent Named: 100.00%

Matches:

Library Sim Index

TSBAG6 6.10 0.787
0.692
0.691
0.684
0.658
0.652
0.609
0.578
0.543
0.543

Reference ECL Shift: 0.003 Number Reference Peaks: 5
Total Named: 326379
Total Amount: 305539

Entry Name

Enterobacter-pyrinus

Serratia-marcescens-GC subgroup B
Cedecea-davisae

Kluyvera-cryocrescens-GC subgroup B
Proteus-vulgaris
Klebsiella-pneumoniae-pneumoniae-GC subgroup A
Serratia-odorifera

Kluyvera-ascorbata-GC subgroup A
Morganella-morganii
Photorhabdus-luminescens-luminescens (Xenorhabdus)

FIDL A, (E10B26.495\A0051698.D)
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Apéndice C3 - Identificagdo de acidos graxos da cepa B1/Sq
Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 12 ID Number: 2416

Type: Samp Bottle: 4

Method: TSBAS50




139

Created: 22/09/2005 13:55:59
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina B1/Sq

Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,707 | 3,312E+8 | 0,028 - | 7,023 | SOLVENT PEAK - | <minrt
4,260 4416 | 0,030 | 1,093 | 11,424 | 10:0 30H 3,17 | ECL deviates 0,002
4,786 5159 | 0,032 | 1,061 | 12,000 | 12:0 3,60 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
6,171 5996 | 0,036 | 1,008 | 13,178 | 12:0 20H 3,97 | ECL deviates 0,001
6,549 7350 | 0,037 | 0,998 | 13,456 | 12:0 30H 4,82 | ECL deviates 0,002
7,288 739 | 0,036 | 0,980 | 13,999 | 14:0 0,48 | ECL deviates -0,001 Reference -0,003
10,188 52119 | 0,043 | 0,938 | 15,818 | Sum In Feature 3 32,15 | ECL deviates -0,004 16:1 w7¢/15 iso 20H
10,489 51720 | 0,045 | 0,935 | 15,999 | 16:0 31,81 | ECL deviates -0,001 Reference -0,002
12,031 7744 | 0,047 | 0,924 | 16,891 | 17:0 CYCLO 4,70 | ECL deviates 0,003 Reference 0,001
13,674 24305 | 0,048 | 0915 | 17,825 | 18:1 w7c 14,62 | ECL deviates 0,002
13,980 1122 | 0,042 | 0,913 | 17,999 | 18:0 0,67 | ECL deviates -0,001 Reference -0,003
— 52119 - -— ---- | Summed Feature 3 32,15 | 16:1 w7¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,002 Number Reference Peaks: 5
Total Response: 160669 Total Named: 160669
Percent Named: 100,00% Total Amount: 152079
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0,936 Pseudomonas-putida-biotype B
0,824 Pseudomonas-fluorescens-biotype G/taetrolens
0,777 Pseudomonas-fluorescens-biotype B
0,739 Pseudomonas-vancouverensis
0,652 Pseudomonas-putida-biotype A
0,651 Pseudomonas-fluorescens-biotype A
0,598 Pseudomonas-savastanoi-fraxinus
0,582 Pseudomonas-fluorescens-biotype C/P. mandelii
0,577 Pseudomonas-syringae-phaseolicola
FID1 A, (C:\SHERLOCK\RAW\E05922.394\A0122416.D)
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Apéndice C4 - Identificagdo de acidos graxos da cepa B1/Sqa

Volume: DATA File: E1I0B264.95A  Samp Ctr: 6 ID Number: 1699
Type: Samp Bottle: 5 Method: TSBA6



Created: 11/26/2010 1:52:49 PM
Sample ID: ISM Rene Diana B1-S9 LMA023-10

140

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.726 3.31E+8 | 0.027 - 7.019 | SOLVENT PEAK - | <minrt
1.948 235 | 0.019 -—-- | 7467 ---- | <minrt
1.992 534 | 0.023 -—-- | 7.558 ---- | <minrt
2.676 201 | 0.022 - 8.939 - | <minrt
2.968 338 | 0.026 ---- 9.530 | unknown 9.531 ---- | ECL deviates -0.001
3.200 1142 | 0.024 | 1.181 9.999 | 10:0 0.55 | ECL deviates -0.001 Reference -0.002
3.613 8855 | 0.027 1.142 | 10.605 | 11:0 isso 4.14 | ECL deviates -0.001 Reference -0.001
3.677 259 | 0.028 1.136 | 10.698 | 11:0 anteiso 0.12 | ECL deviates 0.003 Reference 0.002
4.265 444 | 0.031 1.095 | 11.422 | 10:0 30H 0.20 | ECL deviates 0.000
4.606 2701 | 0.031 ---- | 11.798 | unknown 11.799 ---- | ECL deviates -0.001
4.761 498 | 0.038 -—-- | 11.969 o
4.890 5837 | 0.031 1.061 | 12.089 | 11:0iso 30H 2.54 | ECL deviates 0.000
5.486 1017 | 0.038 1.037 | 12.612 | 13:0 isso 0.43 | ECL deviates -0.002 Reference -0.004
6.060 403 | 0.036 | 1.017 | 13.099 | 12:0iso 30H 0.17 | ECL deviates 0.001
6.545 6845 | 0.036 1.003 | 13.456 | 12:0 30H 2.81 | ECL deviates 0.002
6.765 1277 | 0.038 0.997 | 13.618 | 14:0 isso 0.52 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003
7.284 6897 | 0.039 0.984 | 14.000 | 14:0 2.78 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
7.453 8820 | 0.039 0.981 | 14.111 | 13:0iso 30H 3.55 | ECL deviates 0.002
7.581 1110 | 0.043 | 0.978 | 14.194 | 13:0 20H 0.45 | ECL deviates 0.000
7.920 3504 | 0.041 0.972 | 14416 | 15:1iso F 1.39 | ECL deviates 0.001
8.241 97398 | 0.040 0.966 | 14.624 | 15:0 isso 38.54 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
8.378 25367 | 0.039 0.963 | 14.714 | 15:0 anteiso 10.01 | ECL deviates 0.001 Reference -0.002
8.818 1464 | 0.039 ---- | 15.001 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
9.857 2235 | 0.044 0.941 | 15.627 | 16:0 isso 0.86 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
10.102 7900 | 0.039 | 0.938 | 15.774 | 16:1 w9c¢ 3.04 | ECL deviates 0.000
10.176 24357 | 0.044 0.937 | 15.819 | Sum In Feature 3 9.35 | ECL deviates -0.003 16:1 w7¢/16:1 wéc
10.475 15274 | 0.044 | 0.933 | 15.999 | 16:0 5.84 | ECL deviates -0.001 Reference -0.004
11.199 16692 | 0.044 0.926 | 16.418 | Sum In Feature 9 6.34 | ECL deviates 0.002 17:1 iso w9c
11.567 9193 | 0.044 0.923 | 16.631 | 17:0 isso 3.48 | ECL deviates 0.001 Reference -0.002
11.727 577 | 0.040 0.922 | 16.723 | 17:0 anteiso 0.22 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
11.849 648 | 0.041 0.921 | 16.793 | 17:1 w8¢c 0.24 | ECL deviates 0.001
12.018 1954 | 0.046 | 0.919 | 16.891 | 17:0 cyclo 0.74 | ECL deviates 0.003
13.567 2619 | 0.047 | 0910 | 17.770 | 18:1 w9¢c 0.98 | ECL deviates 0.001
13.658 1914 | 0.044 0.909 | 17.822 | Sum In Feature 8 0.71 | ECL deviates -0.001 18:1 w7c
14.711 785 | 0.049 ---- | 18.423 o
---- 24357 - ---- ---- | Summed Feature 3 9.35 | 16:1 w7¢/16:1 wéc 16:1 wbc/16:1 wic
- 1914 --- - ---- | Summed Feature 8 0.71 | 18:1 w7c 18:1 wéc
---- 16692 - - ---- | Summed Feature 9 6.34 | 17:1 iso w9c 16:0 10-methyl
ECL Deviation: 0.001 Reference ECL Shift: 0.003 Number Reference Peaks: 12
Total Response: 253820 Total Named: 252537
Percent Named: 99.49% Total Amount: 244020
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAG6 6.10 0910 Stenotrophomonas-maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
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Apéndice C5 - Identificagdo de acidos graxos da cepa B3/At

142

Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 5 ID Number: 2409
Type: Samp Bottle: 4 Method: TSBAS0
Created: 22/09/2005 11:05:53
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina B3/At
Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,707 | 3,325E+8 | 0,028 - | 7,026 | SOLVENT PEAK — | <minrt
4,261 4855 | 0,030 | 1,093 | 11,424 | 10:0 30H 3,06 | ECL deviates 0,002
4,786 4016 | 0,033 | 1,061 | 12,000 | 12:0 2,46 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
6,171 8220 | 0,035 | 1,008 | 13,179 | 12:0 20H 4,79 | ECL deviates 0,002
6,550 8301 | 0,037 | 0,998 | 13,457 | 12:0 30H 4,78 | ECL deviates 0,003
7,290 735 | 0,037 | 0,980 | 14,000 | 14:0 0,42 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
10,190 53748 | 0,045 | 0,938 | 15,818 | Sum In Feature 3 29,13 | ECL deviates -0,004 16:1 w7¢/15 iso 20H
10,491 57721 | 0,042 | 0,935 | 15,999 | 16:0 31,19 | ECL deviates -0,001 Reference -0,002
11,328 872 | 0,047 | 0,928 | 16,483 | Sum In Feature 4 0,47 | ECL deviates -0,003 17:1 ANTEISO B/i 1
12,032 12677 | 0,046 | 0,924 | 16,890 | 17:0 CYCLO 6,76 | ECL deviates 0,002 Reference 0,002
13,675 29406 | 0,046 | 0915 | 17,823 | 18:1 wic 15,54 | ECL deviates 0,000
13,986 1839 | 0,046 | 0913 | 17,999 | 18:0 0,97 | ECL deviates -0,001 Reference 0,000
15,573 833 | 0,040 | 0,907 | 18,902 | 19:0 CYCLO w8¢c 0,44 | ECL deviates 0,000 Reference 0,002
---- 53748 - ---- ---- | Summed Feature 3 29,13 | 16:1 w7¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢c
— 872 - — ---- | Summed Feature 4 0,47 | 17:1 ISO I/ANTEI B 17:1 ANTEISOB/i 1
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,002 Number Reference Peaks: 6
Total Response: 183221 Total Named: 183221
Percent Named: 100,00% Total Amount: 173116
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0,871 Pseudomonas-putida-biotype B
0,833 Pseudomonas-vancouverensis
0,828 Pseudomonas-putida-biotype A
0,594 Pseudomonas-fluorescens-biotype B
0,580 Pseudomonas-veronii
0,560 Pseudomonas-fluorescens-biotype G/taetrolens
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Apéndice C6 - Identificagdo de acidos graxos da cepa B3/Ata

143

Volume: DATA File: E10B264.95A Samp Ctr: 7 ID Number: 1700
Type: Samp Bottle: 6 Method: TSBA6
Created: 11/26/2010 2:17:07 PM
Sample ID: ISM Rene Diana B3-At LMA023-10
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.726 | 3.242E+8 | 0.027 ---- 7.019 | SOLVENT PEAK -—-- | <minrt
1.948 248 | 0.020 -—-- 7.467 -——- | <minrt
1.993 507 | 0.024 - 7.557 —— | <minrt
2.968 326 | 0.028 ---- 9.530 | unknown 9.531 ---- | ECL deviates -0.001
3.201 1140 | 0.025 1.181 | 10.000 | 10:0 0.48 | ECL deviates 0.000 Reference 0.001
3.615 9444 | 0.027 1.142 | 10.606 | 11:0 isso 3.89 | ECL deviates 0.000 Reference 0.000
3.675 278 | 0.027 1.136 | 10.695 | 11:0 anteiso 0.11 | ECL deviates 0.000 Reference 0.000
4.265 407 | 0.030 1.095 | 11.421 | 10:0 30H 0.16 | ECL deviates -0.001
4.607 2763 | 0.031 ---- | 11.798 | unknown 11.799 ---- | ECL deviates -0.001
4.764 531 | 0.037 --—- | 11.972 -—--
4.891 6034 | 0.032 1.061 | 12.089 | 11:0iso 30H 2.31 | ECL deviates 0.000
5.289 229 | 0.031 1.045 | 12.439 | 11:0 30H 0.09 | ECL deviates 0.001
5.487 1421 | 0.040 1.037 | 12.613 | 13:0 isso 0.53 | ECL deviates -0.001 Reference -0.002
5.589 294 | 0.038 1.033 | 12.702 | 13:0 anteiso 0.11 | ECL deviates 0.000 Reference 0.000
6.064 445 | 0.037 1.017 | 13.100 | 12:0iso 30H 0.16 | ECL deviates 0.002
6.546 7497 | 0.037 1.003 | 13.456 | 12:0 30H 2.71 | ECL deviates 0.002
6.768 1642 | 0.038 0.997 | 13.619 | 14:0 isso 0.59 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
7.285 8075 | 0.038 0.984 | 14.000 | 14:0 2.86 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
7.454 9939 | 0.040 0.981 | 14.110 | 13:0iso 30H 3.51 | ECL deviates 0.001
7.584 1191 | 0.040 | 0.978 | 14.195 | 13:0 20H 0.42 | ECL deviates 0.001
7.922 3768 | 0.041 0.972 | 14415 | 15:1isoF 1.32 | ECL deviates 0.000
8.242 113199 | 0.038 0.966 | 14.624 | 15:0 isso 39.38 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
8.380 29721 | 0.041 0.963 | 14.714 | 15:0 anteiso 10.31 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
8.820 1891 | 0.040 ---- | 15.001 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
9.859 2717 | 0.042 0.941 | 15.627 | 16:0 isso 0.92 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
10.104 8300 | 0.042 | 0.938 | 15.775 | 16:1 w9c 2.80 | ECL deviates 0.001
10.177 26202 | 0.044 0.937 | 15.818 | Sum In Feature 3 8.84 | ECL deviates -0.004 16:1 w7¢/16:1 woc
10.479 18028 | 0.044 0.933 | 16.000 | 16:0 6.06 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
11.202 17982 | 0.043 0.926 | 16.418 | Sum In Feature 9 6.00 | ECL deviates 0.002 17:1 iso w9¢
11.569 10999 | 0.044 0.923 | 16.630 | 17:0 isso 3.66 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
11.728 689 | 0.039 | 0.922 | 16.722 | 17:0 anteiso 0.23 | ECL deviates -0.001 Reference -0.002
11.848 753 | 0.043 0.921 | 16.792 | 17:1 w8c 0.25 | ECL deviates 0.000
12.017 2217 | 0.046 0.919 | 16.889 | 17:0 cyclo 0.73 | ECL deviates 0.001
13.567 2763 | 0.049 | 0.910 | 17.769 | 18:1 w9c 0.91 | ECL deviates 0.000
13.660 1938 | 0.045 0.909 | 17.822 | Sum In Feature 8 0.64 | ECL deviates -0.001 18:1 w7c
14.714 851 | 0.049 ---- | 18.423 ----
---- 26202 - - ---- | Summed Feature 3 8.84 | 16:1 w7c/16:1 wéc 16:1 w6c/16:1 w7c
- 1938 --- ---- ---- | Summed Feature 8 0.64 | 18:1 w7c 18:1 wéc
---- 17982 - ---- ---- | Summed Feature 9 6.00 | 17:1 iso w9c 16:0 10-methyl
ECL Deviation: 0.001 Reference ECL Shift: 0.001 Number Reference Peaks: 13
Total Response: 288695 Total Named: 287313
Percent Named: 99.52% Total Amount: 277531
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAG6 6.10 0.912 Stenotrophomonas-maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
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Apéndice C7 - Identificagdo de acidos graxos da cepa A3/Sk

145

Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 10 ID Number: 2414
Type: Samp Bottle: 2 Method: TSBAS0
Created: 22/09/2005 13:07:12
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina A3/Sk
Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2

1,707 | 33E+8 | 0,028 - | 7,024 | SOLVENT PEAK - | <minrt

4261 4769 | 0,030 | 1,093 | 11,423 | 10:0 30H 3,16 | ECL deviates 0,001

4,786 4397 | 0,034 | 1,061 | 12,000 | 12:0 2,82 | ECL deviates 0,000 Reference -0,001

6,170 7343 [ 0,037 | 1,008 | 13,178 | 12:0 20H 4,48 | ECL deviates 0,001

6,549 8086 | 0,036 | 0,998 | 13,456 | 12:0 30H 4,88 | ECL deviates 0,002

7,290 722 [ 0,036 | 0,980 | 14,000 | 14:0 0,43 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
10,188 56924 | 0,047 [ 0,938 | 15,818 | Sum In Feature 3 32,33 | ECL deviates -0,004 16:1 w7¢/15 iso 20H
10,491 54653 | 0,042 [ 0,935 | 16,000 | 16:0 30,95 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
11,578 395 | 0,035 | 0,927 | 16,628 | 17:0 ISSO 0,22 | ECL deviates -0,002 Reference -0,003
12,032 6275 | 0,046 | 0,924 | 16,891 | 17:0 CYCLO 3,51 | ECL deviates 0,003 Reference 0,002
12,220 434 [ 0,042 [ 0,922 [ 17,000 | 17:0 0,24 | ECL deviates 0,000 Reference -0,001
13,677 29069 | 0,046 | 0915 | 17,825 | 18:1 wic 16,10 | ECL deviates 0,002

13,985 1600 | 0,045 | 0913 | 18,000 | 18:0 0,88 | ECL deviates 0,000 Reference -0,001

——-- 56924 --- ——- ---- | Summed Feature 3 32,33 | 16:1 w7¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢

ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,002 Number Reference Peaks: 7

Total Response: 174667
Percent Named: 100,00%

Total Named: 174667
Total Amount: 165189

Matches:

Library Sim Index Entry Name

TSBAS50 5.00 0,894 Pseudomonas-fluorescens-biotype B
0,870 Pseudomonas-fluorescens-biotype G/taetrolens
0,869 Pseudomonas-putida-biotype B
0,802 Pseudomonas-fluorescens-biotype A
0,758 Pseudomonas-putida-biotype A
0,662 Pseudomonas-vancouverensis
0,644 Pseudomonas-syringae-glycinea
0,608 Pseudomonas-syringae-phaseolicola
0,554

Pseudomonas-fluorescens-biotype C/P. mandelii

FID1 A, (C:\SHERLOCK\RAW\E05922.394\A0092413.D)

o
>
L
1 707

10.186

10245

16488

13.670

~
S S S S S MR AR RN

18.374




146

Apéndice C8 - Identificagdo de acidos graxos da cepa A3/Ska

Volume: DATA File: E1I0B264.95A
Type: Samp Bottle: 3
Created: 11/26/2010 1:04:06 PM

Samp Ctr: 4 ID Number: 1697

Method: TSBA6

Sample ID: ISM Rene Diana A3-SK LMA023-10

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.726 | 3.307E+8 | 0.027 - 7.019 | SOLVENT PEAK —— | <minrt
1.947 267 | 0.021 - | 7.467 | <minrt
1.993 397 | 0.022 - 7.559 - | <minrt
2.676 293 | 0.024 - | 8.940 - | <minrt
2.968 456 | 0.026 ---- | 9.532 | unknown 9.531 ---- | ECL deviates 0.001
3.201 1666 | 0.025 1.181 | 10.001 | 10:0 0.55 | ECL deviates 0.001 Reference 0.000
3.614 10509 | 0.027 1.142 | 10.606 | 11:0 isso 3.38 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
3.674 235 | 0.029 1.136 | 10.693 | 11:0 anteiso 0.08 | ECL deviates -0.002 Reference -0.002
4.266 503 | 0.030 1.095 | 11.422 | 10:0 30H 0.16 | ECL deviates 0.000
4.607 4372 | 0.031 ---- | 11.799 | unknown 11.799 ---- | ECL deviates 0.000
4.762 595 | 0.037 ---- | 11.970 -
4.891 6620 | 0.032 | 1.061 | 12.089 | 11:0iso 30H 1.98 | ECL deviates 0.000
5.488 1753 | 0.037 | 1.037 | 12.614 | 13:0 isso 0.51 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
6.061 377 | 0.034 1.017 | 13.098 | 12:0iso 30H 0.11 | ECL deviates 0.000
6.545 9358 | 0.037 | 1.003 | 13.455 | 12:0 30H 2.64 | ECL deviates 0.001
6.767 1746 | 0.038 | 0.997 | 13.618 | 14:0 isso 0.49 | ECL deviates -0.001 Reference -0.002
7.161 365 | 0.043 0.988 | 13.909 | 14:1 w5c 0.10 | ECL deviates 0.008
7.285 12502 | 0.037 | 0.984 | 14.000 | 14:0 3.47 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
7.454 10621 | 0.039 0.981 | 14.110 | 13:0iso 30H 2.93 | ECL deviates 0.001
7.585 940 | 0.038 0.978 | 14.196 | 13:0 20H 0.26 | ECL deviates 0.002
7.921 5566 | 0.041 | 0.972 | 14415 | 15:1isoF 1.52 | ECL deviates 0.000
8.242 144870 | 0.041 0.966 | 14.625 | 15:0isso 39.39 | ECL deviates 0.002 Reference 0.000
8.379 29495 | 0.040 | 0.963 | 14.714 | 15:0 anteiso 8.00 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
8.819 1944 | 0.040 ---- | 15.001 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
9.859 3046 | 0.043 0.941 | 15.627 | 16:0 isso 0.81 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002

10.104 13661 | 0.042 | 0.938 | 15.775 | 16:1 w9¢ 3.61 | ECL deviates 0.001

10.177 41673 | 0.046 0.937 | 15.819 | Sum In Feature 3 10.99 | ECL deviates -0.003 16:1 w7¢/16:1 wéc

10.477 23575 | 0.043 0.933 | 15.999 | 16:0 6.20 | ECL deviates -0.001 Reference -0.003

11.203 23688 | 0.046 | 0.926 | 16.420 | Sum In Feature 9 6.18 | ECL deviates 0.004 17:1 iso w9¢

11.566 13292 | 0.044 0.923 | 16.630 | 17:0 isso 3.45 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003

11.725 696 | 0.039 | 0.922 | 16.722 | 17:0 anteiso 0.18 | ECL deviates -0.001 Reference -0.004

11.849 814 | 0.038 | 0.921 | 16.793 | 17:1 w8¢ 0.21 | ECL deviates 0.001

12.018 3016 | 0.046 0.919 | 16.891 | 17:0 cyclo 0.78 | ECL deviates 0.003

13.565 4225 | 0.048 | 0.910 | 17.770 | 18:1 w9¢c 1.08 | ECL deviates 0.001

13.656 3068 | 0.044 | 0.909 | 17.822 | Sum In Feature 8 0.79 | ECL deviates -0.001 18:1 w7c

14.710 1177 | 0.050 ---- | 18.422 -

15.081 582 | 0.043 | 0.905 | 18.635 | 19:0isso 0.15 | ECL deviates 0.001 Reference -0.003
---- 41673 - -—-- ---- | Summed Feature 3 10.99 | 16:1 w7¢/16:1 wée 16:1 wéc/16:1 wic
- 3068 --- - ---- | Summed Feature 8 0.79 | 18:1 w7c 18:1 wéc
---- 23688 -- -—-- ---- | Summed Feature 9 6.18 | 17:1 iso w9c 16:0 10-methyl

ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.002  Number Reference Peaks: 13

Total Response: 370237 Total Named: 368465

Percent Named: 99.52% Total Amount: 355093

Matches:

Library Sim Index Entry Name

TSBAG6 6.10 0.926 Stenotrophomonas-maltophilia (Xanthomonas, Pseudomonas)
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Apéndice C9 - Identificagdo de acidos graxos da cepa B3/Au

Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 15 ID Number: 2418
Type: Samp Bottle: 6 Method: TSBAS0
Created: 22/09/2005 15:08:57
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina B3/Au
Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,706 | 3,341E+8 | 0,028 - | 7,018 | SOLVENT PEAK ——- | <minrt
4,259 3196 | 0,030 | 1,101 | 11,425 | 10:0 30H 3,81 | ECL deviates 0,003
4,784 2433 | 0,034 | 1,069 | 12,001 | 12:0 2,81 | ECL deviates 0,001 Reference -0,002
6,168 4908 | 0,035 | 1,014 | 13,177 | 12:0 20H 5,39 | ECL deviates 0,000
6,547 5144 | 0,039 | 1,004 | 13,455 | 12:0 30H 5,59 | ECL deviates 0,001
7,288 531 | 0,039 | 0,985 | 13,998 | 14:0 0,57 | ECL deviates -0,002 Reference -0,003
10,187 24641 | 0,042 | 0,938 | 15,819 | Sum In Feature 3 25,02 | ECL deviates -0,003 16:1 w7c/15 iso 20H
10,242 3762 | 0,033 | 0,938 | 15,852 | Sum In Feature 3 3,82 | ECL deviates 0,000 15:0 1ISO 20H/16:1w7c
10,488 30756 | 0,041 | 0,935 | 16,000 | 16:0 31,12 | ECL deviates 0,000 Reference -0,001
12,032 6557 | 0,046 | 0921 | 16,891 | 17:0 CYCLO 6,53 | ECL deviates 0,003 Reference 0,001
13,673 14695 | 0,048 | 0,909 | 17,824 | 18:1 w7c 14,46 | ECL deviates 0,001
13,979 906 | 0,043 | 0,908 | 17,998 | 18:0 0,89 | ECL deviates -0,002 Reference -0,006
- 28403 - - ---- | Summed Feature 3 28,84 | 16:1 w7c¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,003 Number Reference Peaks: 5
Total Response: 97529 Total Named: 97529
Percent Named: 100,00% Total Amount: 92413
Matches:
Library Sim Index  Entry Name
TSBAS50 5.00 0,878 Pseudomonas-putida-biotype B
0,776 Pseudomonas-vancouverensis
0,772 Pseudomonas-putida-biotype A
0,555 Pseudomonas-chlororaphis/aureofaciens/aurantiaca

FID1 A, (C:\SHERLOCK\RAW\E05922.394\A0152418.D)
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Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 6 ID Number: 2410
Type: Samp Bottle: 5 Method: TSBAS0
Created: 22/09/2005 11:30:05
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina B3/Sw
Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,706 | 3,325E+8 | 0,028 —— | 7,027 | SOLVENT PEAK | <minrt
2,348 277 | 0,025 | 8318 —— | <minrt
2,507 394 | 0,023 | 8637 —— | <minrt
3,186 4721 0,030 | 1,192 | 9,999 | 10:0 0,25 | ECL deviates -0,001 Reference -0,007
3,512 470 | 0,031 - | 10,475
4,260 7284 | 0,030 | 1,093 | 11,425 | 10:0 30H 3,49 | ECL deviates 0,003
4,786 9280 | 0,031 | 1,061 | 12,002 | 12:0 432 | ECL deviates 0,002 Reference -0,001
6,171 6671 | 0,036 | 1,008 | 13,179 [ 12:0 20H 2,95 | ECL deviates 0,002
6,325 417 | 0,036 | 1,004 | 13,292 | 12:1 30H 0,18 | ECL deviates 0,004
6,549 10420 | 0,036 | 0,998 | 13,457 | 12:0 30H 4,56 | ECL deviates 0,003
7,288 449 [ 0,038 | 0,980 | 13,999 | 14:0 0,19 [ ECL deviates -0,001 Reference -0,003
10,189 71647 | 0,047 | 0,938 | 15,818 | Sum In Feature 3 29,47 | ECL deviates -0,004 16:1 w7c/15 iso 20H
10,490 63691 | 0,044 | 0,935 | 15,999 | 16:0 26,12 | ECL deviates -0,001 Reference -0,002
12,030 3814 | 0,046 | 0,924 | 16,890 | 17:0 CYCLO 1,54 | ECL deviates 0,002 Reference 0,001
13,678 64088 | 0,049 | 0,915 | 17,826 | 18:1 w7c 25,70 | ECL deviates 0,003
13,983 2545 | 0,048 | 0,913 | 17,999 | 18:0 1,02 | ECL deviates -0,001 Reference -0,002
15,568 546 | 0,039 | 0,907 | 18,903 | 19:0 CYCLO w8c 0,22 | ECL deviates 0,001 Reference 0,000
——-- 71647 - ———- ---- | Summed Feature 3 29,47 | 16:1 w7c¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,003 Number Reference Peaks: 7
Total Response: 241794 Total Named: 241324
Percent Named: 99,81% Total Amount: 228102
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0,858 Pseudomonas-savastanoi-nerium
0,746 Pseudomonas-mucidolens
0,628 Pseudomonas-savastanoi-oleae
0,568 Pseudomonas-putida-biotype A

FID1 A, (C:\SHERLOCK\RAW\E05922.394\A0062410.D)
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Volume: DATA1 File: E059223.94A Seq Counter: 8 ID Number: 2412
Type: Samp Bottle: 7 Method: TSBAS0
Created: 22/09/2005 12:18:46
Created By: itamar
Sample ID: Ita/Karina B3/Sx
Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,706 | 3,342E+8 | 0,028 - | 7,027 | SOLVENT PEAK | <minrt
2,348 214 | 0,023 | 8318 —— | <minrt
2,506 367 | 0,024 - | 8,636 - | <minrt
2,886 174 | 0,024 | 1244 | 9398 | 8:0 30H 0,13 | ECL deviates 0,006
3,186 412 [ 0,027 [ 1,192 [ 9,999 | 10:0 0,29 | ECL deviates -0,001 Reference -0,007
3,512 403 | 0,028 - [ 10475
4,260 6353 | 0,030 | 1,093 | 11,426 | 10:0 30H 4,08 | ECL deviates 0,004
4,785 8404 | 0,032 | 1,061 | 12,002 | 12:0 5,24 | ECL deviates 0,002 Reference -0,002
6,171 5246 | 0,035 | 1,008 | 13,179 | 12:0 20H 3,11 | ECL deviates 0,002
6,324 573 | 0,042 | 1,004 | 13,292 | 12:130H 0,34 | ECL deviates 0,004
6,549 9094 | 0,037 | 0,998 | 13,457 | 12:0 30H 5,33 | ECL deviates 0,003
7,289 360 | 0,034 | 0,980 | 14,000 | 14:0 0,21 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
10,190 41554 | 0,046 0,938 | 15,818 | Sum In Feature 3 22,90 | ECL deviates -0,004 16:1 w7¢/15 iso 20H
10,246 8348 | 0,035 | 0,938 | 15,852 | Sum In Feature 3 4,60 | ECL deviates 0,000 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
10,489 45500 | 0,045 | 0,935 [ 15,998 | 16:0 25,00 | ECL deviates -0,002 Reference -0,003
11,373 492 | 0,033 [ 0,928 [ 16,509 | 15:0 30H 0,27 | ECL deviates 0,006
12,030 3095 | 0,043 | 0924 | 16,889 | 17:0 CYCLO 1,68 | ECL deviates 0,001 Reference 0,001
13,676 46835 | 0,047 | 0,915 [ 17,824 [ 18:1 w7c 25,17 | ECL deviates 0,001
13,986 2593 | 0,055 | 0,913 [ 18,000 | 18:0 1,39 | ECL deviates 0,000 Reference 0,000
15,570 515 | 0,043 | 0,907 | 18,903 | 19:0 CYCLO w8¢ 0,27 | ECL deviates 0,001 Reference 0,001
16,594 1041 [ 0,043 - [ 19,490
---- 49902 --- ---- ---- | Summed Feature 3 27,50 | 16:1 w7¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
ECL Deviation: 0,003 Reference ECL Shift: 0,003 Number Reference Peaks: 7
Total Response: 180991 Total Named: 179547
Percent Named: 99,20% Total Amount: 170216
Matches:
Library Sim Index  Entry Name
TSBAS50 5.00 0,783 Pseudomonas-savastanoi-nerium
0,607 Pseudomonas-mucidolens
0,503 Pseudomonas-putida-biotype A
0,502 Pseudomonas-savastanoi-oleae
FID1 A, (C:\\SHERLOCK\RAW\E05922.394\A0082412.D)
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Apéndice C12 - Identificagdo de acidos graxos da cepa A3/Ag

Volume: DATA1 File: E059223.94A
Type: Samp Bottle: 8

Created: 22/09/2005 12:42:57

Created By: itamar

Sample ID: Ita/Karina A3/Ag

Seq Counter: 9 ID Number: 2413

Method: TSBAS50

Profile:
RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1,707 | 3341E+8 | 0,028 - | 7,024 | SOLVENT PEAK — | <minrt
4,260 3162 | 0,030 | 1,093 | 11,423 | 10:0 30H 3,84 | ECL deviates 0,001
4,785 2556 | 0,033 | 1,061 | 12,000 | 12:0 3,01 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
6,170 4630 | 0,036 | 1,008 | 13,178 | 12:0 20H 5,18 | ECL deviates 0,001
6,549 4990 | 0,037 | 0,998 | 13,456 | 12:0 30H 5,53 | ECL deviates 0,002
7,290 486 | 0,035 | 0,980 | 14,001 | 14:0 0,53 | ECL deviates 0,001 Reference -0,001
10,186 24417 | 0,042 | 0,938 | 15,817 | Sum In Feature 3 2544 | ECL deviates -0,005 16:1 w7c/15 iso 20H
10,245 3871 | 0,034 0,938 | 15,853 | Sum In Feature 3 4,03 | ECL deviates 0,001 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
10,488 29568 | 0,043 | 0,935 | 15,998 | 16:0 30,71 | ECL deviates -0,002 Reference -0,003
12,029 5724 | 0,045 | 0,924 | 16,890 | 17:0 CYCLO 5,87 | ECL deviates 0,002 Reference 0,000
13,670 14743 | 0,047 | 0915 | 17,822 | 18:1 w7c 14,98 | ECL deviates -0,001
13,983 872 | 0,041 | 0,913 | 18,000 | 18:0 0,88 | ECL deviates 0,000 Reference -0,002
18,374 1565 | 0,052 - [ 20,515 - | > maxrt
- 28288 - - ---- | Summed Feature 3 29,47 | 16:1 w7¢/15 iso 20H 15:0 ISO 20H/16:1w7¢
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,002 Number Reference Peaks: 5
Total Response: 95020 Total Named: 95020
Percent Named: 100,00% Total Amount: 90051
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0,895 Pseudomonas-putida-biotype B
0,795 Pseudomonas-putida-biotype A
0,792 Pseudomonas-vancouverensis
0,621 Pseudomonas-fluorescens-biotype B
0,577 Pseudomonas-fluorescens-biotype G/taetrolens






