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RESUMO

Com base na idéia de que esporos bacterianos s@dues extremamente
resistentes, fomos capazes a partir da utilizagdovatias técnicas de cultivar e
identificar de coprélitos humanos e animais, datagltire 3490 £ 120 a 430 £ 70 anos,
recuperados de escavacgdes arqueologicas no Bradiérias da familiBacillaceae Os
coprolitos inicialmente foram tratados com radiacéimavioleta com o objetivo de
eliminar possiveis contaminantes externos e posteente perfurados assepticamente
para retirada de material da porcdo mais intersae Enaterial foi entdo cultivado em
diferentes meios de cultura, possibilitando o is@ato de bastonetes Gram positivos.
Esses microorganismos foram entdo submetidos &agdgoquimicas classicas e a
técnicas moleculares, como a reacdo em cadeialmlaepase (PCR), a clonagem e o
sequenciamento génico. A analise de todos os damkssbilitou ndo somente concluir
que se tratavam de representantes da faBudlkidlaceae mas em alguns casos definir o
género e a espécie mais provavel, demonstrandaesfas metodologias conjugadas
permitem este grau de definicAo e que serd possivefuturo um estudo mais

minucioso da microbiota antiga associada a esterraht

Palavras-chave: Paleoparasitologia, coprolito, mspaultura, clonagem, Bacillaceae



ABSTRACT

Based on the idea that bacterial spores are veista@at structures, we were able
to cultivate and identify species from the Bac#lae family found in ancient human
and animal coprolites dated between 3490 + 1203t # 70 years by using various
molecular biology techniques. The coprolites rered from archaeological digs in
Brazil, were initially treated with ultraviolet radion in order to eliminate possible
external contaminants, followed by aseptic drilltogcarefully collect sample located in
the innermost portion. This material was then grawdifferent culture media, allowing
the isolation of Gram positive bacilli. These mmrganisms were then subjected to
conventional biochemical tests and molecular bipltgchniques such as polymerase
chain reaction (PCR), cloning and gene sequencihige analysis of all data enabled us
to conclude that the isolated bacteria found indbyerolite belonged to the Bacillaceae
family. Moreover, in some cases we could clasdify most likely genus and species.
The combined methodologies used in this work prtovdoe a valuable approach to
investigate and recover ancient spore bacteria.s,Tiuwill be possible a further

characterization of ancient microbiota relatednese coprolites.

Keywords: Paleoparasitology, coprolite, sporesiucal cloning, Bacillaceae
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1. INTRODUCAO:

A paleoparasitologia tem como objetivo primariceoanhecimento de agentes
etiopatolégicos que provavelmente afetaram noseoss&ais, recorrendo a técnicas
fenotipicas e genotipicas, permitindo assim tragara melhor compreensdo das
possiveis doencas e problemas de natureza epidgmelque ocorreram no passado.
Na investigacdo do processo saude-doenca dos patigss, esta disciplina possibilita
descobrir vestigios de habitos e costumes, bem cdetectar diferentes formas de

infeccao.

O diagnostico de doencgas em populagfes extintas pedpesquisado, com
base em diversos parametros, considerando sinaisatmalidade em registros 0sseos,
e até mesmo marcadores biolégicos, como o casvae de parasitos detectados em

coprélitos (Duartet af).

Os coprdlitos (gr. copros = fezes; litos = pedia@ gervem de vasta fonte para
essas pesquisas, sdo fezes conservadas naturaprekntiessecacédo ou mineralizacéo,
gue mantém muitas vezes vestigios fisicos ou mesoieculares de organismos que
estiveram presentes nos intestinos dos individuanomais que os originaram (Aradjo
& Ferreird).

Até pouco tempo, o estudo dos coprélitos estavdtailn a pesquisa de
helmintos, deixando uma grande lacuna no que sFeref grupos de organismos

bastante numerosos como 0s protozoarios e asibacter

Com o incremento do estudo da paleoparasitolodalpelogia molecular e a
andlise de interacbes sorologicas com anticorposoatonais, abriu-se uma nova
possibilidade para pesquisa de organismos nao tée¢es pela pesquisa direta de
vestigios, tendo como pioneiros nestes estudos squ@a dos protozoarios
Trypanosoma cruze Leishmaniasp.. As novas técnicas possibilitaram sustentar a
afrmacdo de que a paleoparasitologia seja definidamo ciéncia da
interdisciplinaridade, permitindo em tese, tambénpesquisa de organismos nao
considerados possiveis anteriormente, como por greras bactérias (Aradjet af,
Paabd).
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IfiigueZ em 1998 demonstrou a possibilidade real de reagferde DNA
bacteriano, através da técnica da PCR, de fezésialthente dessecadas, conseguindo
reaver apoOs inoculacdo débrio choleraee Bacillus sphaericusmaterial genético
identificavel destes microorganismos. A mesma peadora, através da técnica de
RAPD-PCR, conseguiu recuperar sequéncias intaetd3NA de Shigella flexneride

coprolitos ancestrais.

Considerando a possibilidade desta deteccdo e aortiamgia do
desenvolvimento desta técnica para futuros eststoge a idéia da paleobacteriologia,
buscando uma identidade correspondente ao estudsitpldgico, porém em relacdo

aos organismos bacterianos.

Ao nos referirmos as bactérias possivelmente pteseem coprolitos, nao
podemos deixar de pensar em grupos bacterianobnatuta encontrados de forma
natural ou freqiente em materiais de origem fexaho por exemplo, os membros das

familiasEnterobacteriaceae Bacillaceae.

A primeira familia, congregando géneros de inegémpbrtancia dentro deste
contexto, comdescherichia coli Salmonelle Shigellaentre outros e a segunda familia

de maior probabilidade de deteccédo pela formacamndesporos.

Uma ampla gama de patdégenos é capaz de infectia@ta dgastrointestinal,
sendo que as infec¢cbes variam em efeitos, dessksdyrandas autolimitadas a diarréias

graves e fatais.

Nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimemtoeaca diarréica € a
principal causa de morbidade e mortalidade, praioipnte em criancas de pouca
idade, ocorrendo, também com gravidade, em indb&didosos e imunocomprometidos
(Hofer & Hofer).

Salienta-se ainda a inter-relacdo dos fatores smmadmicos e ambientais
como condicionantes da infecgdo intestinal, exdropiido-se, a desnutricdo como
causa de prejuizos na imunidade e predispondosasg®ea infeccdo bacteriana.

Sem duavida que os varios agentes enterobacter@od®Em ter tido a mesma
atuacdo e importancia sobre a saude dos hospedwrgmssado. Entretanto, para
dificultar o estabelecimento de um elo de binbm@spnte-passado, podemos ndo mais
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detectar tais espécies nas fezes contemporangasp@esimplesmente ndo estarem
mais associadas a esse local na atualidade ou mesmaegradacéo e dificuldades
técnicas (Nogueirat al’).

Ja as bactérias esporuladas possuem maior chdaceerem detectadas,
considerando as caracteristicas do endésporo (Nfip

Alguns estudos, apesar de incipientes e poucdgdigias, foram realizados na
tentativa da deteccdo de organismos bacterianos ceprélitos e procuraram
correlacionar os achados com o ambiente, alimemtagdituacdo em que viviam no
hospedeiro (Willerslev & Coop®r Por outro lado, a lacuna de conhecimentos smbre

problema na América Latina e Brasil ainda é muitsam(Nogueiraet al’).



2 . OBJETIVOS:

Considerando os pontos descritos previamente eciasgo-os a discreta
bibliografia procurou-se esquematizar a pesquisasaguintes aspectos:

2.1. OBJETIVOS GERAIS:

» Testar e padronizar técnicas sorolégicas, de bmloglecular e de isolamento para
deteccao e identificacdo de microorganismos bactesiem amostras de coprolitos.

* Criar uma base de dados e gerencia-la atravésadihal permitindo a principio um
acesso via Web com senha para os pesquisadoresmnde pesquisa que desejem
dados gerais ou especificos sobre as amostrasdispono laboratorio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Avaliar diferentes técnicas laboratoriais de déiecg sua eficiéncia para verificar a
possivel presenca de bactérias dos gérieabronella, Escherichia codi Bacillus
em coprélitos provenientes de populacées sul-aameas:

» Caracterizar microorganismos possivelmente detestadhtravés de técnicas
convencionais e moleculares.

* Analisar a frequéncia de representantes destesragéme material, tentando
correlaciona-los com os sitios arqueolégicos deeofatam retirados, habitos
alimentares das populacdes e possiveis rotas persi® dos agentes, a partir dos
dados geograficos e das datacbes das amostrasadaali

* Montar um banco de dados referente a colecdo dedlitop do laboratério de
Paleoparasitologia do DCB-ENSP/FIOCRUZ, na tengatide organizar 0s
espécimens e cataloga-los digitalmente com refex@w pais, estado, localidade,
sitio arqueoldgico, datagdo, e outras informac@&@esnentes, facilitando a pesquisa

em toda a instituicdo ou mesmo fora dela.



3- REVISAO
EVOLUCAO HISTORICA DA PALEOPARASITOLOGIA

O parasitismo € inerente a vida. Os parasitos séonérados em cada ser vivo
de todas as espécies existentes na Terra (Powor&nd®). Desde o inicio da vida, o
parasitismo foi utilizado por proto-organismos ma snultiplicacdo. Provavelmente o
parasitismo deve ter ocorrido em um estagio pvmitia evolucdo (Bremermatth
pois a uniformidade bioguimica dos seres vivosigtaponta para uma origem comum
em um antepassado que vivia ha bilhdes de anosnitids Orgel?®). A vida na Terra
somente foi possivel em razdo do parasitismo, mesnmdvel molecular, sendo que as
formas de vida atuais demonstram ainda restos slessociacdes antigas em seus

genomas (Galtiegt al, Cavalier-Smitf?).

Se por um lado ha o confronto entre teorias refeatlas com a emergéncia e a
evolucdo dos agentes parasitarios, por outro, Beidg arqueoldgicas ndo documentais
também ilustram a complexa e antiga relacao estfgaoasitos, hospedeiros humanos e
animais na determinacdo do processo salde-doescpogalacées (Aradjet af®).
Através da interacdo entre a Medicina, a Arqueal@ga Antropologia, foi possivel a
concepgcdo de uma nova disciplina, a Paleopatolamapo de investigacdo das
enfermidades que nos acompanham desde a Antiguigademeio dos estudos de

achados arqueoldgicos provenientes de humanosnaiani

Esta especialidade contribui também para a rec¢oigétd do modo de vida das

populacdes antigas, assim como de sua formaca@perséo geografica.

Além do estudo direto de esqueletos e anomaliaassas técnicas mais usadas
nessas analises foram as necropsias, que quasessaltepam ou destroem 0S COrpos

preservados, e a radiologia, método de analisénvasivo (David").

Metodologias empregadas no inicio dos estudos paleldgicos levaram a
resultados de carater principalmente descritivaguanto estudos mais recentes tém
procurado inserir uma analise mais qualitativacanodo contextualizar as informacdes
arqueoldgicas com modelos culturais pré-historgm®e doencas e sua relacdo com o
modo de vida (Aufderheide & Rodriguez-MatfinMendonca de Souz a*?).
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A Paleoparasitologia € um ramo da Paleopatologeasgubaseia em estudos de
resquicios biolégicos a procura de parasitos, disanidentificacdo de morbidades nas
populagcdes humanas antigas e a reconstrucdo deataasde migracdo e ocupacao
territorial através dos tempos. Sua origem deva-S& Marc Armand Ruffer que, em
1910, identificou ovos d&chistosoma haematobiuvem tecido renal de uma muamia
egipcia de 3.200 anos. Ele desenvolveu técnicasidimtacdo de tecidos mumificados,
possibilitando preparacdes histologicas e, consggiente, o diagndstico de doencas
em populacdes do antigo Egito. O intercambio coiptéggos ampliou as perspectivas

de estudo da ocorréncia dos parasitos no passadfertd.

A associacao entre os parasitologistas e os amg@dkstruturou-se, mais tarde,
a partir da andlise de coprolitos coletados enossiiirqueoldgicos e enviados ao
laboratério. Todavia, até a metade do século XX, lpoitacbes técnicas, foram
descritos em coproélitos poucos ovos e larvas dmihtds, parasitos de animais e de
humanos. Destes Ultimos, a maioria era provenmiaterior de corpos mumificados e

do contelido de fossas européias medievais (3ziBatzi & Schenorfé, Taylor?).

O método usado para a analise dos coprolitos ¢ansia analise do material
seco, sendo as amostras quebradas e passadasnpwagpgraduadas para posterior
exame microscépico (F©). A partir de 1960, o uso de fosfato trissodico sstucao
aquosa como reidratante impulsionou a Paleopal@gi®o Essa foi uma adaptacéo da
técnica usada para recuperar espécimes dessecada®lecdes de museus. Esse
meétodo, utilizado nos coprélitos dessecados, permit emprego de técnicas
parasitolégicas comumente aplicadas nos laboratdiimicos (Callen & Cameréh
Reinhardet af®). Essa melhoria da técnica possibilitou que achaeoovos e larvas de
parasitos fossem mais frequentes, demonstrandot@sgmlidades desta ciéncia e todas
as suas implicagbes no estudo da evolucdo patassfmedeiro e da dispersao das
espécies. A Paleoparasitologia mostrou, entdoyscacao para a interdisciplinaridade

(Goncalvest af").

Wilke e Half® em uma revisdo comentada sobre coprolitos, fazem u
discusséo sobre os problemas relativos as técricas dificuldades encontradas nos
estudos desse material. Apesar de mais de trio@assados, algumas perguntas ainda
nao estdo totalmente solucionadas, como a confiabé da origem humana das

amostras e as interpretacdes sobre o parasitignialso-parasitismo.
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Desde entdo, diversas espécies de parasitos t@mesgidenciadas, dentre as
guais os helmintos sdo os mais frequentes, tantéeeiilos mumificados quanto em
fezes dessecadas. No entanto, a identificagcdo tdesaarganismos, como protozoarios,
ainda é escassa em razéo da facil destruicdo densmdbrana cistica por processos
ambientais adversos (Bouctetal®). Métodos de identificacdo dos antigenos tém sido
empregados na tentativa de se obter um diagnostais acurado desses parasitos
(Goncalvest af?).

Os materiais mais comumente pesquisados na Padsdphloigia sdo 0s
coprélitos, ou seja, fezes humanas ou de animagsepradas por dessecacao,
mineralizacdo, ou condi¢cdes de anaerobiose em atebiaimidos ou secos. Sao
recolhidos de camadas arqueoldgicas, latrinas miadiente do limen intestinal de
corpos mumificados (Bouchet af®). Outras fontes importantes de material s&o os
sedimentos de latrinas, compostos de grande gaadstide coprélitos ja desintegrados,
e corpos mumificados, seja por preparo artificialrado de prética cultural e religiosa

ou por condicbes ambientais naturais.

A contribuicdo da Paleoparasitologia tem sido $icgtiva no estudo das
populacdes amerindias do periodo pré-colombiargsilpdéitando o reconhecimento e a
analise evolutiva das infec¢cdes parasitarias goeriamm na América antes do século
XV (Mendonca de Souzat af'). Assim, o fato de serem encontrados ovos de
ancilostomideos em coprélitos com datacdo de algulhsres de anos refuta a idéia de
ocupacao exclusiva da América através do estreitBating, pela impossibilidade de
manutencao do ciclo do parasito em tdo baixa tesmtyrar do solo. Evidéncias de outros
agravos, como treponematoses, tuberculose e DoelgzaChagas, ja foram
documentadas com base em material anterior a o@opegropéia no século XV
(Fornaciariet a’?, Goncalve®t af’, Siantoet af*®).

O mesmo tipo de trabalho vem sendo realizado ntd/#lundo (Nozai¥),
buscando-se a origem e a dispersdo das infecc@asitpdas. A técnica classica de
pesquisa inicia-se pela datacdo, que é realizadanaterial por métodos fisicos
(geralmente radiocarbono ou termoluminescéncia)ta fias camadas arqueoldgicas ou
diretamente no coprdlito, ou ainda por contextducal (Goncalve®t af’). No exame
morfologico geral do coprolito e no teor de sewsta® alimentares, sdo obtidos dados
que auxiliam na identificacdo de sua origem zocEgiCham®&) e estabelecidos

parametros que podem revelar importantes assosiali@® achados com padrdes da
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dieta, paleoclima, paleoboténica e adaptacdes qui&micas. Esses dados tém
proporcionado a criagdo da linha de investigacad?di@oepidemiologia (Wilke &
Hall*®, Andrews & Fernandez-Jal¥o Chaves & Reinharf).

A técnica microscépica consiste na visualizagdo reitroscopia 6ptica de
sedimentos provenientes do coprélito. Caso estgaepteservado por dessecacado, a
reidratacao € feita com solucdo aquosa de fosfissntico (Na3P0O4) a 0,5% por 72
horas (Callen & Camerdf). No caso de coprélito mineralizado, utiliza-sdédéc
cloridrico a 10% até sua desagregacéo, confornéeraca de Jond% Concluida essa
etapa, o material € concentrado pela técnica deneath¢do espontanea (Reinhatd
al*®). O sedimento é entdo examinado no microscépieviddmente identificado. As
larvas e ovos encontrados sdo medidos e fotogmfzala comparacdes morfométricas.
Esses dados sdo extremamente Uteis como tentatidamtificar as espécies envolvidas
e confirmar ou ndo a origem humana do coprélitsmf&onieriet af'!, Chameet af).

Vérios trabalhos usando esta técnica ja foramzaddis com sucesso, entre eles
a pesquisa de diferentes acaros (Guetral), ovos e vestigios de distintos parasitos
(Ferreiraet af*) e larvas de helmintos (Ferreiea a*®). No Japdo, estudos realizados
em antigos banheiros evidenciaram, entre outroadastovos deAscaris lumbricoides,

Trichuris trichiurae Taeniaspp. (Matsuget ar).

As mumias possuem um papel extremamente importaaimeo fonte de
informacéo, pois, a partir desse material, € pessifirmar, com certeza, que 0s restos
de fezes recuperados sao de seres humanos, o dgi@§om ocorrer com toda precisao
nos coprélitos de sitios arqueoldgicos ou latrifReinhard®). Nessa situacdo, mesmo
identificando o material como possivelmente humaéoimpossivel determinar o
namero de individuos acometidos ou se a parasiessava presente em todos
(Reinhard’, Aratjo et af®). Assim, a maioria dos estudos epidemiolégicos da
Paleoparasitologia humana esta associada, atuamentanalise do conteudo

gastrointestinal de mumias.

Todavia, muitos esforcos estdo sendo feitos nodeede identificar com maior
sensibilidade a origem dos coprolitos analisadesnémos ou animais), buscando-se
detectar alguma substancia e/ou substrato gendéndsterminada espécie (Nogueita

al.”).
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Outro procedimento utilizado nessa investigacaodielm a técnica imunoldgica.
Enquanto ha dificuldade de deteccdo direta de poérios pelo método classico em
coprélitos (Reinharet af®, Goncalveset af'), os antigenos permanecem detectaveis
por longos periodos em material antigo. Com azatio dessas técnicas foram
recuperadas proteinas ancestrais (LowemSt&in*°*7, resgatando a informagcéo
genética a partir da sequéncia de aminoacidos.o®ueichados bem sucedidos
detectaram a presenca @G¢ardia duodenalispor meio de técnicas imunologicas em

material com mais de 2 mil anos (Faulkeeaf®, Allison et af®, Goncalvest af").

O teste de ELISAdgnzyme-linked immunosorbent agséyoller et af®), com
anticorpos monoclonais, tem sido empregado de fgmaissora na atualidade (Guhl
et aP%. No Brasil, Goncalves utilizou esta técnica eabain que sua sensibilidade era
maior do que 0 exame microscopico para deteccdsiatelia duodenalisUsando um
kit comercial, identificou a presenca do protozoarioagnostras ancestrais (Gongalves

et af?).

Outra linha desenvolvida foi associada as pesqusasutilizaram técnicas de
biologia molecular para a deteccdo de fragmentosai@o desoxirribonucléico de

material biolégico preservado ou fossilizado (Braatiaf®).

O termo ancient DNA (aDNA) engloba qualquer massa ou traco de DNA
originado de um organismo morto ou de parte ddstéretanto, qualquer DNA que
tenha sido submetido a processos de autdlise dguguaipo de fixacdo € considerado
aDNA (Herrmann & Hummé&}). Esse material também chamado de DNA antigo tem
auxiliado de forma bastante abrangente esses sstudo

Podemos entdo considerar que o DNA recuperavel ganismos ou seus
restos, preparados por técnicas especiais de gagder nos museus, OUu Mesmo
preservados naturalmente, € aDNA, passivel de eeagfo, andlise e identificacdo
pelas técnicas empregadas para os demais estuttopoddgicos (Cosfd). Tais
estudos tiveram grande repercussdo em todas asaphias da Biologia moderna,
incluindo a evolucdo, a conservacao biolégica, alogia animal e vegetal, a
antropologia e a saude humana, particularmenteiacse refere as doencgas infecciosas

(Herrmann & Humméh).

Segundo Lindafif, apesar do seu potencial, os &cidos nucléicosuiiass

baixa possibilidade de preservagdo em fosseisagfoy principalmente, da existéncia
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de agua na amostra, o que rapidamente hidroligdA. Dodavia, tentativas para extrair
0 DNA de espécimes preservados e fosseis comegagartir da segunda metade dos
anos 1980, tornando-se mais comuns com o desemaito da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) (Wagg6fjer

Na técnica da PCR (Powleddea existéncia de somente uma fita intacta de
DNA-alvo é suficiente para produzir milhares deiaépdeste fragmento, facilmente
detectaveis por eletroforese (Mullis & Falléfa Segundo Paabo, esta técnica é ideal
para o estudo do aDNA. O préprio autor, junto ceasscolaboradores, publicou varios
trabalhos de padronizacdo da técnica da PCR péesenties amostras, inclusive
sugerindo estratégias para recuperacdo de aDNAadidy ou em minimas
quantidade¥: 6869 70. 71

De acordo com as pesquisas de Willerslev e coldboed?, que usaram
técnicas apuradas para deteccdo, manutencéo eeraca@p de aDNA bacteriano, foi
possivel reconhecé-lo em espécimes na ordem dendl0@nos ou mais. A pesquisa
utilizou amostras preservadas em temperaturasardastabaixo de zero, pH neutro e

condi¢des de anaerobiose, situacdes incomuns gsgdipo de andlise.

E importante ressaltar que esta pratica deve seuimdroso controle da
qualidade para evitar problemas de contaminacdo DA contemporaneo, e sua
técnica inclui diversas recomendacdes a seremdaeguncluindo controles negativos e
duplicacdo do teste em diferentes laboratériosh@&aLindahl®, Cooper & Poindf,

Vreeland & Rosenzwelg).
NOVAS PERSPECTIVAS

Com o incremento de estudos na Paleoparasitoloy@vés da biologia
molecular e da analise de interacdes sorologicasaticorpos monoclonais, abriu-se
uma nova possibilidade para a pesquisa de orgasisf@io detectaveis pela analise
direta de vestigios, tendo como pioneiros nestesl@s 0s protozoariobrypanosoma
cruzi, Leishmaniasp. ePlasmodium falciparunMiller et al®, Tayloret al’’, Guhl et
al®, Guhlet al”®, Aufderheideet af?).

Essas novas técnicas reforcaram a idéia da Padsijodwgia como ciéncia

interdisciplinar, permitindo também a pesquisa dgawoismos nao evidenciaveis
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anteriormente como, por exemplo, as bactérias {Arati a®, Paabd, Palhano &

Nogueird?).

Segundo Drancourt e Radtijto estudo de bactérias em material arqueolégico
teve inicio em 1993 com a deteccdo molecular de MR ycobacterium tuberculosis
em esqueletos humanos (Spigelmeinaf?). Usando os mesmogrimers, Salo e
colaboradoré¥ identificaram a bactéria no pulmdo de uma mumiandke anos.
Seguindo a mesma linha, Rafi e colaboraddrefemonstraram a presenca de
Mycobacterium lepraeem ossos. Prat e Mendonca de SBuzaublicaram uma
retrospectiva comentada sobre os achados de tltmrauas populagdes das Américas
pré-histéricas e, no ano seguinte, Donoghue e cmdbred’ retomaram o tema e

fizeram uma ampla revisédo solgcobacteriune aDNA.

A maioria dos estudos iniciais era baseada emsanddi tecido 6sseo (Lar88n
contudo a evolucdo dessas pesquisas permitiu, usdidaide, a utilizacdo de outros

materiais como tecidos mumificados e polpa dentéaria

Os objetivos da Paleoparasitologia (Arago af®, Drancourt & Raouff)
incluem o diagnostico de doencas do passado, acgdetede microorganismos
patogénicos (virus, bactérias, protozoarios, hebminou outros organismos) em
material bioldgico ancestral, a elucida¢do da epidiwgia dos agravos ocorridos no
passado pela reconstituicdo temporal e geogréfioa phdividuos infectados,
reservatorios e vetores. Esses estudos apontanéraipdira a possibilidade de tracar a
evolucdo genética dos microorganismos encontratiais. dados certamente sdo de
grande valia para o estudo das interacbes patassjpedeiro, em particular no que
concerne as doencas infecciosas (Drancourt & Répult

A analise do aDNA surge como uma das mais pronassi@&cnicas dentro da
Paleopatologia. Numerosos estudos mostraram abdimtsie de recuperacao de acidos
nucléicos de material arqueolégico (Willédx A técnica da PCR tem sido utilizada
com esse intuito desde 1997, com a detecca&sdeerichia colido conteudo intestinal
de mumias datadas do século Il (Fricker af%. Esta pesquisa demonstrou tal
possibilidade, mas ressaltou as inumeras dific@sladlacionadas com o uso de fezes

ancestrais como material de investigagao.

Salienta-se que na pesquisa de agentes bactereanasaterial arqueoldgico ja

manipulado, como coprolitos, por técnicas de bialagolecular, as amostras deveréo
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inicialmente ser tratadas com irradiacdo ultravéoke fim de evitar contaminacdo com

DNA contemporaneo (SantSslfiguezet af?).

A Reacdo da Polimerizagdo em Cadeia (PCR) é usada gmplificar um
segmento de DNA entre duas regibes de seqUéncidecida. Assim, dois
oligonucleotideos (com sequiéncias diferentes e mgntares) sdo usados como
primersnuma série de reacdes catalisadas pela enzima DNAgrase. (orimer a ser
utilizado € definido com base em sequéncia ja codhgespecifica para o agente a ser
pesquisado. A eletroforese em gel de agarose é éiodm padrdo usado para separar,
identificar e purificar os fragmentos de DNA amigtilos (Sambrooé&t af).

IfiigueZ demonstrou a possibilidade real de recuperacdNde bacteriano de
fezes dessecadas artificialmente, através da t8dei®CR, e conseguiu recuperar, apos
inoculacdo deVibrio cholerae e Bacillus sphaericus material genético desses
microorganismos. A mesma pesquisadora, utilizantiecaica de RAPD-PCR, obteve

as sequéncias intactas de DNAStegella flexnerde coprolitos ancestrais.

Ubaldi e colaboradorésforam capazes de detectar com sucesso aDNA humano
e bacteriano de tecidos provenientes de érgaasggele uma mumia andina do século
X. Nesse estudo foi particularmente importanteraatarizacéo da flora intestinal, que
ndo sofreu os mesmos estimulos externos atuaisy cheta, interacdes ambientais,
drogas e substancias carcinogénicas, possibilitanahoparacdes com a microbiota

bacteriana atual.

Ainda em 1998, experiment8sutilizando extracdo de aDNA de polpa dentéaria
foram capazes de evidenciar DNA dersinia pestisagente etiologico da peste murina
ou negra, causadora de importante zoonose epidéuéceatou milhdes de pessoas ha

Europa, confirmando sua existéncia em esquelet®sétulos XVI e XVIII.

Rollo e Marotd®, do departamento de Biologia Molecular, da Unirde de
Camerino — ltalia, fizeram um trabalho retrospextianalisando outros achados,
inclusive do mesmo grupo. Concluiram que, apessrimaneras respostas que estas
analises podem fornecer, o estudo do aDNA reprasena tarefa de extrema exigéncia
técnica, principalmente pela dificuldade de difei@do do DNA atual. Finalmente,
sugerem que protocolos rigorosos devem ser apkcpaia garantir a autenticidade dos

resultados encontrados.
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Em outro estudo, uma equipe alema demonstrou amgasie DNA bacteriano
no metatarso de uma mumia de crianca egipcia, rsietedo uma possivel bacteremia.
Esses dados, associados a sinais 0sseos de amnénita @ deficiéncia de vitamina C,
sugeriram aos autores tratar-se de infeccdo gasgstinal com uma bactéria invasiva

que se tornou sistémica (Ziek af).

Cano e colaborador®s extraindo DNA de amostras do estdmago e célon de
uma mumia congelada do periodo neolitico (aproxamahte 5.350-5.100 anos atras) e
usando a técnica da PCR, foram capazes de identifapds clonagem, bactérias
comuns da flora fecal humana, bem como membrosf@tds do géner¥ibrio,

comum em habitantes aquaticos.

Segundo Waggon¥r atualmente o DNA pode ser extraido de diferentes
espécimes de animais e vegetais mantidos em muSenseqientemente, também é
possivel detectad-lo em organismos como helmintadppoarios e bactérias presentes

Nos restos prese rvados.

Estudos feitos no Brasil por Ifiiguez e colaborasléré mostraram a
importancia da utilizacdo de novas técnicas comimnpazacao reconstrutiva (RP) e o
RAPD-PCR (amplificacdo polimérfica randémica), asaig tém aumentado as
possibilidades de sucesso com o aDNA que, em giaesndie das amostras, se apresenta
danificado. Conjugando essas técnicas em copr@itmgenientes do Chile e América
do Norte, foram capazes de detectar aDNAd&robius vermicularisApesar de nem
todas amostras se apresentarem positivas, os padqres indicaram a possibilidade
de, com o auxilio da técnica, comparar as seqi€m@riagas com as contemporaneas,

estimulando estudos sobre a evolugcao da interagr@sifo-hospedeiro.

Apesar dos achados significativos de diferentepagude pesquisa, outros
trabalhos demonstraram as falhas, criticando ersulgediferentes metodologias para
essas andlises, principalmente em relagdo ao t®wkeocontaminacdo contemporanea
(Nickle et af'®® Yoder & DelefossE™).

Varios autores referiram-se a dificuldades no iwelato de aDNA em
coprolitos, em virtude da interferéncia de multipfatores associados a essas amostras.
Entretanto, existem algumas técnicas capazes deoraela extracdo ou facilitar a
andlise, razdo pela qual os estudos em paralekrdteser realizados (Poinetr af%9).

Assim, nesta linha de raciocinio, VI&}y destaca as novas tecnologias como
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imprescindiveis para futuros estudos de filogenstsseematica de parasitos, bem como

para o melhor entendimento da histéria das dograyasitarias.

Estudos contemporaneos tém procurado detectar adiglisive de virus, em
restos humanos e de animais (Fornaciari & MarcfiétCanoet af'®> Dubeet af®®,
Reid et al'”’, Basleret af'%®, Fornaciariet af'®®. Segundo Colling°, algumas proteinas
sdo capazes de se conservar por mais tempo, sscatthecidas de forma mais efetiva
do que os acidos nucléicos em tecido 0sseo e, @ueguinte, oferecem maiores

possibilidades de identificagdo e aplicacdo nabsasdpaleoparasitoldgicas.

Cerutti e colaborador&s, atualizando os trabalhos de Drancourt e sua efuip
discutiram essas técnicas e apresentaram novodaactiaY .pestis bactéria causadora
da peste negra que assolou a populacdo européalddt7 e 1352. Esse trabalho foi
realizado com material 6ésseo e dentario obtido dfaremtes sitios europeus,
historicamente documentados como sepulturas denastida peste. Os achados,
inicialmente obtidos por analise imunoquimica, moraonfirmados pela anéalise do
aDNA.

POSSIBILIDADES DE CULTIVO

Estudos com material congelado tém conseguido eeaupnicroorganismos de
substratos muito antigos com base em técnicasadasde cultivo em meios de cultura,
Christner e sua equipg por exemplo, obtiveram organismos bacterianoseisade
gelo glacial com idade superior a 750.000 anos.ttaimalho anterior semelhante havia
sido realizado por Shi e colaboraddfésio qual foram isoladas bactérias do solo da
Sibéria (permafrost) em profundidades datadas de teds milhdes de anos.

Aproximadamente 30% destes isolados se mostrarpazesa de formar endosporos.

Uma outra possibilidade estaria entdo associada eatudo de
microorganismos esporulantes, que nestes casore@dzam necessariamente estar
preservados pelo frio. Os enddsporos bacterianas, ganhecidos como esporos, sao
estruturas extremamente resistentes que ocorremngeram alguns géneros quando as
condicbes ambientais se tornam inadequadas partemarforma vegetativa destes
organismos (Halvorsdf{, Fostet*®, Driks'*9).

Quando o microorganismo esta no chamado “estadotédt ndo se detecta

nos esporos nenhum tipo de metabolismo, e estagugas apresentam um maior grau
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de resisténcia a inativacdo por varios agravosoisiincluindo calor seco e umido,
radiacbes ultravioleta e gama, extrema dessecag@&tuifido vacuo), e agentes
oxidantes. Apesar da sua metabdlica inatividadegegmoros sao ainda capazes de
acompanhar continuamente o ambiente e os nutridigpeniveis, podendo responder
rapidamente a sua presenca atraves da germinag@sagmento vegetativo bacteriano
(Setlow''”, Nicholsonet af**®, Nicholsort*9).

Entre os organismos bacterianos de importanciealinapazes de produzir
estas estruturas, encontramos o gémaoaillus e Clostridium todavia varios outros
géneros de bactérias como, por exemphmphibacillus, Desulfotomaculum,
Sporosarcina, Sporolactobacillus, Sporohalobac@scillospirae Thermoactinomyces

também possuem esta capacidade (Bergey &1Jolt

A resisténcia dos esporos tem sido objeto de eshédwarios anos, e
pesquisas sobre sua morfologia e bioquimica (Ya&rfjtz-Jamé?>?21% tém sido
feitas desde o século passado. Corroborando eskedmento ja sedimentado, ainda
hoje s@o descobertas estruturas desta naturezequantém integras podendo permitir
posterior germinacédo, mesmo apds processos deligaéstmodernos como UHT (ultra-
high temperature), como alguns endosporos geradoggpécies do géneacillus
(Scheldemaet af®4).

Apesar de uma estrutura bastante estudada, sétewmsrie chamou-se
atencdo para o seu potencial como fonte de infdimpara estudos de organismos em
material antigo (Nilsson & Renbéfg). Segundo os relatos de Cano & Bordtksua
equipe foi capaz de reviver esporos presentes eanab@lha preservada em ambar por
cerca de 25 a 40 milhdes de anos, enquanto Nigttdisestudou a probabilidade de
sobrevivéncia ao longo do tempo, de endosporosoféitos de varias espécies do
géneroBacillus isolando-os de formacfes com milhares de anosuddShtson e sua
equipé?’ conseguiram isolar esporos viaveis e cultivar arassdeBacillus de uma
tumba mexicana datada de 2000 anos.

Alguns autores sugerem que estes microorganismos, spas possiveis
caracteristicas diferenciadas, deveriam ser mais tlassificados com base no seu

gendtipo e ndo somente em caracteristicas fenasip@atsort al*?").

ESTADO DE ARTE



16
Segundo a revisdo feita por Bouchet e seus coldb@s® a
Paleoparasitologia estd caminhando para o seuoeskadarte, contribuindo para a
histéria das relacdes parasito-hospedeiro, assimo @brindo novos campos no estudo
das dimensdes espaco-temporais do parasitismagaetem os conhecimentos sobre
a emergéncia e reemergéncia das doencas infeccdeabes’® (2003) é da mesma
opinido e aponta a Paleoparasitologia como o camiina o dialogo entre diferentes
disciplinas como a Paleontologia, a Arqueologiaiiatoria, a Medicina humana e

veterinaria, a Epidemiologia, a Geografia e a Rj@dvolecular, entre outras.

Nogueira e colaboradores acrescentam, ainda, canwnsobre a importancia
dos aspectos bioéticos na pesquisa paleoparasitmlodentro do que pode ser

considerado o estado de arte deste segriéntd
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1- Material utilizado

Nosso trabalho utilizou como material de analisgralitos humanos e de
animais, totalizando 14 amostras (Tabela 01) ckiggs de trés sitios arqueoldgicos sul-
americanos, pertencentes a colecdo do Laboratéeo Pdleoparasitologia do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ENSP/FIOCRBatre os varios sitios
possiveis, escolhemos dois coprolitos provenietéeama mumia encontrada em Sao
Pedro de Atacama no Chile (Figura 01) e incluimasb&ém cinco espécimens
pertencentes a Serra da Capivara — Piaui (Figyrai62do Boqueirao da Pedra Furada
e outros quatro do Sitio do Meio. Escolhemos owtete coprélitos da Gruta do Gentio

II, sitio arqueoldgico existente em Unai - Minasdie(Figura 03).

Figura 01 — Mapas de localizacao e ilustragao eates ao Deserto de Atacama — Chile

O deserto do Atacama esta localizado na regiae mrtChile, com cerca de
200 km de extenséo e € considerado o deserto it@is mais arido do mundo, devido
ao baixo indice pluviométrico. As temperaturas peetto variam entre 0°C a noite a
40°C durante o dia, razéo pela qual a influéncigdpita é desprezivel, considerando as
poucas aglomeracfes humanas existentes. Saliegizesa area mais populosa é Sdo
Pedro do Atacama, com pouco mais de 3.000 halstankecalizada a 2.400 metros de

altitude.



Figura 02 — llustracdo e Mapas de localizacéo eafes a Serra da Capivara — Sao

Raimundo Nonato - Piaui — Brasil

O Parque Nacional da Serra da Capivara esta ladalino sudeste do estado
do Piaui. Em uma area semi-arida, fronteirica eshtiges grandes formacgdes geoldgicas:
a bacia sedimentar Maranhao-Piaui e a depress#érigardo rio Sdo Francisco. Com
paisagens variadas e vegetacdo de caatinga, osupeeas dos municipios de S&o
Raimundo Nonato, S&o Jo&do do Piaui, Coronel Joaé BiCanto do Buriti. Tem
perimetro de 214 quildbmetros e foi criado em O05uthho de 1979, para proteger um

dos mais importantes parques arqueoldgicos dolBrasi

Eseavacéo da Gruta do Gentio Il (1987), municipio de Unai

Ji

Figura 03 - Mapas de localizagdo do Municipio Unailinas Gerais — Brasil e
ilustracéo referente ao sitio Gruta do Gentio Htaenesma localidade.

Unai € um municipio brasileiro do noroeste do estdd Minas Gerais. O

clima é tropical, com temperaturas oscilando ebh@¥ a 35°C, com média anual de
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24°C. A precipitacao pluviométrica média anual é&Ld#0mm. A Gruta do Gentio II,
em Unai, apresenta datacbes bastante significati®ado entre seus achados antigos
materiais com cerca de 8.620 +/-100 anos, periadespondente a ocupacao por
cacadores-coletores, mas foi nas camadas maistescele 3.490 +/-120 a 430 +/-70
anos, correspondentes a ocupacgao por agriculterasnistas, que foram encontrados

numerosos coprolitos.

No presente estudo foram selecionados os coprdiieste periodo, cujos
detalhes constam na tabela 01, a maioria sem &spebes definidas da origem.
Excetuando-se a amostra 930a corresponde a fezegdlar, provavelmentiéerodon
rupestrismuito comum na regiao e a amostra 1216 a partquad houveram achados
microscopicos anteriores sugestivos Elgerobios vermicularesindicando se tratar

possivelmente de espécimem humano.

Tabela 01-Relacdo das amostras selecionadas attab@sco de dados e seus detalhes.

Nimero da situagao da Sitio municipio/estado/pais damgﬁo setor| nivel
amostra amostra Xk cm
| 30 a cop+sed*® Gruta do Gentio Il UnaiMG/Brasil 3490 +-120 a 430+ 70 ND3 30/40%>*
31 a copt+sed Gruta do Gentio |l UnaiMG/Brasil 3480 +120 a 430+ 70 QA1 30/65
b cop+sed Gruta do Gentio Il UnaiMG/Brasil 3490 +120 a 430+ 70 OA1 30i65
32 a cop+sed Gruta do Gentio |l UnaiMG/Brasil 3480 +120 a 430+ 70 ND3 1520
i3a cop+sed Gruta do Gentio Il UnaiMG/Brasil 3490 +120 a 430+ 70 NC3 20/45
i a cop+sed Gruta do Gentio Il UnaiMG/Brasil 34080 +120 a 430+ 70 NC3 4560
iba cop+sed Gruta do Gentio |l UnaiMG/Brasil 3490 +120 a 430+ 70 WNC3 supericial
758 cop+sed Bogueirdo da Pedra Furada 5 R Nonato/PIBrasil 20.000 BP? EE: T(F4)
930 a copt+sed Sitio do Meio 3 R Neonato/PliBrasil MO ** Zexd EB
956 cop+sed Sitio do Meio S R MonatoiPliBrasil MD 4/D6  3/92
1216 a cop+sed Sitio do Meio 3 R Monato/PliBrasil 2.800BP Zex 8decap
1224 cop+sed Sitio do Meio S R Monato/PliBrasil MWD 3 1F3
M4 cop+sed Catarpe 2 Atacama, San Pedro de/El Loa/Chile  1.200 a3 1.400DC Mimia
MO5 cop+sed Catarpe 2 Atacama, San Pedro de/El LoalChile 1.20031.400DC Mimia
* cop+sed=coprolitos e sedimento; * ND = Nao deterado; ***setor = Local do sitio; ****nivel=

Localizagao do coprdlito/profundidade

3.2 - Metodologia

A pesquisa paleoparasitolégica estd intimament®casta a arqueologia,

explorando os sitios arqueoldgicos, organizandodados e informacfes sobre os

espécimens encontrados e enviando-os acondicionigdimsma correta a um centro de

pesquisas para andlise (Bouckeaf®, Duarteet af'). No caso presente, ao Laboratério

de Paleoparasitologia da Escola Nacional de SaildkcR.

O coprdélito (Figura 04), quando encontrado em utip sarqueoldgico, €

fotografado, desenhado e minuciosamente obsenguekmto a sua dimensao, cor,
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forma, volume, nimero de unidades, fragmentos eisina superficie, local, data da
coleta, coletor, nimero da amostra e datacdo dad=mmnde foi encontrado. Todos
estes dados sao registrados e o material é entédadente embalado em plastico,

etiquetado e enviado ao laboratério.

Figura 04 — Aspectos morfolégicos e dimensao dedtiops variados

O mesmo ocorre quando a retirada do coprolitota thretamente do interior
de um corpo mumificado por processo natural oficaii. A diferenca é que o material
é retirado com luvas estéreis e acondicionado tisaamEnte em sacos plasticos bem

vedados e livres de contaminag&o externa.

Todas as amostras sdo catalogadas em livros, @eenle as informacoes
associadas compiladas para livros mantidos no abémiw, onde as amostras
permanecem colecionadas. Qualquer forma de acesatbemacdes e ao material so é

permitida através de autorizacdo da chefia.

A idéia da criacdo do banco de dados surgiu justterela dificuldade de se
cotejar minuciosamente os dados referentes as aovastras, com aquelas catalogadas

anteriormente.

Todas as informacgfes anotadas nos livros forantadigg para um programa
de banco de dados e separadas em varias op¢coessde,acomo pais, localidade, sitio

arqueoldgico e datacao, entre outras (Nogueied™?).

Esses dados estdo acessiveis a qualquer pesquisathatituicido, bem como
de fora, obtidos através de uma senha autorizddapedoria da colecdo. Desta forma

digital as informacdes gerais sobre o0s espécimendomam mais disponiveis,
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contribuindo para um melhor conhecimento de su@eori e quaisquer outras

correlagbes catalogadas.

Os coprolitos de forma ovoide, caracterizados peleor variacdo do tamanho,
gretas e estruturas vegetais confirmam aspectafiridade com excrementos de dieta
herbivora. As formas cilindricas com peso e tamanais uniformes sédo caracterizadas

pelo alto grau de compactacdo interna, associadfiea carnivora ou onivora

(Soutd>3).

A determinacéo da origem humana dos coprolitos éamfe baseia em diferentes
parametros como cor, forma e conteudo, poréem smifidacao € facilitada quando, no
material se detecta formas evolutivas de parasspecificos para o homem. Caso
contrario procura-se avaliar, baseado no conhetomda fauna da regido e por
comparacao com colecdes de referéncia, quais owmenque poderiam ter originado o

material (Chamet af®).
3.2.1- Tratamento dos coproélitos

Em alguns casos, apos recebimento do materialgvaiiégse, o coprolito, ou parte
deste é separada e reidratado com solucdo aqudsd%a de fosfato trissédico
(NagHPQOy) por 72 horas, em frasco de vidro transparente teompa hermética (Duarte
et aff).

Apos a hidratagdo o material € agitado e dissocdisficadamente com bastédo de
vidro, para ndo danificar possiveis elementos &30s. A suspenséo final é filtrada
em peneiras metalicas com malhas de 250 aurh5@e abertura, consecutivamente.
Parte do material ser4 analisada e o restante anada sob a forma de sedimento

conservado em frascos a temperatura ambiente.

Em outros casos o0s coprolitos sdo mantidos em sd@siscos bem vedados e
guardados na colecé&o do laboratério, como ja fuierdado.

A partir destes coprolitos (mantidos intactos) € giemos inicio ao nosso
estudo. Sob autorizacdo do chefe do laboratériespgcimens, separados através da
analise dos dados informatizados, foram retiragosalecéo, irradiados e perfurados
assepticamente conforme descrito nos meétodos. mEsderial, proveniente de seu

interior, foi entdo usado para nossa pesquisa.
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3.2.2 - Técnicas para a obtencdo do material do adfito para pesquisa

microbioldgica.

Os coproélitos escolhidos de acordo com a quantidedenaterial disponivel,
datacéo e sitios arqueoldgicos (Tabela 01) foramalitados na colecdo de acordo com
a informagédo do banco de dados. Com auxilio desldesam retirados com suas
embalagens das caixas de armazenamento. Apés lagsimvam encaminhados ao
Setor de Microbiologia do Laboratério de Pesquis@eevico em Saude Publica do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB) da ENSBas embalagens, apos limpas
no exterior com alcool 70% foram abertas somente&mara de seguranca bioldgica
de classe Il. No interior da camara, os coprofiébam entdo limpos externamente com
gaze estéril seca e, posteriormente, irradiadosaooo Iampadas de luz ultravioleta de
254nm em compartimento fechado semelhante ao IBtkaie® UV Crosslinker —
Stratagene, por 30 minutos de cada lado (Ifiguef?, Santo$').

Manipulados com luvas estéreis, os coprolitos fopamiurados assepticamente
com auxilio de uma micro-retifica e brocas estéeaisduas diferentes profundidades,
cerca de 2,5 a 3,0 mm na primeira perfuracdo eacdec5,0 mm na segunda. E
importante frisar que houve troca de brocas ergrpeafuracbes e somente o material
proveniente da segunda perfuracdo, ou seja, daganais interna foi usado para nossa
pesquisa (figura 05). Este procedimento visouzatilino estudo somente o material

melhor preservado e que menos sofreu agao externa.

id

Figura 05 — Retirada do material do coproélito adsawde perfuracdo asséptica.
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3.2.3 - Técnicas para deteccéo de bactérias em colios

Para pesquisa de microorganismos ou tracos destigerimos 0s géneros

Bacillus e Salmonellae a espéci&scherichia coli

O primeiro ndo sé por sua participacdo na micrabd# alguns animais, mas
pela maior possibilidade de deteccdo ja que sa ttat bactéria capaz de produzir
endésporos®t?°127 Os dois Ultimos por sua conhecida associacim#mintestinal. A
Salmonelld* como agente importante de zoonoses, ligado acuotmsle ovos crus,
aves e agua contaminada.EAcoli, que pode estar associada a problemas intestinais,

mas também com grupos participando da microbidticeane humana e de anintais

Na investigacdo microbiolégica dos coprélitos reeorse as técnicas
convencionais, sorologicas e moleculares. As tésnsoroldgicas foram realizadas no
setor de Imunodiagndstico; as técnicas de cultealjzadas no setor de Microbiologia
e as técnicas moleculares para pesquisa espetgflescherichia coliforam realizadas
em colaboracdo com o setor de Epidemiologia makectddos os setores pertencentes
ao Laboratorio de Pesquisa e Servico em SaudecBuidi Departamento de Ciéncias
Bioldgicas (DCB) na Escola Nacional de Saude Pab@rgio Arouca (ENSP) -
FIOCRUZ. Todas as demais técnicas moleculares foemtivadas no Laboratorio de
Epidemiologia Molecular de Doencas Infecciosas rkiituito Oswaldo Cruz (I0C) —
FIOCRUZ.

Os cultivos positivos foram confirmados no Laboriatde Fisiologia Bacteriana
do IOC - FIOCRUZ.

Paralelamente, foram analisados coprolitos expeaitiage confeccionados a
partir de argila, com o objetivo de verificar ahilmlade dos esporos bacterianos e a
eficiéncia dos métodos de irradiacao.

3.2.3.1 - Técnicas Sorologicas

As técnicas sorologicas foram aplicadas visandoesquisa do antigeno
género-especifico d8almonella nas amostras de coprolitos pertencentes ao estudo

recorrendo-se ao ensaio imunoenzimatico (ELISA).

* Ensaio Imunoenzimatico (ELISA):
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Para a realizacdo do ELISA, as imunoglobulinasvpt#ntes especificas anti-
Salmonellasp. imobilizadas em placas plasticas de micraghti(Volleret af®) sao
usadas com o propésito de capturar os antigenasspondentes nas amostras de
coprolitos. A revelacédo da reacdo primaria é etl#tuam o emprego do conjugado anti
- Salmonella sp. - peroxidase, seguida da adicdo do substrabmogénico
(Campbelt*®, Harlow & Lané® Nakane & Kawadf®. Para a realizagcdo do
experimento foi empregado o ensaio imunoenzimaigsurance Gold EIA Salmonella
(Biocontrof*"). Este método é certificado pela Association olitical Communities
como um meétodo oficial (registro 999.08) para dgiecdeSalmonellaem alimentos e
amostras ambientais (AOAC International), senddiz&@a a técnica segundo o
protocolo definido pelo fabricante, eliminando-seetapas de pré-enriquecimento e de
enriguecimento seletivo, uma vez que, provavelmesde amostras antigas nao
conteriam o microorganismo viavel e cultivavel. veal, apenas tracos residuais da

bactéria poderiam estar presentes nos coprolitos.

O p6 dos coprolitos, colhido assepticamente (0dAm@) foi suspenso na
solucéo de extracdo (1/10) agitado e incubado dedaccom o protocolo da técnica

para realizacdo do procedimento-teste (Biocaotifjol
Teste:

1- Na microplaca, seleciona-se o numero de cavidaglesssarias para as amostras
a serem testadas, acrescidas de trés outras, deasipara o controle positivo e
uma para o controle negativo (branco).

2- De cada amostra pré-extraida, iDG&o0 depositados nas cavidades da placa,
acrescentando-se também os controles positivosxandi® uma cavidade vazia
(branco). Incubar a microplaca por 30 minutos 83%, sem agitar.

3- ApoOs o periodo de incubacéo, enxaguar a microglana solucdo de lavagem
(CHO0mML) por trés vezes, com o intuito de retirakcesso de material organico,
invertendo vigorosamente e batendo bem a placaaodio de papel toalha
para retirar todo resto da amostra.

4- Adicionar em cada cavidade da microplacad0@a solucdo de conjugado,
incluindo os controles positivos e na cavidade aialticubar a placa por 30
minutos a 35-3C, sem agitar.

5- Lavar trés vezes com a solucdo de lavagem comdeno 3, para retirar o

excesso do conjugado.
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6- Adicionar 10QuL do substrato em todas as cavidades incluindooosrales
positivos e negativo e deixar em temperatura andiao abrigo da luz por 10-
15 minutos, realizando em seguida a leitura vidaalplacas utilizando o padrao
de cores que acompanha o KIT. Amostras positivessaptam coloracao azul
(figura 06).

7- ApOs a inspecao visual, adicionar i00da solucao — “stop” nas cavidades da
placa, verificando se a cor azul se torna amafejaré 07). A microplaca é

entdo lida com um aparelho leitor de ELISA conrdille 450nm.

Os valores da densidade otica (DO) do controle thegébranco) foram utilizado na
leitura para célculo do Zero. O “Cutoff” foi caladlo pela seguinte formula, aonde

CLP1 e CLP2, sdo os controles positivos:

((CLP1+CLP2)/2) X 0,25 = “Cutoff” (Onde 0,25 e oloade correcdo proposto pelo
fabricante do teste — BioControl Systens, 2003talog N° 61001-96, 61001-504).

Espécimes, que produziram uma DOmaior que o “Cutoff” foram considerados

positivos, de acordo com as instru¢des do fabmcant

Figura 06 — ELISA - Exemplo de Figura 07 — ELISA - Exemplo de visualizagdo de
leitura visual de resultados positivos resultados positivos através do aparelho leit@odti

3.2.3.2 — Processo convencional - Técnicas de auti

Na experimentacdo do cultivo bacteriano, inicialteems amostras de
coprélitos, foram tratadas com irradiacdo ultraat@l para eliminar a contaminagéo
microbiana externa (30 minutos de cada lado) e eguida manuseadas com total

assepsia em camaras de seguranca bioldgica de tlass

Experimentalmente, o0 mesmo processamento foi esdiZzom moldes de

argila previamente autoclavados e contaminados df@pl de uma suspensédo
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semelhante a metade do tubo 0,5 da escala de M#ndrecontendo esporos de
Brevibacillus laterosporufornecidos pelo Laboratoério de Fisiologia Bactesiaio 10C
em salina estéril. O experimento foi realizado amplidata em camara de seguranca

biolégica de classe Il.

A mesma quantidade da suspensdao serviu para comtaasuperficie de outro
molde, com o intuito de avaliar a eficiéncia daadiacao ultravioleta, que foi

empregada nos coprolitos experimentais.

Esses moldes foram secos em estufa bacteriol6g@eCaprotegido por gaze
estéril até a completa evaporacdo do liquido ptesf@igura 08). Posteriormente o

mesmo processo de retirada de material foi readizad

Figura 08 — Reproducéo artificial de coprolitosmwides em argila mantidos em estufa

a 37C para secagem.

Para a pesquisa microbiana em coprolitos, visadmlamento de organismos
aerébios facultativos, principalmente do génBaxillus (Sewardet al*® Shafaatet
al**%, foram utilizados meios liquidos e sélidos derdoccom a orientacéo de Gatson
et al"?’. Assim, o material recolhido assepticamente dé&epaterna dos coprolitos foi
semeado em frascos contendo 100mL de caldo infesgmbro e coracdo — BHI (Life
Technologies, Rockville, Maryland, EUA) e incuba87°C durante 96 horas. No caso
de crescimento visivel, mesmo em tempo anteridculos foram transferidos com alca
de platina para Agar infuso de cérebro e coragaoubados a 37°C por 24 a 48 horas.
Nesta fase, a morfologia colonial foi observadanando como base precipua da
contaminacéo priméria do coprélito, a uniformidadeaspecto colonial (transparéncia
ou opacidade, tonalidade, formas lisa ou rugosagasoregulares ou irregulares,

elevacao e espraiamento).
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Diante de um quadro de uniformidade, trés a ciralonias foram isoladas e
transferidas para tubos com 5 mL de BHI e incubad&y°C por 24-48 horas. Os
crescimentos foram caracterizados morfologicamepédo método de Gram e
mantendo-se todos os isolados em agar-estoqueghicarol a - 4°C. Posteriormente,
uma aliquota das amostras foi enviada ao CentroReferéncia Nacional para
Carbunculo - LARENAC pertencente ao Laboratério Flsiologia Bacteriana do
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

3.2.4 - Confirmacgao da Posi¢cao Taxondmica das CepBacterianas

As cepas isoladas foram submetidas as provas biocpd, fisiologicas e
citomorfoldgicas indicados para o estudo taxondndoogéneroBacillus e géneros
correlatos, seguindo as recomendacdes preconizamaGordon e colaboradofé%
Cowan e Steét’; Sneath e colaboradot&se Vasconcellos & Rabinovitcf?.

Os testes bioquimicos e fisiolégicos foram exemgatb Laboratorio de Fisiologia
Bacteriana/IOC- FIOCRUZ.

3.2.4.1 - Identificacdo Citomorfologica
4.1.1 - Método de Coloracdo de Gram

Foi realizado através da técnica classica formulaoia Hans Christian Gram

(Konemaret al**4.
4.1.2 — Evidenciacdo do Esporo e do Corpo Paraalspor

Foi realizado através da observacdo por microscopiica direta (contraste de
fase), de montagem Umida contendo suspensdo em degtidada entre lamina e
laminula, de culturas de 48 horas de crescimeBt@em Agar Nutriente. Observou-
se a predominancia do tipo de esporo elipsoidailindrico; a posicdo do esporo no
esporangio central, subterminal ou terminal; o gspgio quanto a sua deformacédo ou
nao, bem como a presenca ou ndo de corpo parakespora

3.2.4.2 -Caracterizacdo Bioquimica

Todos os testes bioquimicos e fisiologicos utikmameios de cultura contendo

compostos organicos especificos e foram elaborsepsndo as metodologias descritas
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por Gordon e colaboraddé% e Sneath e colaboradot&s As provas bioquimicas
realizadas foram: reacdo de Voges-Proskauer (VB papesquisa de acetil-metil-
carbinol; pH no meio VM; reducdo de nitrato a tatriformacdo de acidos a partir de
acucares (Glicose, Arabinose, Xilose, Manitol);dugéo de gas a partir de glicose;
producdo de hemolise em Agar sangue de carneidsdlise de amido e caseina;
liquefagcdo da gelatina; utilizacéo de citrato déigddegradacdo da tirosina; expressdes
das enzimas catalase e oxidase; producdo da éssti@ indol. Os fatores fisiologicos
analisados foram: tolerancia ao oxigénio e crestimem presenca de cloreto de sodio

(NaCl) em diferentes concentracdes (5%, 7% e 108t9yva do halofilismo (Koneman

et al*4).
3. 2.4.3 - Analise Numérica

A distancia entre as estirpes isoladas foi caftauleom base no Coeficiente de
Concordancia Simples, onde se obteve a matrizrdgasdade entre as estirpes. Este
coeficiente € expresso através da seguinte for@8M= a+d / a+b+c+d, onde numa
comparacao entre dois individuos (X) e (Y), a = atorde caracteres coincidentemente
positivos entre dois individuos em andlise; b = exorde caracteres presentes em (X) e
ausentes em (Y); ¢ = numero de caracteres presemdy) e ausentes em (X) e d =

nimero de caracteres ausentes nos dois indivigdneseido (Pagano & Gauvréa)

A matriz de similaridade obtida foi transformada em dendrograma pelo
método ndo ponderado de agrupamento aos pares (WRGMmM o programa de

anélise numérica NTSys-pc (verséo 2.1) segundof&dhl
3.2.5 -Técnicas de Biologia Molecular

Para a pesquisa de bactérias por técnicas de kigtariecular nas amostras de
coprélitos, foi adotado o mesmo cuidado de irrdibagieste caso com o intuito de
evitar contaminacdo com DNA contemporaneo (lfiigeeal? Santo§)). O material
retirado de seu interior, sob a forma pulverizaalarfantido em frascos estéreis até a

sua utilizacao.

As técnicas de Biologia Molecular foram realizadagtamente no material

retirado do coprolito e nas amostras obtidas apdgsltivo em meios de cultura ricos.
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A extracao e purificacdo do DNA total foram reatiaa por métodos classicos
e por kits comerciais seguindo seus protocolosrm®pnos quais foram procedidas as
técnicas da PCR e eletroforese em gel de agarose.

3.2.5.1-Extragéo do DNA

Para a extracdo do DNA bacteriano, foram aplicalifiesentes métodos com o
intuito de avaliar a melhor eficacia. O método ad&ragdo por fenol-cloroférmio, o
método utilizando Kits de extracdo e o método lsew DNAZOL. Feitos alguns
ajustes, estes protocolos se iniciam com o crestankeacteriano em tubo plastico
conico (Falcofl) com 5 mL de caldo BHI, sendo que o inoculo idicesultou do
crescimento de apenas uma coldnia. Apés incubagémight a 37C, o crescimento
bacteriano foi centrifugado a 4000 G por 10 minuo® sobrenadante descartado

seguindo as normas de biosseguranca.
3.2.5.1.1 -Extracao pelo DNAZOL

O DNAZOL é um reagente desenvolvido especificam@atra o isolamento de
DNA gendmico. Baseado no uso da guanidina detexdsntucao de lise) que hidrolisa
RNA e ao mesmo tempo faz precipitacdo do DNA. (Gtmymskiet at*’). Em alguns
casos usa-se uma modificacdo neste reagente gsibilitasuma melhor atividade na
extracao a partir de células lisadas (DNAZOL BDh Bmbos os casos o protocolo € o
mesmo, e com o intuito de testar varias técnicsm,se os dois reativos. (Mack&y

Ao sedimento obtido, adiciona-se pll0de DNAZOL, e o tubo permanece 60
minutos homogeneizando manualmente ou em agitatitalo A seguir centrifuga-se a
10.000 G por 5 minutos, descartando o sedimentansferindo o sobrenadante para
outro tubo. O sedimento foi suspenso %2 volume @moétabsoluto e mantido a
temperatura ambientet (25°C) por 3 minutos. Apdés o periodo, centrifugarse
mesmas condi¢cdes anteriores, desprezando o sohrdeael lavando o sedimento 3
vezes com etanol a 70% para a limpeza da amodimaingse o sobrenadante e o
sedimento seco € dissolvido em 8mM de NaOH, asaedar uma completa
solubilizacdo do DNA precipitado. Nesta fase, oarat é estocado a °@, sendo
previamente determinada sua concentracdo atravélerdgadade Otica. Utilizou-se de
200 a 500ng de DNA dissolvidos em 10mM Tris-HCI ®iHa reacdo de PCR para um

volume final de 5Ql.
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Este método (DNAZOL e DNAZOL BD) também foi utdido diretamente com
0 material extraido de coprélitos, com adaptac@esprmtocolo recomendado pelo
fabricante. Ao p6 do coprélito mantido em um tulm® rdicrocentrifuga estéril, foi
adicionado de 1ml de DNAZOL e a solucdo foi manpda 1h, com homogeneizacao
suave com o auxilio de uma pipeta. O homogeneif@idcentrifugado por 10 min a
10.000 G em temperatura ambiente e transferido pateo tubo. O DNA foi
precipitado adicionando-se ao tubo 0,5ml de etahsbluto. O sedimento de DNA foi
lavado com 1ml de etanol 95% por duas vezes, seedwifugado por 10 minutos a
10.000G a cada lavagem e ressuspendido em 8mM Na&pHs determinar a
concentracdo do DNA extraido, a amostra foi corsskr\em freezer até a realizacéo da
eletroforese.

3.2.5.1.2 -Método Fenol Cloroférmio

A extracao pelo fenol-cloroférmio € um dos métod@ssicos para obtencao de
DNA. O fenol desnatura as proteinas removendofesraitindo que na fase aguosa se
obtenha sais, carboidratos soluveis e DNA. O coforofo auxilia na separagéo da fase
aquosa.

Para realizacdo e avaliacdo desse procedimentpellet proveniente do
crescimento bacteriano foi lavado com a adicdo aelLlde TE (Tris-HCL 10 mM,
EDTA pH 8,0 - ImM). A lavagem se caracteriza pdtaggo suave, sem comprometer
a integridade do sedimento celular, com o objetigoretirar o0 meio BHI restante no

tubo. O mesmo método foi realizado com o po dodlitpra partir das seguintes etapas:

A suspensédo das amostras em 900 pL de TE e atb¢cBOOuL de SDS 10%. A

concentracao final de SDS devera ser sempre derifélacdo ao volume final.

A primeira extragdo € realizada somente com fegoel é mais eficaz, mas na

segunda e terceira utiliza-se o fenol-cloroférmagonoporcéo 1:1.

Nesse ponto transferem-se 700uL da solucdo de D&4fara um novo tubo,
contendo 700 pL de fenol tamponado. Agita-se aumaseé centrifuga-se por 5min a
10.000 G. Transfere-se o0 sobrenadante para ouimrto qual adiciona-se 700 uL de
fenol-cloroférmio (350 pL de fenol e 350uL de chdmonio). A mistura apos ser
agitada cuidadosamente por inversao é centrifugdk®00 G por 10 minutos. Separa-
se a fase aquosa para um novo tubo limpo e seepeterse a extragdo organica, Ao
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final, a operacdo é repetida apenas com clorofor(@@uL) para a retirada de
eventuais tragos de fenol. O DNA se precipita ap@éslicdo de 10% acetato de sédio
3M e dois volumes de etanol absoluto. Incuba-sastum por 15 minutos em gelo,
centrifugando em seguida a 13000 G por 15 minudespreza-se o sobrenadante e
lava-se com etanol 70% o sedimento correspondendo D&IA gendmico,
centrifugando-o a 13000 G novamente por 10 minwoseguir, deve-se secar bem o
pellet. O DNA apo6s ressuspenso em 80 pL de TE 14udrdado a -2C, e
posteriormente realiza-se a eletroforese em gelgdeose a 1%, utilizando 10uL dessa

solucéo.

3.2.5.1.3 - Método de extracdo e purificacdo atrasalo KIT comercial GeneClean
for Ancient DNA (BIO 101, La Jolla, CA)

Nesta etapa efetuou-se uma tentativa de extrag&Né diretamente do p6 do
coprolito, utilizando um Kit de extracdo de DNA igot Segundo o fabricante, o Kit é
adequado para o isolamento de ateug0de DNA a partir de ossos, tecidos animais
conservados, microrganismos do solo, bem como ®gtibprodutos de origem animal
como as fezes, pois em virtude da possibilidadeodéaminacao por fontes externas de
DNA contemporaneo, emprega-se especial atencaalguada producédo dos reagentes
do Kit, utilizando-se um fluxo laminar dedicado smte a este procedimento.

Seguindo o manual do Kit, cerca de 400mg do panfiosubmetidos a agitacao
por cerca de 12h numa solugao de hidratacao ¢dnd® EDTA 0,5M, 20QL de SDS
10% e 20QL de Proteinase K a 20mg/mL, em estufa &@C37Em seguida foi
adicionado a cada amostra 1mL da solucdo A (Detigbien) tendo como base a
guanidina. O sistema foi mantido a°60por 4 horas e levado a centrifuga por
aproximadamente 1 minuto a 13000 G. O sobrenadanteansferido para um novo
tubo no qual se adicionou 1,2mL de Glassmilk Anci2NA e mais 3mL da solucao A,
mantendo-o sob agitacdo por 2 horas @C3EmM seqliéncia, a amostra foi centrifugada
a 4000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante descarfsmlgedimento foi adicionado
0,5mL da solugéao salton wash #1 e o mesmo foi emgsferindo para o filtro de
centrifugacdo (SPIN Filter) pertencente ao Kit.eBsibo foi acoplado em novo tubo e
centrifugado a 14000 G para lavagem do filtro. &astmente 0,5mL de salton wash #2
foi adicionado no tubo, e todo o procedimento fepeatido. Para limpeza do filtro
adiciona-se por duas vezes 0,5mL de &lcool do Kjidés uma centrifugacdo, esvazia-se
o0 tubo, conservando-se o filtro. Uma terceira ¢emgfacao foi realizada para a secagem
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do filtro e 0 mesmo transferido para um tubo deicio (Kit) no qual adiciona-se gD
de solucédo de eluicdo (Kit), centrifugando-o por ommuto para transferéncia do
material contido no filtro para o tubo e repeteaseperacdo. O DNA extraido foi
mantido em temperaturas de -20°C (Freezer).

3.2.5.2- Reacdo em cadeia da polimerageCR)

O DNA extraido diretamente do coprolito ou obtigds cultura foi submetido
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por meioardplificacdo em um

termociclador automatico (Perkin EImer, modelo 4800

Os primers utilizados na experimentacdo foram definidos coasebem
sequéncias conhecidas e utilizadas para os miengrgas de interesse, como no caso
do génerdacillus(rpoB1, rpoB2 EWAL, EWA2, GPR1, GPR2, GPR4, GP&Sm et
al**¥, Escherichia coli, (chuAl/chA2, yjaA.llyjaA.2 e tspE4C2.1/ tspE4C2.2)
(Clermontet af**% e tambénprimersuniversai29F, 98R; 338F, 531Rara a pesquisa
destes e de outros géneros possivelmente preseatesnostra, com&lostridium

Salmonellae outras bactérias entéri¢atbaldiet af?.

Tabela 02 - Primers usados para PCR neste estudo.

Nomenclatura Sequéncia dos

dos Primers* Oligonucleotideos
EWA-L.....ccooiiiiiiii 5-TATGGTTGGTAGCTG-3’
EWA-2...oeiiiiiiiiiccce 5-ATGGTTCCGQTATCG-3’
GPR-1 ..o, 5-CGTAGTTCSBAACTGCATCT-3'
GPR-2 ..o 5-ATGATGTATBATGCGGCGT-3’'
070 = 1 5-CGTGTTABGITTCCCAGC-3

[ 010] = 5-AAGATGATGATATCATCTG-3
29F .. 5-TGGCTGATTGAACGCTG-3
O8BRu...eveviviiiiiiiii 5-CCAGACAACTCACCCGTCC-3
338F ..o 5-AACTGA@RCGGTC CAGAC-3’
531IR .o, 5-ACGCTTECCCTCCGTATT-3'
ChuAl.....cccooeveiviiiinnnn 5'-GACGAACCAXGGTCAGGAT-3
ChuA.2.....cccooeiiiiiiiiini, 5-TGCCGCCABTCAAAGACA-3’
YjaA Ll 5-TGAAGTGTAGGAGACGCTG-3
YiaA.2. oo 5-ATGGAGAAGCGTTCCTCAAC-3
TSPE4AC2.1....ccevvvvieeaennn. 5-GAGTAATGTCGGGATTCA-3’

TSPE4C2.2....ccccoiiiiiiii 5'-CGCGCCAACAAABTTACG-3
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3.2.5.2.1 - Reacdo com o primer rpoB

De acordo com Qi e colaboraddrésas sequéncias de primgyoB1 (5™
CGTGTTATCGTTTCCCAGC-3') erpoB2 (5'-AAGATGATCGATATCATCTG-3)),
foram derivadas das duas regifes conservadasespondem a nucleotideos (nt) 1482
a 1500 e de 2281 a 2300 do gemeB de Bacillus subtilis(GenBank acesso n°
L24376). A reacao da PCR consistiu na mistura deb@e Tris-HC| 10 mM (pH 8.3),
KCI 75 mM, 3,5 mM de MgCI2, dNTPs 0,2 mM, 1 mM (edde primersrpoBl e
RpoB2 0,05U de AmpliTag DNA polimerase/ml e 10y de DNA modelo. A
amplificacéo foi realizada no termociclador, sempe as condi¢des usadas no ciclo
foram as seguintes: inicialmente uma desnatura¢c@@ durante 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 45°C dwahtminuto, e 72°C durante 1

minuto, com uma extensao final de 72°C durantenutos.

A partir de reagcOes de baixa estringéncia, espera-producao de amplicons
com um tamanho de 819 pb (@iaf**").

3.2.5.2.2 - Amplificacéo baseada em iniciadores VNRT(Kim et al %9

“Variable number of tandem repeats nimero variavel de repeticbes em série, €
uma metodologia que se baseia na existénciardesequéncia repetitiva especifica em
diferentes individuos de uma populacdo ou nos dmmologos diferentes do
cromossoma num individuo dipldide. Apesar do métodm ser adequado para
amostras antigas, pois requer DNA integro, fez-apliaacdo experimental no material
colhido da amostra do coprdélito, assim como ngse@s/os isolados bacterianos, tendo
em vista que ndo se tinha um alvo especifico. Alificgtdo VNTR foi realizada com
0S  primers EWA-1  (5-TATGGTTGGTATTGCT-3) e EWA-2 5Y
ATGGTTCCGCCTTATCG-3'), descritos por Andersenaf®? A reacéo de PCR foi
feita em 10QI contendo 501g de DNA modelo, 20 pmol de cada primer, 0,2 mM de
cada desoxinucleotideo trifosfato, llode tampéo 10X com 1,5 mM de Mg@ 1U de
DNA Taq polimerase (Roche MB, Mannheim, Alemankajnistura de cada reacao foi
desnaturada a 94°C durante 2 minutos e correu t@urdd ciclos usando um
termociclador (Perkin Elmer, modelo 4800), com eguintes perfis de temperatura:
desnaturacao a 94°C durante 1 minuto, anelamesi8CGdurante 1 minuto e extenséo
a 72°C por 1 minuto. O ultimo ciclo incluido pornfinutos a 72°C para completar

extensao.
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Amplificacdo do VNTR por primers flanqueadores.

Regides VNTR de cerca 1,1 kbp foram amplificadas POR usando os
primers flanqueadores GPR-1 (5-CGTAGTTCACGAACTGCATF3) e GPR-2 (5'-
ATGATGTATCTAATGCGGCGT-3"). Os produtos do PCR forampurificados
utilizando Qiaquick PCR Purification kit (Qiagem,aMncia, CA, E.U.A.). As
sequéncias VNTR foram visualizadas em gel de agdri#se determinadas pelo uso de
BigDye Terminator Cycle Sequencing v2.0 kit e ABIO3DNA sequiéncia automatica
(Applied Biosystems, Norwalk, CN, E.U.A.).

3.2.5.2.3 Amplificagcéo especifica parg.coli

A deteccado dos genes chuA.1/chA.2, yjaA.llyjaATspE4C2.1/ TspE4C2.2,
que geram fragmentos de 279, 211 e 152 pares defbasealizada através de ensaios
de amplificacdo simultanea dos genes (PCR-triplEg}es genes sdo especificamente
relacionados as amostras echerichia colie servem ndo s6 para sua detec¢cdo como
para seu agrupamento filogenético (Clermen@af®®). Estes testes foram realizados
com o material extraido direto do coprolito, emperacdo com a pesquisadora Adriana
Régua do DCB — ENSP.

3.2.5.2.4 Amplificacdo por primers universais.

Seguindo as recomendacdes de Ubaldif* foram realizadas amplificacdes a
partir de um conjunto universal de primers direagimpara o RNA ribossomal 16s (16s
rDNA) sendo empregados os iniciadores: 29f. (5-TIGAGATTGAACGCTG-3);
98r: (5-CCAGACATTACTCACCCGTCC-3); 338f: (5'-AACTAGACACGGTCCA
GAC-3’) e 531r: (5-ACGCTTGCACCCTCCGTATT-3). As agbes de PCR foram
realizadas em 5Q0L com uma mistura contendo 10 mM Tris-HCI, pH 8% mM de
MgCl2, 50 mM KCI, 0,1 mg / mL de gelatina, 20M dNTPs (cada), 300 ng de cada
primer, 2,5 unidades de enzima Taq polimeraseylede DNA. Um primeiro passo de
5 min a 94°C foi realizado para desnaturar o DNAGOgeico, e em sequéncia, a
desnaturacao foi fixada em 94°C durante 60s, caarezito realizado durante 30s em
60°C para os primers 29f-98r e de 56°C para os gan838f-531r. A fase de
alongamento foi a 72 °C durante 60s. Salienta-edayam efetuados quarenta ciclos de

amplificacéo para cada reacdo de amplificacao.
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3.2.5.2.5Analise dos produtos da PCR

Apés a reacdo da polimerase em cadeia (PCR).. & todos os produtos
amplificados foram analisados através de eletrséboem gel de agarose a 1,0%. Em
seguida a etapa de corrida, o gel foi corado cdot8o de brometo de etidio (Sigma,
St. Louis, IL, EUA) numa concentracao de 0,5 mg/sdguindo-se a leitura em sistema
de transiluminac&o (Sambroekal?). A fotografia digital do gel e das bandas de DNA
separadas eletroforeticamente foi realizada enmelyatipo Gel Doc UVP GDS 7.500

(Gel Documentation System, California, EUA).

Posteriormente, foram utilizadas outras técnicakialegia molecular, como a
técnica de Hibridacdo do DNA (Marranzaab al®® Sambrooket af®) a técnica da
clonagem (Sambrookt af®) e seqiienciamento do DNA obtido, como complemestar
ao estudo (Messingt al>.

3.2.5.3-Hibridacdo do DNA
Hibridagcdo do DNA nas Membranas de Nylon

A técnica de hibridacdo € importante para a comripde dos resultados
visualizados sob luz UV do gel de agarose coratiopemeto de etidio e também por
aumentar o sinal dos produtos amplificados em a#ecE00 vezes (Sambroeka®).

As membranas foram colocadas em solucdo de BLOTT&D’@, por duas
horas, para pré-hibridagdo. A solucdo de BLOTTOv{@® lacto transfer technique
optimizer) € composta de SSC 1,5 X (SSC 20X: citdzt sédio 0,3 M, cloreto de sodio
3,0 M), SDS 1% (lauril sulfato de sodio), NFM 0,5¢6on fat milk - agente

bloqueador).

As sondas (1 mL) usadas foram feitas com primgueaficos marcadas com
fésforo radioativo (%P - dATP -800Ci/mmol) e com umrimer randdmico (1 ml) e
(7 ml) de &gua destilada, (3 ml) de DNTP 0,5 mMm{R de buffer 10X Klenowe 5U
(I ml) de klenow DNA polimerase (enzima DNA polimerase | dgé.coli "Large
Fragment"). A sonda preparada foi submetida’€ §®r cinco minutos (denaturacéo) e
imediatamente colocada em banho de gelo. A sondadicionada a solucdo de
BLOTTO com as membranas e a hibridacdo ocorreunturimcubacdo a 6G, no

periodo de 12 horas.
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ApoOs a hibridacdo as membranas foram lavadas coansatncédo de lavagem
(SSC 1X, SDS 0,5% e agua destilada), por duas yvemetemperatura ambiente, e uma
vez, a 66C, por 30 minutos em banho-maria com agitacdo. Agdavagens a radiacdo

foi verificada com contador Geiger para se avaliaecessidade de outras lavagens.

As membranas parcialmente secas foram envoltagiram glastico e colocadas
em cassete proprio para sensibilizar filme de Rajgcodak-X-OMatO). A exposi¢ao
foi no minimo de 12 horas, & temperatura d8G7@inalizando, procedia-se & revelacdo

manual do filme de RX em sala escura e verificalgisinal da hibridacéo.
3.2.5.4-Clonagem génica

A clonagem génica é o processo de obten¢do depiasltcopias de um gene
que possibilitem a manipulacdo quimica. A clonag@rtvgica de um gene consiste em
inseri-lo em um vetor que, no presente ensaioyestpresentado por um plasmideo
bacteriano conhecido. O plasmideo, constituido atenge DNA, possui a capacidade
de se multiplicar dentro de sistemas vivos com astébias. Cada bactéria tem a
capacidade de carregar multiplas copias do plasmige contém o gene clonado
inserido. Portanto, a analise e o isolamento dénéad bacterianas transconjugantes
presentes no meio solido favorece o estudo, pdiag calonia bacteriana é composta de
varias células idénticas (clones), isto €, proveriele uma Unica célula “mae”. Com tal
processo foi possivel por meio de uma série dedesaguimicas, denominadas
“miniprep” (mini-preparacdo), obter numero sufiteende coOpias desse gene para

manipulacdes quimicas futuras.
3.2.5.4.1 - Obtencdo de bactérias quimicamentes cpetentes
Pré-indculo

Em tubo coénico “Falcon” de 50 mL, foram adicionadosnL de caldo LB
(Luria-Bertani) e 5uL de um crescimento dé&scherichia colilinhagem TOP10
(Invitrogen Life Technologies, California, USA) ecubada a 37°C durante 12 horas

num homogeneizador automéaticol50 rpm).
Indculo

Cinco mL do crescimento do pré-indculo foram cottisaem 500 mL de meio
LB liquido e mantidos a 37°C em constante aerac&ante 3 horas (A600/0,5). A
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estabilizacdo do crescimento foi obtida pelo ragignto em banho de gelo e a cultura
distribuida em tubos, imediatamente centrifugadosrte 5 minutos em 5.000 rpm a
4°C. O sobrenadante foi escoado completamenteeied pessuspendido em 30 mL de
100 mM de CaGlgelado. Apos a fase de repouso de 30 minutossessao de células
foi centrifugada a 5.000 rpm durante 7 minutos@g¥ndo desprezado o sobrenadante.
O pellet foi ressuspendido em 4,14 mL de 100 mMC&€L gelado e 86QuL de
glicerol a 87%. As amostras foram estocadas enuathg de 20QuL em tubos tipo

“eppendorf” e mantidos a —80°C até o momento do uso
3.2.5.4.2 Clonagem

Seguindo as sugestdes de Sambrook e colabordtiaresm coldnia dé. coli
TOP10 foi transferida para 5 mL de caldo LB acasao antibidtico seletivo para o
plasmideo utilizado (ampicilina — p@/mL). Esta etapa consistiu em realizar uma
reacdo de transformagdo com um plasmideo contRIHC{9), com o intuito de
verificar a competéncia das células. Como o plasmptoduz uma enzima que degrada
0 antibibtico, a sua presenca possibilita que stenas bactérias contendo o plasmideo
se multipliquem. A semeadura foi realizada em Agaradicionado de 5@y/mL de
ampicilina apds autoclavacao; este meio ja satigifo é previamente tratado com X-
gal (6-bromo-4-chloro-3-indolyB-D-galactopyranoside)e IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) e somente depois de cerc20dminutos a 3T realiza-se a
semeadura (TOPO TA Clonifig Invitrogen).

O método visa caracterizar se os plasmideos adamirou ndo o material
genético (inserto), considerando quE.eoli, normalmente ndo prodyizgalactosidase.
Aquelas, portadoras de plasmideos com gene lacZ¢caogifica esta enzima, passam a
ser capazes de produzir beta-galactosidase, \dandl-se no meio solido, colonias
azuis. Tal tonalidade é resultante da presencX-@al (cromdgeno) alterado pefa
galactosidase, induzida pelo IPTG. Salienta-se guarocesso s6 ocorre naquelas
coldnias sem inserto alvo, tendo em vista queietggompe a sequéncia que codifica a
enzima beta-galactosidase, impedindo posteriormendesenvolvimento da cor azul

(crescimento de colbnias brancas — bactérias pssisi de plasmideo recombinante).

A reacao de clonagem dos produtos de PCR foi esldizom o TOPO TA
Cloning” Kit for Sequencing (Invitrogen Life Technologi&salifornia, USA), seguindo

as instrucdes do fornecedor. Este Kit propicia aayjem pela insercdo direta dos
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produtos amplificados pela Tag em um plasmideorvgigura 10) que possui uma
Timina 3’ simples aonde ocorre a ligagdo com a Adena extremidade 3’ do produto
final (material que se deseja clonar).

facZo ATG

M13 Reverse Primer | ."'"ui."'.‘ll:l ] Kﬂiﬂl Sﬂf| .?an’HI -S_li.."El
ChG GARE GCR GCT BIG ECE ATG ATT LCG COCA RGC TIG 5IA CCG ASC TCG GAT CCA CIR
ETC CTT TET CEA TIC TGS TAC TAA TGC GET TCG ARC CAT GEC TCG RGC CTA GOT. GAT

Bsfi| EcoR| EopR1
C BGT GTG'CIG GAA TTIC SCCCTT L GOC GAR TTC TEC
TCL CAC GLC CTT ARG CEG Coiiebed TTC CCE CTT LAG ACG
EcoR v Bstxl Mot ol Nei | £ba |
LGA TAT CCA TCE CAC TGE CGG CCG CTC GAG CAT AGL GG
TCT ATA GGT AGT GIG ACC GCC GGL GAG | AGA TCT I

M3 Foraard {-20) Primer
ARAT TCR [CTG GCC GIC G B Jan CO5T CGT GAC TGG GAL AAC
e e [ S s oy

TTA RGT|GRC CGG CAG CRR AR GCA GCR CIG ACC CIT TIG

Figura 09 - Topo TA utilizado na experimentacacidmagem

Para a reacdo de clonagem foram utilizadogl2 de produtos de PCR
provenientes das amostras isoladas dos coprd@itogl de solucéo de sal (1,2 M NaCl
e 0,06 M MgC}) e 0,5uL do vetor de clonagem pCR TOPO. A mistura foi
suavemente homogeneizada e incubada em tempeaatiiante £ 25°C) durante 15

minutos, seguindo as instru¢des do fornecedor.

Preparacdo da Transformacdo Bacteriana

Foram adicionados L da reacdo de clonagem em tubo com 200do
crescimento/suspenséo Becoli competentes (linhagem TOP10) e colocado em banho
de gelo por 15 minutos. Apos choque térmico durdameinuto a 42°C, o material foi
transferido para o banho de gelo. Em seguida, 80@e caldo LB foi inoculado no

sistema com a solucéo de transformacao e incub&¥8G durante 50 minutos. Finda
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esta etapa cada solucao foi distribuida em 2 ple@aendo agar LB com ampicilina,
Xgal e IPTG e incubadas a 37°C.

As colbnias recombinantes sao claras, enquantagueas em que ndo houve o

fendbmeno da transformagéo desenvolvem a coloragido a

Inicialmente, realizamos a clonagem de cada amaosira os produtos da sua
PCR em separado (rpoB e EWA), depois por motivoedenomia procedemos a
clonagem de cada amostra com um mix das PCRsa@atizom os diferentes primers
(Universais e GPR).

3.2.5.4.3 Manutencao e cultivo bacteriano com os plasmideoscombinantes

Em cada 3,6 mL de caldo LB contendo®mL de ampicilina distribuido em
tubo de ensaio, foi inoculada uma colonia bactarilecombinante e incubada em
homogeneizador tipo orbital durante 12 horas a 3@ seguida, em tubo tipo
“eppendorf”, foram transferidos 6QfL. do crescimento bacteriano e acrescido de 700

uL de glicerol a 87%. O material foi estocado a @(Bambroolet af?).

3.2.5.4.4 - Mini-preparacao de plasmideos recombintes (Método de lise alcalina e
Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep)

Ressuspensédo da bactéria

Em condi¢cOes de assepsia e esterilidade, se femsfdréncia de 1,5 mL da
cultura para um tubo tipo “eppendorf’, que foi edngado a 12.000 rpm durante 30
segundos. Mantendo sempre o tubo no banho deaystijrenadante foi descartado e o
volume de sedimento foi aumentado pela repeticdopgmacdo. O residuo final do
sobrenadante foi removido com o auxilio de papsbatente (Sambrookt af®) e o

pellet foi mantido em freezer a — 20°C até a etipaxtracdo do plasmideo.

Método de Lise Alcalina

A lise alcalina é um dos procedimentos mais us@adoa a extracdo rapida de
plasmideos bacterianos. Consiste na utilizacaoédesblucdes: |, 1l e 1l e subsequente
precipitacdo do DNA plasmidiano com acool isopiiopjlpara concentra-lo. A solucao
| contém tampéao (TrisHCI), um quelante de Mg++ e€fpara impedir seu uso como

ativador de DNase) e glicose. A solucéo Il é atimdise e contém NaOH e um agente
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de solvatacdo SDS (dodecilsulfato de sédio). Coatédo da solucdo Il as proteinas
sofrem desnaturagdo parcial e o SDS liga-se analstsrando sua cadeia alifatica ao
cerne hidrofébico das proteinas semi-desnaturddd3NA da bactéria ndo se desliga
das proteinas semidesnaturadas e € alvo de pagéipipela acdo da solucao Ill, que
contém K+. O sal de K+ do SDS precipita prontamelgeando consigo o DNA

bacteriano e deixando o plasmidio no sobrenad&ste é precipitado mudando-se a
constante dielétrica do meio com alcool; isto pseiefeito com o uso de 1 volume de
isopropanol ou com 2 volumes de etanol. Opcionalejeantes desta precipitacao,
pode-se fazer uma extragdo com solvente organiesteNaso mistura-se igual volume
de fenol: cloroférmio: &lcool isoamilico na prop&oc25: 24: lou cloroférmio: alcool

isoamilico 24:1. Centrifuga-se para separar a éagénica (inferior) da fase aquosa
(superior) retirando-a com cuidado para evitarratefnas desnaturadas pelo fenol que

estao contidas na interface da mistura.

Em cada amostra bacteriana foram adicionadosu20fa Solucédo | (100 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA 0,5 M; 40Qug/mL RNAse), e ressuspendido o
sedimento fazendo refluxos com a micropipeta, atlmanter no gelo por 1 min.
Depois incorpora-se 20QL da Solucdo Il para a lise (0,2 N NaOH; 1% SDS)
misturando e agitando por inversdo cuidadosa do pdr 4 vezes para minimizar a
fragmentacdo do DNA cromossomico bacteriano ou estgaminara a preparacao
plasmidiana. Manter em gelo por 5 min. A solucaaldve ser preparada na hora,
adicionando-se a um tubo 4,3 ml de agua destiz@@aul de NaOH 5N e 50Ql de
SDS 10% plv.

Na fase subsequente, adicionar 200da solugcéo precipitadora Il (5 M K {C
H 30,); 99,7% GH40,; H,O MilliQ autoclavada) e misturar por inversédo culidsa do
tubo por 4 vezes, observando a formacdo do pradmitCentrifugar por 5 min a
12000G transferindo-se o sobrenadante para oubro die¢ microcentrifuga tendo o
cuidado de ndo pipetar o material branco em su8pengois contém o DNA

cromossOmico bacteriano que se quer eliminar.

O “pellet” foi ressuspendido com 6QQ de isopropranol 95% (igual volume)
para precipitacdo da amostra e em seguida, resdizana série de trés lavagens com o
uso de agitador de tubos tipo Vortex por 1 min d&t®H 70% para retirada do sal
presente no precipitado. Concluida a purificacdo DA plasmidial, o “pellet
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ressuspenso em L de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0) foi estocad —20°C
(Sambroolet af).

Recorrendo-se ao Kit de extragdo de plasmideosLipuf® Quick Plasmid
Miniprep Kit o processo é realizado no tempo dea3®0 minutos, sendo usado para
isolamento com alta qualidade de atéug0de DNA plasmidial proveniente de coli.

As células bacterianas séo lisadas e aplicadasaacoinona com membrana de silica
(spin) que se liga seletivamente ao DNA plasmidiaintaminantes sdo removidos com

tampdes de lavagem e o DNA plasmidial extraidordigado é eluido em tampéao TE.

Método PureLink ™ Quick Plasmid Miniprep Kit

Preparo do lisado de células bacterianas

A partir do sedimento (pellet) obtido por centriéiggo de 1-5 ml de uma cultura
overnight (1-2 x 19E.coli em caldo LB) do qual o meio de cultura foi cuidsatmente
removido, adiciona-se 25QL do tampado de resuspensao (R3), com RNase A e
homogeneiza-se, de forma a dissociar completamentedimento. Em seguida
adiciona-se 25QL de tampé&o de Lise (L7), misturando suavemeniwertendo o tubo
por cinco vezes sem usar o agitador. Manter inculpd 5 minutos a temperatura

ambiente, sem exceder este tempo.

Como préximo passo adicionar 380 do tampdo de precipitacdo (N4),
misturando imediatamente invertendo o tubo até lacdo ficar homogénea. Em

sedimentos mais volumosos agitar vigorosamente serasusar o agitador tipo vortex.

Centrifugar a mistura a ~ 12000 G por 10 minutoeraperatura ambiente

usando uma Microcentrifuga para clarificar e paoaifj eliminando os detritos da lise.

Para ligar o DNA, o sobrenadante é colocado naneofpin e esta encaixada

em tubo de lavagem de 2ml.

Centrifugar a ~ 12.000 G por 1 minuto. Desprezaolirenadante e recolocar a

coluna novamente no tubo de lavagem.

Adicionar 500uL do tampéao de lavagem (W10), com etanol na collntaubar

por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugarl@.000 G por 1 minuto e descartar
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o fluxo recolocando a coluna novamente no tuboad@gem. Assinala-se que essa

conduta é recomendada quando da utilizacdo end#tifpes.

Adicionar a coluna 700L do tampéao de lavagem (W9) com etanol e centrifuga
a ~ 12000 Gpor 1 minuto. Eliminar o sobrenadantelogando a coluna novamente no
tubo de lavagem.Finalmente centrifugar a coluna 82600 G por 1 minuto para
remover qualquer residuo do tampéao de lavagem (6i9) etanol, descartando o tubo
de lavagem com o liquido contido no seu interiocofuna sera reservada para a etapa
da eluicdo do DNA.

Como primeiro passo desta fase, a coluna foi cdepecaum tubo eppendorf de
1,5 mL de capacidade (tubo de recuperacédo), adictmise 7L de tampéo TE pré-
aquecido a 65-70 °C em direcdo ao centro da colbaléenta-se que o aquecimento é
facultativo para eluir DNA de 1-30 kb, mas é recodalo para DNA maior que 30 kb.

Em sequéncia, a coluna é mantida por 1 minuto gdemtura ambiente e
centrifugada a ~ 12.000 G durante 2 minutos. FAaatio, descartar a coluna e reservar
0 tubo de recuperacao que contém o DNA plasmidiafigado.

No armazenamento do DNA por prazo longo, manté-aQ@2C e para aplicacao
imediata, conserva-lo a 4°C. E importante evitarresetidos descongelamentos e

congelamentos.

3.2.5.4.5 - Analisando o Rendimento do DNA:

A quantidade de DNA plasmidal pode ser estimadadgsé&its comerciais, como

o Kit Quant-iT" DNA Assay (Invitrogen) ou por absorbancia UV.

Este kit permite um rapido, sensivel e especifiétodo de quantificacdo de DNA
por fluorescéncia, fornecendo um reagente de dicagtio com DNA modelo para a

curva padréo e tampao pré-fabricado para a quaattdio do DNA plasmidial.

Normalmente o DNA purificado utilizando PureLifkQuick Plasmid Minipred
Kit tem Aged/A2s0 > 1,80 quando as amostras séo diluidas em Tris{dBI 7,5),
indicando que o DNA é razoavelmente limpo das fmate que possam interferir nas
aplicacdes. A auséncia de contaminacdo do DNA BNA pode ser confirmada por
eletroforese em gel de agarose.
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Posteriormente, o DNA plasmidiano purificado € @mtado por precipitacéo
com 2 volumes de etanol absoluto ou 1 volume dergg@anol. O sedimento contém
sais que podem ser retirados com uma lavagem doesgt, agitando-se 0 mesmo em
etanol 70%. Isso consiste na lavagem do sedimanta,vez que o DNA n&o pode ser
solubilizado em etanol. O DNA é ressuspendido empé#e apropriado - TrisHCI 10
mM EDTA 1 mM, sendo funcdo do Tris, manter o pHeEDTA, quelar Mg++ e
Cat++ necessarios para a acdo de enzimas degraslatraNA, que fica portanto

protegido.

Verificacdo da incorporacdo do DNA ao plasmidiapualgracdo em gel

Para observar a migracdo do DNA plasmidial, queauailiar na escolha das
amostras para o seqlienciamento, é importante antas@o material que se pretende
pesquisar, no momento da corrida eletroforéticegngpdo da amostra. A sua funcgéo
por conter glicerol, € aumentar a viscosidade dastia aléem de adicionar cor a mesma,
para que possa ser aplicada mais facilmente e freonmnonitoramento da eletroforese,

pois, 0 corante é negativo, e migra junto com astiragara o pélo vermelho (positivo).

Como padréo para o gel, foi utilizado o materidta®o somente do plasmideo
sem o inserto, obtido de uma colénia azul (sigaifdo que ndo houve insercdo de

material durante a transformacéo).

Em sintese, para clonar um gene por meio de unmflas recorre-se as

seguintes manobras (Figura 10):

1. DNA cromossémico do organismo A.

2. Realizagdo da PCR.

w

Formacéo de multiplas copias de um Gnico gene do
lo} O O organismo A.
. Insergéo do gene no plasmideo.

. Plasmideo com o gene do organismo A.

. Insergéo do plasmideo no organismo B (transformacéo

——

@

g

O

J@
©

—_— B
@ @ @ j| . Multiplicagéo do organismo B e, conseqlientemernte, d

DNA do organismo A.
Figura 10 — Fluxograma das Etapas da Clonagem &®&fasmidial.

3.2.5.5--Sequenciamento

Inicialmente, foi utilizada a técnica de sequemaato direto, lancando méao do

produto proveniente das reacdes de PCR realizataamostras bacterianas isoladas.
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Todavia, os resultados obtidos ndo foram satistsprazao pela qual foi adotada a

técnica a partir da aquisi¢éo dos clones.

Todos os clones obtidos e selecionados de aawapas reacdes iniciais de
PCR foram utilizados na reacdo de sequenciamerodasos primers de cada PCR
original. A reac&o foi realizada de acordo comipBigDye"” Terminator v3.1 Cycle
Sequencing e os produtos foram puficados usand&l/EQTA (Applied Biosystems,
California, USA), ambos os métodos seguindo asugdes do fornecedor. Todas as
amostras foram analisadas através do sequenciadomatico (DNA — ABI Prism
3730) sob condicbes dependentes do sistema de negmiento utilizado, e as
sequUéncias foram examinadas e editadas usandag@am@ ChromasPro Version 2.33

(www.technelysium.com.au/ChromasPro.Btml

Analise de seqiéncias nucleotidicas

As sequéncias foram alinhadas e analisadas usapdagrama Mega (Tamura

et al".

O vetor usado foi identificado e desconsideradotrdemas seqUéncias
resultantes. Posteriormente, as sequéncias forafhsahas a partir do primer usado.
Para as células transformadas a partir de varmstagos de PCR (mix) foi necessario
avaliar qual dos iniciadores havia se ligado comebaaqueles utilizados para a
amplificacéo (Tabela 03):

Tabela 03 — Iniciadores utilizados para amplificagiravés da PCR que

originaram os produtos clonados analisadas no se@umeento.

rpoB 1- 5-CGTGTTATCGTTTCCCAGC-3 2- 5-AAGATGATCGATATCATA G-3
EWA 1- 5-TATGGTTGGTATTGCT-3 2- 5-ATGGTTCCGCCTTATCG-3

GPR 1- 5-CGTAGTTCACGAACTGCATCT-3' 2- 5-ATGATGTATCTAAGCGGCGT-3'
Universais 29f: 5-TGGCTCAGATTGAACGCTG-3' 98r: 5’ CAGACATTACTCACCCGTCC-3
Universais 338f: 5-AACTGAGACACGGTC CAGAC-3]531r :5-ACGCTTGCACCCTCCGTATT-3

Apéds a andlise visual de cada uma das sequéndiga®le a exclusdo manual
do vetor de clonagem, as sequéncias resultantesnfaeparadas por primers e
submetidas a ferramenta BLAST - Basic Local Alignm8earch Tool (Altschutt al
156 NCBI BLAST"™’). A ferramenta BLAST é bastante utilizada em pogede
pesquisa na éarea de bioinformética, auxiliando mocgsso de comparacdo de
sequéncias bioldgicas e busca por homologias, timdamle extremamente importante
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na biologia molecular. A realizacdo de busca ponilaridades permite que, quando
encontradas, sejam indicadoras de uma alta prated® de se encontrar fungdes
analogas entres as sequéncias. Esta ferramentaaoragravés de algoritmos a
sequéncia de consulta com todas as sequénciando e dados e retorna um relatorio
informando detalhes de similaridade das sequérdmabanco. A primeira parte do
relatorio lista todas as sequéncias da base desdga® possuem alta similaridade,
também chamadas de hits, com a sequéncia de @rRatt cada hit, é agregada uma
pontuacdo (score) que quantifica o grau de sirddale entre as duas sequéncias. Esta
pontuacdo, assim como todas as sequéncias siméacdgida a partir de heuristicas e
aproximacoes que a ferramenta BLAST utiliza pareerobs melhores alinhamentos
pontuais, com um tempo de execucdo bem reduzide. d&a credibilidade aos seus
resultados, ao lado de cada valor de score € fidmer e-value, que fornece aos
usuarios a seguranca de que a pontuacdo dada rpadetarminado hit ndo ocorreu
aleatoriamente. Desta forma, quanto mais proximpede for o e-value, mais garantida

serd a consulta (Sousa & LifscHit}.
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4. RESULTADOS

A criagéo do banco de dados foi realizada com soces que auxiliou nossa
pesquisa desde o inicio. Este banco encontra-gealcegsivel a comunidade cientifica
mediante senha de acesso liberada pela curadoridiuld de avaliacdo encontra-se

disponivel em: http://documents.google.com/?hl=pt-BRdentificacdo de usuario:

Paleoparasitologia; senha: ludovico.
4.1 — Procedimentos de avaliacdo da esterilizacaorpltravioleta

A utilizacdo do coprélito experimental permitiu nstatar a relevancia da
utilizacdo da luz ultravioleta como esterilizanteperficial, evidenciando apos
irradiacdo dos moldes de argila, de ambos os |poio80 minutos apenas o crescimento

e isolamento dBrevibacillus laterosporogdo contetdo interno.
4.2 — Procedimentos realizados diretamente do matal obtido do coprdlito.

Os meétodos sorologicos, de extracdo, amplificagéite énibridagcdo do DNA
realizados diretamente do material interno retiratbo coproélito, ndo permitiram

resultados satisfatérios, por diversos fatoresenseomentados na discusséao.

No método convencional do cultivo do material interdos 14 coprélitos
examinados, nove espécimes revelaram crescimenteriamo no meio liquido apés
incubacdo a 37°C por 24h a 48h. O isolamento fodolpela transferéncia para meio
sélido, que evidenciou o nivel de pureza e unifdade pelo aspecto da morfologia das
colonias crescidas. De cada placa foram selecismatiansferidas duas a seis colonias,
para o meio liquido.

Os coprdlitos que revelaram crescimento bacteriemm as respectivas origens
e numero de col6nias isoladas foram catalogaddsbela 04.
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Tabela 04: Amostras de coprélitos que revelaramscarento em meios liquidos e
sélidos com os respectivos numeros de coloniaadasl

Coprolito | Local do sitio N de colbnias Identificagéo da amostra
de origem isoladas

30¢ Unai/MG/Brasi 3 30a (1), 30a (2), 30a (3)

3la Unai/MG/Brasil 4 3la (1), 31a (2.1)*, 31a(2.2)*, 31a (3)
31b Unai/MG/Brasil 2 31b (1), 31b (2)

32a Unai/MG/Brasil 2 32a (1.1}, 32a(1.2)

34a Unai/MG/Brasil 1 34a(1)°

35a Unai/MG/Brasil 3 35a (1)°, 35a (2), 35a (3)

930 S.R.Nonato/Piaui/Brasil 2 930 (1), 930 (2)

956 S.R.Nonato/Piaui/Brasil 1 956

1224 S.R.Nonato/Piaui/Brasil 3 1224 (1), 1224 (2), 1224 (3)

* - Aparentemente constituido de um unico tipo démia, que apos o reisolamento revelou
dois tipos morfoldgicos coloniais
® - Amostras que nao sobreviveram apés o primeiriojuep

4.2 — Caracteristicas Citomorfologicas

Considerando 0s aspectos macroscopicos das c®l@néscidas, a suspeita
imediata recaiu para os membros do géBercillus Com os isolados em meios liquido
e sOlido foi efetivada a analise morfotintorialfas®s da coloracdo pelo método de
Gram, em que se procurou considerar os arranjegaoet (isolados ou em cadeia),
formato do enddsporo e sua posicdo esporangioefk®ntante ou ndo. Os dados

completos obtidos nesta andlise estdo descriteguarse reunidos na tabela 05.

30a(1)- Grandes bastonetes, cadeias curtas, endospimdrico, posicdo subterminal,

esporangio ndo-deformante. Gram-positivo. Com cpgpa-esporal (cristal protéico).

30a(2) - Pequenos bastonetes, células isoladas, enddésitiodyico, posi¢cdo terminal,

esporangio deformante. Gram-positivo.

30a(3) - Pequenos bastonetes, células isoladas, enddspimdrico, posicéo lateral,

esporangio deformante. Gram-positivo.

3la(l) - Pequenos bastonetes, células isoladas, endospimdrico, posi¢cdo central,

esporangio deformante. Gram-positivo.

31a(2.1)- Pequenos bastonetes, células isoladas, endaspodrico, posicao terminal,

esporangio deformante. Gram-positivo.
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31la(2.2)-Grandes bastonetes, cadeias curtas, endospouricitinposicdo subterminal,

esporangio ndo-deformante. Gram-positivo. Com cpgpa-esporal (cristal protéico).

31la(3) - Pequenos bastonetes, células isoladas, enddsptinco, posicdo terminal,

esporangio deformante. Gram-positivo.

31b(1) - Pequenos bastonetes, células isoladas, endoésgtrmlrico, posicéo

subterminal, esporangio deformante. Gram-positivo.

31b(2) - Pequenos bastonetes, células isoladas, endospiodrico, posi¢cdo central,

esporangio deformante. Gram-positivo.

32a(1.2)- Pequenos bastonetes, células isoladas, endosiiodyico, posicao central,

esporangio deformante. Gram-positivo.

34a(1) - Pequenos bastonetes, células isoladas, endostiodrico, posicdo central,
esporangio deformante. Gram-positivo (esta amdsirautilizada para extracdo do

DNA, mas néo voltou a se reproduzir para realizalg&oprovas bioquimicas).

35a(1) -Pequenos bastonetes, células isoladas e aos eadesporo ndo visualizado.
Gram positivo (esta amostra foi utilizada paraapdo do DNA, mas n&o voltou a se

reproduzir para realizacéo das provas bioquimicas).

35a(2) - Pequenos bastonetes, células isoladas e loagddsporo cilindrico, posicao

subterminal, esporangio deformante. Gram-positivo.

35a(3) - Pequenos bastonetes, células isoladas, enddsgitirmrico, posicao

subterminal, esporangio deformante. Gram-positivo.

930(1) -Grandes bastonetes, cadeias curtas, enddspardriciti, posicdo subterminal,

esporangio ndo-deformante. Gram-positivo.

930(2)- Grandes bastonetes, cadeias curtas, enddspiowdrico, posicdo subterminal,

esporangio nao-deformante. Gram-positivo.

956 - Grandes bastonetes, cadeias curtas, enddsgordrico, posicdo subterminal,

esporangio ndo-deformante. Gram-positivo.

1224(1)- Pequenos bastonetes, células isoladas, endositiodrico, posicdo central,

esporangio deformante. Gram-positivo.
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1224(2)- Pequenos bastonetes, células isoladas, endosifiodrico, posicao terminal,

esporangio deformante. Gram-positivo.

1224(3)- Pequenos bastonetes, células isoladas e lomgadsporo cilindrico, posi¢éo

terminal, esporangio deformante. Gram-negativo.

Tabela 05:Sumario dos resultados citomorfolégicos das arasssoladas.

Esporos Coloracéo
o
°
o ©
SO BoI>
o o 2 8 2
e O « T «O o
Amostras S T 5 E 5 o
e 8 7 87 °
o o v O
%) (@]
o
o
30A (1) E ST - +
30A (2) E T + +
30A (3) E L + +
31A (1) E C + +
31A (2) (2.1) E T + +
31A (2) (2.2) E ST - +
31A (3) S T + +
31B (1) E ST + +
31B (2) E C + +
32A (1) (1.2) E C + +
35A (2) E ST + +
35A (3) E ST + +
930 (A) E ST - +
930 (B) E ST - +
956 E ST - +
1224 (1) E C + +
1224 (2) E T + +
1224 (3) E T + -

(1) E = Eliptico S = Esférico
(2) C=Central T =Terminal ST = Subterminal Lateral
(3) + = positivo

- = negativo
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Quanto ao comportamento fenotipico dos isoladosdamos obtidos foram

lancados na tabela 06.

Tabela 06: Caracteristicas fenotipicas das cepaBaigllussp. isoladas.

1

Cepas
2T 304 30A 30A 31 3(12‘;‘ 3A 314 3B 31B 3("’1“;‘ 3SA 3SA 14 1224 124 930 930 .
10q nimicas
. N @ 0 @ 550y @ O 0 45 @ 6@ O @ 6 @ 6
EIR PRI, |
Fisinlogias (1) +=positivo - = negativo
ANI + - + - + + + - - - - - + - - - + o+ o )
(2) ANI = Hidrélise do Amido
CAT -+ + o+ o+ -+ o+ o+ o+ 4+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ CAT = Catalase
CIT = Utilizacéo do Citrato de Sadio
T 1 1 ! 1 ! ! | 1 | | | | I | || | ANA = Crescimento Anaerébico
A ol ol o s N N GEL = Liguefagao da Gelatina
i == : - : : - HEM = Produgédo de Hemolife
GEL SN I I I (R A I R R R R _ _ P (R (R NaCl 5% = Crescimento em Cloreto de
Sédio 5%
HEM + - - - ; + o+ ; - . + . + - - N N LEC = Lecitinase
NIT = Reducéo do Nitrato-Nitrito
NaCl 3% + - + 0+ 0+ + £+ + 0+ 0+ 0+ = = + £+ 0+ TIR = Tirosina
ACE = Produgdo de Acetil-Metil
LEC e IS I S I T I I N N N N RN A R RS o hingl
VP/pH = pH no meio VP
— T e e T e e e o T E— GLI = Fermentag&o da Glicose
TR + - . . ) _ _ I i} i i} 3 i IR [N T S MAN = Fermentagdo da Manitol
XIL = Fermentac&o da Xilose
ACE ] - O e - - N CAS = Hidrdlise da Caseina

OXI = Expresséo da Enzima Oxidase
VP / pH <6 <6 <6 <6 <b6b <6 =6 =6 <6 b6 >6 <6 <6 =6 =6 <6 <6 <6

GLI T L e O S S S
MAN - + > > - - - - + + + + . + +

XL = + = = + = = = + - - + - - - - - -
CAS + = + - - + + - - - - + + + + | = |
OXI - - ERRI A - - - | - -+ - + - -+ + o+

Todas as estirpes analisadas apresentaram resuftagativos para: Crescimento em NaCl 7%

e 10%, produgéo de Indol, presenca de gas nasrftagdes da glicose e Arabinose.
4.2.1 — Espécies identificadas a partir do cultivo

Tomando por base os resultados obtidos nas amdésetipicas, foi possivel

caracterizar as seguintes espécies:

30a(1)- Bacillus thuringiensis 31a(3) —Bacillus sphaericus
30a(3) —Brevibacillus laterosporus 32a(1.2) -Bacillus fusiformis

31a(2.2) -Bacillus thuringiensis 930a—Bacillus cereus
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4.3- Analise molecular dos isolados de coprdélitos.

As reacOes da PCR, a partir dos primers utilizagesnitiram a amplificacao de
diferentes segmentos significativos nas amostrasssilpilitando uma possivel
classificacdo ao nivel de género. Em alguns casaxsdp a amostra ndo aparecia no gel,
a prova foi repetida pelo menos duas vezes pardiro@n que nao houve a

amplificacao.

1) 30al
30a2
30a3
- - - - - e 3lal
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 3122

31a3
31b1
31b2

32al
34al
35al
35a3
—600pb 1224-1
1224-2
1224-3
-
-

C-
C+

Amostras de banda Gnica C +AD

Marcador de peso molecular
vazio

vazio

vazio

Figura 11 - Revelagéo do gel das amostras isolasasdtante da PCR com os primers
rpoB1 e rpoB2.

As amostras que apresentaram apenas uma banddalefiinica (especificadas
na figura com um circulo) ap6s a reacdo da PCRmfoescolhidas para o
sequenciamento direto do produto. Tais amostrasuemte com as outras de bandas

multiplas foram também clonadas e o produto daagjem, seqtienciado.

10w 4==12eet3 14~ 15 16 17 18 19 oo’
. 30a3
3lal
31a2
31a3
31bl
31b2
32al
34al
35al
35a3
1224-1
1224-2
1224-3
C-
C+
C+AD
Marcador de peso molecular 100bp

Figura 12 - Gel da PCR, das amostras isoladas, efidam aos primers EWA-1 e EWA-2.
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1) 30al
2)  30a2
3) 30a3
4) 3lal
5) 31a2
6) 31a3
7)  31bl
8) 31b2
9) 32al
10) 34al
11) 35al
12) 35a3
13) 1224-1
14) 1224-2

Figura 13 — Gel do comportamento das amostras sgonimers GRP-1 e GRP-2.

6 7 8 9 10 11 1213 14 C-PM Gel A - 29F e 98F

- - - "“t" wy Gel B -338F e 531R
~{ 8 1) 30al
! 2) 30a2
3) 30a3
4) 3lal
5) 3la2
6) 3l1a3
7) 31b1
8) 31b2
9) 32al
10) 34al
11) 35al
12) 35a3
13) 1224-2
14) 1224-3
C -) Controle negativo
PM) Marcador de peso molecular 100bp

8 9 10 11213 4 C-PM

Figura 14 — Perfil das amostras submetidas aosepsiomiversais (29F/98R e 338F/531R)

Nas amostras clonadas, ap0s extracdo do plasnudicodnserto, avaliou-se o
tamanho das bandas em gel de acordo com o pesoutanldo fragmento. Aquelas que
apresentaram o peso molecular menor que o padtétp @través da extracdo de uma
colénia sem o inserto (azul), foram consideradaslequadas para o seqienciamento
(Figura 15).



Padréo
azul

A
Amostras inadequadas

I 0 O i S = N e
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1) 32alR1
2) 32alR2
3) 32alR3
4) 34a1R1
5) 34alR2
6) 34alR3
7) 35alR1
8) 35alR2
9) 35alR3
10)35a1R4
11)35a3R:

1) 31b2R1
2) 31b2R2
3) 31b2R3
4) 31b2R4
5) 31b2R5
6) 30alR1
7) 30alR2
8) 30alR3
9) 30alR4
10)30a2R1
11)30a2R2

1) 12243RC
2) 12243RD
3) 12243RE
4) 12243RF
5) 31alR1
6) 31alR2
7) 31alR3
8) 31alR4
9) 31alR5
10)31a1R6
11)31a2R1

12)35a3R2

13)35a3R3

14)1224-1RA
15)1224-1RB
16)1224-1RC
17)1224-2RA
18)1224-2RB
19)1224-2RC
20)1224-3RA
21)1224-3RB

22)Padréo (azul)

12)30a2R3
13)30a2R4
14)30a2R5
15)30a3R1
16)30a3R2
17)30a3R3
18)30a3R4
19)30a3R5
20)30a3R6

21)Padréo (azul)

12)31a2R2
13)31a2R3
14)31a2R4
15)31a2R5
16)31a2R6
17)31a3R1
18)31a3R2
19)31a3R3
20)31a3R4
21)31a3R5

22)Padréo (azul)

Figura 15 — Géis do material da extracdo e pugéiocados plasmidios provenientes da

reagdo com produtos da PCR realizada com os ioi@adrpoBl e rpoB2.
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3 10 11 12 13 14 15 2. 1) 12241a 12)35alG
1 g N B e ST 2 : . 2) 31b2A 13)35alH
3) 31b2B 14)35all
4) 31b2C 15)35all
5) 31b2D 16)12241EA
: 6) 35alA 17)12241EB
2 - . 7) 35alB 18)12241EC
8) 35alC 19)12242EA
9) 35alD 20)12242EB
10)35alE 21)12242EC
11)35a1F 22)Azul

Obs- amostras 1 a 15 (mix), amostra 16 a 21 (EWA)

Figura 16 — Gel do material da extragcédo e puriicagos plasmidios provenientes dos
clones transformados com varios produtos da PCR) @iambém com os iniciadores
EWA-1 e EWA-2.

Todas as amostras clonadas provenientes da amgéditicpelos primers EWA,
apesar de se mostrarem com um perfil constantefieidide apresentaram bandas
extremamente ténues quando submetidas a corrittafetética nos géis de agarose,

repetindo em todas as aplicagbes o perfil obsermadmura 16.

1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1) 34alA 12)34alM

2) 34alB 13)34al10
@ . @E S =y W R T s el a e 3) 34alC 14)34alP
4) 34alD 15)34alQ
5) 34alE 16)34alR
6) 34alF 17)34alS
7) 34alG 18)Padréo azul
8) 34alH 19)30ali
9) 34ali 20)30alJ
10)34alJ 21)30allL
11)34allL 22)30alM

8 910 11 12 1) 31a3S
2) 31a3T
3) 31a3u
4) 34alT
5) 34alu
6) 31a3G
7) 3la3H
8) 3la3|
9) 31a3J
10)31a3L
11)Padréo azul
12)31a3M

6) 30alH

bl el i
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10 11 12

0) Padréo azu

1) 31a3A 1) 30a2C

2) 31a3B 2) 30alA

3) 31a3C 3) 30a1B

4) 31a3D 4) Padréo azul
5) 31a3E 5) 31a3N

6) 3la3F 6) 31a30

7) 31a3N 7) 31a3P

8) 31a30 8) 31a3R

9) 31a3P 9) Marcador de PM
10)31a3R 10)Vazio
11)30alA

12)30a1B

Figura 17 - Géis do material da extracdo e pugfcados plasmidios dos clones
transformados com varios produtos da PCR (mix).

As amostras submetidas a reacdo de sequenciameatantnte do DNA
purificado apos as reagfes de PCR, ndo permitiram hoa qualidade de analise das
sequéncias génicas (figura 18). Todavia, aquelg8eseiadas apos a clonagem do
material obtido em plasmidios e purificacdo do ptodpossibilitaram a obtencao de
diversas sequéncias analisaveis cujo alinhamenfoesguisa no GenBank como
explicado nos meétodos, permitiu a identificacdo vdgias sequéncias bacterianas
pertencentes a familia Bacillaceae, principalmeéntgénerdacillus (Anexo 01).

Ultimas seqiiéncias Todas as sequiéncias

H20 length of 120 Seq. G20 length of 2A1 Seq.

Figura 18 - Qualidade e comprimento das sequérobtidas através da plataforma

gendmica (valor geral e do ultimo seqlienciamento)

Apesar da obtencdo de sequéncias de qualidade22dasmostras clonadas
submetidas a plataforma de sequienciamento, somengequeno percentual obteve os
atributos necessarios para a analise do cromatageam alinhamento. Entre as que
atingiram tal condicdo, podemos citar os varionesodas amostras 30al, 30a2, 31al,
31a2 e 31b2 para o rpoB; 30a2, 31b2 e 34al parg G, 30a2 para 0s primers
universais 98R e 29F; 30al, 31a3, 31b2, 34al emal531R e 338F.
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Ndo houve nenhum encadeamento com qualidade saiisfaapdés o
sequenciamento pela plataforma gendmica a parsr idolamentos originarios da
amostra 32a proveniente de Unai-MG. Assim comoanagstras 930, 956 e 1224 de

Sao0 Raimundo Nonato-Piaui.

Através da andlise do Blast, algumas amostras farantordantes com a

classificacdo bioquimica, outras apresentaram givexias inesperadas.

Com base nos iniciadores universais, ndo foi pekdiefinir as espécies,
considerando tratar-se de um marcador para o géMedavia, a partir dos primers
baseados no gene rpoB, a amostra 31lal, proverdentan coprolito de Unai/MG,
classificada convencionalmente coBibhurigiensis apresentou a seguinte similaridade

com o clone 30al1R3:

Max Total Query E Max

Accession Description score score coverage value ident
0i|118415003|CP000485.1 Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, complete genome 449 449 28% 0.17 76%
Qi|49328240|AE017355.1 Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27, complete genome 44.9 44.9 28% 0.17 76%

Este percentual, apesar de pequeno demonstra jdaxiencom o resultado

esperado, apesar da pequena sequéncia obtida.

Ja com o clone 30alR4, a similaridade encontradzefa mais significativa:

Max Total Query E Max

Accession Description ;
score score coverage value ident
CP000485.1 Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, complete genome 66.2 66.2 53% 1le-07 69%
AEO017355.1 Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27, complete genome 66.2 66.2 53% 1le-07 69%

Em contrapartida a mesma amostra (30al) em prodatpgenciados a partir da
PCR com diferentes iniciadores, apresentou-se coall® mais confiavel, mostrando
similaridade maior para outras espécies. Exemaldie a situacdo d@acillus firmus
com e-value de 8E-108 e score de nucleotidios idantes de 390 e apenas 6

nucleotideos discordantes para o clone 30al1C (pB6&F).

Essa mesma espécie foi sugerida como mais sinafaclones 30alA e 30all e
30alR com o primer 338F e 30alB, E, F, G, H, MJO, U, com o primer 531R com
e-value 2E-88 e 325 nucleotideos coincidentes. if@anéo, nesta mesma busca atraves

do BLAST, observamos uma similaridade idéntica jpamas d&acillus sp.



57
Os detalhes sobre os resultados dos alinhamergadpgramas, bem como o
percentual de similaridade e o E-value de todaseg&iéncias qualificadas devem ser
consultados no anexo 01.

Quanto as outras amostras bioquimicamente idesdidéis, ndo houve
concordancia com os dados obtidos pela andlisecoiate como pode ser evidenciado

nos resultados lancados no anexo 01.

Para a amostra 30a2, ndo classificada pelos métedosipicos, obtivemos
varias similaridades com sequénciasBaeillus depositadas no Genbank. Todavia, em
nenhuma houve similaridade de 100% ou proxima,noltese com o par de primers
98R e 29F, 13 clones semelhantes, sugerindo coenrtmagene ribossomal RNA 16S,
boa similaridade (E-values entre 9E-38 e 5E-35) ddacillus vortexe Bacillus
tipchiralis.

Outros clones, desta mesma amostra, resultante€Racom outros iniciadores
originaram sequéncias diferentes que obtiveramagiicihde em menor percentual com

Bacillus thuringiensig6 clones) éacillus clausii(1 clone)

A amostra 30a3, identificada bioquimicamente cdnevibacillus laterosporus

apresentou muito pouca identidade nos testes matesuealizados.

Por ouro lado, no comportamento do isolado 3latledambém n&o houve
identificacdo fenotipica definida da colbnia, apera clones, amplificados pelo
iniciador rpob, mostraram alguna similaridade conRBA 16S deB. clausii(E-value
3E-17). Entretanto o gene em questao, por seeoaado, € detectado comumente em

todos os membros da familia.

No alinhamento a partir da sequéncia dos clone€sld2, cepa bioguimicamente
identificada comd3.thuringiensisa maior identidade foi obtida também com a egpéci

B. clausii(E-value 0,078), tendo pouca similaridade ddsubtilis(E-value 0,29).

Nitida identidade e conformidade foi reconhecidamstra 31a3, identificada
como Bacillus sphaericusTodos os 15 clones obtidos com os diferentesuposdda
PCR realizada com os diferentes iniciadores aptasen o mesmo perfil, com um E-
value de 3E-106 e identidade de 385 nucleotideasinA a amostra pbde ser

comprovadamente confirmada com o resultado geootipi
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O isolado do coprdlito 31b, apds sequenciamentesapde confirmar o género
Bacillus evidenciando uma identidade de 342 nucleotideos &-value de 4E-93 para
Bacillus sp., propiciou ainda varios clones que sugeriramilaidade com diversas
espécies, embora ndo sendo possivel a confirmagdonehhuma, tais como

B.halodurans, B. licheniformis e B. thuringiensis

Em contraposicdo na amostra 32a, identificada ii@oatmente comdacillus
fusiformisndo houve nenhuma sequéncia aproveitavel, implissido o alinhamento

pelo Mega e a busca através do Blast.

Entre os varios clones obtidos da amostra bioqaiménte ndo caracteriada
34a, obteve-se 13 sequéncias reconhecidas pelkenpeedo par de iniciadores 338F-
531R, indicando na sua maioria um e-value de 2E{3929 6ligos coincidentes) paoa
gene 16S do RNA ribossomalysinibacillus fusiformise Lysinibacillus sphaericus
(Ahmed, et af®). Contudo, estas seqiiéncias também mostraram eysimmlaridade
com um clone d®acillus sp. ndo cultivavel (E-value 4e-111 e 401 dligantetos), o

gue denota que tais iniciadores sdo mais adeqyatas confirmacao do género.

Corroborando os resultados, o produto da PCR danmesmostra, com 0s
oligos GRP, apresentaram similaridade dgrsinibacillussphaericuslsto sugere que a

amostra provavelmente se enquadra nesta espéaiguna outra correlata.

No que concerne a amostra 35a, somente dois dossc@ibtidos possibilitaram
a aquisicado de sequéncias de boa qualidade. Amimstraram similaridade tanto para
0 género, quanto para a espécie, sendo o melhalue-wde 1E-104 com 377
nucleotideos idénticos paBacillus sp., € ambos para a espéaxillus azotoformans

com a amostra coincidindo com 352 bases analogasE-value de 2E-96.

Nas amostras 930, 956 e 1224 nao obtivemos se@déoocm qualidade para
alinhamento e pesquisa pelo Blast, sendo necess@vas tentativas de clonagens para

obtencéo de algum resultado.
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6. DISCUSSAO

6.1- Isolamento dos coprolitos

Com base nos experimentos realizados, salientais@laonento de organismos
pertencentes ao génemacillus e correlatos, de coprélitos antigos. Um ponto de
fundamental importancia foi a auséncia de cresdinate outras bactérias nao
esporuladas, o que afasta a possibilidade de umimmomacdo contemporanea. Por
sinal, esses achados encontram apoio nas pesai@sdseeland que, junto com sua

equipe, conseguiu isol&acillusde amostras extremamente antigas (Vreetarad®).

Os isolamentos bacterianos foram obtidos de capsotiom idade estimada em
cerca de 349@& 120 a 43Gt 70 anos, e em alguns sem datacdo. Em contrappsigsio
espécimens mais antigos, tanto nacionais como ncsijendo se obteve éxito de
isolamento de bactérias. Admite-se que tal fat@ aebpaldo nas condigbes ambientais,
como a influéncia da aridez do local ou por algatorf associado a longevidade do

esporo/composicéo do local de onde foi retirado.

A dificuldade de se obter um crescimento microbiao coprolitos chilenos foi
assinalada pelo Dr. Adauto José Gongalves de Af@djmunicacdo pessoal), que nao

conseguiu evidenciar parasitos nestes espécimens.

Os dados referentes ao éxito nos isolamentos p@dentomparados aos de
Cano e Boruckf® que descrevem o isolamento e a identificaca®atsllus viavel a
partir do tubo digestivo de uma abelha, com 25 anlBdes de anos, aprisionada em
ambar (resina de arvores fossilizadas) e encontnad®epublica Dominicana. Este
resultado foi favorecido pela natureza e excelpntservacdo do material examinado.
De forma similar salienta-se a investigacéo deeSbolaboradorés® que cultivaram
bactérias do solo da Sibéria (permafrost) em paiflades datadas de até trés milhdes
de anos. Aproximadamente 30% dos isolados se masiradapazes de formar
endésporos. Alids, os trabalhos realizados por [@ineee sua equip® endossam os
achados mencionados, ao obter o isolamento de aotéria desconhecida, formadora
de esporos, a partir de um cristal de sal de 2900e8 de anos. A analise genética
demonstrou que ela tinha similaridades com linhage®Bacillus marismortuaie
Virgibacillus pantothenticusTais resultados servem de apoio aos nossos ahado
inclusive pela presenca de bactérias de génerosddg ou correlatos.
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Em contrapartida, o trabalho de Christeeraf*? possibilitou o isolamento de
varias espécies bacterianas, inclusive Gram nexgatidio formadoras de esporos, tipos
bacterianos ndo encontrados na nossa pesquisavelmente isso se deve ndo s6 ao
fato da diferenca do material utilizado, como tambéatar-se de espécimens

congeladas a ~296 metros abaixo da superficierda te

Outro fator interessante foi a dificuldade na idfe@cdo dos microorganismos
obtidos recorrendo-se as provas bioquimicas maisugs, nas quais foi necessario
incluir outros testes menos rotineiros. Ainda asssrperfis obtidos ndo favoreceram
uma identificacdo conclusiva de todos os isolaBisnte desses problemas € possivel
que se trate de géneros ou espécies desconhemiddéando-se a mesma linha tracada
por Gatson e colaboradot&s que acabaram culminando na apresentacdo de uma

espécie ainda ndo descrita isolada de materiganti

Um dado importante € que as provas ora utilizadasoacentram nas reacdes
fenotipicas dos organismos conhecidos na atualidag®entando a chance de que
alguns isolados pertencentes a familia Bacillageare suas caracteristicas comuns
sejam, de natureza desconhecida, por seus pextisndinatorios.

Na tentativa de minimizar o problema, foram reaos testes de biologia
molecular, como a PCR com primers especificos pam@énero. Desta forma foi
possivel confirmar que se tratavam de microorgaméspertencentes a esta familia.
Entretanto, um bom numero de isolados ndo obteveepial significativo de
homologia com as espécies catalogadas, 0 que ae&ingla mais a possibilidade de
termos isolado espécimens ainda néo catalogados.

Considerando o problema do isolamento, salienteeseo nos trabalhos de
Gatson e colaboradoré$a importancia capital dos cuidados na esterilizatéavés de
autoclavacao de todo o material utilizado nos ewxpartos, associado a limpeza com
etanol 76 GL, de todas as camaras de seguranca biologidaskedl, utilizac&o e troca
periodica de luvas estéreis e jalecos descartabeisy como a esterilizacdo das
superficies usadas com ultravioleta. Esses proesdos foram, durante todo o tempo
da manipulagdo do material, monitorados utilizamedos de cultura estéreis.

Infelizmente, ndo se dispunha de sedimentos e peoeeniente do local de
coleta dos coprolitos para comparacédo, acreditayjnesseria bastante interessante no
momento dos estudos comparativos associados @engé® de possivel contaminacao.

Outro topico importante a ser enfatizado estd peodeicdo dos experimentos

em dois laboratdrios distintos, com equipes diasirg protocolos concordantes, ja que
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houve a confirmacdo do isolamento proveniente dmwdtitos tanto no setor de
Microbiologia do DCB-ENSP quanto no LaboratérioRisiologia Bacteriana no 10C.
As etapas iniciais de obten¢édo e semeadura dagramessolamento foram realizadas
no primeiro laboratério, e ficando o segundo cormacexdo das provas classicas de
identificacdo das amostras. Todos esses cuidadpsa@ntados por Drancourt &
Raoulf? como critérios de autenticidade necessarios aoperiexentos em

paleomicrobiologia.
6.2 — Analise Numérica

O estudo demonstrou que as estirpeBaellus sp. isoladas dos coprélitos séo
bioquimicamente heterogéneas, inclusive com difesercolonias obtidas de uma
mesma amostra. A analise numérica das caractadgilitidas nos testes bioquimicos e
fisiol6gicos revelaram 63% de similaridade entrésotados, agrupando em dois grupos

principais, A e B (Figura 19).

3041
31A4(2)(2.2)
930(4)
A [ %30(B
956
304(3)
l 3143
1224(1)
30402)
4' 3LA02)(2.1)
31401)
31B(1)
a —
3540(3)
B _| 1224(2)
1224(3)
[ 32401)(1.2)
L 35402)
1] ;D I I I I 1] AISZ I I I I 1] .‘IIS I I I I 1] ;ISS I I I I 1.IUD
Similarity

Figura 19: Dendrograma demonstrando a similaridade entrBamsllus sp. isolados
baseado nos dados da caracterizacdo bioquimicagdaeaersando o coeficiente de

similaridade simples e o algoritmo aritmético panderado de agrupamento aos pares.
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6.3 — Extracdo do DNA

A extracdo de um modo geral seguiu os cuidadosnredados por varios
autores, como no caso da nao utilizacdo de costpmsitivos, mas empregando em

contrapartida varios controles negativos (Dranc&uRaoulf?).

1-Fenol-cloroférmio

2-Dnazol

3- KIT GeneClean (BIO 101, La Jolla, CA)
PM — Peso molecular (100 pb)

Figura 20 - Separacéo eletroforética em gel a 1%gieose da extracdo direta do

material do coprdlito 1216a, negativo no isolamdraoteriano por cultivo.

A extracdo direta do material do coprélito, pel#dsrdntes técnicas, apesar de
aparentemente ter sido um sucesso quando compewadas resultados de Ubaldi e
colaboradore¥ que obtiveram o mesmo perfil na revelacéo (Fi@®a néo permitiram
posteriores métodos de identificacdo ou comparaéavés da PCR ou hibridacdo. A
cor marrom obtida nestas extracfes, mesmo aposssvae lavagens e precipitacoes,
bem como utilizacao de kits para purificagcdo de BN#ugere a presenca de diferentes
inibidores destas reacOes. Acredita-se que algupedmnte tenha dificultado as

reacdes subsequlentes.

Esses resultados sdo contrarios aos de Ifiiguelalocadore¥ que obtiveram
éxito ao tentar extrair material genético diretarredo coprolito por técnicas

semelhantes, sugerindo no futuro novas tentatimasautros protocolos.

Sabe-se que o DNA microbiano antigo é fragmentad906- pb e ha inversa
relacdo entre a positividade e o tamanho do alvan@urtet af®), razdo pela qual

tentamos diferentes alvos moleculares nas reagbBER.
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A dificuldade de obtencdo de resultados na amptifio pela PCR destes
aDNAs extraidos diretamente do coprdlitos, levoa-a tentar os protocolos da PCR
reconstrutiva sugeridos por lfliguez e colaboradgresio utilizando primers, mas
permitindo que a Taq polymerase e a T4 ligasezasde a reposi¢cao de nucleotideos
nos locais, possivelmente, degradados. Infelizmengsmo utilizando a técnica que
permitiu a essa pesquisadora eficiéncia na recgierdo aDNA (Ifiigue??), ndo foi
possivel obter resultados significativos ao realizavas reacdes da PCR do DNA

extraido diretamente do copralito.

Apesar dos problemas de degradacéo, possiveidondsi, modificacdes quimicas e
pouca quantidade de DNA (nanogramas), autores @marecourt & Raouff, apontam
para uma série de condi¢cdes positivas para preservdesse material, como a baixa
temperatura, DNA de bactérias com parede celula@cu® micdlico, ambientes secos e
o DNA encapsulado em esporos bacterianos. Na verdgoenas as duas Ultimas,
possibilidades foram aplicaveis em nossos estudos.

Quanto a extracdo a partir do material isolado hidiove dificuldade com nenhum
dos métodos utilizados, todos apresentando exeeditiéncia na obtencdo do DNA,
recuperado de bactérias viaveis e ndo mais terrdotedsticas consideradas de aDNA.
Apontamos, sobretudo, para a eficiéncia do métaddMAzol (Chomczynsket af*?),

que é de extrema rapidez, estavel e de facil efecuc
6.4 — Reacao com os primers 16S

A amplificagdo com o0s primers universais, sugeridpor Ubaldi e
colaboradore$, permitiu obter o maior nimero de sequiéncias s@ais que se
repetiram em amostras do mesmo isolado (anexd@kfa forma € evidente que estes
primers ndo s6 auxiliaram o estudo, mas que podeda &ervir como marcadores do

género e de qualidade dos experimentos realizados.
6.5 - Reacdo com os primers derivados do gene rpoB:

O generpoB que codifica g3-subunidade da RNA polimerase, tem servido
como uma sequéncia de identificacdo bacteriana, t@mo um I6cus de analise
filogenética. Além disso, opoB € um gene altamente conservado, e pelo menos um
exemplar esta presente em todas as bactérias,odewddseu essencial papel no

metabolismo celular (Qét a*%; Mollet et af®). Segundo Blackwoodt al*®® o rpoB
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como alvo é melhor alternativa, para discriminag@@smo entre espécies bastante

conservadas, como no casoBleereus B.anthracis

Bacillus anthracis o agente etioldogico do carbunculo hematico (aptr#oi
classificado taxonomicamente no grupo Ho cereus,incluindo também espécies
estreitamente relacionadas, cont thuringiensis e B. mycoides Embora a
manifestacdo patogénica e ecoldgica possa seeufiéeentre os membros do grupo
cereus o B. anthracistem um forte grau de semelhanca com a sequéncia @dd
espécies relacionadas. Além disso, estas espé&memdistinguiveis pela analise do
RNA ribossdmico, que é amplamente utilizada patades taxondmicos. Por estas
razdes, foi proposto que os membros do gmipoereusestejam envolvidos a partir de

um ancestral comum (@t af*>?).

Nas reacBes de baixa estringéncia, admite-se, deddne colaborador&® a
producdo de amplicons com um tamanho de 819 pb. Gase nesses dados
verificamos em nossa analise da PCR, a produca@mgéicons com grande variacdo

entre os isolados (figura 11), sugerindo a presdagstirpes diferentes.

Convém ressaltar que @t af®! indicaram as seqiiéncias dos primgmsB1
(5-CGTGTTATCGTTTCCCAGC-3") erpoB2 (5'-AAGATGATCGATATCATCTG-
3’), que foram utilizadas no presente ensaio. Estggiéncias foram derivadas de duas
regibes conservadas e correspondem aos nucleotid8@sa 1500 e 2281 a 2300 do
gene rpoB de Bacillus subtilis(GenBank acesso®ii?4376). E interessante que no
GenBank, descobrimos uma falha nestes iniciadarea,vez que os nucleotideos 2281
a 2300 deste gene apresentam uma sequéncia did#qtela publicada no artigo:
CAGATGATATCGATCATCTT. O gene rpoB inteiro se encamtlisponivel no anexo
02.

Como empregamos uma PCR com baixa estringéncianonaseqiéncia nao
tendo sido exatamente complementar aos iniciadofes, possivel encontrar
similaridade e com isso amplificar varias porcoe<DMA, como pode ser evidenciado

no anexo 01.

Outra estratégia utilizada foi o estudo do DNA tippe, que estd presente nas
células eucaridticas, mas também identificado ersraarganismos procarioticos.
Véarias copias da mesma sequéncia sdo observadasodom o genoma e Sao

classificados em duas grandes categorias: a répet& uma curta sequéncia (SSRs) e a
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repeticdo intercalada. Em ambas podemos notarmaiscdes rapidas e diversificadas
do que outras regibes gendmicas, as abordagenadbaseessas repeticbes podem
fornecer informagBes funcionais e evolutivas ddacfes genéticas em espécies
microbianas. Alguns tipos de SSRs representandounito locus e mostrando o
namero de unidades sequenciais sdo chamados ‘“eaniaimber of tandem repeats”
(VNTR) loci. Os VNTR sao constituidos de 9 a 100epade bases repetidos
sequencialmente em loci cromossdomicos e recentenferdam encontrados no gene
vItA de Bacillus anthracis O gene codifica uma suposta glutamina de 30 kba,em
proteinas, que inclui cinco polimorfismos diferéweis pelo numero de copias de 12
pb tandem repeat o que facilitaria a diferenciag@oB. anthracis de espécies
estreitamente relacionadas ou a identificacéo ésdtados (Kimet al**).

As repeticOes intercaladas VNTRs sdo maiores do parecem e sao
uniformemente dispersas em torno do cromossomalgnte, existem trés grupos,
bem estabelecidos em numerosas espécies bactearasrepeticbes denominadas de
sequéncias intergénicas enterobacterianas consmesiia repetitivas e sequéncias
extragénicas palindromicas repetitivas, foram ettadas em diferentes membros das

Enterobacteriaceaéim et af*).

Os marcadores VNTR sao analisados por meio da ceécRFLP
(“restriction fragment lenght polymorphism”), a 4ué& baseada em mutagbes que
alteram sequéncias no DNA de um individuo, de nipgenzimas de restricdo podem
perder a capacidade de clivar aquele DNA em posigdeda susceptiveis a clivagem
nos DNAs de outros individuos. Assim, individuosdgm ser diferenciados pelo
comprimento de seqUéncias VNTR do DNA gerados @pésdo de uma enzima de
restricdo. O padrdao de fragmentos é caracterisicdierdado por individuos

geneticamente relacionados, uma vez que a locabzdgs sitios de restricdo € tipica.

Como desvantagem, a tipagem de alelos VNTR reqik tegro e em
abundancia (100-500 ng), tornando praticamenteenyigixel a tipagem de amostras
biologicas antigas, degradadas ou com pouca qaaetide DNA. Devido a isso, na
atualidade, a metodologia é raramente utilizaddnestigaces genéticas (Gt¥se,
portanto ndo aplicavel de forma direta em nossodestPor outro lado, como sdo
sequUéncias presentes na maioria dos organismosmpservir como ponto de partida
para amplificacoes aleatérias, quando ndo se sali@neente 0 que encontrar na

amostra. Por esse motivo, escolnemos também dgessia nossa pesquisa.



66
A andlise de diferentes alvos moleculares e o seigimento dos amplicons
gerados, realizados neste estudo, corroboram camgastdes de Drancourt &Radtilt
para a realizacdo de um trabalho cuidadoso, refdocca credibilidade dos dados

encontrados.
6.6- Clonagem

A Escherichia colié uma bactéria hapldide contendo um dnico cronmosso
circular ligado a membrana plasmética. Essa maé&beIDNA mede cerca de 1,36 mm
que € uma centena de vezes maior que o diamettmactaria, razdo pelo qual se

apresenta sob uma forma compacta.

Os plasmidios presentes naturalmente em bactéadenp ser usados para
carregar genes clonados. Para purificar o plasnmdeéiouma bactéria € necessario
inicialmente, separa-lo do cromossomo bacteriarssind, o protocolo de lise alcalina
inicial, utilizado nesta pesquisa permitiu essasBfH0 jA que 0 cromossomo bacteriano
esta significativamente mais associado a protefnes vao precipitar com o sal
potassico do SDS. Todavia esse protocolo funcimalterado, por questdes de tempo
e facilidade de execucao, para o Kit PureLink™ uptasmid Miniprep, projetado
para isolar DNA plasmidial de alta qualidade (&i¢@ de células d&. coliem 30-45
minutos pelo mesmo tipo de metodologia anteriodakta permite uma purificagéo
maior do material pela passagem em coluna de ,gbécaitindo a obtencdo de um DNA

mais puro.

No caso da avaliagdo da corrida eletroforética plesmidios no gel para
definicho das amostras que iriam ser sequenciadege-se considerar que a
apresentacdo do DN# vivo consiste de uma forma muito espiralada, denomidada
forma | (“supercoil”) que migra rapidamente no g&s$. quebras mecanicas inevitaveis
na manipulagédo determinam que o DNA dos plasmgkadissocie, gerando a forma ll,
que migra lentamente no gel. Uma terceira forma& dé& a informacdo exata do
tamanho molecular do plasmidio, a forma lll, s6 gaér obtida por linearizacdo do
mesmo com uma enzima de restricdo que corta o DN ponto especifico. Todavia,
a migracao da forma lll pode ser calculada enttasaformas | e Il, aproximacao usada
em nosso trabalho.

Ainda considerando esta aproximacao, todos ostaglms das clonagens que

haviam aparecido no gel abaixo do valor do padréib (®etor plasmidial religado sem
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inserto), foram testadas e realmente na etapa goeseiamento apareceram sem
amplificacdo de fragmentos, confirmando, portanguspeita de delecdo em parte do
proprio plasmideo, ao invés de uma inser¢cao atdavésansformacao.

A partir da andlise manual das seqiéncias e dafindps primers alinhados foi
possivel retirar do encadeamento dos nucleotidgosles correspondentes ao vetor,
resultando somente a seqiéncia a ser analisadaneBhum momento conseguimos
evidenciar a presenca dos oOligos EWA1l e EWA2, apesa material ter sido
evidenciado no gel de agarose, a banda do plasmidegeralmente aparece na forma
circular fechada “supercoil” (enrolada) nao deficategoricamente a presenca do
inserto ou seu tamanho. Somente podemos definis@naia quando a delecdo € muito
grande e a migracado no gel ultrapassa a do paditézado (col6nia azul), por esse
motivo ndo se deve utilizar as amostras que sesapi@am abaixo deste marcador no
gel (ex. Figura 15).

Quanto aos resultados dos alinhamentos, ja conwntaib resultados, percebe-
se que a utilizacdo do maior niumero de marcadacégd a compreensao e a analise da
identidade do microorganismo. Diante desta premissssmo com a utilizacdo de
varios iniciadores sugeridos por véarios artigoskKSanet al*®®> Ubaldiet al®, Patraet
al*®® 1998, Qiet af®*, Kim et al*®), em muitos casos nao foi possivel definir a dspéc

do microorganismo isolado.

Esse fato corrobora novamente os estudos de Gatsmolaboradorés’
reforcando a certeza do isolamento de membros widlidaBacilaceae ainda nao

descritos neste material antigo.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo, diferente de todos os outrtigagas antes dele, permitiu,
por meio da padronizacdo de métodos simples deadin aerobiose, com meios de
cultura ricos, solidos e liquidos, o isolamento vdgias colonias bacterianas Gram
positivas a partir de esporos presentes em capsdlibm datacdo entre 3490 = 120 a
430+ 70 anos, periodo pré-colombiano, correspondertdeupacédo destes locais por
individuos agricultores-ceramistas.

Com base no banco de dados criado foi possivet@hesdo material mais
adequado para o trabalho de acordo com o sitidgag@es e volume do coprolitos.
Sendo que dos trés locais escolhidos para a pas@psnas nao houve isolamento
bacteriano dos coprélitos provenientes de Atacam&h#e, por sinal, material
considerado negativo em todos os estudos anteriores

Para se ter certeza da validade deste tipo delhlmb&gras rigidas de
biosseguranca e higiene devem ser empregadas, b a utilizacdo de contra-
provas, controles negativos e duplicagéo dos exieatios em diferentes lugares.

Foi possivel, com base nestas metodologias, obted 4l amostras utilizadas no
trabalho, nove com isolamento positivo, geranded@6nias bacterianas para a analise,
sendo que duas se tornaram inviaveis ao cultiviepos mas puderam ser utilizadas, a
partir do material criopreservado, para analisesmgar.

Destas 18 mantidas e reisoladas, todas foram eragleed na familia
Bacillaceae, mas se mostraram de dificil tipagem pelos métobiogjuimicos e
moleculares empregados, sugerindo se tratar emmsalgasos de cepas ainda nao
catalogadas: algumas que diferem em parte dasigudam atualmente e outras que
possuem pouca homologia com as atuais.

A importancia de se conjugar os varios métodosldetificacdo, convencionais
e moleculares, aumenta as possibilidades de éritmomento de correlacionar os
diferentes espécimens encontrados.

A andlise de todos os dados possibilitou ndo samearcluir que as amostras
isoladas se tratavam de representantes do gBaeriitus ou correlatos, mas em alguns
casos definir a espécie de maior homologia, demardd que estas metodologias
conjugadas permitem este grau de definicdo e géepsssivel, no futuro, um estudo
mais minucioso da microbiota antiga associadaearaaterial.

O amadurecimento durante esta pesquisa permitienéet as grandes

possibilidades que acenam no cenario de estudeejapresenta. Entre elas podemos
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citar a possibilidade de investigar possiveis faseslucionarias de doencas, entre
vetores e reservatorios; agentes desconhecidogidiengas do passado; potencial para
auxiliar na compreensao da emergéncia e re-emeagé@ec doencas infecciosas e
projetar modelos preditivos destas emergéncias; bemo o estudo da microbiota
humana e animal e de mudancas nos microorganisipagiada utilizacdo de agentes

antimicrobianos.
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8. PERSPECTIVAS
Perspectivas futuras (futuro-préximo)

Podemos avaliar hoje o trabalho como um primeirsspadentro deste novo

campo, com certeza um marco inicial para muitdsatheos que estéo por vir.

* Realizar o alinhamento de todas as amostras cogeress que deram origem aos
primers utilizados. Esse procedimento terd o iatdé verificar possiveis mutagfes

e/ou delecbes que possam ter ocorrido nestes especi

» Definir outras possiveis provas para identificaraa®stras isoladas e caso sejam
realmente desconhecidas, publicar as seqlénci@grjante com as provas classicas

requerendo entdo o registro de espécies aindaas@otds.

e Utilizar amostras de referéncia para pesquisaraiiti@des entre as regides VNTR
a partir dos primers usados como no experimentizaela por Patrat al*® usando
também enzimas de restricdo para definir melhograpos VNTR das amostras

isoladas.

» Aperfeicoar os atuais métodos moleculares pardifib@gédo de espécies, avaliando

novos alvos genémicos
« Depositar as sequéncias obtidas no GenBank.

» Ajustar o banco de dados criado a um sistema dml@dendados relacional ou semi-
estruturado, oferecendo uma interface de facilsacesn rede para o pesquisador
gue deseje dados gerais e especificos sobre asrasndisponiveis no laboratorio.
Temos a perspectiva de realiza-lo ainda este gosteriormente juntar ao banco a

fotografia ou o desenho original dos coprolitos
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ANEXO 01 — Grau de similaridade obtido pelo BLA%Iinhamento e dendrograma das
sequéncias obtidas de acordo com o primer encantrad

Primer: rpoB1

Amostra 30alR1: sem identidade
Amostra 30al1R3:

Accession Description Max Total Query E  Max

score score coverage value ident
Synthetic construct Bacillus anthracis clone FLH23.01L BA1622

0i|118410557|EF040160.1 449 449 28% 0.17 76%
gene, complete sequence
0i|118415003|CP000485.1Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, complete gere 449 449 28% 0.17 76%
Qi|49328240|AE017355.1 Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 7-@omplete genome 44.9 44.9  28% 0.17 76%
gi|50082967|AE017334.2 Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor', comptgtaome 449 449 28% 0.17 76%
gi|49176966|AE017225.1 Bacillus anthracis str. Sterne, complete genome 44.9 449 28% 0.17 76%
gi|51973633|CP000001.1 Bacillus cereus E33L, complete genome 449 449 28% 0.17 76%
gi|30260185|AE016879.1 Bacillus anthracis str. Ames, complete genome 449 449 28% 0.17 76%
30alR3 143 TTTGEGEATCAACTTTTGTTCITGTTCARAATGCAATTGCTTTITTAGAACCCITTTICTIT 202
EF040180 56 = = c.eeeens G.T..G...-- B8 Ecoocooanoos T..6T....C5.T.GC..4...4A.. 115
CPOO0O48S 1590300 ........ BoloclBzamac EEdCscco0mocooac T..6T....06.T.6GC..A...4A.. 1550241
AE017355 1567138 ........ G.T..G...-- B85 Econcooonoos T..6T....CG.T.GC..4A...4A.. 1567080
AE017334 1540938 ........ G.T..G...-- B8 Ecoocooanoos T..6T....C5.T.GC..4...4A.. 154058339
AEQ1722 1540952 .....-..- BoloclBzamac EEdCscco0mocooac T..6T....06.T.6GC..A...4A.. 1540893
CPOO0001 1565757 .c.eeewen G.T..G...-- B85 Econcooonoos T..6T....CG.T.GC..4A...4A.. 1565698
AE016879 1540875 ........ G.T..G...-- B8 Ecoocooanoos T..6T....C5.T.GC..4...4A.. 1540816
30alR3 203 TTARTGEIGTICGATIT 218
EF040160 1168 @ ...e.oee. A....C.. 132
CPOO048S5 1590240 ........ enoalBac 15380224
AE017355 1567079 ........ A....C.. 1567063
AE017334 1540938 ........ A....C.. 15405822
AEQ01722 1540892 ........ enoalBac 1540878
CPOO0OO1 1565697 ........ A....C.. 1565681
AE016879 1540815 ........ A....C.. 1540793

@ 5081 R3_5eq02_rpoB1_JOS.

» Stnthetic construct Barillus a

@ Bacillus huringiensis st AlH.

@ Bawillus thuringiensis serovar .

D » Barillus anthracis st ames o

# Barillus anthracis st Steme, ©

+ Baxillus anthracis sfr. Ames, c.

Blast names color map
B cther =cauences

- - Bacillus cereus E33L, comple...
B [Firmicoes
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Amostra 30alR4:
Accession Description Max - Total L E value '_Max
score score coverage ident
CP000485.1 Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, complete gere 66.2 66.2 53% le-07 69%
AE017355.1 Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 7-2omplete genome 66.2 66.2 53% le-07 69%
AE017334.2 Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor', comptgteome 66.2 66.2 53% le-07 69%
AE017225.1 Bacillus anthracis str. Sterne, complete genome 66.2 66.2 53% le-07 69%
CP000001.1 Bacillus cereus E33L, complete genome 66.2 66.2 53% le-07 69%
AE016879.1 Bacillus anthracis str. Ames, complete genome 66.2 66.2 53% le-07 69%
AE016877.1 Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome 64.4 644 53% 3e-07 69%
AE017194.1 Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome 59.0 59.0 53% le-05 68%
EF040160.1 Synthetic construct Bacillus anthracis clone FLA230.01L BA1622 gene, complete sequencé7.2 57.2  25% 5e-05 73%
CP000764.1 Bacillus cereus subsp. cytotoxis NVH 391-98, cateobenome 53.6 53.6 20% 6e-04 7%
CP000557.1 Geobacillus thermodenitrificans NG80-2, completagme 50.0 50.0 23% 0.008 71%
30alR4 1z TTCCCAGCACTGRARARTARAGCAGCTGATGAATTAGCAAGAGCTGCTATTCGTA-ARRRAC 70
CPO00485 1590424 ....RA..T.G.Cucuueun.. i Gevun T...RARR..... -.T..C....T 1590366
RE017355 1567263 R P - o i Gevun T...RARR..... -.T..C....T 1587205
BAFE017334 1541122 PO A N | T...RRR..... -.T..C....T 15410684
REQ1T22 1541076 P A N N [ £ T...RRE..... -.T..C....T 1541018
CP000001 1565381 JR W B c N o o Guovuns T...ARR..... -.T..C....T 1585323
REO16879 1540939 JR W B c N o o Guovuns T...ARR..... -.T..C....T 1540941
RE016877 1558511 JR W B c N o Teevnnnnnnnnnnns T...ARA....-..T..C....T 1558453
RE017194 1666713 JR W B c N o 10 T...ARR..... -.T..C....T 1666655
30alR4 71 GARCAGRARGGGARAGARRAATGARAARATCTACTITGTTTIGCTGATACGAGCTTG-CTA 129
CPO00485 1590365 T...G.———...T.T..GTG-........ GA.———.G.A..... cc.-.IC....TA... 1590314
RE017355 1567204 T...G.-———...T.T..GT6—........ GA.———.G.A..... cC.-.TT....TA... 1567153
RE017334 1541063 T...G.-———...T.T..GT6-........ GA.———.G.A..... cc.-.TT....TA... 1541012
RE017225 1541017 T...G.-———...T.T..GT6....u... GA.———.G.A..... CC.-.TT....TR... 1540966
CPOOOO001 1565822 T...G6.—...T.T..GIG-........ GR.——.G.A..... CcC.-.IT....TA... 1565771
BEQ16879 1540940 T...G.——- T.T7..GIGu.uunnnn GR.-——.G.A..... CC.-.IT....TA.. 1540a8
BE016877 1558452 T...G.-——...T.T.-.GTGuu.ucun.. ———GAG.G.B. ... cC.-.TT....-—-.. 1558404
BE017194 1666654 T...G.-——...T.T..6TG-..cu... GR.-—-.G.h..... CC.-.TT....——-.. 1666608
EF040160 37 . T 4z
CPO00557 1279587 ... CIT..T...-..G 1279570
30alR4 130 TTAGTTG---CICTCGTTIGGGEATCARCTTITTGTICTTGTICARAATGCARTTGCTTIIT 186
CPO00485 1590313 ..T..CT-——..T.TRA........ G.TuuGuuun. o= o T..5T....C 1590257
RE017355 1567152 ..C..CT-—..T.TA........ G.TuuGuuun. o= o T..5T....C 156709%
RE017334 1541011 ..C..CT-—..T.TA........ G.TuuGuuun. o= o T..5T....C 1540955
RE017225 1540965 ..C..CT-——..T.TRA........ G.TuuGuuun. o= o T..5T....C 1540909
CePoooool 1565770 ..C..CT—..T.TA........ G.T..G...u. L T..GT....C 1565714
REO1687% 1540888 ..C..CT-——..T.TRA........ F.T..G..... L T..6T....C 1540832
BEQ16877 1558403 ...T...ICT..T.TRA........ L€ 10 R c SR L€ 19 C..T..5T....C 1558344
BE017194 1666605 ...T...TGT..T.TRA........ G.T..Buuun. [oc 0 oS T..5T....C 1666548
EF040160 43 waCa i CT——=. T TR e eennns GuTuuGunnnn [oc 0 oS T..5T....C 99
CPO00764 14270896  eeeenans G.T..Buuun. CBuvnnnnnnnnnnnnns GT.A. 1427053
CPO00557 1279569 GC...C.——-.GT....C..... G5.6..6..C..C6.C..Cuuruunn. C...T.C... 1279513
30alR4 1z7 TTAGRRCCCTTTT-CTITTTARTGECGTICSGATTTCTTAT 224
CPO00485 1590256 G.T.GC..R...RA...cueunn. TA Covu—uu.. 1590220
RE017355 1567095 G.T.GC..RA...RA—...cueen.. TA....C..u-.... 1567059
RE017334 1540954 G.T.GC..A...RA—...uven.. TA....C..u-.... 1540918
AE01722 1540908 G.T.GC..A...RA...ouvuunn TA. Cuve—uwn. 1540872
CEOOO001 1565713 G.T.GC..A...A—.......... TR. Cuve—uwn. 1565677
BEQ1687S 1540831 G.T.GC..RA...A—...iinnannn TR. Cava=aww. 1540755
RE016877 1558343 G.T.GT..RA...A-.G...cv... TA....C..u-.... 1553307
RE017194 1666545 G.T.GT..A...A-.RA........ TA.A..C.uu-u... 1666509
EF040160 100 G.T.GC.. A B eennennns TA....Covu=uu.. 136
CPO00764 1427052 Guo—wouTeuu... B.A..... C.CTA - 1427016
CEO00557 1279512 weuuenn. GC.G.=.Guuun. 1279493
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& Geabacillus thermo denifrifican
@ 3081 R4_seq02_rpoE1_JO 5.
# Bacillus cereus ATCC 14579, C
¥ Bacillus cereus ATCC 10957, ¢
o Bacillus thuringiensis st AlH
¥ Bacillus thuringiensis serovar.
* Spnthetic construct Bacillus a.
@ Baillus anthracis sir. " ames 4.
o Bacillus anthiracis st Sterme, o
 Bacillus cereus E35L, comple...
¥ Bacillus anthracis s, Ames, c.

@ Baillus cereus subsp. cvtotosi

Amostra 30a2R1: pouca identidade
Max Total Query E Max

Accession Description score score coverage value ident
i|161345222|EU137645.Bacillus subtilis strain SV 1-6 RpoB (rpoB) genartal cds 372 372 8% 0.17 100%
0i|116563649|EF015382.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 1A-2 Rp@BoB) gene, partial cds 372 372 8% 0.17  100%
0i|116563577|EF015346.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4ALFAB (rpoB) gene, partial cds37.2 37.2 8% 0.17  100%
0i|116563575|EF015345.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4AL6AB (rpoB) gene, partial cds37.2 37.2 8% 0.17  100%
0i|116563563|EF015339.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4A1L00B (rpoB) gene, partial cds37.2 37.2 8% 0.17 100%
0i|116563525|EF015320.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC2A100B (rpoB) gene, partial cds37.2 37.2 8% 0.17 100%
0i|18104655|AF458684.1 Bacillus subtilis isolate RS-D-2 RpoB (rpoB) gepattial cds 372 372 8% 0.17 100%
0i|18104651|AF458682.1 Bacillus subtilis isolate RO-FF-1 RpoB (rpoB) gepartial cds 372 372 8% 0.17  100%

& gacillus subdilis strain SU 1-5.
* Barillus subfilis subsp. subdilis
> Bacillus subfilis subsp. subtilis.
* Bacillus subdilis subsp. subdilis.
w Bacillus subilis subsp. subdilis
@ Bacillus subtilis subsp. subdfilis.
# Bacillus subfilis isolate R5D...

"> Bacilluz subtilis izolate RO- FF..
Blast names color map

T [firmicutes
I | <n own

@ 30a2R1_5eq02_FpoE1_J05,

Amostras 30a2R2, 30a2R3, 30a2R4, 30a2R5: sem iddatde
Amostra 30a3R4: sem identidade
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Amostra 30a3R6: pouca identidade

Accession Description S'\Q%e 'Sl'gct)?(le Cgﬁg e v a%ue icje_ar)1(t
i|161345222|EU137645 Racillus subtilis strain SV 1-6 RpoB (rpoB) genartial cds 372 3712 7% 0.21  100%
0i|116563649|EF015382.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 1A-2 Rp@BoB) gene, partial cds  37.2 37.2 7% 0.21  100%
0i|116563577|EF015346.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4A170B(rpoB) gene, partial cd87.2 37.2 7% 0.21  100%
0i|116563575|EF015345.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4A160B(rpoB) gene, partial cd87.2 37.2 7% 0.21  100%
0i|116563563|EF015339.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4A100BRp(rpoB) gene, partial cd87.2 37.2 7% 0.21  100%
0i|116563525|EF015320.Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC2A100Rp(rpoB) gene, partial cd87.2 37.2 7% 0.21  100%
i|18104655|AF458684.1Bacillus subtilis isolate RS-D-2 RpoB (rpoB) gepartial cds 372 372 7% 0.21  100%
0i|18104651|AF458682.1Bacillus subtilis isolate RO-FF-1 RpoB (rpoB) gepartial cds 372 372 1% 0.21  100%
0i|32468687|299104.2 Bacillus subtilis complete genome (section 1 gf &#bm 1 to 213080 372 372 1% 0.21  100%
qi|46019147|AJ586566.1g;‘lil'r':n“esr ;::tt')'('ft ;Lé?]Z?ﬁ,S;?SiI:Lpl\jgé;llrggB gdoeDNA-directed RNA 575 375 794 021  100%
Gl4023601L243761 o gane. 3 ond, compiote ddm e 812 312 T% 021 100%
0i|163860210|CP000903 Racillus weihenstephanensis KBAB4, complete genome 35.3 353 6% 0.79  100%
0i|152022606|CP000764 Racillus cereus subsp. cytotoxis NVH 391-98, cortgpteenome 35.3 353 6% 0.79  100%
0i|118415003|CP000485 Racillus thuringiensis str. Al Hakam, complete ger@o 35.3 353 6% 0.79  100%
0i|49328240|AE017355.1Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-@omplete genome 35.3 353 6% 0.79 100%
0i|50082967|AE017334.2Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor', compigtrome 35.3 353 6% 0.79 100%
0il49176966|AE017225.1Bacillus anthracis str. Sterne, complete genome 35.3 353 6% 0.79 100%
0i|51973633|CP000001.1Bacillus cereus E33L, complete genome 35.3 353 6% 0.79  100%
gi|29899096|AE016877.1Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome 35.3 68.7 12% 0.79  100%
0i|30260185|AE016879.1Bacillus anthracis str. Ames, complete genome 35.3 353 6% 0.79  100%
Qil42740913|AE017194.1Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome 35.3 353 6% 0.79 100%

30a3R6 1 CEIGITATCGTITICCCAGCGTTACTACATCCTTIGEAATGECCGETGCGATCARAGEETA A0
ET137645 340 3 .cccecccccucesacsa=a 358
EFDIS3R2 330 2 oo iamiaaiaaaaaa--- 348
EF015346 330 2 .ccceccccccccaaaaa-- 348
EEDIS24S 330 0o aaaaiaaaaaa--- 348
EF0IS3E3% 330 = oo aaaaiaaaaaa--- 348
EF0IS220 330 2 = oaaeiaeiaaiaaaaaa--- 348
AF458684 172 2 ceieeesssseaseasaas 130
AF458682 172 2 .ceesssmsssssssassas 130
299104 12ARNE oocooccooccoosoosooac 22327
AJSE65HAG 349 2 0 seeesemsssssssassas 367
L24376 16fd#  ococooccooccoscsoosoooc 1500
CPOOO203 114352 2 cccecceccucceama=== 114349
CPO00T64 115094  .eeeeeneevennnanna 115111
CPO00485 114508  .ceeeeenssssnssasss 114524
AEOIT355 134516 2 occo--e-ii-aa-aaa- 114533
AE01T7334 108784  .eeveenenvcnneanns 108801
AEQ1722 A B B S R o e e e logao02
CPOOOO0Q] 10B779  ccceececeecccaena- 1087396
BEQIGATT 114301 .ccccccceeccsaa=== 114318
AEO16879 10B784 @ .ceeveeneevenssanna 108801
AE01T7194 10B78BE .eewsemssssnssasns 108803
30a3R6 61 AGATGGECTAATTTACGCTAGERALAGGRAGCTTGCAGRCATGEAGRAGAGTCACRE 1146

AE01&877 2175481 0 i eiesessssssanana 2175497



Blast names color map
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Amostra 31alR3: sem identidade

Amostra 31a2R6:

91

* Bacilluz subdilis sfrain 51 1-6.,

» Bacillus subdilis subsp. subdilis.
o Bacillus sublilis subsp. subdilis.
3 Bacillus subdilis subsp. subdilis.
> Baillus subdilis subsp. subdilis.
“* Baillus subdilis subsp. subdilis.
o Bacillus subdiliz isolate RS-D..
2 Bacillus subdilis isolate RO-FF.
¥ Bacillus subdilis complete gen...
@ Bacillus subdilis subsp. subfilis.

* Bacillus subdilis ibosomal prot
& Bacillus weihenstephanensis K
@ Bacillus cereus subsp. cytotoni
# Bacilluz thurinaiensis st &l H.
" Bacillus thuringiensis seravar.
“# Bacillus anthracis str.’ ames &,
2 Barillus anthracis st Sterme, ¢
> Barillus cereus E33L, comple...

* Baillus cereus ATCC 14579, ¢
@ Bacillus anthracis st Ames, .

¢ Bacillus cereus ATCS 10957, ¢

@ 03 RE_5eq02_tpoB1_JOs5.

Max Total Query E
score score coverage value

Accession Description
gi|56908016|AP006627.1 Bacillus clausii KSM-K16 DNA, complete genome 39.1
0i|161345222|EU137645.1 Bacillus subtilis strain SV 1-6 RpoB (rpoB) gepartial cds 37.2
gi|157679556|CP000813.1 Bacillus pumilus SAFR-032, complete genome 37.2
gi|154350369|CP000560.1 Bacillus amyloliquefaciens FZB42, complete genome 37.2
gi|116563649|EF015382.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 1A-2 RpBoB) gene, partial cds 37.2

[¢¥]
N

gi|116563577|EF015346.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3EC4A13dB (rpoB) gene, partial cds37.

gi|116563575|EF015345.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3SEC4AL60B (rpoB) gene, partial cds37.2
gi|116563563|EF015339.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3SEC4AL00B (rpoB) gene, partial cds37.2
gi|116563525|EF015320.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3SEC2AL00B (rpoB) gene, partial cds37.2
gi|18104655|AF458684.1 Bacillus subtilis isolate RS-D-2 RpoB (rpoB) gepartial cds 37.2
gi|18104651|AF458682.1 Bacillus subtilis isolate RO-FF-1 RpoB (rpoB) gepartial cds 37.2
gi|32468687|299104.2 Bacillus subtilis complete genome (section 1 of #bm 1 to 213080 37.2
0il46019147|AJ586566.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis partial rpoB géaeDNA-directed RNA 37.2

polymerase beta chain, strain LMG 7135

30a2R6 1 CEIGTIATCGITICCCAGC 19
ET137645 340 3 weveeeceasassanenes 358
EF015382 330 00 wevveavcssnsoaneees 348
EF015346 330 3 ceveeeveasosmaneans 348
EF015345 330  wevveevcssnmoaneees 345
EF015339 330 0 wevocescesnsmaneees 348
EF015320 330 weveeaceasoassaneess 348
BFASEE84 172 ceeeesasesmeneasans 130
AF458682 172 3 cesscesscansscassas 130
Z99104 122309 wevenccencaanncnnns 122327

AJSE6566 349 2 0 ceeieececscssmsssaea 3a7

107  17% 0.078

372 4% 0.29
70.6 9% 0.29
37.2 5% 0.29
37.2 4% 0.29
37.2 4% 0.29
372 4% 0.29
372 4% 0.29
372 4% 0.29
37.2 4% 0.29
37.2 4% 0.29
37.2 4% 0.29
372 4% 0.29

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%
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» Baxillus subtilis stain SU 1-5

* Bacillus subdfilis subsp. subftilis,

= Barillus subiilis isolate RSO

@ Baxillus subfilis subsp. subfilis.

@ 3152 RE_52a01_RPEOI_JIOS

Max score Total score Query coverageE value Max ident

Amostra 31b2R4:

Accession Description
BA000004.3Bacillus halodurans C-125 DNA, complete genome91.5 915 80%
CP000002.3Bacillus licheniformis ATCC 14580, complete genoB8&0 86.0 34%
AE017333.1Bacillus licheniformis DSM 13, complete genome 86.0 86.0 34%
CP000813.1Bacillus pumilus SAFR-032, complete genome 66.2 66.2 34%
AP006627.1Bacillus clausii KSM-K16 DNA, complete genome 53.6 53.6 13%

31b2R4 11 TTTCCCAGCGTTTATTGCGCATTCTITGT TGATTGTATTAATACCAACGGTTICTGARAC
BAOOOOO4 893803  .eeen... (= C..C..AC..C...CG..T..... (S GG.A. .GG.
31b2R4 11 CTATGCARRACGAGATATGTCGAT--GT TACAAACCT TACTACAGCARGT GATGALALTA
BAOO0OO4 893863 ....T.G..56.T..Ce0.——2..CG.C.5...C6GC.TT. .AC.A.Teuun.. CICGG
31b2R4 123 ACATTTATGTACGGCATCCCTGCCTGIG-TCATITTTTATTATTICGCAGRACCA-CTCA
BAUUUUUA 893921 [ J - S, . T T |, N - S J - - S Teueuns C-...G.G..6G.
31b2R4 127 CTCATATITTCTTTGAATCAGCATCAGCAACCGTGTATTTGCARATGCTATGGCCTITATT
BAO00OOO4 893979 BAG.T.GuuTeuunn. G.CT..C.T..66.TeoCuuCuuunns C.T..CGIT..A
CPOOO00Z2 1554025 i TeGeuunn G
LEC17333 1553876 L. TuGeunnn G
31b2R4 247 TTTTATICCATTTCTTCATGATTCCARTGCAGGCTTTTICTAATTGETCTCGGTTTAGTAR
BACOOOO4 894039 .C..C..T..C..T...G.C..... Gevuwus A..C...T.G..C..... T..GRA.GA.G.
CEO00002 1554043 .evvennn.. CuoTeuTBC. . oGeTT.Tuuun C.G.T C..AR.G..G..G.CC
LF017333 1553894 ..oven.... C..T..TGC...G..TT.T..... C.G.T C..AR.G..G..G.CC
31b2R4 307 BAAGATGCATTTATICATAATATATGETCAACTGTCGTCTCATTTGEAATTATGTTCGCCT
BAOOOOO4 394099  .G..... G...TAC...TCGG.T...G.C..A..G..T..T.AC.TGC.C. . . .AT.TGC
CEO00002 1554103 .vvw... T TBuuunn. G.T...6.C.Guw..T.A..G. .. TIG. .G. .. LAT.TIC
LE017333 1553954 ..u.... TeoTBuuunn. C€G.T...6.C.GuveoT Ao .G . . TIG. .Gu .. LAT.TIC
31b2R4  3a7 TAGGTICGATGCARACATTGCARATGEAGGGRATCATTATTGGTATGAACRTGGGAGCTG
BAO00OO4 894159 CowBuvennns CuCR.CoBernnnnn. Bevennnnnnnn Covennnnn T.CA..TI.TC
CPO00002 1554163 .C..G..Ceuv... GeoTeun.. [=JR ¥ S - S C...CB.....

LE017333 1554014 .C..G..C..... GeuTeun.. G...BC...Gueuunn. C...CG.....

31b2R4 127 TCTTACTTGCCCTCATGCATT 447

BACOOOO4 894219 .. A.GT.GR.Guveveennns 594239

128
893920

186
893978

246
594038
1554042
1553893

308
594098
1554102
1553953

366
894158
1554162
1554013

426
§94218
1554211
1554062

4e-15
2e-13
2e-13
le-07
9e-04

65%
70%
70%
67%
76%
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Eacillus haladurans © 125 O

i 51b2R4_seq0z_rpoE1_Jos.

- » Basillus licheniformis ATCC 1.

Eacillus licheniformis DS m 15,

Amostra 31b2R5:

Accession Description Max score Total score Query coverageE value Max ident
CP000813.1Bacillus pumilus SAFR-032, complete genome 60.8 60.8 10% 4e-06  92%
BAO00004.3Bacillus halodurans C-125 DNA, complete gendbie3 51.8 10% 0.002 87%

31b2R5 338 GEAGEGEATCTCTTGGARARACGTOGARCATTTTTARGEATAT 378
CPOOOB1S 2059513 ...evennnn Mecooocooocoomoac Looooc Eenocoooc 2059473
BAOOOOO4 1720819 ..eeveievemsnnanonnas GA....-c.-.- C..hA..C.. 1720859

Bacillus halodurans ©- 125 D,

S 51b2R5_seq0Z_IDOE1_JOS

Eacillus pumilus S4FR 052, c

Primer: rpoB2

Amostras: 31alR2, 31al1R5, 30a2R2

Accession Description ﬁe Total score Cgﬁl e iue me%
AB201800.1 Bacillus clausii gene for 16S rRNA, partial sequerdone:M-29-A  87.8 87.8 52% 3e-17 100%
AB043843.1 Bacillus sp. 17-1 gene for 16S rRNA 86.0 86.0 51% le-16 100%
AB201801.1 Bacillus clausii gene for 16S rRNA, partial sequerdone:M-29-B  80.6 80.6 48% 5e-15 100%
AB043840.1 Bacillus sp. 135 gene for 16S rRNA 734 73.4 43% 7e-13  100%
AB043845.1 Bacillus sp. 27-1 gene for 16S rRNA 48.2 48.2 28% 3e-05 100%



*1 44 CEAATTCCAGCACARCTGRCGEOCGTITACTAGTGGATCOGAGCTCOGGTA 91

LERaEY  1SiE cooocooocooooooocooooooocooooooocoo0oOOoCo000OO0E 1542
mefidaieEl  alSil oocooocooooooocooooooocooo0oooCoO00OOoCCo000OO0E 1358
IsE . 1SiY  sccoooooocooooooooccooooooocooooooooo0ooooo: 13a0
1 ] e I P P 1554
1 e s I o 1541

Blast names color map
I (rknown
I [firmicut=s

Amostras: 31a2R3, 31a2R2 (: pouca similaridade

@ Bacillus clausii gene for 165 1.

* Bacillus sp. 17- 1 gene for 165

+ Bacillus clausii gene for 165 r.

w Bacillus 5p. 155 gene for 1651

> Bacillus sp. 27 1 gene for 165

31e1RZ_SEQOI_RPOEZ_JO

Accession Description Max — Total Query E .Mﬂ
score score coverage Vvalue ident
EI:203473_lPaenit_)aciIIus larvae strai_n DSM 3615 RNA polymetaesta 374 374 30 0.78  100%
= subunit (rpoB) gene, partial cds
EI:203472_lPaenibaciIIus larvae suk_)sp. larvae strain DSM _'RISA 374 374 3% 078 100%
= polymerase beta subunit-like (rpoB) gene, parégugnce
799104.2 gtls\gglil;g subtilis complete genome (section 1 of #bm 1 to 374 374 3% 078  100%
Bacillus subtilis ribosomal protein L7/12 (rplL) e, beta subunit o o
L24376.1 of RNA polymerase (rpoBC) gene, 3' end, complete Btend 314 374 3% 0.78 100%
*2 1 RAGATGATCGATATCATCIG 20
EF203473 BO0 3 ccccccccccccacamaan- 781
EF203472 B0l =  ccoceceecaccncaaaa-. 782
£99104 UEEEY  coooccoococcocoooooc 123108

124376 AR} coocooococoocococooooooc 2281

94

Links



Blast names color map

[
I | i<novn

I [Frmicutes

Primer: GPR-1
Amostras: 30a2A, 30a2C, 30a2E, 30a2F3Q’.*

CP000485Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, cogbplgenome

AE017355Bacillus thuringiensis serovar konkukian $7-27, complete genome

AE017334Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestornplete genome

AE017225Bacillus anthracis str. Sterne, completoge

CP000001Bacillus cereus E33L, complete genome

AE016879Bacillus anthracis str. Ames, complete gamo

AE017194Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome

L48554Bacillus anthracis (strain Vollum) vrrA gememplete cds

L48553Bacillus anthracis (strain Sterne) vrrA gesmmplete cds

L48552Bacillus anthracis (strain Ames) vrrA gememelete cds

*3 390 ACGTACACGCCGCATTAGATACATCAT
CEEDDO048S 40815 TE o o e e e e e e e e e
MIPDILTESS SUEEEGES ccccc=ccoccococcococcococoocooco
AFEQ1T7334 4104686 .....—cuceruananrtonnnnnenns
AFEQ1T7225 4105060 ... .c— s monnesenmnneee.a
CPODDO01L 4146712 ....c—ceceonmonmesenmsneessss
LIEDILEETE  @Ill8EEE ccoccc=ccoccococcocococcoocoooco
AFND1TI94 4052983 ... .o c e e mmm e
L48554 dlilE® = cczcc=ccococcococcoocoocococoooco
L48553 alll7(% = ccocccSccococcoccoocoocococoooca
L48552 alil%"s = ccoccc=ccoccoccoocooccococoooco

[ Blast names color map

I | cnown

[ [Firmicut=s

416
4091601
4092520
4104711
4105085
4146737
4104584
4053008
1177
1201
1200

95

2 paenibacillus lansae shain D

@ Pasnibacilius lamsas subsp. lar.

= Bacillus subilis complate gsn..

> Bacillus subfilis ribosomal prot

S18ZR3_Sead i RFOEBZ_JO.

& Barcillus thuringiensis

@ Bacillus thuringiensis

@ Bacillus anthrecis str.

@ Bacillus anthracis st

“r Bacillus cereus E55L

 Eacillus anthracis st

@ Eacillus cereus ATCC

# Bacillus anthracis

» Eacillus anthracis

@ Bacillus anthrecis

@ unknown 4



Primer: GPR-2
Amostras: 30a2B, 30a2l seguiram a mesma similaridad*”):
Accession Description Max Total Query E
score score coverage  value
CP000485.1Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, complete gereo 48.2 87.3 14% 3e-04
AE017355.1‘3aC'”U5 thuringiensis serovar konkukian str. 97-@mplete 48.2 873 14% 3e-04
—— - genome -
AE017334.2Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor', completeamne 48.2 154 23% 3e-04
AEQ017225.1Bacillus anthracis str. Sterne, complete genome 48.2 154 23% 3e-04
CP000001.1Bacillus cereus E33L, complete genome 48.2 87.3 14% 3e-04
AE016879.1Bacillus anthracis str. Ames, complete genome 48.2 154 23% 3e-04
AE017194.1Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome 48.2 87.3 14% 3e-04
L48554.1 Bacillus anthracis (strain Vollum) virA gene, cdetp cds 48.2 87.3 14% 3e-04
L48553.1 Bacillus anthracis (strain Sterne) vrrA gene, clatgcds 48.2 87.3 14% 3e-04
L48552.1 Bacillus anthracis (strain Ames) vrrA gene, conls 48.2 87.3 14% 3e-04
Amostra: 31b2A (idem) (*):
CP000485Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, costplgenome
AE017355Bacillus thuringiensis serovar konkukian $7-27, complete genome
AE017334Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestommptete genome
AEQ17225Bacillus anthracis str. Sterne, completeges
CP000001Bacillus cereus E33L, complete genome
AE016877Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome
AE016879Bacillus anthracis str. Ames, complete gamno
AE017194Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome
L48556Bacillus mycoides (library ATCC 6462) vrrAmge
L48554Bacillus anthracis (strain Vollum) vrrA gememplete cds
L48553Bacillus anthracis (strain Sterne) vrrA gezemplete cds
L48552Bacillus anthracis (strain Ames) virA gemanplete cds
L48555Bacillus cereus (library ATCC 14579) vrrA gen
*4 1 CGTAGTTCACGAACTGCATCTGTCTITTACACGTTGGCCTCITGAGCTGCCTGCTCCAGRR &0
CEOD0485 4090433 ..vuernrrnrnrnnrnnnns 4090453
BEQ17355 4091364 . vuueernncrncrrnnnsss 4091384
AF017334 4103514 . oniinncraeaaan.. 4103534
AEQ17225 4103887 .vuvvucnncncranrannns 4103907
CEOD0001 4145557  vuverurrnrnrnnnnnnns 4145577
AFO1687T 4228853 . .uucrnncrnceennnnnn 4228873
BEQ16879 2103387 tvuvrucnncncranrannns 4103407
BEQ17194 4051843 . ...eernncrncrinnnsss 4051863
L48556 e 23
L48554 e 23
L48553 e 23
L48552 e 23
L48555 B e 23
*4 61 TCTGCTCTGCCTGATTGCCGCTGGTCTGCTTGGAACGCTCGATAATCTCATARGCTTCCT 120
*4 121 TGCGTGCCICTTGCRAATGCAGCCTICTGCTICCTCARCATACTGAGAAGCTTGITCACGTG 180
*4 181 TITGITTAGCTTCTTCCAATTGTCCTTGAACCAGTTGACGCCGCATTAGATACATCAT 238
CPOOO485 4091581 e ena e 4091601
REQLT7355 4092500 e 4092520
BE017334 4104631 e e 4104711
BEO17225 4105065 e 4105085
CPO00001 4146717 e e e 4146737
BEQI6879 4104564 e e e 4104584
BE017184 4052988 e 4053008
L48554 < 1177
L48553 I 1 1201

L48552 g cccopocccocooooccooooc 1200

96

Max
ident

100%
100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%



Q97

B”intnimswhrmp

_ unknown
_ firmicutes

* Bacilus tharingiensis st AlHL

O Bacilis tharingienils sercvar,

> Biwcilbus anthiracs st ames &

* Bl anfhuss st Shme

< Bacilus cerews E35L

* Bicillus cerens ATCC 14579

* Bacillus anfhwacis st Ames

o Baciluz cemews ATCC 10987

o Bacillys mycoides

> Bncilus anthacis

& Bacilus anthracs

& Baciluz wnthiraces

o Bacillas cereus

Sunknowm 4

Amostra: 34alR:

CP000817Lysinibacillus sphaericus C3-41, completeome
CP000903Bacillus weihenstephanensis KBAB4, comgletme
CP000903Bacillus weihenstephanensis KBAB4, commleteome
AE017334Bacillus anthracis str. '"Ames Ancestornptete genome

AE017334Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestomptete genome

AE017225Bacillus anthracis str. Sterne, completoge

AE017225Bacillus anthracis str. Sterne, completoge

AE016879Bacillus anthracis str. Ames, complete gamo

AE016879Bacillus anthracis str. Ames, complete gano
AE017194Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome
AEOQ17194Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome
CP000485Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, costplgenome
CP000485Bacillus thuringiensis str. Al Hakam, cogbplgenome
AE016877Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome
AEQ16877Bacillus cereus ATCC 14579, complete genome




34alR

CEQO00817
CEO00S03
CEQD0S903
RED1T7334
ARED17334
AEQ1T7225
AEQ1T225
AF016879
AFE016879
AFED17154
ARED1T7194
CEQDD485
CEQDD485
AEQ16EBTT
AEQ16ETT

34alR

CEO00817
CEQD0303
AFEQ17334
AEQ1T225
AF016879
AED17154
CEO00485
BEQ1GETT
AED1&EBTT

34alR

CEQOO81T
CE000803
AEQD1T7334
LEQ1T225
AEQ16879
ARED1T7194
CEQDD485
AEQ16EBTT
AEQ16ETT

34alR

CPOOO817
CPO0O0S03
BED17334
AE017334
AEQ17225
BED1T7225
AED1&87S
AE01687S
AFED17134
BED17154
CPODO485
CPOD0485
AE01&877
AEQ1&877

34alR

AE017334
AEQ17225
AE01&879
AE017154
CPODO485

1

2030501
2735040
4141787
2726020
4103514
2726355
4103887
2725892
4103387
2807657
4051843
2801708
4090433
2900127
4228853

61

2030446
2795044
2726024
2726359
2725896
2807661
2801710
1469666
2900131

121

2030386
2795104
2726084
2726419
2725956
2807721
2801770
1463662
2900191

180

2030326
2795164
2726144
4104691
2726479
4105065
2726016
4104564
2807781
4052988
2801830
4091581
1465602
2900251

240

4104703
4105077
4104576
4053000
4091593

CeTAGTTCACGALACTGCATCTAATTGCGCCTTTAGCTGT GGTARTTGATCGCTATGGART

.G....TG.T....A.T...A..T....AT

..T..C.AR.
R o = R
+W.T..G..T.
codlc olBo oI
codlc oo I
codlc oo I
codlc oo I

T..G..T

[
B

cilccococccBoccoce decccocoe

e CGR..GCT...
I C T.C.4..GAT...
coc®rcocococe T.C.4..GAT...
cocBrcocococe T.C.A..GAT...
cocBrcocococe T.C.4..GAT...
cocBrcocococe T.C.4..GAT...
P C.C.4..GAT...

........... I
........ BCCT
..... T..AcCT
..... T..ARCCT
..... T..ACCT
..... T..RCCT
..... T..ACCT
..... T..ACCC

........ c.c......G..C&......T..A&..T........C.G0.....T.....

.......... Cocccooococ@lle e roociidbecc oo BB oG ccocooe ot

.......... C.vennena.GAT.TT. TA.......GG Ccccoroorc ol

.......... C.rennena.GAT.TT. TA.......G6 Ecccocoorc ol

.......... C.vernnna..GAT.TT. TA.......GG Ccccocoorc ol

.......... C.nnn e OGRC.TT. Wie coccecl®oeccccBeocrocornc ol

.......... C..........GAT.TT. TA.......GG Cooovvuo B
C. C...B..... TGaA...T. T....... = GC........ B.

.......... CG..4A......GAT.TIT. TA.......G&E Cooovvun B

ATATCTACACTGTITARCGGCTIATACAGCGTTGGRATTGGTITICATTACGCCGCATTAG

..... GoccocdlcBec el cleocccdleile cccccocorcocoooncociie o

........ B cWEEc cococlocce oo cldrccoccecBrococcocoee

..... e ccoclEEc ccooclle B cqWellile cfdve ciloccococooooco oo o

..... B ccoclMEEc ccooolle /B o0kl cddve ciloccpcocooococie o

..... e ccoclEEc ccooclle B cqWellile cfdve ciloccococooooco oo o

..... B ccocWEEc cccoolte ofBe cTWellite cddie cTfoccocccococ oo cfe o

..... e B cIEE: c oo olle B cq0ekile i eIl ccpcocoooco oo o

........... Ao (EHa Tl o oo oddhie T cfde e @ ccc oo o clEe clthe ¢

..... B B cIEE: c oo clle B cqeliidhe cldvcccoccoc@eoca oo

ATACATCAT 248

......... 4104711

......... 4105085

......... 4104584

......... 4053008

......... 4091601

T

98

60

2030447
2795043
4141818
2726023
4103535
2726358
41033908
2725885
4103408
2807660
4051864
2801709
4090454
25900130
4228874

120

2030387
2785103
2726083
2726418
27258955
2807720
2801769
1469663
2900150

178

2030327
2795163
2726143
2726478
2726015
2807780
2801829
1465603
23900250

239

2030274
2795216
27261396
4104702
27268531
4105076
2726068
4104575
2807833
4052989
2801882
4091552
1465548
2900303



" Bocillus cerens ATCD 14579, ¢ 9 9

+ Bacillus weihenstephanensis k
% Bacillus andhiscis st Ames &
 Bacillus anthracis st Steme, ¢
< Barillus anthraris str. &mes, ¢
- Barillus thuringiensis sfr. 41 H
¥ Bacillus cereus ATCC 10957, ©

@ 54a1F_seq02_OFR1_JOS_

Blast names color map
" @ Lysinibacillus sphaericus C5 4.
I [ rricures pinibacills 5p

Amostra: 34al1P (Gpr2):

Accession Description Max Total Query E _Max
score score coverage value ident
A8201800.123_CXIUS clausii gene for 16S rRNA, partial sequertdone:M-w 878 36% 5e-17  100%
AB043843.1Bacillus sp. 17-1 gene for 16S rRNA 86.0 86.0 35% 2e-16  100%
A8201801.123_C£|us clausii gene for 16S rRNA, partial sequermone:M-M3 80.6 33% 8e-15  100%
AB043840.1Bacillus sp. 135 gene for 16S rRNA 734 73.4 30% le-12  100%
AB043845.1Bacillus sp. 27-1 gene for 16S rRNA 48.2 48.2 19% 4e-05 100%
CP000903.1Bacillus weihenstephanensis KBAB4, complete genome 39.2 108 43% 0.023 100%
34alP g5 CEARATTCCAGCACACTGEOGECCGTTACTAGTGEATCOGAGCTCGETA 132
LaEnaEy 31 coocoocooocoocoocoocoOcOOOOOCOCCOOCCOO0COCOOCCOOOOOC 1562
e EEegl Al S ococcooococoocoocoocoooooCcooCoCoOOoOCOooooooac 1555
pigEialEia. Al ccccccococcocccoccocooccooccoccocsocooocooooomoc 15&0
1 £ e 5 s B 1554
ABO43845 1516 ..eccvcncnsmmmasessamsanans 1541

» Barillus clausii gene for 165 1.

* Barillus sp. 17- 1 gene for 165

* Bacillus clausii gene for 165 1.

o Bacillus 0. 135 aene for 1651

# Bacillus sp. 27 1 9ene for 165

Blast names color map
I [ rricutes

S481P_s8q02_GRPRE_JIOS_



100

Primer: 29F

Amostras: 30a2G, 30a2M, 30a2P (*5):

Accession Description Max Total  Query E _Max
score score coverage value ident
AF039409.1 Bacillus vortex 16S ribosomal RNA gene, completgusaice 150 150 59% 7e-36 93%
AF039408.1 Bacillus tipchiralis 16S ribosomal RNA gene, contplsequence 149 149 59% 2e-35 92%
AF346495.1Bacillus sp. USC14 16S ribosomal RNA gene, competpience 138 138 50% 4e-32 96%
AB045097.1Bacillus sp. HSCC 1649T gene for 16S rRNA, padg&juence 138 138 59% 4e-32 90%
AB190029.1Bacillus oleronius gene for 16S rRNA, partial setpee strain:N-14-25-2 134 134 59% 5e-31 91%
AY606801.1Bacillus alveayuensis 16S ribosomal RNA gene, glesgquence 134 134 59% 5e-31 91%
AY862489.1Uncultured Bacillus sp. 16S ribosomal RNA genetipbsequence 134 134 59% 5e-31 91%
*5 1 TEECTCAGATTGARCGCTGECGECRTGCCTTATACATGCARGTCGAGCGEACTTIGATGGA 60
AF039409 21 ...veunes BN Cocooooooocoooooooac Mocoooooocoooccooooooooc Booocooc g
AFO039408 21 ...eenes ENCocncooooconoonooooac Mosoooococooosocoosooc Boccooooc g
AF346495 5 eeeeaaas =csocooc osooocococoococsocoocooocoocooooos 449
ABO45097 & 0 .ceeseaees M- comcoooocoocoomoos Mosooococoocosocoosooc Boocooc A5 B85
AB190029 13 ........ BN Cocncooooconoonooooac Mosocooocoooooooooc Mellocnomac - T
AY606801 13 @ ........ BN Cocncoooconoonooooac Mocoooccocoococmooooooooc -G..A... T1
AYBOA489 2 @ c.eeienes BN Cocncoooocomoonooooac osocooocoooooooooc emocooooc - &0
*5 a6l GAGCTIGCICTICCTGAT-G5ITAGCGGOGGACGEETGAGTARAT 102
AFO039408 81 odfccooac Mosoooooc =Cocooomocooccoocoocoooomoc 121
AF039408 81 odfccooac Mosoooooc =dBocoosooooocooosocnosoac 122
AF346495 50 .. eeencssensamsas Mosocoocooocococoocosocoosmoc 91
ABRO45097 &6 olfccooac MaEl e noac =Cocooomocooccoocoocoooomoc 10&
AB190029 72 ...cennans =coocooc —oltlccoomocooccoocoocoooomoc 111
AYE06801 72 .eveeneasescanes == lCocoomooooocooosocoooooc 111
AYBEA489 6l @ ...eiansmns =coooc Y=o ooooooocooocococoocoooooc 100
2 Bacillus sp. HSCC 164497 gene
& Baillus fipchiralis 165 Hbos...
o Bacillus vorter 165 rbosomal
2 Bacillus alveatuensis 165 rib...
2 Unculfured Bacillus sp. 165 1.
i Bacillus oleronius gene for 1.
& 30p20_seq01_29F_JOS5_D0%
Blast names color map
_ unknown

o Bacillus sp. USC14 165 ribos.

_ firmicutes
Amostra: 30alS



Accession

Description

EF173323.1 Bacillus licheniformis isolate MKI9 16S ribosonRNA gene, partial sequence

EU024114.1 Bacillus subtilis strain CNBH 16S ribosomal RNAnge partial sequence

AY336076.1 Bacillus licheniformis 16S ribosomal RNA gene, prsequence

AY211124.1 Bacillus sp. 'Mali 30' 16S ribosomal RNA gene, j@tequence

AY373362.1 Bacillus sp. w5 16S ribosomal RNA gene, partiausgge

AY373359.1 Bacillus pumilus strain c10 16S ribosomal RNA ggveatial sequence

AY189749.1 Bacillus sp. B-6 16S ribosomal RNA gene, partigjusnce
AY189745.1 Bacillus sp. B-2 16S ribosomal RNA gene, partigjusnce
Y14693.1 Bacillus benzoevorans 16S rRNA gene, partial

D78311.1 Bacillus benzoevorans strain DSM5391 DNA for 1#®somal RNA, partial sequence
EU373404.1 Bacillus clausii strain TPR0O8 16S ribosomal RNAgepartial sequence

30alS

EF173323
ET024114
AY3I36076
AY211124
AY3TI362
AY3T3359
AY1859749
AY1859745

¥l4693
D7&311

EU3753404

30alS

EF173323
EUT0243114
AY3360786
AY211124
BAY3T3362
AY3T73359
AY189749
AY1859745

¥14693
D78311

ET373404

Blast names color map

1
1
16

o=
(=]

30
1

27
13
13
11
14
16

6l
57
T

=)
[=]

a0
6l
a7
T3
T3
71
T4
Té

I |- t<n o
I [firmicutes

Primer: 98R
Amostras: 30a2H, 30a2, 30a20, 30a2Q, 30a2R)(*

101

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

98.7 98.7 48% 3e-20 89%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-19 87%
96.9 96.9 51% le-B9%
95.1 95.1 68% 4e-19 77%

TEECTCAGRTTGRARCGCTGEOEECETGCCTARATACAT GCARGTOGRAGCGEACNTNNNGERE 60

................................................ CEACG. .. 56
......... i ccoocooccocooooooooCoOoCOCOOoOCo0oO00 000000 olel 0 ES o TS
......... M ccoocococcocooooocooocoococoooooooo00 o000 oo ohBEHEEs o - a7
........ (EisccocooooocooooocooooDoooO0OCoooO0D0 00000 odto odl odbIIES o c &9
......... M ccocococcocooooocooocoocoocoooo0ooo00 0000 ool Bol T ES o - L]
......... T g =g T L (= g =]
......... e g g g s a0 =g T2
......... e g g g s a0 =g T2
........ (s cocoocoonocooooocoocooooooo0cooocoocooooc 00000 odhodbdlE oc TaQ
........ (s cocoocoonocooooocoocoooooooocooocoocooooo oo oo odtoddlE oc T3
........ T e e g e =T\ (N L 5 g TS
HCTTGNICCCCHCCHGHATHGHCGGACAGEEGAE 94

66
85
T7
a9
Ta
=11
g
g2
g0
coc g
weeaGGRA.GTT.GC.G.u. .. = 109

gl il (51 51 gl gl s )

anhhhhhhnhhh

S 3081 5_5£q05_29F_ RUIN_IC

o Bacillus subdilis shein CrEH ..

w Baillus sp. B-5 165 ribosom...

* Bacillus sp. B2 165 Hbosam

+ Bacillus pumilus shein c10 1

# Eacillus clausii strain TRROS ...

2 gacillus licheniformis isalate

- Eacillus licheniformis 165 rib...

@ Bacillus sp.ws 165 Hbosomel

= Bacillus sp.” Mali 300 165 ribos

r Eacillus benzosuormns 165 rR

o Bacillus benzosvorans strein ©



102

A . - Max Total Query E  Max
ccession Description h
score score coverage value ident

AF039408.1 Bacillus tipchiralis 16S ribosomal RNA gene, contplsequence 147 147 94% 5e-35 90%
AF039409.1 Bacillus vortex 16S ribosomal RNA gene, complegusace 145 145 93% 2e-34 90%
EF371376.1Bacillus sp. gel5 16S ribosomal RNA gene, pargglgnce 132 132 93% 1le-30 89%
AB190029.1Bacillus oleronius gene for 16S rRNA, partial sawpee strain:N-14-25-2132 132 93% 1le-30 89%
AF346495.1 Bacillus sp. USC14 16S ribosomal RNA gene, cometpience 132 132 80% 1le-30 93%
AJ605773.3 Bacillus sp. K1-5 partial 16S rRNA gene, straink1 131 131 93% 4e-30 89%
DQ448794.1Bacillus sp. CNJ869 PL04 16S ribosomal RNA gendjglasequence 131 131 93% 4e-30 89%
DQ448791.1Bacillus sp. CNJ843 PL04 16S ribosomal RNA gendjalsequence 131 131 93% 4e-30 89%
DQ448745.1Bacillus sp. CNJ796 PLO4 16S ribosomal RNA genejalasequence 131 131 93% 4e-30 89%
AY606801.1Bacillus alveayuensis 16S ribosomal RNA gene, glestquence 131 131 93% 4e-30 89%
AB045097.1Bacillus sp. HSCC 1649T gene for 16S rRNA, pad&juence 131 131 93% 4e-30 87%
EU024114.1Bacillus subtilis strain CNBH 16S ribosomal RNA gepartial sequencel29 129 93% le-29 90%

*6 7 ATTACTCRACCOGTCCGCOCGCNNNNC -ATCAGGAGRAGCARGCTCTCCATCARGTCCOGCTCG 65

BAFO39408 122 .uveeesesnsssnsansss TaAG .~ snnnnnn foocooc Mocoooooac Eooooomac LT

AF039409 121  ..eeevesnsssssanses T foocooc Mooooosmoc Eccccomoocs LT

EF271376 109 . ccceccaaaaaaaa- Hl===Ccocoooocoocoooncoac = ==cccooooc 56

i T =cooocoooac =comocac Melooomac 56

AF346485 91 2 .ieceieensssssasses It comooocoocoococoooocoocooooooooas 33

AJEOSTTI 104 o ieccieieiciieaaaa- IGA-.-G..u.. Eccoocoooac Eoocoocs =cococooooc 45

DO448794 111 ..eensssncsscassaas E e R Eoooocoooac Eooooor =cooocooooc 26

DO448791 111 ..cencesmcsssasssns TGA-.—Gueuun. Eooooooooac Eooooor =cooocooooc 56

DO448745 111 @ ..ceneeiccnncannans IGA-.-G..... Eooococoooac Loocoocs =cococooooc 56

AYE06801 111 @ sieeeveenccnncnnnes I =c=Esococcoocoooocoosocoac Loot=cnocmooac 56

ABO45087 106 ..eeevcomssnssanses TaAC. - uu s G.T...... I BE S o oo Looooomac 49

EU024114 112 .. eenenencascnnnans TaR-. - innn =cooocoooac =cooac I=cmocmoooc o9

*6 66 ACTTGCATGTATTAGGCACGOCGCCAGCGTTCAATCTGAGCC 108

1 T o e s HliEnoonooac 2

] e e o onnooac 21

HIEIIEIE EE  cococcooccocscoccocoococcocoooocoos o onnooac 13

LIEENEE EE ccccocococcoccococoocoococcoooocoos o onnooac 13

BAF346495 32 cueeecescsmsssssasses =coocoomac 5

L e - o onnooac &

I - o onnooac 13

DOAAATS] 55  aaaaemas=msasaaaaaaannna- EEnoooooac 13

DJAAATAS S5 2 ccuecmssmesssssssssssssssssma==ss- ElEnoooooac 13

1t ] ] Bl oonooac 13

ABRO45087 [ cococcocooococococsocscoocoosocsoc Blccocmooac i

EU024114 [  cococcococococococsocscoocoosocsoc Blccocoooac 16



Blast names color map
I |:rnovin
I [firmicutes

Amostras: 30a2S, 30a2T, 30a2V, 30a2X, 30a2Z)*

103

& s0a2H_seq01_95FR_JOS_E0

& Eacillus alvesguensis 165 rb...

Eacillus oleronius gens for 1.

¥ Bacillus 500 K1- 5 parfial 165+

Bacillus sp. CHMJSSS PLO4 1...

¢ Bacillus sp. CHJS4 3 PLO4 1.

» Bacillus sp. CHUTAE PLO4 1.,

+ Barillus 5p. 9815 165 Hhosom

# Bacillus fipchiralis 155 ribos...

Bavcillus 5p. HSCC 16497 gens

@ Bacillus vorter 165 Hbosomal

o Barillus subfilis stain CREH

Bacillus sp. WSS 14 165 ribos.

Accession Description ggi)r(e -Srg(t)?(le ct()gye?’;yge E value ilt\j/I::t
AF039409.1 Bacillus vortex 16S ribosomal RNA gene, completguence 156 156 93% 9e-38 94%
AF039408.1 Bacillus tipchiralis 16S ribosomal RNA gene, cosiplsequence 152 152 94% le-36 93%
AF346495.1 Bacillus sp. USC14 16S ribosomal RNA gene, corepdeguence 143 143 80% 6e-34 97%
AB045097.1 Bacillus sp. HSCC 1649T gene for 16S rRNA, pad&juence 141 141 93% 2e-33 91%
AB190029.1 Bacillus oleronius gene for 16S rRNA, partial setpee strain:N-14-25-2 140 140 93% 7e-33 92%
AY606801.1 Bacillus alveayuensis 16S ribosomal RNA gene, alesgquence 140 140 93% 7e-33 92%
AY862489.1 Uncultured Bacillus sp. 16S ribosomal RNA genetipbsequence 140 140 93% 7e-33 92%
EU024114.1 Bacillus subtilis strain CNBH 16S ribosomal RNA gepartial sequencel36 136 93% 9e-32 93%
EF371376.1 Bacillus sp. gel5 16S ribosomal RNA gene, pastajuence 136 136 93% 9e-32 91%
DQ852633.1Bacillus sp. DK1122 16S ribosomal RNA gene, pagejuence 136 136 93% 9e-32 93%
AB201795.1 Bacillus pseudofirmus gene for 16S rRNA, partigsnce, clone:A-40-2136 136 93% 9e-32 93%
AY048851.1 Bacillus sp. CMB26 16S ribosomal RNA gene, padi&juence 136 136 93% 9e-32 92%
AY189749.1 Bacillus sp. B-6 16S ribosomal RNA gene, partigjusnce 136 136 93% 9e-32 93%
AY189745.1 Bacillus sp. B-2 16S ribosomal RNA gene, partiajusnce 136 136 93% 9e-32 93%



*7

AF039409
AF039408
AF346435
ABO45037
AB190029
AYE06801
AYERZ2489
EN024114
EF371376
DOBS52633
ABZ01735
AYO48851
AY189749
AY1589745

*7

AF039409
AF039408
AF346435
ABO45037
AB190029
AYE06801
AYERZ2489
EN024114
EF371376
DOBS52633
ABZ01735
AYO48851
AY189749
AY1589745

7
121
122
a1
104
111
111
100
112
1039
103
99
110
103
105

66
683
63
32
43
35
S5
44
58
95
=l
43
35
35
S5

ATTACTCACCCGTCCOGCCGCTARCC-ATCAGGAGAGCARGCTCTCCATCARGTCCOGCTCE a5

Blast names color map

|
I knovin

[ ffrmicut=s

Bacillus sp. HSCC 16497 gene

2 Bacillus fipchiralis 165 ribos...

» Bacillus vorten 165 Hbozomal

Bacillus oleronius gene for 1.,

@ Bacillus 5p. ge15 165 ribosom

& Bacillus pseudotfirmus gene for

Bacillus alveapuensis 165 Hb...

S uncultured EBacillus sp. 165 H.

@ Bacillus sp. DK1122 165 tibo:

% Bacillus subfilis strain CMEH .

“# Bacillus sp. B-€ 16 5 ribosom...

o Bacillus sp. B-2 16 5 ribosom...

@ Bacillus sp. CHE2E 165 ribos.

& 30825_SEQUI_9SR_JOS_..

o Bacillus sp. USC14 165 ribos.

104



105

Primer: 338F
Amostra: 30alC

Accession Description Max Total Query E  Max

score score coverage value ident
AM990816.1 Bacillus sp. MOLA 40 partial 16S rRNA gene, cuéiwollection MOLA:40 390 390 81% 8e-10807%

EU418717.1 Bacillus firmus strain JL32 16S ribosomal RNA gepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EU070387.1 Bacillus sp. By134(B)Ydz-qz 16S ribosomal RNA gepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EU586789.1 Bacillus firmus strain MZ-36 16S ribosomal RNA gempartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EU603328.1 Bacillus sp. ZLC-26 16S ribosomal RNA gene, pagejuence 390 390 81% 8e-10897%
AM983531.1 Bacillus sp. K50T partial 16S rRNA gene, isolat&OR 390 390 81% 8e-10897%
AM983523.1 Bacillus sp. T10T partial 16S rRNA gene, isolal®T 390 390 81% 8e-10897%
AM983515.1 Bacillus sp. T33T partial 16S rRNA gene, isola83T 390 390 81% 8e-10897%
AM983514.1 Bacillus sp. T37T partial 16S rRNA gene, isola8¥ T 390 390 81% 8e-1087%
EU373352.1 Bacillus sp. HNL14 16S ribosomal RNA gene, pasdiduence 390 390 81% 8e-10897%
EU373308.1 Bacillus sp. SSLO1 16S ribosomal RNA gene, paségjuence 390 390 81% 8e-10897%
AB362289.1 Bacillus sp. JAM-FM2403 gene for 16S rRNA, partiafjuence 390 390 81% 8e-10897%
AB361590.1 Bacillus flexus gene for 16S rRNA, partial sequesrstrain: 681 390 390 81% 8e-10897%
EU443751.1 Bacillus firmus strain CHN8 16S ribosomal RNA gepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EU375135.1 Bacillus sp. RP32 16S ribosomal RNA gene, pastgjuence 390 390 81% 8e-10897%
EU037267.1 Bacillus sp. GIDM-77 16S ribosomal RNA gene, pagequence 390 390 81% 8e-10897%
EF650916.1 Uncultured Bacillus sp. clone AUVE_01FO03 16S ritmosl RNA gene, partial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EF114179.1 Bacillus sp. WO077 small subunit ribosomal RNA gepeatial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EF114138.1 Bacillus sp. W036 small subunit ribosomal RNA gepeatial sequence 390 390 81% 8e-10897%
EF633685.1 Bacillus sp. 'TS IW 33' 16S ribosomal RNA genatiphsequence 390 390 81% 8e-10897%
EF532911.1 Bacillus sp. CECRI-13/07 16S ribosomal RNA geraatipl sequence 390 390 81% 8e-10897%
EF503525.1 Bacillus sp. HPC1403 16S ribosomal RNA gene, abstquence 390 390 81% 8e-10897%
EF517948.1 Bacillus sp. IGCAR-1/07 16S ribosomal RNA genatiphsequence 390 390 81% 8e-10897%
EF377303.1 Bacillus sp. CCBAU 10727 16S ribosomal RNA gersetipl sequence 390 390 81% 8e-10897%
EF101731.1 Bacillus firmus strain GB9 16S ribosomal RNA (rirdene, partial sequence 390 390 81% 8e-10897%

EF075393.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2W3_G04 liéSsomal RNA gene, partial sequenc890 390 81% 8e-1087%
EF075071.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2S3_B07 li68somal RNA gene, partial sequence390 390 81% 8e-1087%
EF073708.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WB1W2_G02 ld®somal RNA gene, partial sequencd90 390 81% 8e-10897%
EF032672.1 Bacillus firmus strain AU9 16S ribosomal RNA gepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ839175.1 Uncultured Bacillus sp. clone LOTb 16S ribosomBlARgene, partial sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ089747.1 Bacillus firmus isolate C4M15 16S ribosomal RNAgepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQO073459.1 Bacillus firmus isolate C2L8 16S ribosomal RNA gepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ448754.1 Bacillus sp. CNJ933 PL04 16S ribosomal RNA gemetig sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ371229.1 Bacillus firmus strain F1 16S ribosomal RNA gepartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
AY536538.1 Bacillus firmus strain OWS-F5 16S ribosomal RNAeggpartial sequence 390 390 81% 8e-10897%
AY647280.1 Bacillus firmus strain MSU1510 16S ribosomal RNéng, partial sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ173158.1 Bacillus firmus strain zou4 16S ribosomal RNA gepertial sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ166809.1 Bacillus sp. DY-D4 16S ribosomal RNA gene, parsieduence 390 390 81% 8e-10897%
AY332197.1 Bacillus sp. GWS-TZ-H114 16S ribosomal RNA gereatipl sequence 390 390 81% 8e-10897%
DQ118015.1 Bacillus firmus 16S ribosomal RNA gene, partiajsence 390 390 81% 8e-10897%
DQ104211.1 Bacillus sp. D12 16S ribosomal RNA gene, paréajuence 390 390 81% 8e-10897%
DQ083485.1 Bacillus sp. HPC1330 16S ribosomal RNA gene, abséquence 390 390 81% 8e-10897%
AF286486.1 Bacillus sp. VAN35 16S ribosomal RNA gene, parsiefjuence 390 390 81% 8e-10897%
AF071856.1 Bacillus sp. 171544 16S ribosomal RNA gene, peséguence 390 390 81% 8e-10897%
AY833571.1 Bacillus firmus 16S ribosomal RNA gene, partiajeence 390 390 81% 8e-10897%
DQ227667.1 Bacillus sp. M108 16S ribosomal RNA gene, pag&juence 390 390 81% 8e-10897%
AY372922.1 Bacillus sp. JS17 16S ribosomal RNA gene, pastguence 390 390 81% 8e-10897%
AY372921.1 Bacillus sp. JS15 16S ribosomal RNA gene, pastguence 390 390 81% 8e-10897%
AY372920.1 Bacillus sp. JS12 16S ribosomal RNA gene, pastguence 390 390 81% 8e-10897%
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30alC 2 ACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGCAT GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG 61
AVMB90816 289 ............ C...o GG... .. 348
EU418717 279 ............ Coooii GG . 338
EU070387 263 ............ Cooii GG . 322
EU586789 227 ............ C...o GG... .. 286
EU603328 281 ............ C...o GG... .. 340
AVB83531 263 ............ Cooii GG . 322
AVB83523 296 ............ Cooii GG . 355
AMB83515 295 ............ C... GG... .. 354
AMB83514 252 ............ C... GG... .. 311
EU373352 322 ............ Cooii GG . 381
EU373308 322 ............ Cooii GG . 381
AB362289 300 ............ C... GG... .. 359
AB361590 285 ............ C... GG... .. 344
EU443751 292 ............ Cooii GG . 351
EU375135 234 ............ Cooii GG . 293
EUW037267 319 ............ C... GG... .. 378
EF650916 255 ............ C... GG... .. 314
EF114179 294 ............ C... GG... .. 353
EF114138 295 ............ Cooii GG . 354
EF633685 307 ............ Cooii GG . 366
EF532911 264 ............ C...o GG... .. 323
EF503525 300 ............ C...o GG... .. 359
EF517948 281 ............ Cooii GG . 340
EF377303 293 ............ Cooii GG . 352
EF101731 260 ............ C...o GG... .. 319
EF075393 270 ............ C...o GG... .. 329
EF075071 270 ............ Cooii GG . 329
EF073708 269 ............ Cooii GG . 328
EF032672 320 ............ C...o GG... . 379
D@B39175 249 ............ C...o GG... .. 308
DQO89747 299 ............ Cooii GG . 358
DQO73459 287 ............ Cooii GG . 346
DQ448754 320 ............ C...o GG... .. 379
DQ@B71229 279 ............ C...o GG... .. 338
AY536538 241 ............ Cooii GG . 300
AY647280 297 ............ Cooii GG . 356
DQL73158 320 ............ C...o GG... .. 379
DQL66809 103 ............ C...o GG... .. 162
AY332197 316 ............ Cooii GG . 375
DQL18015 167 ............ Cooii GG . 226
DQL04211 264 ............ Cooii GG . 323
DQ083485 300 ............ C...o GG... .. 359
AF286486 328 ............ C... GG... .. 387
AF071856 297 ............ Cooii GG . 356
AY833571 340 ............ Cooii GG . 399
DQR27667 299 ............ C...o GG... .. 358
AY372922 307 ............ C... GG... .. 366
AY372921 311 ............ Cooii GG . 370
AY372920 311 ............ Cooii GG . 370
AY647284 294 ............ C... GG... .. 353
30alC 62  AAAGICTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT TTTCGGATCGTAAAACTCTGTIT 121
AVBO0BLE 349 ... 408
EUALB717 339 .. 398
EUO70387 323 .. 382
EUSB6780 287 .. 346
EUGBO3328 B4 ... 400
AMBB3531 323 L 382
AMBB3523 B0 ... 415
AVBB3515 355 . 414
AVBB3514 312 . 371
EU373352 382 ... . 441
EU373308 382 ... . 441
AB362289 360 ... 419
AB361590 345 .. 404
EUA43751 352 .. 411
EU375135 294 .. .. 353
EUO37267 379 .. 438
EFG50916 315 . ... 374
EFLL14179 354 L 413

EF1141388 355 ... 414



EF633685
EF532911
EF503525
EF517948
EF377303
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DOB39175
DQD89747
DQD73459
DQ448754

DQB71229
AY536538

AY647280

DQ173158

DQ166809
AY332197

DQL18015
DQL04211

DQ083485
AF286486

AF071856
AY833571
DQ27667
AY372922
AY372921
AY372920
AY647284

30alC
AMDO0816
EU418717
EU070387
EU586789
EU603328
AMVD83531
AVD83523
AVD83515
AVD83514
EU373352
EU373308
AB362289
AB361590
EU443751
EU375135
EU037267
EF650916
EF114179
EF114138
EF633685
EF532911
EF503525
EF517948
EF377303
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DOB39175
DQD89747
DQD73459
DQ448754

DQ371229
AY536538

AY647280
DQL73158
DQL66809
AY332197

367 426
324 383
360 419
B 400
353 412
320 379
330 389
330 389
320 388
380 L 439
300 368
1= 418
BAT 406
380 L 439
330 398
B0 360
G 416
380 L 439
163 222
I 435
A 286
324 383
360 L 419
388 447
1 416
400 L 459
350 418
307 426
1 430
0 430
354 413
122 GITAGCGGAAGAACAAGTACCGGAGT AACTGCCGGTACCT TGACGGTACCTAACCAGAAAG 181
A0 468
300 458
388 442
BT 406
X 460
383 442
AL 475
AL 474
BT 2 431
A 501
A 501
A20 479
A0S 464
A 471
354 413
A0 498
7 T 434
AL 473
1 474
L 486
B84 443
420 479
A0 460
O 472
380 439
390 L 449
390 L 449
B8O 448
AAD 499
360 428
1 478
AT 466
AAD 499
300 458
36 420
AT 476
AAD 499
228 282
G 495
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DQ118015
DQ1L04211

DQ083485
AF286486

AF071856
AY833571
DR27667
AY372922
AY372921
AY372920
AY647284

30alC
AMDO0816
EU418717
EU070387
EU586789
EU603328
AMVD83531
AVD83523
AVD83515
AVD83514
EU373352
EU373308
AB362289
AB361590
EU443751
EU375135
EU037267
EF650916
EF114179
EF114138
EF633685
EF532911
EF503525
EF517948
EF377303
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DOB39175
DQD89747
DQD73459
DQ448754
DQB71229
AY536538
AY647280
DOL73158

DQ166809
AY332197

DOL18015
DQL04211
DQ083485
AF286486
AF071856
AY833571
DQ227667
AY372922
AY372921
AY372920
AY647284

28T
384
A0
A8
1
AB0
A0
2
A3
AL
414 .. T
182 CCACGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGEGTGCAAGCGT 232
469 L T..7G....... 519
459 T..TG....... 509
443 T..TG....... 493
407 T..7G....... 457
461 T..7G....... 511
443 T..7G....... 493
A76 T..TG....... 526
A75 T..TG....... 525
432 T..7G....... 482
502 .. T..7G....... 552
502 T..TG....... 552
480 . T..TG....... 530
465 T..7G....... 515
A72 T..7G....... 522
414 T..TG....... 464
499 L T..TG....... 549
435 T..7G....... 485
AT4 T..7G....... 524
A75 T..TG....... 525
487 T..TG....... 537
444 T..7G....... 494
480 .. T..7G....... 530
461 T..TG....... 511
A73 T..TG....... 523
440 T..7G....... 490
450 L T..7G....... 500
450 T..TG....... 500
449 T..TG....... 499
500 ... T..TG....... 550
429 T..7G....... 479
A79 T..7G....... 529
ABT7 T..TG....... 517
500 ... T..TG....... 550
459 T..7G....... 509
421 T..7G....... 471
ATT T..TG....... 527
500 ... T..TG....... 550
283 T..7G....... 333
496 T..7G....... 546
347 T..TG....... 397
444 T..TG....... 494
480 .. T..7G....... 530
508 ... T..7G....... 558
ATT T..TG....... 527
520 .. T..TG....... 570
A79 T..7G....... 529
487 T..7G....... 537
491 T..TG....... 541
491 T..TG....... 541
AT4 T..7G....... 524
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& s0plC_seql2_S53&F_JOS5_..
* Baxillus sp. MOLA 40 partial ..
2 Bacillus sp. 55101 165 ribos..

Sruncultured Bacillus sp. clone ..

2 Bacillus fitmus shain aU2 165
*Uncultured Bacillus sp. clone ..

% Bacillus sp. HPC1403 165 ...

* Badillus sp. IGCAR- 10T 1G5 T

 Bacillus fitmus sfain MSU15.

2 Bacillus firmus strain zoud 1.
¥ Baxillus sp. DY-D4 165 Hibos..

% Bacillus sp. WAM3ES 165 ribos.

2 Bacillus sp, CCEAL 10727 1.
# Bacillus sp. 1517 165 ribosom
2 Bacillus badewiensis strein ms.
¥ Baxillus sp. J515 165 rbosom
¥ Bacillus sp. GWS-TZ-Hi14 1.
¢ Baillus firmus 165 ribosomal .

' Baxillus sp. HPC1350 165 ..

* Badillus sp. 012 165 Hbosom..

r Bacillus sp. LAk FR2403 9e..,

2 Bacillus sp. 171544 165 ribos
* Barillus firmus 163 rbosomal .

% Baxillus sp. 105 165 ribos...

* Badillus sp. 1512 165 Hbosom
»Bacillus sp. TS W 33 165 Hb.
2 Bacillus firmus shain GE9 165

2 Barillus firmus isolate C4M15.

7 Bacillus firmus isolate C2LE 1.
uncultured Bacillus sp. clone ...
# Baillus flexus gene for 165 1.

suncultured Bacillus sp. clone ..

i Bacillus sp. GhBES PLO4 1.

@ Earillus firmus strain F1 165 T
* Barillus firmus strain 00S- F5.

7 Bacillus sp. CECRE1307 165

* Badillus sp. G100 77 165 rib.

o Bacillus firmus sfrein CHMS 1.

2 Badillus sp. RP 32 165 ribos...
¥ Baxillus sp. Y0 36 small subun..
FUncultured Bacillus sp. clone ..
@ Bacillus sp. w077 small subun..

 Bacillus fitmus shain JL32 1.

- Bacillus sp. BVl 34(B1vde-gz .
¥ Baxillus sp. ZLC- 26 165 ribos
2 Earillus firmus strain W 2- 36

r Bacillus sp. T33T partisl 165 ¢,

% Bacilluz sp. T37T partisl 165 ¢,

* Baxillus sp. K50T partial 165 ¢

@ Bacillus sp. T10T partial 165 1.

& Bacillus sp. HML14 165 ribos..

30alR (praticamente ndo houve diferengas) -neesmo para 30alA e 30allL e com o

Primer 531R-30al1B,E,F,G,H, 1, J, M, O, U:

Accession

AM990816.1
EU418717.1
EU070387.1
EU586789.1
EU603328.1
AM983531.1
AM983523.1
AM983515.1
AM983514.1
EU373352.1
EU373308.1
AB362289.1
AB361590.1
EU443751.1
EU375135.1
EU037267.1
EF650916.1
EF114179.1
EF114138.1
EF633685.1
EF532911.1

Description

Bacillus sp. MOLA 40 partial 16S rRNA gene, cufwollection MOLA:40
Bacillus firmus strain JL32 16S ribosomal RNA gepartial sequence
Bacillus sp. By134(B)Ydz-qz 16S ribosomal RNA gepartial sequence
Bacillus firmus strain MZ-36 16S ribosomal RNA gepartial sequence
Bacillus sp. ZLC-26 16S ribosomal RNA gene, paseguence

Bacillus sp. K50T partial 16S rRNA gene, isolate0R

Bacillus sp. T10T partial 16S rRNA gene, isolai®T

Bacillus sp. T33T partial 16S rRNA gene, isola83T

Bacillus sp. T37T partial 16S rRNA gene, isola8¥ T

Bacillus sp. HNL14 16S ribosomal RNA gene, pasieduence

Bacillus sp. SSLO1 16S ribosomal RNA gene, pastggjuence

Bacillus sp. JAM-FM2403 gene for 16S rRNA, parsatjuence

Bacillus flexus gene for 16S rRNA, partial sequerstrain: 681

Bacillus firmus strain CHN8 16S ribosomal RNA gepartial sequence
Bacillus sp. RP32 16S ribosomal RNA gene, pasgajuence

Bacillus sp. GIDM-77 16S ribosomal RNA gene, phgequence
Uncultured Bacillus sp. clone AUVE_01F03 16S rimosl RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. W077 small subunit ribosomal RNA gqpegtial sequence
Bacillus sp. W036 small subunit ribosomal RNA gqpegtial sequence
Bacillus sp. 'TS IW 33' 16S ribosomal RNA geneatiphsequence
Bacillus sp. CECRI-13/07 16S ribosomal RNA gersetipl sequence

Max Total Query E

score score coverage value
325 325  99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325  99% 2e-88
325 325 99% 2e-88
325 325 99% 2e-88

Max
ident

97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
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Accession Description Max — Total  Query E
score score coverage value
EF503525.1 Bacillus sp. HPC1403 16S ribosomal RNA gene, pbséquence 325 325 99% 2e-88
EF517948.1 Bacillus sp. IGCAR-1/07 16S ribosomal RNA genatiphsequence 325 325 99% 2e-88
EF395378.1 Bacillus sp. LST-1 16S ribosomal RNA gene, pag&duence 325 325 99% 2e-88
EF377303.1 Bacillus sp. CCBAU 10727 16S ribosomal RNA gereetipl sequence 325 325 99% 2e-88
EF101732.1 Bacillus firmus strain HU75 16S ribosomal RNA @E)ngene, partial sequence 325 325 99% 2e-88
EF101731.1 Bacillus firmus strain GB9 16S ribosomal RNA (r)rdene, partial sequence 325 325 99% 2e-88
EF075393.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2W3_G04 lie8somal RNA gene, partial sequencd25 325 99% 2e-88
EF075071.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2S3_B07 lib8somal RNA gene, partial sequence325 325 99% 2e-88
EF073708.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WB1W2_G02 1®8somal RNA gene, partial sequencd25 325 99% 2e-88
EF032672.1 Bacillus firmus strain AU9 16S ribosomal RNA gepartial sequence 325 325 99% 2e-88
DQ839175.1 Uncultured Bacillus sp. clone LOTb 16S ribosomblARgene, partial sequence 325 325 99% 2e-88
DQO089747.1 Bacillus firmus isolate C4M15 16S ribosomal RNAgepartial sequence 325 325 99% 2e-88
DQO073459.1 Bacillus firmus isolate C2L8 16S ribosomal RNA gepartial sequence 325 325 99% 2e-88
DQ448754.1 Bacillus sp. CNJ933 PL04 16S ribosomal RNA gemetial sequence 325 325 99% 2e-88
DQ371229.1 Bacillus firmus strain F1 16S ribosomal RNA gepartial sequence 325 325 99% 2e-88
AY536538.1 Bacillus firmus strain OWS-F5 16S ribosomal RNAeggpartial sequence 325 325 99% 2e-88
AY647280.1 Bacillus firmus strain MSU1510 16S ribosomal RNéng, partial sequence 325 325 99% 2e-88
DQ173158.1 Bacillus firmus strain zou4 16S ribosomal RNA gegpertial sequence 325 325 99% 2e-88
DQ166809.1 Bacillus sp. DY-D4 16S ribosomal RNA gene, parsiedjuence 325 325 99% 2e-88
AY504439.1 Bacillaceae bacterium C13 16S ribosomal RNA gpadjal sequence 325 325 99% 2e-88
AY332197.1 Bacillus sp. GWS-TZ-H114 16S ribosomal RNA gereatipl sequence 325 325 99% 2e-88
DQ118015.1 Bacillus firmus 16S ribosomal RNA gene, partiajisence 325 325 99% 2e-88
DQ104211.1 Bacillus sp. D12 16S ribosomal RNA gene, partgjuence 325 325 99% 2e-88
AF326369.1 Bacillus sp. PL-26 16S ribosomal RNA gene, pag@&juence 325 325 99% 2e-88
AB159762.1 Uncultured Bacillus sp. gene for 16S rRNA, clor8C 325 325 99% 2e-88
DQ083485.1 Bacillus sp. HPC1330 16S ribosomal RNA gene, gbsgquence 325 325 99% 2e-88
AF286486.1 Bacillus sp. VAN35 16S ribosomal RNA gene, parsiefjuence 325 325 99% 2e-88
AF071856.1 Bacillus sp. 171544 16S ribosomal RNA gene, plaséguence 325 325 99% 2e-88
AY833571.1 Bacillus firmus 16S ribosomal RNA gene, partiajwence 325 325 99% 2e-88
DQ227667.1 Bacillus sp. M108 16S ribosomal RNA gene, pag&juence 325 325 99% 2e-88
AY372922.1 Bacillus sp. JS17 16S ribosomal RNA gene, pastglence 325 325 99% 2e-88
AY372921.1 Bacillus sp. JS15 16S ribosomal RNA gene, pastguence 325 325 99% 2e-88
AY372920.1 Bacillus sp. JS12 16S ribosomal RNA gene, pastguence 325 325 99% 2e-88
30alR 2 ACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCCTTTGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG 61
AMDO0816 289 ............ G AGCA. . 348
EU418717 279 ............ G AGCA. . . 338
EU070387 263 ............ G AGCA. . . 322
EU586789 227 ............ G AGCA. . . 286
EU603328 281 ............ G AGCA. . 340
AMBD83531 263 ............ G AGCA. . . 322
AMBD83523 296 ............ G AGCA. . . 355
AMD83515 295 ............ G AGCA. . 354
AMBD83514 252 ............ G AGCA. . . 311
EU373352 322 ............ G AGCA. . 381
EU373308 322 ............ G AGCA. . . 381
AB362289 300 ............ G AGCA. . . 359
AB361590 285 ............ G AGCA. . . 344
EU443751 292 ............ G AGCA. . 351
EU375135 234 ............ G AGCA. . . 293
EU037267 319 ............ G AGCA. . . 378
EF650916 255 ............ G AGCA. . . 314
EF114179 294 ............ G AGCA. . 353
EF114138 295 ............ G AGCA. . . 354
EF633685 307 ............ G AGCA. . . 366
EF532911 264 ............ G AGCA. . . 323
EF503525 300 ............ G AGCA. . . 359
EF517948 281 ............ G AGCA. . . 340

Max
ident

97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%



EF395378
EF377303
EF101732
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DOB39175
DQD89747
DQD73459
DQ448754
DQB71229
AY536538
AY647280
DOL73158

DQ166809
AY504439

AY332197
DQL18015
DQL04211
AF326369
AB159762
DQ083485
AF286486
AF071856
AY833571
DR27667
AY372922
AY372921
AY372920

30alR
AVD90816
EU418717
EU070387
EU586789
EU603328
AVD83531
AVD83523
AVD83515
AVD83514
EU373352
EU373308
AB362289
AB361590
EU443751
EU375135
EU037267
EF650916
EF114179
EF114138
EF633685
EF532911
EF503525
EF517948
EF395378
EF377303
EF101732
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DGB39175
DQO89747
DQD73459
DQ448754
DQB71229
AY536538
AY647280

DQ173158

300 ...l Coo AGCA. .. 359
293 ... Coo AGCA. .. 352
256 ... Co AGCA. . ... 315
260 ... Co AGCA. . ... 319
270 ... Coo AGCA. .. 329
270 ... Coo AGCA. .. 329
269 ... Co AGCA. . ... 328
320 ... Co AGCA. . ... 379
249 ... Coo AGCA. .. 308
299 ...l Coo AGCA. .. 358
287 ... Co AGCA. . ... 346
320 ... Co AGCA. . ... 379
279 ... Coo AGCA. .. 338
241 ... Coo AGCA. .. 300
297 .o Co AGCA. . ... 356
320 ... Co AGCA. . ... 379
103 ...l Coo AGCA. .. 162
323 ... Coo AGCA. .. 382
316 ... Coo AGCA. .. 375
167 ... ... ... Co AGCA. . ... 226
264 ... Co AGCA. . ... 323
307 ... Coo AGCA. .. 366
206 ...l Coo AGCA. .. 265
300 ...l Co AGCA. . ... 359
328 ... Co AGCA. . ... 387
297 ... Coo AGCA. .. 356
340 ...l Coo AGCA. .. 399
299 ... Co AGCA. . ... 358
307 ...l Co AGCA. . ... 366
311 ... Coo AGCA. .. 370
311 ... Coo AGCA. .. 370
62  AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT GAGTGATGAAGGT TTTCGGATCGTAAAACTCTGTIT 121
340 408
330 398
328 382
2 346
BA L 400
323 382
1= 415
1= 414
B2 371
382 441
382 441
360 419
3D 404
35 411
204 353
BT 438
G 1 < 374
354 413
30 414
T 426
B2 383
360 L 419
BA L 400
360 419
1= 412
306 375
320 379
B30 389
B30 389
320 388
380 L 439
300 368
300 418
BT 406
380 L 439
330 398
B0 360
1 416
380 L 439
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DQL66809
AY504439
AY332197
DQL18015
DQL04211
AF326369
AB159762
DQ083485
AF286486
AF071856
AY833571
DR27667
AY372922
AY372921
AY372920

30alR
AMDO0816
EU418717
EU070387
EU586789
EU603328
AMVD83531
AVD83523
AVD83515
AVD83514
EU373352
EU373308
AB362289
AB361590
EU443751
EU375135
EU037267
EF650916
EF114179
EF114138
EF633685
EF532911
EF503525
EF517948
EF395378
EF377303
EF101732
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DOB39175
DQD89747
DQ073459
DQ448754

DQB71229
AY536538

AY647280
DQL73158
DQL66809
AY504439
AY332197
DQL18015
DQL04211
AF326369
AB159762
DQD83485
AF286486
AF071856
AY833571
DQ227667
AY372922
AY372921
AY372920

183 e 222
388 442
BT 435
22T 286
324 383
307 426
266 L 325
360 L 419
388 447
L 416
400 459
350 418
307 426
e 430
2 430
122  GITAGGGAAGAACAAGT ACCGGAGT AACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG 181
A0 468
300 458
388 442
BAT 406
A0L 460
388 442
A16 475
1 474
372 431
A 501
A 501
A0 479
A0S 464
A2 471
354 413
A3 498
37 434
AdA 473
A0S 474
2 486
384 443
A0 479
T 460
A0 479
AL 472
L 435
380 439
300 L 449
300 L 449
380 448
A0 499
360 L 428
A0 478
A0 466
A0 499
300 458
36 420
1 476
A0 499
22 282
P 502
436 495
2 346
384 443
2 486
326 385
A0 479
A8 507
AdT 476
AB0 L 519
A0 478
P 486
A3 490
A3 490
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30alR

AVD90816
EU418717
EU070387
EU586789
EU603328
AVD83531
AVD83523
AVD83515
AVD83514
EU373352
EU373308
AB362289
AB361590
EU443751
EU375135
EU037267
EF650916
EF114179
EF114138
EF633685
EF532911
EF503525
EF517948
EF395378
EF377303
EF101732
EF101731
EF075393
EF075071
EF073708
EF032672
DGB39175
DQ089747
DQD73459
DQ448754
DQB71229
AY536538
AY647280
DQL73158

DQL66809
AY504439

AY332197
DQL18015
DQL04211
AF326369
AB159762
DQD83485
AF286486
AF071856
AY833571
DQR27667
AY372922
AY372921
AY372920

182 CCACGGCTAACTA 194

469 ... 481
459 ... 471
443 L 455
407 o 419
461 ... 473
443 L 455
476 ... 488
475 487
432 444
502 ... 514
502 ... 514
480 ... 492
465 ... 477
472 484
414 .o 426
499 .. 511
435 447
474 486
475 L 487
487 499
444 456
480 ... 492
461 ... 473
480 ... 492
473 485
436 ... 448
440 ... 452
450 ... 462
450 ... 462
449 461
500 ............. 512
429 ... 441
479 491
467 .. 479
500 ............. 512
459 ... 471
421 433
A77 489
500 ............. 512
283 ... 295
503 ... 515
496 ... 508
347 ... 359
444 o 456
487 499
386 ... 398
480 ... 492
508 ..., 520
477 489
520 ... 532
479 491
487 499
491 ... 503
491 L. 503
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& 5001 F_seqn3_35aF_teste__ .
# Biacillus sp. tOLA 40 partial ..
» Bacillus sp. Y036 small subun..
2 Bacillus sp. CCEAL 10727 1.
7 1] > Bacillus fitmus strein HUTS 1...
@ Baillus fitmus strein GE9 165
» Bacillus firmus isolate C2LE 1.
@ Unculured Bacillus sp. clone .
¥ Bacillus 5p. ' T5 v 55 165 rib.
F Bacillus sp. GYWST2H114 1.
. 2 Bacillus fitmus 165 Abosomal .
2 F Bacillus sp. 012 165 ribosom..

F Bacillus fitmus strain zou4 1...
@ Baillus sp. PL-26 165 ribos..
uncultured Bacillus sp. clone ..
«nculured Eacillus sp. clone ...

2 Bacillus sp. SIS PLO4 1.
i # Bacillus sp. O 04 165 rbos..

. G 2 Bacillaceae bacterium G135 1.
i - * Bacilluz sp. AW 35 165 Hbos.
» Bacillus fitmus strein F1 165
2 Baillus fitmus 165 ibosomal .

= o Bacillus sp. w106 165 Hbos...
= ' o Bacillus sp. 1517 165 rbosom
¢ Bacillus fitmus strein OWS- F5.
i ZUnculured Bacillus sp. gene 1.
o & Bacillus sp. HPC1330 165 ...
Q a - i Barillus sp. 171544 165 vbos
» Biacilluz firmus strain WSU1 5.
d T Bacillus 5p. 1515 165 ribosom
F Bacillus sp. 1512 185 ribosom
@ Baillus fitmus isolate C4 1 5.
“runcuttured Bacillus sp. clone ..
2 Baillus firmus strain AU9 165
@ Bacillus fitmus strain JL32 1...
ik Barillus sp. & bk Fhi2405 ge...
» Bacillus sp. Bl 340E1Ydz- 0z ..
¥ Barillus sp. ZLC-26 165 rbos
7 Bacillus fitmus strain CHRE 1.
e Bacillus firmus stain M2- 36 ..
w Bacillus sp. S5L01 165 ribos.
Eacillus sp. k50T partial 165 r.

2 A Bacillus sp. CECRE 13007 165

o Bacillus sp. HPC 1403 165 ...

- & Bacillus sp. 7337 partfial 165k,
21 Barillus sp. HML14 165 ribos.

o 7 Barillug 50, IGCAR- 1007 1651

& Barillus sp. L5T-1 165 nbos..
% Bacillus sp. 310K 77 165 hib.
o Bacillus sp. RP32 165 Hbos...
2 Bacillus sp. T107T partial 165 F.
3 FUnculfured Eacillus sp. clone ...
@ Bacillus sp. WOFT small subun..
t Barillus flesus gene for 165 ¢,
o Barillus sp. T37T partial 165 ¢,

Primer 338F
Amostras: 31a3C e 31a3D e pouca diferenca em 31a®34a3H, 31a3J, 31a3N, 31a3Q, 31a3S, 31a3U

Primer 531R
Amostras: 31a3B, 31a3E, 31a3F, 31a3l, 31a30, 31a3P

Max Total Query E Max

Accession Description .
score score coverage value ident

AM888194.1Bacillus sp. TSWCSNS5 partial 16S rRNA gene 385 385 81% 3e-10606%
AM690037.1Bacillus sp. 5M04 partial 16S rRNA gene, type sti3i104 385 385 81% 3e-10606%
DQ364585.1Bacillus sphaericus clone 7-16 16S ribosomal RNéeg@artial sequence 385 385 81% 3e-10606%
DQ364584.1Bacillus sphaericus clone 6-87 16S ribosomal RNAeg@artial sequence 385 385 81% 3e-108096%
DQ364583.1Bacillus sphaericus clone 6-31 16S ribosomal RNAeg@artial sequence 385 385 81% 3e-108096%
AY167818.1 Bacillus silvestris strain SAFN-010 16S ribosom&lRgene, partial sequence 385 385 81% 3e-108096%

31la3* 2 ACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGCT TGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG 61

AMVBB8194 285 ............ Coo GAG . .t 344

AMBO0037 295 ............ Coo GAG . .t 354

DQB64585 300 ............ Cooiii GAG .« .ttt 359

DQB64584 300 ............ Cooiii GAG .« .ttt 359

D@B64583 300 ............ Co.oii GAG ... 359
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AY167818 231 ............ Coo GAG . o 290

3la3* 62 AAAGT CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGT GAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAACTCTGTIT 121

AMBBBIO4 345 . 404

AMBO003B7 355 L 414

DOBBA58S 360 .. 419

DQBBA584 360 ... e 419

DBB4583 360 ... 419

AYLBT78L8 291 . 350

3la3* 122 GTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAG 181

AMBBBIO94 405 ... e 464

AVMBO00B7 41D 474

DOBBA58BS 420 .. 479

DQBBA58BA 420 .. e 479

DQBBA583 420 .. e 479

AYLB7818 35 . 410

3la3* 182 CCACGGCTAACTACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 232

AMB8B194 465 ... T...TG....... 515

AMBO0037 475 T...TG....... 525

DQB64585 480 ... T...TG....... 530

DQB64584 480 ... T...TG....... 530

DQB64583 480 ... e T...TG....... 530

AYL167818 411 ... T...TG....... 461
@ 31230 _seqO2_33SF_JOS_A°
¥ Eacillus sp. TSWACSM S parfial..
¢ Bacillus sp. S04 partial 165+
» Bacillus sphaeticus clone ™ 16,
* Bacillus sphaericus clone & 31,
2 Bacilluz sphaericus clone & 57,

Blast names
color map
= :nkho\:n o Bacillus silvestis strain S8 Fm.
Primer 531R
Amostra: 31b2A
Accession Description Max Total Query E 'Max
score score coverage value ident
D;448794'1S:;l|1”:r?c2p' CNJ869 PL04 16S ribosomal RNA genejgla 342 342 81% 46-93 93%
DQ118029.1Bacillus sp. GG-2 16S ribosomal RNA gene, parggjuence 342 342 81% 4e-93 93%

31b2A 1 ACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGECTCCCTTAAACGTAGT TAGCCGTGECTTTCTGG 60
DQ448794 553 ........ CA .. A . ... G-.GL ... 495
DQL18029 501 ........ CA .. A . ... ... G-. G ... .. 443
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31b2A 61  TTAGGTACCGACCAGGTACCGCCCTATTCGAACGATACTTATTCTTCCCTAACACCTGAG 120

DQ448794 494 . ......... T A e G............ A A .. 435

DQL118029 442 .......... T A e G............ A A .. 383

31b2A 121 CTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGATCACGCGECGT TGCTCCGTCAGACTTTCGTCCAT 180

DQA48794 434 . G 375

DQL18029 382 ... ... G 323

31b2A 181 TGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCCGAGGAGTICTGGACCGTGTICTCA 231

DQA4AB794 374 . . T . G......... 324

DQL18029 322 ... T . G......... 272
S1b2a_seqoz_SS1R_JOS_...
Barillus sp. CHRJS53 PLO4 1.
Eacillus sp. G332 165 Hbosom

Primer 338F

Amostra: 34al1B, 34alE, 34all, 34alJ, 34all, 34al10:

Max Total uer E Max
score score coverage value ident

EF072549.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WA2S1_B09 1#8somal RNA gene, partial sequence401 401 81% 4e-11198%
EU563231.1 Lysinibacillus fusiformis strain 12170500 16S gbmal RNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11008%
EU168418.1 Lysinibacillus fusiformis strain IBL10B1445 16®dsomal RNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%

Accession Description

EU445339.1 Lysinibacillus sphaericus strain PBCC2 16S ribogbRNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ416784.1 Bacillus sp. GIDM-64 16S ribosomal RNA gene, phgequence 399 399 81% 2e-11098%
CP000817.1 Lysinibacillus sphaericus C3-41, complete genome 399 3982 81% 2e-11M8%
AM934694.1 Lysinibacillus sp. CL1.22 partial 16S rRNA gengam CL1.22 399 399 81% 2e-11098%
AB245423.1 Lysinibacillus fusiformis gene for 16S rRNA, paitsequence 399 399 81% 2e-11098%
AB244482.1 Lysinibacillus sphaericus gene for 16S rRNA, @didiequence, strain: limp 5-1 399 399 81% 2e-11098%
AB330401.1 Bacillus sp. BAM585 gene for 16S ribosomal RNArtizd sequence 399 399 81% 2e-11098%
AB330399.1 Bacillus sp. BAM581 gene for 16S ribosomal RNArtjzd sequence 399 399 81% 2e-11098%
AB330396.1 Bacillus sp. BAM542 gene for 16S ribosomal RNArtjzd sequence 399 399 81% 2e-11098%
AB330394.1 Bacillus sp. BAM539 gene for 16S ribosomal RNAstigh sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU304958.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain 3EC5IBS ribosomal RNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU304957.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain 3EC5IBS ribosomal RNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ826583.1 Bacillus fusiformis strain LL 60 16S ribosomal RNj&ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ826582.1 Bacillus fusiformis strain LL 59 16S ribosomal RNj&ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ826581.1 Bacillus fusiformis strain LL 58 16S ribosomal RNj&ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ826580.1 Bacillus fusiformis strain LL 57 16S ribosomal RNj&ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU252508.1 Bacillus sp. AM20 16S ribosomal RNA gene, partieduence 399 399 81% 2e-11098%
EU236749.1 Bacillus sp. Z22 16S ribosomal RNA gene, par@gjuence 399 399 81% 2e-11098%
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. L Max Total uer E Max
Accession Description —_ = —_—
score score coverage value ident
EU236728.1 Bacillus sp. X5 16S ribosomal RNA gene, partigjusnce 399 399 81% 2e-11098%
AM903104.1 Bacillus sphaericus 16S rRNA gene, isolate JG-7B 399 399 81% 2e-1108%

EU187498.1 Lysinibacillus fusiformis strain X-25 16S ribosohNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU187497.1 Lysinibacillus sphaericus strain X-17 16S ribosbRISA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU187493.1 Lysinibacillus fusiformis strain X-9 16S ribosomRINA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU187490.1 Lysinibacillus sphaericus strain X-2 16S ribosoRBIA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EU182861.1 Lysinibacillus sp. MH33 16S ribosomal RNA genertighsequence 399 399 81% 2e-11098%
AB363739.1 Lysinibacillus sphaericus gene for 16S rRNA, @disequence, strain: NBRC 3525 399 399 81% 2e-11098%
AB244290.1 Bacillus sp. A3-2 gene for 16S rRNA, partial setpee strain: A3-2 399 399 81% 2e-11098%
EF584540.1 Bacillus sp. JDM-2-2 16S ribosomal RNA gene, phgequence 399 399 81% 2e-11098%
AM269451.1 Bacillus sphaericus partial 16S rRNA gene, isoi$d 1 399 399 81% 2e-11098%
EF563985.1 Lysinibacillus sphaericus strain G.C. 16S ribosbRM4A gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
AM493669.1 Bacillus sphaericus partial 16S rRNA gene 399 399 81% 2e-11098%
EF101920.1 Bacillus sphaericus 16S ribosomal RNA gene, gastquence 399 399 81% 2e-11098%
EF188283.1 Bacillus sp. LYB 16S ribosomal RNA gene, partiedjsence 399 399 81% 2e-11098%
DQ333290.1 Bacillus cohnii isolate LLF 16S ribosomal RNA gepartial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ333288.1 Bacillus fusiformis isolate LLD 16S ribosomal RNy&ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
EF074984.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2S2_C05 lb8somal RNA gene, partial sequence399 399 81% 2e-11008%
EF074654.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1W1_EO02 liéSsomal RNA gene, partial sequenc899 399 81% 2e-11008%
EF074595.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1S3_EO07 lb8somal RNA gene, partial sequence399 399 81% 2e-11098%
EF074475.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1S2_C03 lib8somal RNA gene, partial sequence399 399 81% 2e-11098%
EF032669.1 Bacillus sphaericus strain AU3 16S ribosomal RNAg partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ923492.1 Bacillus sphaericus strain D45 16S ribosomal RNAgy partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ923491.1 Bacillus sphaericus strain D35 16S ribosomal RNAgy partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ923485.1 Bacillus sphaericus strain D19 16S ribosomal RNAgy partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ923481.1 Bacillus sphaericus strain D12 16S ribosomal RMAg partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ916139.1 Bacillus sphaericus 16S ribosomal RNA gene, dastquence 399 399 81% 2e-11098%
AB271743.1 Bacillus fusiformis gene for 16S rRNA, partial segce 399 399 81% 2e-11098%
AB271742.1 Bacillus sphaericus gene for 16S rRNA, partiausege 399 399 81% 2e-11098%
DQ872451.1 Bacillus fusiformis isolate GN04-9h 16S ribosoRMNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ872450.1 Bacillus fusiformis isolate GN04-9f 16S ribosonRMA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ872449.1 Bacillus fusiformis isolate GN04-9e 16S ribosoiR&lA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ872447.1 Bacillus fusiformis isolate GN04-9c 16S ribosorRNA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
AM292655.1 Bacillus sphaericus partial 16S rRNA gene, std@rA12 399 399 81% 2e-11098%
AM293004.1 Bacillus sp. JG-B62 partial 16S rRNA gene, isoHEeB62 399 399 81% 2e-11098%
AM293002.1 Bacillus sp. JG-B53 partial 16S rRNA gene, isoH&eB53 399 399 81% 2e-11098%
AM292996.1 Bacillus fusiformis partial 16S rRNA gene, isold@-B7 399 399 81% 2e-11098%
AM292621.1 Uncultured Bacillus sp. partial 16S rRNA geneneldG35-U4-KF48 399 399 81% 2e-11098%
DQ643066.1 Bacillus sp. CO64 16S ribosomal RNA gene, paségjuence 399 399 81% 2e-11098%
DQ499996.1 Bacillus fusiformis 16S ribosomal RNA gene, pdrsieguence 399 399 81% 2e-11098%
DQ420188.1 Bacillus sphaericus site5W 16S ribosomal RNA geaetial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ420180.1 Bacillus fusiformis site2W 16S ribosomal RNA gepartial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ420177.1 Bacillus fusiformis site2S 16S ribosomal RNA gepartial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ420173.1 Bacillus fusiformis site8S 16S ribosomal RNA gepartial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ420171.1 Bacillus fusiformis site7S 16S ribosomal RNA gepartial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ451097.1 Bacillus sp. EJB5 16S ribosomal RNA gene, paségjuence 399 399 81% 2e-11098%
DQ279754.1 Bacillus sp. AzoR-7 16S ribosomal RNA gene, pasiguence 399 399 81% 2e-11098%
DQ232748.1 Bacillus sp. JH19 16S ribosomal RNA gene, pasiguence 399 399 81% 2e-11098%
AY822613.1 Bacillus sp. P05 16S ribosomal RNA gene, pargguence 399 399 81% 2e-11098%
AB242674.1 Bacillus sp. 31NP3 gene for 16S rRNA, partial ssmpe 399 399 81% 2e-11098%
DQ118033.1 Bacillus sphaericus 16S ribosomal RNA gene, gdastquence 399 399 81% 2e-11098%
AB159758.1 Uncultured Bacillus sp. gene for 16S rRNA, clorz8C 399 399 81% 2e-11098%
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. - Max Total uer E Max
Accession Description —_ = —_—
score score coverage value ident
AB159755.1 Uncultured Bacillus sp. gene for 16S rRNA, clor20C 399 399 81% 2e-11008%
DQ083478.1 Bacillus sp. HPC1315 16S ribosomal RNA gene, gbsgquence 399 399 81% 2e-11098%
DQ083477.1 Bacillus sp. HPC1313 16S ribosomal RNA gene, gbsgquence 399 399 81% 2e-11098%
AB167231.1 Bacillus fusiformis gene for 16S rRNA, partial segce, strain:c84 399 399 81% 2e-11098%
AB167230.1 Bacillus fusiformis gene for 16S rRNA, partial segce, strain:c81 399 399 81% 2e-11008%
AB167228.1 Bacillus fusiformis gene for 16S rRNA, partial segce, strain:c74 399 399 81% 2e-11008%
AB167226.1 Bacillus fusiformis gene for 16S rRNA, partial segce, strain:c70 399 399 81% 2e-11008%
AY999030.1 Bacillus sp. HPC353 16S ribosomal RNA gene, passégquence 399 399 81% 2e-11098%
AY907676.1 Bacillus fusiformis strain SW-B9 16S ribosomal Ri§éne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ299211.1 Bacillus sp. HPC947 16S ribosomal RNA gene, paséguence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286360.1 Bacillus sphaericus strain SSlI-1 16S ribosomalRjene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286321.1 Bacillus sphaericus strain NRS1184 16S ribosonhh Rene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286320.1 Bacillus sphaericus strain LP1-G 16S ribosomal Ri¢Ae, partial sequence 399 399 81% 2e-11008%
DQ286318.1 Bacillus sphaericus strain KellenQ 16S ribosomdARyene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286317.1 Bacillus sphaericus strain IAB881 16S ribosomalfRdéne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286316.1 Bacillus sphaericus strain IAB872 16S ribosomalfRdéne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286315.1 Bacillus sphaericus strain NRS1693 16S ribosonhh Rene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286314.1 Bacillus sphaericus strain IAB769 16S ribosomalRi¢ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286313.1 Bacillus sphaericus strain IAB763 16S ribosomalARi¢ne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286312.1 Bacillus sphaericus strain IAB59 16S ribosomal R§eke, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286311.1 Bacillus sphaericus strain Dak614 16S ribosomahRENne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286309.1 Bacillus sphaericus strain C3-41 16S ribosomal Rj€Ae, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286299.1 Bacillus sphaericus strain ATCC 14577 16S riboddRINA gene, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286298.1 Bacillus sphaericus strain 2362 16S ribosomal Rj€Ae, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286297.1 Bacillus sphaericus strain 2317-2 16S ribosomal\REne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286296.1 Bacillus sphaericus strain 2314-2 16S ribosomal\RjEne, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
DQ286295.1 Bacillus sphaericus strain 2173 16S ribosomal Rj€Ae, partial sequence 399 399 81% 2e-11098%
34al* 1 AACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGEEC 60
EF072549 271 ... ... G 330
EU563231 299 ............ G 357
EU168418 251 ............ G 309
EU445339 267 = ............ G 325
DQ416784 324 ... ... G 382
CP000817 10422  ............ G 10480
CP000817 17139  ............ G 17197
CP000817 49564 ............ G 49622
CP000817 109562  ............ G 109620
CP000817 222530  ............ G 222588
CP000817 644897  ............ G 644955
CP000817 940188  ............ G 940246
CP000817 4432806  ............ G 4432748
CP000817 358080  ............ G 358138
CP000817 759039  ............ G 759097
AMD34694 248 ... G 306
AB245423 302 ... G 360
AB244482 302 ............ G 360
AB330401 302 ............ G 360
AB330399 302 = ............ G 360
AB330396 302 = ............ G 360
AB330394 302 @ ............ G 360
EU304958 230  ............ G 288
EU304957 230 ..., G 288
D@B26583 311 ..., G 369
D®B26582 311 ..., G 369
D@B26581 324 ..., G 382
DXB26580 311 ..., G 369
EU252508 314 ..., G 372
EU236749 300 ............ G 358

EU236728 302 ............ G 360



AVD03104
EUL87498
EUL87497
EUL87493
EUL87490
EUL82861
AB363739
AB244290
EF584540
AV269451
EF563985
AMA93669
EF101920
EF188283
DQB33290
D(B33288
EF074984
EF074654
EF074595
EF074475
EF032669
DX023492
DQ923491
D(023485
DV23481
DQ916139
AB271743
AB271742
DCB72451
DQB72450
DQB72449
DQB72447
AM292655
AM293004
AM293002
AM292996
AMR92621
DQ643066
DQ499996
DQ420188
DQ420180
DQ420177
DQ420173
DQ420171
DQ451097
DQR79754
DQ232748
AY822613
AB242674
DQL18033
AB159758
AB159755
DQD83478
DQ083477
AB167231
AB167230
AB167228
AB167226
AY999030
AY907676
DR99211
DQ286360
DQ286321
DQ286320
DQ286318
DQ286317
DQ286316
DQ286315
DQ286314
DQ286313
DQ286312
DQ286311

299
289
281
296
288
261
302
302
301
275
247
112
252
295
326
312
275
275
276
276
323
278
274
253
287
284
302
302
242
253
253
269
299
295
302
295
267
302
269
301
294
299
272
301
355
281
287
297
260
273
206
204
304
298
277
267
277
267
255
302
300
272
251
269
281
275
267
272
269
266
274
267
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DQR286309 260  ............ o 318
DQ286299 279 ... o 337
DQR86298 272 ..., e 330
DQR86297 274 ..., e 332
DQ286296 274 ... .. o 332
DQ286295 273 ... .. o 331
34a1* 61 GAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGT GAGT GAAGAAGGATTTCGGT TCGTAAAACTCTGT - 120
EF072549 331 390
EUSB3231 358 417
EULB8418 310 369
EU4A45339 326 385
DQALG784 383 442
CPO008L7 L0481 ... 10540
CPO008L7 17108 L 17257
CPO008L7 40623 .. 49682
CPO00817 109621 ... 109680
CPO00817 222589 ... 222648
CPO008L7 644956 . ... 645015
CPO008L7 940247 .. 940306
CPO008L7 4432747 . . 4432688
CPO00817 358139 ... 358198
CPO00817 759098 ... 759157
AVB34694 307 366
AB245423 361 420
AB244482 361 420
AB330401 361 L e 420
AB330399 361 L e 420
AB330396 361 420
AB330394 361 420
EU304958 280 L 348
EU304957 280 348
D@B26583 370 429
D@B26582 370 429
DAB2658L 388 442
DAB26580 370 429
EU252508 373 432
EU236749 359 418
EU236728 3061 420
AVBO3104 358 L 417
EULB7498 348 407
EULB7497 340 . 399
EULB7493 355 414
EULB7400 347 406
EUL82861 320 379
AB363739 361 420
AB244290 361 420
EF584540 360 L. 419
AVRBOA5L 334 393
EF563985 306 ... 365
AMAO3669 171 230
EF101920 311 e 370
EFL188283 354 413
D@B33290 385 444
D@B33288 371 430
EFO74984 334 393
EFO74654 334 393
EFQ074595 335 394
EFQ74475 335 394
EF032669 382 441
DAO23402  B37 396
DQO23491 333 392
DQO23485 312 371
DQO2348L 346 405
DAOL6L39 B4 402
AB271743 361 e e 420
AB271742 361 420
D@B72451 301 360
D@B72450  BL2 371
DBT72449 312 371
D@BT72447 328 387

AMRO2655 358 417
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AMRO3004 354 413
AMRO3002 361 420
AVRO2996 B354 413
AVRO2621 326 e 385
DQBA3066 361 L 420
DQA99996 328 L 387
DQA20188 360 419
DQA20180 353 412
DQAZ20L77 358 417
DQAZ20173 330 390
DRA20L7L 360 419
DRAS1097 414 473
DQR79754 340 399
DQ232748 346 405
AYB22613 356 415
AB242674 31O 378
DQLIB033 332 391
ABL59758 265 324
ABL59755 263 322
DQOB3478 363 422
DQOB3477 357 416
ABLGE7231 336 395
ABLGE7230 326 385
ABLB7228 336 395
ABLB7226 326 385
AY999030  BL4 373
AYOQ07676 361 420
DQ299211 350 418
DQ286360 331 390
DQ286321 310 369
DQ286320 328 387
DQ286318 340 L 399
DQ2863L7 334 393
DQ2B63L6 326 . 385
DQ2863L5 331 390
DQ2863L4 328 387
DQ2863L3 325 384
DQ286312 333 392
DQ2B63LL 326 . 385
DQ286309 319 378
DQ286299 338 397
DQ286298 331 390
DQ286297 333 392
DQ286296 333 L 392
DQ286295 332 391
34a1* 121 TGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGT AACTGGCTGTACCTTGACGGTA- CCTTATTAGAA 179
EFO072549 391 e 449
EU563231 418 e 476
EULGB8418 370 . S 428
EU445339 386 ... S 444
DQALG784 443 e 501
CPO00817 10541 ... e 10599
CPO00817 17258 . S 17316
CPO00817 49683 ... S 49741
CPO00817 109681 ... i e 109739
CPO00817 222649 ... e 222707
CPO00817 645016 .. ... S 645074
CPO00817 940307 ... S 940365
CPO00817 4432687 ...t e 4432629
CPO00817 358199 ... . C.......... 358258
CPO00817 759158 .. .. e 759215
AVB34694 367 S 425
AB245423 421 S 479
AB244482 421 e 479
AB330401 421 e 479
AB330399 421 S 479
AB330396 421 S 479
AB330394 421 e 479
EU304958 349 . e 407
EU304957 349 S 407

D@B26583 430 L S 488



DQB26582
DB26581

DB26580
EU252508

EU236749
EU236728
AVD03104
EUL87498
EUL87497
EUL87493
EUL87490
EUL82861
AB363739
AB244290
EF584540
AV269451
EF563985
AMA93669
EF101920
EF188283
DQB33290
DQB33288
EF074984
EF074654
EF074595
EF074475
EF032669
D023492
DQV23491
DQ923485
DQ923481

D16139
AB271743

AB271742
DQB72451
DQB72450
DQB72449
DQB72447
AMR92655
AM293004
AM293002
AM292996
AMR92621
DQ643066
DQ499996
DQ420188
DQ420180
DQ420177
DQ420173
DQ420171
DQ451097
DQ279754

DQR32748
AY822613

AB242674
DOL18033
AB159758
AB159755
DQ083478
DQD83477
AB167231
AB167230
AB167228
AB167226
AY999030
AY907676
DQ299211
DQ286360
DQ286321
DQ286320
DQ286318
DQ286317

430
443
430
433
419
421
418
408
400
415
407
380
421
421
420
394
366
231
371
414
445
431
394
394
395
395
442
397
393
372
406
403
421
421
361
372
372
388
418
414
421
414
386
421
388
420
413
418
391
420
474
400
406
416
379
392
325
323
423
417
396
386
396
386
374
421
419
391
370
388
400
394
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DQ286316 386
DQ286315 391
DQ286314 388
DQR286313 385
DQ286312 393
DQ286311 386
DQ286309 379
DQ286299 398
DQ286298 391
DQ286297 393
DQ286296 393
DQ286295 392

34a1*

EF072549
EU563231
EUL68418
EU445339
DO416784
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
AVD34694
AB245423
AB244482
AB330401
AB330399
AB330396
AB330394
EU304958
EU304957
DOB26583
D(B26582
D(B26581
DQB26580
EU252508
EU236749
EU236728
AVD03104
EUL87498
EUL87497
EUL87493
EUL87490
EUL82861
AB363739
AB244290
EF584540
AV269451
EF563985
AMA93669
EF101920
EF188283
DQB33290
D(B33288
EF074984
EF074654
EF074595
EF074475
EF032669
DX023492
DQ923491
D(023485
DV23481
DQ916139
AB271743

ST 444
ST 449
e 446
e 443
ST 451
ST 444
e 437
e 456
ST 449
ST 451
e 451
e 450
TG ....... 502
TG ....... 529
TG ....... 481
TG ....... 497
TG ....... 554
TG ....... 10652
TG 17369
TG 49794
TG ....... 109792
TG ....... 222760
TG 645127
TG 940418
TG ....... 4432576
TG ....... 358311
TG 759268
TG ....... 478
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 460
TG ....... 460
TG ....... 541
TG ....... 541
TG ....... 554
TG ....... 541
TG ....... 544
TG ....... 530
TG ....... 532
TG ....... 529
TG ....... 519
TG ....... 511
TG ....... 526
TG ....... 518
TG ....... 491
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 531
TG ....... 505
TG ....... 477
TG ....... 342
TG ....... 482
TG ....... 525
TG ....... 556
TG ....... 542
TG ....... 505
TG ....... 505
TG ....... 506
TG ....... 506
TG ....... 553
TG ....... 508
TG ....... 504
TG ....... 483
TG ....... 517
TG ....... 514
TG ....... 532
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AB271742
DQB72451
DQ872450
DQB872449
DQB72447
AMR92655
AVR93004
AVR93002
AMR92996
AMVR92621
DQ643066
DQ499996
DQ420188
DQ420180
DQ420177
DQ420173
DQ420171
DQ451097
DQR79754

DQR32748
AY822613

AB242674
DQOL18033
AB159758
AB159755
DQD83478
DQD83477
AB167231
AB167230
AB167228
AB167226
AY999030
AY907676
DQ299211
DQ286360
DQ286321
DQ286320
DQ286318
DQ286317
DQ286316
DQ286315
DQ286314
DQ286313
DQ286312
DQ286311
DQ286309
DQ286299
DQ286298
DQ286297
DQ286296
DQ286295

480
420
431
431
447
477
473
480
473
445
480
447
479
472
477
450
479
533
459
465
475
438
451
384
382
482
476
455
445
455
445
433
480
478
450
429
447
459
453
445
450
447
444
452
445
438
457
450
452
452
451

TG ....... 532
TG ....... 472
TG ....... 483
TG ....... 483
TG ....... 499
TG ....... 529
TG ....... 525
TG ....... 532
TG ....... 525
TG ....... 497
TG ....... 532
TG ....... 499
TG ....... 531
TG ....... 524
TG ....... 529
TG ....... 502
TG ....... 531
TG ....... 585
TG ....... 511
TG ....... 517
TG ....... 527
TG ....... 490
TG ....... 503
TG ....... 436
TG ....... 434
TG ....... 534
TG ....... 528
TG ....... 507
TG ....... 497
TG ....... 507
TG ....... 497
TG ....... 485
TG ....... 532
TG ....... 530
TG ....... 502
TG ....... 481
TG ....... 499
TG ....... 511
TG ....... 505
TG ....... 497
TG ....... 502
TG ....... 499
TG ....... 496
TG ....... 504
TG ....... 497
TG ....... 490
TG ....... 509
TG ....... 502
TG ....... 504
TG ....... 504
TG ....... 503
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B S4adJ_seqlz_3535F_JOS5_A0
FuUncultured Bacillus sp. clone ...
Lusinibacillus fusiformis strein.
T Lysinibacillus fusiformis strain
Lusinibacillus sphasticus sta.
@ Bacillus sp. 31064 165 Hb.
T Lwsinibacillus sphaeticus G 4.
T Lysinibacillus sp. CL1.22 part.
w Lusinibacillus fusiformis gene .
Lusinibacillus sphastcus gene.
" Baillus 5p. BAMSSS gene for,
T Baillus sp, BAMSE1 gene for,
T Bacillus sp. BAMS42 gene for.
Eacillus 5p. BANME39 gene for,
Baillus subfilis subsp. spizize..
“r Bacillus subfilis subsp. spizize..
T Bacillus fusiformis stain LL 60
W Bacillus fusiformis sfrain LL 59
Baillus fusiformis strain LL 58
" Baucillus fusiformis strain LL 57
wr Bacillus sp. & KM20 165 Hbos...
T Bacillus sp. 222 165 Hbosam..
W Bacillus sp. #5165 Abosomal
Bacillus sphaeticus 16 5 rRMA.
2 Lysinibacillus fusiformis strain,
W Lysinibacillus sphaeticus sha..
r Lwsinibacillus fusiformis strain.
W Lsinibacillus sphaericys sta..,
Lwsinibacillus sp. MH33 165k
W Lysinibacillus sphaeticus gene.
U Baillus 5p. 432 gene for 165
T Baillus sp. JOE2-2 165 rib..
T Bacillus sphaeticus partial 165
Lusinibacillus sphasticus strain
@ Bacillus sphaeticus partial 165
" Baucillus sphiaericus 16 5 rbos.
T Bacillus sp. LYE 165 Hbosom.
o Bacillus cohnii isolate LLF1...
Bacillus fusiformis isalate LLOL
rUnculfured Bacillus sp. clone .
@ Uncultured Bacillus sp. clone ..
T Uncultured Bacillus sp. clone ..
wUncultured Bacillus sp. clone .
Baillus sphaericns stain AU3.
" Baucillus sphiericus strain D4 5.
™ Bacillus sphaeticus strain O35,
T Bacillus sphaericus strain 019,
W Baucillus sphiericus strain D12
Baillus sphaericus 16 5 ribos..
@ Baillus fusiformis gene for 1.
w Bacillus sphaercus gene far 1.
T Biucillus fusiformis isolate GO,
" Bacillus fusiformis izolate GhO.
Bacillus fusiformis isolate GO,
& Bacillus fusiformis isolate GO,
 Baillus sphaeticus partial 165
T Baillus sp. JO- BE2 pardial 1.
T Bacillus sp. Jo- BS3 parfial 1.
Bacillus fusifarmis partial 1651
runcultured Bacillus sp. parial..
t Bacillus sp. SOG4 165 Abos...
T Bacillus fusiformis 165 ribos...
Eacillus sphaetions sitesuer 1.
Bacillus fusiformis site2 165
U Baucillus fusiformis site2 5 185
T Baillus fusiformis siteds 165
T Bacillus fusiformis site? 5 165
Barillus sp. EJES 165 bosa.
Baillus sp. 420F-7 165 fibos.
“r Baillus sp. JH19 1635 rbosom
T Bacillus sp. POS 165 Hbosam..
w Baillus 5p. 31MPE gene for .
EBacillus sphagricus 165 ribos..
rUncultured Bacillus sp. gene £.
W Uncultured Bacillus sp. gene £.
T Bacillus sp. HPC1315 165 H..
@ Bacillus sp. HPC 1313 165 M.,
Baillus fusiformis gene for ...
2 Baillus fusiformis gene for 1.
“r Bacillus fusiformis gene far 1...
" Baucillus fusiformis gene for ...
W Baillus sp. HPC 555 165 rb...
Bacillus fusiformis strain SW..
@ Bacillus sp. HPC947 165 Kb
" Bacillus sphiaericus strain 551
T Baillus sphiaericus strain H...
T Bacillus sphaeticus strain LP1.
Bacillus sphaeticus strain Kelle
" Bacillus sphiaeticus strain 1AB..
@ Baucillus sphiaericus strain 14 E..
T Bacillus sphaeticus strain WA
' Bacillus sphaeticus strain 146
Eacillus sphaeticns strain 1AE.
" Baucillus sphiaericus strain 14 B..
™ Bacillus sphiaeticus strain Dak..
> Bacillus sphaeticus strain ©35..
W Biucillus sphiericus strain AT...
Baillus sphaericns shain 2362
@ Baillus sphaericus strain 231,
T Bacillus sphaeticus strain 231
T Bacillus sphiaericus strain 2172



Primer: 338F
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Amostra: 338F - 34alF (poucas diferencas) iguab531R - 34alA, 34al1C, 34alD,

34al1G, 34alH, 34alM, 34alS, 34alT

Accession Description

Max Total

EF074519.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1S2_G03 libS8somal RNA gene, partial sequenc&94

DQ993298.1Bacillus sp. MHS024 16S ribosomal RNA gene, pag&uence 385
EU029242.1 Uncultured Bacillus sp. clone B115 16S ribosomalARi¢ne, partial sequence 381
EF072549.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WA2S1_B09 1#8somal RNA gene, partial sequenc&78

(AJ
|_;

EU563231.1 Lysinibacillus fusiformis strain 12170500 16S ribosal RNA gene, partial sequence 376
AB362284.1 Bacillus sp. JAM-FM1901 gene for 16S rRNA, parsatjuence 376
EU168418.1 Lysinibacillus fusiformis strain IBL10B1445 16S osomal RNA gene, partial sequence 376
EU445339.1 Lysinibacillus sphaericus strain PBCC2 16S riboddRiA gene, partial sequence 376
DQ416784.1Bacillus sp. GLDM-64 16S ribosomal RNA gene, phdé&guence 376
CP000817.1 Lysinibacillus sphaericus C3-41, complete genome 376
AM934694.1 Lysinibacillus sp. CL1.22 partial 16S rRNA geneast CL1.22 376
AM934693.1Bacillus sp. CL1.8 partial 16S rRNA gene, strainl(3 376
AB245423.1 Lysinibacillus fusiformis gene for 16S rRNA, paltsquence 376
AB244482.1 Lysinibacillus sphaericus gene for 16S rRNA, padeguence, strain: limp 5-1 376
AB330401.1 Bacillus sp. BAM585 gene for 16S ribosomal RNA ti@hisequence 376
AB330399.1 Bacillus sp. BAM581 gene for 16S ribosomal RNA ti@disequence 376
AB330396.1 Bacillus sp. BAM542 gene for 16S ribosomal RNA tigisequence 376
AB330394.1 Bacillus sp. BAM539 gene for 16S ribosomal RNA ti@isequence 376

EU304958.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain SEC5@GS ¥ibosomal RNA gene, partial sequence 376
EU304957.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain SEC5@S5Tibosomal RNA gene, partial sequence 376
DQ826583.1Bacillus fusiformis strain LL 60 16S ribosomal RNy&ne, partial sequence 376
DQ826582.1Bacillus fusiformis strain LL 59 16S ribosomal RNy&ne, partial sequence 376
DQ826581.1Bacillus fusiformis strain LL 58 16S ribosomal RNj&ne, partial sequence 376
DQ826580.1Bacillus fusiformis strain LL 57 16S ribosomal RNj&ne, partial sequence 376
EU252508.1 Bacillus sp. AM20 16S ribosomal RNA gene, partedsence 376
EU249562.1 Bacillus silvestris strain TPBF15 16S ribosomal Rixe, partial sequence 376
EU236749.1 Bacillus sp. Z22 16S ribosomal RNA gene, partigussace 376
EU236728.1 Bacillus sp. X5 16S ribosomal RNA gene, partialusstce 376
EF114311.2 Bacillus sp. B3W22 16S ribosomal RNA gene, pag&juence 376
AM903104.1Bacillus sphaericus 16S rRNA gene, isolate JG-7B 376
EU187498.1 Lysinibacillus fusiformis strain X-25 16S ribosonRINA gene, partial sequence 376
EU187497.1 Lysinibacillus sphaericus strain X-17 16S ribosoRBIA gene, partial sequence 376
EU187493.1 Lysinibacillus fusiformis strain X-9 16S ribosonfRINA gene, partial sequence 376
EU187490.1 Lysinibacillus sphaericus strain X-2 16S ribosoRBAIA gene, partial sequence 376
EU182861.1 Lysinibacillus sp. MH33 16S ribosomal RNA gene, tgduisequence 376
AB363739.1 Lysinibacillus sphaericus gene for 16S rRNA, pagéguence, strain: NBRC 3525 376
AB244290.1 Bacillus sp. A3-2 gene for 16S rRNA, partial sequegrstrain: A3-2 376
AM773821.1Bacillus bhargavae 16S rRNA gene 376
EF584540.1 Bacillus sp. JDM-2-2 16S ribosomal RNA gene, phgequence 376
AM269451.1 Bacillus sphaericus partial 16S rRNA gene, isold 1 376
EF563985.1 Lysinibacillus sphaericus strain G.C. 16S ribosbRT4A gene, partial sequence 376
AM493669.1Bacillus sphaericus partial 16S rRNA gene 376
EF101920.1 Bacillus sphaericus 16S ribosomal RNA gene, gaséquence 376
EF188283.1 Bacillus sp. LYB 16S ribosomal RNA gene, partiedjsence 376
DQ333290.1Bacillus cohnii isolate LLF 16S ribosomal RNA gepaytial sequence 376

DQ333288.1Bacillus fusiformis isolate LLD 16S ribosomal RNA&mg, partial sequence 376
EF075367.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2W3_EO01 liéSsomal RNA gene, partial sequencg’6
EF075319.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2W3_HO07 1®®somal RNA gene, partial sequenc/6

394
385
381
378
376
376
376
376
376
3751
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376
376

uer
Query E value
score score coverage

81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%
81%

6e-109
3e-106
4e-105
5e-104
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103
2e-103

Max
ident

97%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
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Max Total Query Max
E value .
score score coverage ident

EF075052.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2S3_HO08 lib8somal RNA gene, partial sequenc®@76 376 81% 2e-103 96%
EF074984.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC2S2_CO05 lib8somal RNA gene, partial sequenc&76 376 81% 2e-103 96%
EF074654.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1W1_EO02 lié8somal RNA gene, partial sequencg76 376 81% 2e-103 96%
EF074595.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1S3_EOQ7 lb8somal RNA gene, partial sequencg76 376 81% 2e-103 96%
EF074475.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1S2_C03 lib8somal RNA gene, partial sequencg76 376 81% 2e-103 96%

Accession Description

EF032669.1 Bacillus sphaericus strain AU3 16S ribosomal RN partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ923492.1Bacillus sphaericus strain D45 16S ribosomal RNAeggartial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ923491.1Bacillus sphaericus strain D35 16S ribosomal RNAeg@artial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ923485.1Bacillus sphaericus strain D19 16S ribosomal RNAeg@artial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ923481.1Bacillus sphaericus strain D12 16S ribosomal RNAeg@artial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ916139.1Bacillus sphaericus 16S ribosomal RNA gene, pastéglience 376 376 81% 2e-103 96%
AB271743.1 Bacillus fusiformis gene for 16S rRNA, partial seque 376 376 81% 2e-103 96%
AB271742.1 Bacillus sphaericus gene for 16S rRNA, partial sege 376 376 81% 2e-103 96%
DQ872451.1Bacillus fusiformis isolate GN04-9h 16S ribosom&lARgene, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ872450.1Bacillus fusiformis isolate GN04-9f 16S ribosomadlR gene, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ872449.1Bacillus fusiformis isolate GN04-9e 16S ribosomélRgene, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ872447.1Bacillus fusiformis isolate GN0O4-9c 16S ribosom&lRgene, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
AM292655.1Bacillus sphaericus partial 16S rRNA gene, str&pAl2 376 376 81% 2e-103 96%
AM293004.1Bacillus sp. JG-B62 partial 16S rRNA gene, isolHBeB62 376 376 81% 2e-103 96%
AM293002.1Bacillus sp. JG-B53 partial 16S rRNA gene, isoll&eB53 376 376 81% 2e-103 96%
AM292996.1 Bacillus fusiformis partial 16S rRNA gene, isoldte-B7 376 376 81% 2e-103 96%
AM292621.1 Uncultured Bacillus sp. partial 16S rRNA gene, elds35-U4-KF48 376 376 81% 2e-103 96%
DQ643066.1Bacillus sp. CO64 16S ribosomal RNA gene, pargéguence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ499996.1Bacillus fusiformis 16S ribosomal RNA gene, partafiuence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ420188.1Bacillus sphaericus site5W 16S ribosomal RNA geaetial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ420180.1Bacillus fusiformis site2W 16S ribosomal RNA gepartial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ420177.1Bacillus fusiformis site2S 16S ribosomal RNA gepartial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ420173.1Bacillus fusiformis site8S 16S ribosomal RNA gepartial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ420171.1Bacillus fusiformis site7S 16S ribosomal RNA gepartial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ451097.1Bacillus sp. EJB5 16S ribosomal RNA gene, parggugnce 376 376 81% 2e-103 96%
DQ279754.1Bacillus sp. AzoR-7 16S ribosomal RNA gene, pag&juence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ232748.1Bacillus sp. JH19 16S ribosomal RNA gene, paréguence 376 376 81% 2e-103 96%
AB242674.1 Bacillus sp. 31NP3 gene for 16S rRNA, partial seqee 376 376 81% 2e-103 96%
DQ118033.1Bacillus sphaericus 16S ribosomal RNA gene, pastguence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ083478.1Bacillus sp. HPC1315 16S ribosomal RNA gene, plasdguence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286360.1Bacillus sphaericus strain SSII-1 16S ribosomal Ri¢Ae, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286321.1Bacillus sphaericus strain NRS1184 16S ribosomahbhe, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286320.1Bacillus sphaericus strain LP1-G 16S ribosomal Rj¢Ae, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286318.1Bacillus sphaericus strain KellenQ 16S ribosomalRJje¢ne, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286317.1Bacillus sphaericus strain IAB881 16S ribosomal Riéhe, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286316.1Bacillus sphaericus strain IAB872 16S ribosomal Riéhe, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286315.1Bacillus sphaericus strain NRS1693 16S ribosomahgbhe, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286314.1Bacillus sphaericus strain IAB769 16S ribosomal R¢he, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286313.1Bacillus sphaericus strain IAB763 16S ribosomal R¢he, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286312.1Bacillus sphaericus strain IAB59 16S ribosomal Ri}¢he, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286311.1Bacillus sphaericus strain Dak614 16S ribosomal Rj€Ae, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286309.1Bacillus sphaericus strain C3-41 16S ribosomal Rj€Ae, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286299.1Bacillus sphaericus strain ATCC 14577 16S ribosdriél gene, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286298.1Bacillus sphaericus strain 2362 16S ribosomal RdAeg partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286297.1Bacillus sphaericus strain 2317-2 16S ribosomal RjgAe, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286296.1Bacillus sphaericus strain 2314-2 16S ribosomal RjgAe, partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
DQ286295.1Bacillus sphaericus strain 2173 16S ribosomal REAgg partial sequence 376 376 81% 2e-103 96%
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34a1* 1 AACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGATGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGEEC 60
EF074519 275 ... C..o G.. 333
D@93298 279 ... Cooi G 337
EU029242 267 ..., Cooi G A 325
EF072549 271 ... C..o G.. 330
EU563231 299 ... C..o G.. 357
AB362284 246 ............ Cooi G A 304
EU168418 251 ............ Cooi G 309
EU445339 267 ... Coonn G 325
DQ416784 324 ... Co.o G.. 382
CP000817 10422  ............ C..o G.. 10480
CP000817 17139  ............ Cooi G .o 17197
CP000817 49564 ............ Cooi G .o 49622
CP000817 109562  ............ C..o G.. 109620
CP000817 222530  ............ C..o G.. 222588
CP000817 644897  ............ Cooi G .o 644955
CP000817 940188  ............ Cooi G .o 940246
CP000817 4432806  ............ C..o G.. 4432748
CP000817 358080  ............ C..o G.. 358138
CP000817 759039  ............ Cooi G .o 759097
AVD34694 248 ..., Cooi G 306
AMB34693 317 ... C..o G.. . A 375
AB245423 302 ... C..o G.. 360
AB244482 302 ..., Cooi G 360
AB330401 302  ............ Cooi G 360
AB330399 302 ............ C..o G.. 360
AB330396 302  ............ C..o G.. 360
AB330394 302 ..., Coonn G 360
EU304958 230 ... Cooi G 288
EU304957 230  .......... .. C.. G.. 288
D@B26583 311 ... C.. G.. 369
D@®B26582 311 ... Cooi G 369
D@®B26581 324 ..., Cooi G 382
D@®B26580 311 ... Cooi G 369
EU252508 314 ... C.. G.. 372
EU249562 221 ... Co.ooo G.. . A 279
EU236749 300 ... Cooi G 358
EU236728 302 ..., Cooi G 360
EF114311 324 ..., .. Co.oo G.. . A 382
AMB03104 299 ... Co.oo G.. 357
EU187498 289 = .......... .. Cooi G 347
EU187497 281 ..., Cooi G 339
EU187493 296  ............ Co.o.o G.. 354
EU187490 288 ............ Co.oo G.. 346
EU182861 261 ............ Cooi G 319
AB363739 302 ..., Coonn G 360
AB244290 302 ... Co.oo G.. 360
AM773821 323 ... C.. G.. . A 381
EF584540 301 ............ Cooi G 359
AMR69451 275 ..., Cooi G 333
EF563985 247 ... Co.oo G.. 305
AMA93669 112 ... C.oo G.. 170
EF101920 252 ............ Cooi G 310
EF188283 295 .......... .. Coovn G 353
D@B33290 326 ............ C.oo G.. 384
D@B33288 312 ... C.oo G.. 370
EF075367 276 ............ C.oo G.. . A 334
EF075319 277 ... Coov G A 335
EF075052 275 ... Coov G A 333
EF074984 275 ... C.oo G.. 333
EF074654 275 ... C.oo G.. 333
EF074595 276 ............ Coovn G 334
EF074475 276 ..., Coov G 334
EF032669 323 ............ C.oo G.. 381
D@23492 278 ... .. Co.ooo G.. 336
D@23491 274 ... Coovn G 332
D@23485 253 ..., Coovn G 311
DP23481 287 ... .. Co.oo G.. 345
DP16139 284 ... Co.oo G.. 342
AB271743 302 ..., Coon G 360

AB271742 302 ..., Coon G 360



129

DQ@B72451 242 ..., Cooii G . 300
D@B72450 253 ..., Cooi G . 311
D@B72449 253 ... Cooini G 311
DQ@B72447 269 ..., Cooiii G 327
AMRO2655 299 ... Cooii G . 357
AMR93004 295 ... Cooi G . 353
AMR93002 302 ... Cooii G 360
AMR92996 295 ... Cooii G 353
AMR92621 267 @ ... Cooii G . 325
DQB43066 302 ............ Cooii G 360
DQA99996 269 ............ Cooii G 327
DQ420188 301 ... Cooii G 359
DQ420180 294 ..., Cooii G 352
DQ420177 299 ... Cooii G 357
DQ420173 272 ... Cooii G 330
DQ420171 301 ... Cooii G 359
DA51097 355 ..., Cooii G . 413
DQ279754 281 ............ Cooi G . 339
DQ232748 287 ..., Cooii G . 345
AB242674 260 ... Cooiii G 318
DQL18033 273 ..., Cooii G 331
DQ083478 304 ............ Cooiii G . 362
DQ@286360 272 ............ Cooiii G 330
DQ286321 251 ............ Cooii G 309
DQ286320 269  ............ Cooii G 327
DQ286318 281 ............ Cooiii G 339
DQ@286317 275 ..., Cooiii G 333
DQ286316 267 ............ Cooii G 325
DQ286315 272 ..., Cooiii G 330
DQ286314 269 ............ Cooii G . 327
DQ@286313 266 ............ Cooiii G 324
DQ286312 274 ..., Cooiii G 332
DQ286311 267 ............ Cooiii G 325
DQ@286309 260 ............ Cooiii G 318
DQ286299 279 ............ Cooiii G 337
DQ286298 272 ............ Cooiii G 330
DQ286297 274 ..., Cooiii G 332
DQ286296 274 ............ Cooi G . 332
DQ@286295 273 ............ Cooii G . 331
34a1* 61 GAAAGCCT GAT GGAGCAACGCCGCGT GAGT GAAGAAGGATTTCGGT TCGTAAAACTCTGT - 120
EFO74519 334 393
DQI93298 338 397
EU029242 326 ..... T 385
EFO72549 331 390
EUS63231 358 417
AB362284 305 ..... T 364
EULBBAL8 310 . 369
EUA45339 326 385
DQALGT784 383 442
CPO008BL7 10481 .. 10540
CPO00BL7 17198 . 17257
CPO008BL7 49623 ... 49682
CPO008L7 109621 ... 109680
CPO00BL7 222589 ... 222648
CPO008L7  B44956 ... . 645015
CPO008BL7 940247 .. 940306
CPO008BLT7  AA432747 . 4432688
CPO00817 858130 ... i 358198
CPO008L7 7590098 ... 759157
AVB34694 307 366
AMBD34693 376 ..... T 435
AB245423 361 420
AB244482 361 420
AB330401 361 420
AB330399 361 420
AB330396 361 420
AB330394 361 420
EU304958 289 L 348
EU304957 280 348
D@B26583 370 429

D@B26582 370 429



DB26581

DB26580
EU252508

EU249562
EU236749
EU236728
EF114311
AVBD03104
EU187498
EU187497
EU187493
EU187490
EU182861
AB363739
AB244290
AM7 73821
EF584540
AM269451
EF563985
AMA93669
EF101920
EF188283
DQ333290

DQB33288
EF075367

EF075319
EF075052
EF074984
EF074654
EF074595
EF074475
EF032669
D023492
DQ923491
DQ923485
DQV23481
DQ16139
AB271743
AB271742
DCB72451
DQB72450
DQB72449
DQB72447
AMR92655
AM293004
AM293002
AMR92996
AMR92621
DO643066
DQ499996
DQ420188
DQ420180
DQ420177
DQ420173
DQ420171
DQ451097
DQR79754
DQ232748
AB242674
DQL18033
DQD83478
DQ286360
DQ286321
DQ286320
DQ286318
DQ286317
DQ286316
DQ286315
DQ286314
DQ286313
DQ286312
DQ286311

383
370
373
280
359
361
383
358
348
340
355
347
320
361
361
382
360
334
306
171
311
354
385
371
335
336
334
334
334
335
335
382
337
333
312
346
343
361
361
301
312
312
328
358
354
361
354
326
361
328
360
353
358
331
360
414
340
346
319
332
363
331
310
328
340
334
326
331
328
325
333
326
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DQ286309 319 378
DQ286299 338 397
DQ286298 B3 390
DA286297 B33 392
DQ286296 333 392
DQ286295 332 391
34a1* 121 TGTAAGGGAAGAACAAGTAGCGTAGTAACTGECGCTACCTTGACGGTA- CCTTATTAGAA 179
EF074519 394 L ST 452
D©93298 398 T -Gl 456
EU029242 386 ... T e 444
EF072549 391 ...l CA ........... TG ..o ST 449
EU563231 418 ... CA ........... TG ..o ST 476
AB362284 365 O -Gl 423
EU168418 370 ... CA ... TG ... e 428
EU445339 386 ...l CA ... TG ... e 444
DQ416784 443 ... CA ........... TG ..o ST 501
CP000817 10541  .......... ... ... CA ........... TG ..o ST 10599
CP000817 17258  .......... ... .. ... CA ... TG ... e 17316
CP000817 49683  ................... CA ... TG ... e 49741
CP000817 109681  ................... CA ........... TG ..o ST 109739
CP000817 222649  ................... CA ........... TG ..o ST 222707
CP000817 645016  ................... CA ... TG ... e 645074
CP000817 940307  ...............uu.. CA ... TG ... e 940365
CP000817 4432687 ................... CA ........... TG .. ST 4432629
CP000817 358199 ................... CA ........... TG .. C.......... 358258
CP000817 759158  ................... CA ... TG ... e 759215
AVB34694 367 ... CA ... TG ... e 425
AVMD34693 436 G - G 494
AB245423 421 e CA ........... TG .. ST 479
AB244482 421 ... CA ... TG ... e 479
AB330401 421 ... CA ... TG ... e 479
AB330399 421 ... CA ........... TG .. ST 479
AB330396 421 ... CA ........... TG .. ST 479
AB330394 421 ... CA ... TG ... e 479
EU304958 349 ... CA ... TG ... e 407
EU304957 349 ...l CA ........... TG .. ST 407
D@B26583 430 ... CA ........... TG .. ST 488
D@®B26582 430 ... CA ... TG ... e 488
D@®B26581 443 ... CA ... TG ... e 501
D@®B26580 430 ... CA ... TG ... e 488
EU252508 433 ... CA ........... TG ..o ST 491
EU249562 340 G - G 398
EU236749 419 ... CA ... TG ... e 477
EU236728 421 ... CA ... TG ... e 479
EF114311 443 G - G 501
AMB03104 418 ... CA ........... TG ..o ST 476
EU187498 408 ... CA ... TG ... e 466
EU187497 400 ... CA ... ... TG ... e 458
EU187493 415 ... CA ........... TG ..o ST 473
EU187490 407 ... ... CA ........... TG ..o ST 465
EU182861 380 ...l CA ... TG ... e 438
AB363739 421 ... CA ... TG ... e 479
AB244290 421 .. CA ........... TG .. ST 479
AM773821 442 G - G 500
EF584540 420 ... ..o CA ... TG ... e 478
AMR69451 394 ... CA ... TG ... e 452
EF563985 366 ................... CA ........... TG .. ST 424
AMA93669 231 ... CA ........... TG .. ST 289
EF101920 371 ... CA ... TG ... e 429
EF188283 414 ... CA ... ..., TG ... e 472
D@B33290 445 ... CA ........... TG .. ST 503
D@B33288 431 ... CA ........... TG .. ST 489
EF075367 395 G - G 453
EF075319 396 O -Gl 454
EF075052 394 O -Gl 452
EF074984 394 ...l CA ........... TG .. ST 452
EF074654 394 ...l CA ........... TG .. ST 452
EF074595 395 ...l CA ... TG ... e 453
EF074475 395 ... CA ... TG ... e 453
EF032669 442 ... L CA ........... TG .. ST 500

D@23492 397 ... CA ........... TG ... ... S 455
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372
406
403
421
421
361
372
372
388
418
414
421
414
386
421
388
420
413
418
391
420
474
400
406
379
392
423
391
370
388
400
394
386
391
388
385
393
386
379
398
391
393
393
392

D23491
D23485
D23481

D16139
AB271743

AB271742
DCB72451
DQB72450
DQB72449

DQB72447
AMR92655

AM293004
AM293002
AM292996
AMR92621
D643066
DQ499996
DQ420188
DQ420180
DQ420177
DQ420173
DQ420171
DQ451097
DQR79754
DQ232748
AB242674
DQL18033
DQ083478
DQ286360
DQ286321
DQ286320
DQ286318
DQ286317
DQ286316
DQ286315
DQ286314
DQ286313
DQ286312
DQ286311
DQ286309
DQ286299
DQ286298
DQ286297
DQ286296
DQ286295

34a1*

EF074519
D093298
EU029242
EF072549
EU563231
AB362284
EUL68418
EU445339
DO416784
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
CP000817
AVD34694
AVD34693
AB245423
AB244482
AB330401
AB330399

................ CA...........TG............-........... 451
................ CA...........TG............-........... 430
................ CA...........TG ... .. .- . ... 464
................ CA...........TG............-. .. ....... 461
................ CA ...........TG............-........... 479
................ CA ...........TG............-........... 479
................ CA...........TG ... ... .. - L. 419
................ CA...........TG....... ... ..-........... 430
................ CA...........TG............-........... 430
................ CA...........TG............-........... 446
................ CA...........TG............-........... 476
................ CA ... . ...TG ... - 4T2
................ CA ...........TG............-........... 479
................ CA ...........TG............-........... 472
................ CA ... ... ...TG ... .. - L. 444
................ CA...........TG ... ... - L. 479
................ CA...........TG............-........... 446
................ CA...........TG............-........... 478
................ CA...........TG............-........... 411
................ CA...........TG............-........... 476
................ CA...........TG ... ... - L. 449
................ CA...........TG............-........... 478
................ CA...........TG............-........... 532
................ CA...........TG............-........... 458
................ CA...........TG....... .. .- . ..., 464
................ CA ...........TG............-........... 437
................ CA...........TG............-........... 450
................ CA...........TG............-........... 481
................ CA...........TG ... .. - L. 449
................ CA ...........TG............-........... 428
................ CA...........TG............-........... 446
................ CA...........TG............-........... 458
................ CA...........TG ... .. .- . ... 452
................ CA ...........TG............-........... 444
................ CA ...........TG............-........... 449
................ CA...........TG............-........... 446
................ CA...........TG ... ... - ... 443
................ CA...........TG............-........... 451
................ CA ...........TG............-........... 444
................ CA ... ... . ...TG ... - 437
................ CA...........TG............-........... 456
................ CA ... ........TG ... .. - L. 449
................ CA...........TG............-........... 451
................ CA...........TG............-........... 451
................ CA...........TG............-........... 450

AGCCACGGCTAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGT AATACGGAGGGTGCAAGCGT 232

T..TG....... 505
T..TG....... 509
T..7G....... 497
T..7G....... 502
T..TG....... 529
T..TG....... 476
T..7G....... 481
T..7G....... 497
T..TG....... 554
T..TG....... 10652
T..7G....... 17369
T..7G....... 49794
T..TG....... 109792
T..TG....... 222760
T..7G....... 645127
T..7G....... 940418
T..7G....... 4432576
T..TG....... 358311
T..TG....... 759268
T..7G....... 478
T..7G....... 547
T..TG....... 532
T..TG....... 532
T..7G....... 532
T..7G....... 532
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AB330396
AB330394
EU304958
EU304957
DOB26583
DQB826582
DQB26581

D@B26580
EU252508

EU249562
EU236749
EU236728
EF114311
AVD03104
EU187498
EU187497
EUL87493
EU187490
EU182861
AB363739
AB244290
AMI 73821
EF584540
AVR69451
EF563985
AMA93669
EF101920
EF188283
DOB33290
DQB33288
EF075367
EF075319
EF075052
EF074984
EF074654
EF074595
EF074475
EF032669
DQ23492
DQ023491
DQ023485
DQO23481
DQ16139
AB271743
AB271742
DOB72451
DQB72450
DQB72449
DQB72447
AMVR92655
AMVR93004
AMVR293002
AVR92996
AVR92621
DQ643066
DQ499996
DQ420188
DQ420180
DQ420177
DQ420173
DQ420171
DQ451097
DQR79754

DQ232748
AB242674

DQL18033
DQD83478
DQ286360
DQ286321
DQ286320
DQ286318
DQ286317

480
480
408
408
489
489
502
489
492
399
478
480
502
477
467
459
474
466
439
480
480
501
479
453
425
290
430
473
504
490
454
455
453
453
453
454
454
501
456
452
431
465
462
480
480
420
431
431
447
477
473
480
473
445
480
447
479
472
477
450
479
533
459
465
438
451
482
450
429
447
459
453

TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 460
TG ....... 460
TG ....... 541
TG ....... 541
TG ....... 554
TG ....... 541
TG ....... 544
TG ....... 451
TG ....... 530
TG ....... 532
TG ....... 554
TG ....... 529
TG ....... 519
TG ....... 511
TG ....... 526
TG ....... 518
TG ....... 491
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 553
TG ....... 531
TG ....... 505
TG ....... 477
TG ....... 342
TG ....... 482
TG ....... 525
TG ....... 556
TG ....... 542
TG ....... 506
TG ....... 507
TG ....... 505
TG ....... 505
TG ....... 505
TG ....... 506
TG ....... 506
TG ....... 553
TG ....... 508
TG ....... 504
TG ....... 483
TG ....... 517
TG ....... 514
TG ....... 532
TG ....... 532
TG ....... 472
TG ....... 483
TG ....... 483
TG ....... 499
TG ....... 529
TG ....... 525
TG ....... 532
TG ....... 525
TG ....... 497
TG ....... 532
TG ....... 499
TG ....... 531
TG ....... 524
TG ....... 529
TG ....... 502
TG ....... 531
TG ....... 585
TG ....... 511
TG ....... 517
TG ....... 490
TG ....... 503
TG ....... 534
TG ....... 502
TG ....... 481
TG ....... 499
TG ....... 511
TG ....... 505
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DQ86316
DQ286315
DQ286314
DQ286313
DQ286312
DQ286311
DQ286309
DQ286299
DQ286298
DQ286297
DQ286296
DQ286295

445
450
447
444
452
445
438
457
450
452
452
451

A A A A A A A A~

TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG

497
502
499
496
504
497
490
509
502
504
504
503
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5451 F_seqO2_358F_J0S_EC
»Unculfured Bacillus sp. clone ..
FuUncultured Bacillus sp. clone ...
2 Lisinibacillus fusiformis strain.
Lwsinibacillus fusiformis strain
O Lisinibacillus sphasticus sha.
t Bacillus sp, G0 WG4 165 rib,
T Lsinibacillus sphaericus G54
o Lpsinibacillus sp. GL1.22 part.
Lusinibacillus fusiformis gene .
" Lysinibacillus sphaerions gene.
t Bacillus sp. BAMSES qene for.
> Bacillus sp. BAMSE1 qene for.
O Bacillus sp. BAME42 gene for,
Eacillus sp. B4 553 gene for.
" Bacillus sub subsp. spizize..
t Bacillus subfilis subsp. spizize..
o Bacillus fusiformis strein LL 60
o Bacillus fusiformis strain LL 59
" Eacillus fusiformis strain LL 55
@ Bacillus fusiformis stein LL 57
t+ Bacillus sp. AM2Z0 165 ribos...
o Eacillus sp. 222 165 ribosom..
o Eacillus sp. W5 165 ribosomal
" Bacillus sphaericus 165 rRMA.
. bacillus fusiformis strain.
bacillus sphaericus she..
bacillus fusiformis strain.
bacillus sphasrcus stra...
bacillus sp. MH33 165 1.
: bacillus sphaericus gene.
> Bacillus sp. 432 gene for 165
» Bacillus sp. JOW-2-2 165 rb...
@ Bacillus sphaericus parfial 165
@ Lwsinibacillus sphaericus strain
@ Eacillus sphaeticus partial 165
# Eacillus sphaericus 165 ribos.,
> Bacillus sp. LVE 165 ribosom.
@ Eacilluz cohnii izalate LLF 1.
O Bacillus fusiformis isolate LLD.
Unculfured Bacillus sp. clone ..
T Uncultured Eacillus sp. clone ..
T Uncultured Bacillus sp. clone ..
Uncultured Bacillus sp. clone ..
@ Bacillus sphaeticus strain U3,
tx Bacillus sphaericus strain D45,
 Bacillus sphaericus strain D55,
' Bacillus sphaericus strain D9,
Eacillus sphaeticus strain D2,
" Eacilluz sphaeticus 165 Hbos..
t Bacillus fusiformis gene for 1.
> Bacillus sphaericus gene for 1.
o Eacillus fusiformis isolate GO
Eacillus fusiformis izolate GO,
@ Eacillus fusiformis isalate GRO.
w Eacilluz fusiformis isalate GRO.
> Eacillus sphaeticus partial 165
o Bacillus sp. I3 BS2 parfied 1.
Eacillus sp. JG- B55 partial 1.
O Eacillus fusiformis partial 1651
T Unculfured Bacillus sp. partial..
> Bacillus sp. COG4 165 rbos...
o Bacilluz fusiformis 165 Hbos...
Eacillus sphasricus siteste 1.
e Bacillus fusiformis sitezw 165
t Bacillus fusiformis sitezs 165
T Bacillus fusiformis sikes 5 165
o Bacilluz fusiformis sike7v S 165
Eacillus sp. EJBS 165 riboso..
“r Bacillus sp. Az0F-7 165 Hbos,
7 Eacillus sp. JH19 165 ribosom
o Bacillus sp. S1MP S gene for ..
o Bacillus sphaericus 165 Hbos
" Bacillus sp. HPC1 315 165 ...
“r Bacillus sphaericus strain 551
' Bacillus sphaericus strain M.
o Bacillus sphaericus strain LR
@ Bacillus sphaericus strain Kelle
o Bacillus sphaericus strain 1AE.
o Bacillus sphaericus strain 1AE..
 Bacillus sphaericus strain ME...
0 Bacillus sphaericus strain IAE.
O Bacillus sphaericus strain 14E.
@ Eacilluz sphaericus stein 1AE.
@ Bacillus sphaericus strain Dak..
' Bacillus sphaericus strain 3.
o Eacillus sphaericus strain AT
@ Bacillus sphaericus strain 2362
2 Bacillus sphaericus strain 231,
wx Bacillus sphaericus strain 231,
> Eacillus sphaeticus strein 2173
2 Uncultured Bacillus sp. clone...
Eacillus sp. MHS024 165 rib...
Eacillus sp. Lok FRi1901 ge...
o Bacillus sp. CL1.3 partial 1651
> Bacillus silvestris strain TREF.
o Bacillus sp. B3WI2 165 ribos.
Uncultured Bacillus sp. clone ...
“runcultured Bacillus sp. clone .
tUnculfured Bacillus sp. clone ...
> Bacillus bhargauas 165 rRpls,
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Primer 338F

Amostra: 35a1B
Accession Description Max = Total Query E 'Max
score score coveragevalue ident
EF675626.1 Bacillus sp. RM1A 16S ribosomal RNA gene, paieduence 379 379 80% 184 96%
AB363732.1 Bacillus azotoformans gene for 16S rRNA, partigjusnce, strain: NBRC 15712352 352 80% 2e-903%
EF081295.1 Bacillus sp. AA 16S ribosomal RNA gene, partiajsence 352 352 80% 2e-9®3%
EU072709.1 Bacillus sp. M061122-4 16S ribosomal RNA gene,ipbsequence 351 351 80% 7e-9®3%
EF371373.1 Bacillus sp. ge09 16S ribosomal RNA gene, pasgajuence 347 347 80% 8e-993%

AB245379.1 Bacillus ginsenggisoli gene for 16S rRNA, partiadjgence, strain: Gsoil 3045 347 347 80% 8e-993%
AB211020.1 Bacillus sp. SSCS22-2 gene for 16S rRNA, partigusace, strain: SSCS22-2 347 347 80% 8e-993%
AB211019.1 Bacillus sp. SSCS22-3 gene for 16S rRNA, partiglsece, strain: SSCS22-3 347 347 80% 8e-993%
AB211017.1 Bacillus sp. SSCS24 gene for 16S rRNA, partial eaga, strain: SSCS24 347 347 80% 8e-993%

AB211009.1 Bacillus sp. SSCS34 gene for 16S rRNA, partial eaga, strain: SSCS34 347 347 80% 8e-993%
EU175937.1 Uncultured Bacillus sp. clone iso4_91 16S ribosoRMdA gene, partial sequenceg43 343 80% 1e-933%
EF371374.1 Bacillus sp. gel0 16S ribosomal RNA gene, pastajuence 343 343 80% 1e-933%
AMA423145.1Bacillus sp. MH-144m 16S rRNA gene, strain MH-144m 343 343 80% 1e-933%
AY536539.1 Bacillus fortis strain OWS-F8 16S ribosomal RNA gepartial sequence 343 343 80% 1e-933%
AY536535.1 Bacillus fortis strain OWS-F2 16S ribosomal RNA gepartial sequence 343 343 80% 1e-933%
AB211011.1 Bacillus sp. SSCS32 gene for 16S rRNA, partial eaqga, strain: SSCS32 343 343 80% 1e-933%
AB211007.1 Bacillus sp. SSCS36 gene for 16S rRNA, partial eaga, strain: SSCS36 343 343 80% 1e-933%
AB196471.1 Bacillus sp. FST-B37 gene for 16S ribosomal RNAtiphsequence 343 343 80% 1e-933%
AB196470.1 Bacillus sp. FST-B34 gene for 16S ribosomal RNAtipbsequence 343 343 80% 1e-933%
AB196469.1 Bacillus sp. FST-B32 gene for 16S ribosomal RNAtipbsequence 343 343 80% 1e-933%
AB196468.1 Bacillus sp. FST-B30 gene for 16S ribosomal RNAtipbsequence 343 343 80% 1e-933%
35alB 2 ACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCT GTAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG 61

EF675626 320 ............ G AC . 379

AB363732 302 ............ G AC 361

EF081295 236 ............ G AC . 295

EU072709 267 ............ G AC . 326

EF371373 320 ............ G AC . 379

AB245379 298 ............ G AC . 357

AB211020 317 ............ G AC . 376

AB211019 320 ............ G AC . 379

AB211017 288 ............ G AC . 347

AB211009 293 ............ G AC . 352

EU175937 297 ............ G AC 356

EF371374 320 ............ G AC . 379

AMA23145 295 ............ G AC . 354

AY536539 244 ............ G AC . 303

AY536535 245 ............ G AC . 304

AB211011 277 ............ G AC 336

AB211007 319 ............ G AC . 378

AB196471 300 ............ G AC . 359

AB196470 300 ............ G AC 359

AB196469 300 ............ G AC 359

AB196468 300 ............ G AC . 359

35alB 62  AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT GAGCGAAGAAGGCCTTCGGEGTCGTAAAGCTCTGTIT 121

EFB75626 380 ...ttt et 439

AB363732 362 ... T 421

EF081295 296 .......... ... T 355

EUD72700 327 it 386

EF371373 380 ..ottt 439

AB245379 358 ... T 417

AB211020 377 o 436

AB211019 380 .ot 439

AB211017 348 407

AB211009 358 L 412

EUL75987 357 416

EF371374 380 ....................... A 439



AVA23145

AY536539
AY536535

AB211011

AB211007
AB196471
AB196470

AB196469

AB196468

35alB
EF675626

AB363732
EF081295
EU072709
EF371373
AB245379
AB211020
AB211019
AB211017
AB211009
EU175937
EF371374

AVH23145

AY536539
AY536535
AB211011

AB211007

AB196471
AB196470
AB196469
AB196468

35alB
EF675626

AB363732
EF081295
EU072709
EF371373

AB245379

AB211020

AB211019

AB211017
AB211009
EU175937
EF371374

AVA23145

AY536539
AY536535

AB211011

AB211007
AB196471
AB196470

AB196469

AB196468

355 T 414
304 363
305 364
BT 396
37O 438
360 ... T 419
360 ... T 419
360 ... T 419
360 ... T 419
122 GTAAGGGAAGAACACGT GCCA- TTTAACTGATGGCACCTTGACGGTACCTTACGAGAAAG 180
440 ... A ... T e e G....... 498
422 Tooooo A.A..-G...... C..T............... AL 480
356 Tooooo A.A..-G...... C..T............... AL 414
387 Tl A ... GAG..... Co A.C..... 446
440 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 498
418 Tooooo ALAT..-G...... C..T............... Ao 476
437 AC..GG...... CC..G.C............. C..... 495
440 .. AC..GG...... CC..G.C............. C..... 498
408 ...l AC..GG...... CC..G.C............. C..... 466
413 AC..GG...... CC..G.C............. C..... 471
417 AC..GG...... CC.TG.C............. C..... 475
440 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 498
415 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 473
364 ... AC..GG...... CC..TG.C............. C..... 422
365 ...l AC..GG...... CC.TG.C............. C..... 423
397 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 455
439 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 497
420 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 478
420 . AC..GG...... CC..G.C............. C..... 478
420 . AC..GG...... CC..G.C............. C..... 478
420 ... AC..GG...... CC..G.C............. C..... 478

TG ....... 549
TG ....... 531
TG ....... 465
TG ....... 497
TG ....... 549
TG ....... 527
TG ....... 546
TG ....... 549
TG ....... 517
TG ....... 522
TG ....... 526
TG ....... 549
TG ....... 524
TG ....... 473
TG ....... 474
TG ....... 506
TG ....... 548
TG ....... 529
TG ....... 529
TG ....... 529
TG ....... 529

136
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@ 3 0al B_seq3_335F_J05_..

s Bacillus sp. RR1A 165 Hbos..

& Bacillus pzotoformans qene fo

2 @ Biacilles ginsengaisoli gene for
¥ Biacillus sp. A4 165 Abosomal

% Bacillus sp. WOET 1224 1651

o Barillus sp. 550522 3 gene f.

tBacillus sp. 5505222 qene

tBiacillus sp.9e 0 165 Abosom

& Biacillus sp. 9eid 165 Hbosom

¢ Bacillus sp. WH 144m 165 rR.,

2 a e Bacillus sp. F5T- 65T qene for,
iJ a o Bacillus sp. FST- B34 gene for,
b Biacillus sp. FST- B 52 gene for,

¥ Biavcillus sp. FST- B30 ene for,

* Biacillug sp. 550552 qene for,

2 Bacillus sp. 550536 gene for,

¥ Bacills sp. 550524 gens for,

t Bacillus sp. 550554 gene for.

Suncultured Bacillus sp. clone i,

a ¢ Bacillus forfis shain WS- Fé

e Bacillus forfis strain 0ws-F2 .

Primer 531R

Amostra 35alA (semelhante ao anterior)

Max Total Query E Max

Accession Description score score coveragevalue ident
EF675626.1Bacillus sp. RM1A 16S ribosomal RNA gene, partedsence 293 293 100% 1le-789%
AB363732.1Bacillus azotoformans gene for 16S rRNA, partigiusnce, strain: NBRC 15712 266 266 100%  2e-7®6%
EF081295.1 Bacillus sp. AA 16S ribosomal RNA gene, partialssice 266 266 100%  2e-7@6%
EUQ072709.1Bacillus sp. M061122-4 16S ribosomal RNA gene,ipbsequence 264 264 100%  5e-7@6%
AB245379.1Bacillus ginsenggisoli gene for 16S rRNA, partijgence, strain: Gsoil 3045 260 260 100% 7e-685%
EF371373.1Bacillus sp. ge09 16S ribosomal RNA gene, paréglgnce 257 257 100% 8e-685%

AB211020.1Bacillus sp. SSCS22-2 gene for 16S rRNA, partiglsace, strain: SSCS22-2 257 257  100% 8e-685%
AB211019.1Bacillus sp. SSCS22-3 gene for 16S rRNA, partiglisece, strain: SSCS22-3 257 257 100%  8e-685%

AB211017.1Bacillus sp. SSCS24 gene for 16S rRNA, partial sega, strain: SSCS24 257 257 100%  8e-685%
AB211009.1Bacillus sp. SSCS34 gene for 16S rRNA, partial sega, strain: SSCS34 257 257 100%  8e-685%
EU249555.1Bacillus asahii strain TSC12 16S ribosomal RNA geraetial sequence 255 255 100% 3e-6B5%
EI:663416_1Uncultured Bacillus sp. clone GAS®RA3S1_D10 16S ribosomal RNA gene, par2_5 255 100% 36-6B5%
= sequence

EI:072622_1Unc_ultured Bacillus sp. clone GASP-WA2S2_H12 1@®sbmal RNA gene, 255 255  100% 36-6B5%
= partial sequence

El2074721'1Uncultured Bacillus sp. clone GASP-WC1W2_B04 1@®somal RNA gene, 255 255  100%  3e-6B5%

partial sequence =
EFQ074427.1 Uncultured Bacillaceae bacterium clone GASP-WC188 I6S ribosomal RNA 255 255  100% 3e-6B4%



Accession

Description

gene, partial sequence

AY211145.1Bacillus sp. 'Mali 51' 16S ribosomal RNA gene, j@tequence
AJ717382.1 Bacillus foraminis 16S rRNA gene, type strain CV53

35alA

EF675626
AB363732
EF081295
EU072709
AB245379
EF371373
AB211020
AB211019
AB211017
AB211009
EU249555
EF663416
EF072622
EF074721
EF074427
AY211145
AJ717382

35alA

EF675626
AB363732
EF081295
EU072709
AB245379
EF371373
AB211020
AB211019
AB211017
AB211009
EU249555
EF663416
EF072622
EF074721
EF074427
AY211145
AJ717382

35alA

EF675626
AB363732
EF081295
EU072709
AB245379
EF371373
AB211020
AB211019
AB211017
AB211009
EU249555
EF663416
EF072622
EF074721
EF074427
AY211145
AJ717382

35alA

EF675626
AB363732
EF081295
EU072709
AB245379
EF371373
AB211020

Max Total
score score

N

5

5

255
255

1 ACGCTTGCACCCT CCGTATTACCGCGECT GNNNNNNNGNNGNTAGCCGTGGCTTTCTCNN
549 ........ CA .. A . ... CTGECAC. TA T......... oot GC
531 ........ CA .. A . ... ... CTGECAC. TA T......... oot GT
465 ........ CA .. A . ... CTGECAC. TA T.. ..o Gr
497 ... CA .. A . ... CTGECAC. TA T. ..ot GGT
527 ........ CA .. A ... CTGECAC. TA T......... oot GT
549 ........ CA .. A ... CTGECAC. TA T.......... . GGT
546 ........ CA .. .A . ... CTGECAC. TA T. ..ot GGT
549 ........ CA .. .A . ... CTGECAC. TA T. ...t GGT
517 ........ CA .. A ... CTGECAC. TA T.......... . GGT
522 ........ CA .. A ... CTGECAC. TA T.......... . GGT
451 ..., CA .. .A . ... CTGECAC. TA T. ...t GGT
487 ... ... CA .. .A . ... CTGECAC. TA T. ...t GGT
500 ........ CA .. A ... CTGECAC. TAT. ... GGT
500 ........ CA .. A ... CTGECAC. TA T.......... GGT
504 ........ CA .. .A . ... CTGECAC. TA T. ...t GGT
563 ........ CA .. A . ... CTGECAC. TA T. ..ot GGT
544 ........ CA .. A ... CTGECAC. TA T........... GGT
61 - A- GGTACCGTCAAGGTGCCATC- - AGTTAAA- T- GGCACGTGT TCTTCCCTTACNNCNG
489 - A L s e T AA A
471 T.o-. .. A..G--...... C.-..T..T........... A L AAA
405 T.o-...a A..G--...... C.-..T..T........... A L AAA
437 To- G--..... CIC.-..... T A L AAA
467 T.-. ... A..G--...... C.-.AT..T........... A L AAA
489 - A ..., G.C..GG--...... CGCG...GT.............. AA A
486 - A ... G.C..GG--...... CC...GT.............. AA A
489 - A ... G.C..GG--...... CC...GT.............. AA A
457 - A ..ol G.C..GG--...... CCG...GT.............. AA A
462 - A ... G.C..GG--...... CCG...GT.............. AA A
391 C-... A..G--..... ClC.-..T..T........... G.AA A
427 To- A..G--..... ClC.-..T..T........... A L AAA
440 T.o-...aa A..G--..... ClC.-..T..T........... A . AAA
440 T.o-...aa A..G--..... ClC.-..T..T........... A . AAA
444 Co-. GCI.T.CG.-.-..... T G.AAA
503 C-.... ... &G--..... CT-CC..... T G.AA A
484 Co-. ... G&G--..... CT-CC..... J I G.AA A
115 AGCTTTACGACCCGAAGGCCTTCTTCGCTCACGCGGECGT TGCTCCGTCAGACTTT- NTCC
A3 CG .
416 ... A CG .
350 .. A CG .
B8 CG ..
412 A CG ..
A3 CG ..
A8l CG .
L CG .
A0 CG .
A7 CG .
G 1< CG .
1 CG .
384 CG .
384 CG .
38T - CGT
L CG .
A28 CG .
174 ATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCC 203

374 e 345

356 ... 327

290 .. 261

321 292

352 323

374 345

371 342

138

Query E Max
coveragevalue ident

100%
100%

3e-6B5%
3e-6B5%

60

490
472
406
438
468
490
487
490
458
463
392
428
441
441
445
504
485

114
435
417
351
382
413
435
432
435
403
408
336
372
385
385
388
448
429

173
375
357
291
322
353
375
372
375
343
348
276
312
325
325
329
388
369
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@ 55adA_seq0 3531 F_teste_..
“r Bacillus sp. R & 165 Abos..,
 Biwcillus 3p. 9e09 165 ibosom
o Bacillus sp. 5555222 gene
" Bacillus sp. 550522 3 gene
w Bacillus sp. 555524 qene for,
 Bacillus sp. 550554 qene for,
Baillus sp." flali 51' 165 ribas
“r Bacillus foraminis 165 rRk .
 Biwucillus psehii sfrain 75012 1.
2 Biocillus pzofoformans gene fo
" Bacillus qinsengaizsoli gene for
% Bacillus 5p. &4 165 rbosomel
FuURcultured Bacillus 5p. clone ..
TrUncultured Bacillus sp. clone ..
runcultured Bacillus sp. clone ..
% Bacillus sp. MOE1122-4 1651

eUncultured Bacillaeme bacter..
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Anexo 02 — Sequéncia completa do gene rpoB mosirasaucleotideos divergentes.

1 acgtgaaatc actggtcttg gcttgaaaga agct aaagag cttgttgaca acactccaaa

61 accacttaaa gaaggtattg ctaaagaaga agctgaagag cttaaagcta aacttgaaga
121 agttggcgct tctgtagaag ttaagtaatc ttcacttacc tgtaggggaa gctcgetttt
181 atgaggcgag ctttttcttt gccattcttt aagccatgaa aaaaggaggt tctaataatg
241 agtgagcact attattcaga aaaaccttca gtaaaaagca acaagcaaac ctggtctttt
301 aggcttcgga ataaagattt cacgtttacc agcgacagcg gggttttttc taaaaaagaa
361 gttgatttcg gctcccgect gectgattgat tcttttgaag agcctgaggt tgagggcggce
421 attttagatg taggctgcgg atacggcccg attggtttat cgctcgccag cgactttaaa
481 gaccggacca tccacatgat tgacgttaat gagagagccg tagaactatc aaat gaaaat
541 gcggaacaga acggaataac aaacgttaag atttatcaaa gcgatttgtt ttcaaacgtt
601 gattctgctc aaacatttgc ttctattctt acaaatcccc caatccgagc cggaaaaaaa
661 gttgtccatg ctatctttga gaaaagcgct gaacacttaa aagcttcagg tgaattgtgg
721 atcgtcatac agaaaaagca aggcgcgcct tctgccattg aaaagctcga ggaactgttc
781 gatgaagttt ccgtcgttca aaaaaagaaa ggctattata tcataaaagc aaaaaaagtt
841 tgactcggta ttttaactat gttaatattg taaaatgcca atgtatatat tttgcttgat
901 atgatgaatt gtcaatatct atgtataaat tatacaagta tggaaatgct aataaaatcg
961 gtatttgttt ttggatgtgg ttttcttaat tagaaaccct tttttctttt gtcttgtaaa
1021 agtattttct ttctttggaa gaaatgctta ttacacatat aatacgcatg atttgagggg
1081 tgaatcagtt gacaggtcaa ctagttcagt atggacgaca ccgccagcgc agaagctatg
1141 ctcgcattag cgaagtgtta gaattaccaa atctcattga aattcaaacc tcttcttatc
1201 agtggtttct tgatgagggt cttagagaga tgtttcaaga catatcacca attgaggatt
1261 tcactggtaa cctctctctt gagttcattg attatagttt aggtgagcct aaatatcctg
1321 tagaggaat c aaaagaacgt gatgtgactt actcagctcc gctaagagtg aaggttcgtt
1381 taattaacaa agaaact gga gaggt aaaag accaagatgt cttcatgggt gatttcccta
1441 ttatgacaga tacaggtact tttatcatta acggtgcgga acgtgttatc gtttcccagc
1501 ttgttcggtc tccaagtgta tatttcagtg gt aaagt aga caaaaacggt aaaaaaggtt
1561 ttaccgcaac tgtcattcca aaccgtggcg catggttaga atacgaaact gatgcgaaag
1621 atgttgttta tgtccgcatt gatcgcacac gtaagttgcc ggttacggtt cttttgegtg
1681 ctctcggctt cggctccgat caagagattc ttgatctcat aggagaaaac gaatacctgc
1741 gaaat acgct tgataaagat aacacagaaa acagcgacaa agcgttgctg gaaatttacg
1801 agcgtctccg tcctggagag ccgcctacag tagaaaat gc gaaaagcttg cttgattctc
1861 gtttctttga tccgaaacga tacgatcttg ccaatgtagg acgctataaa attaataaaa
1921 aacttcatat taagaatcgc ctcttcaatc agagacttgc tgaaacgctt gttgatcctg
1981 aaacaggaga aatccttgct gaaaaaggcc agattcttga tagaagaacg cttgataaag
2041 tactgccata cttagaaaac ggaatcggtt ttagaaagct gtatccgaat ggcggcgttg
2101 ttgaagatga agtgactctt caatcaatta aaatctttgc tccgactgat caagaaggag
2161 aacaggttat caatgtaatc ggcaatgctt acatcgaaga agagattaaa aacatcacgc
2221 ctgctgatat tatttcttca atcagctact tcttcaacct gctgcacgga gtaggcgaca
2281 cagatgatat cgatcatctt ggaaaccgcc gtttacgttc tgtaggcgag cttctccaga
2341 accaattccg tatcggttta agccgtatgg agcgtgtggt tcgtgagaga atgtcaattc
2401 aagat acgaa tacaattacg cctcagcagc tgatcaatat tcgtcctgtt attgcgtcca
2461 ttaaagagtt ctttggaagc tcacagcttt ctcaattcat ggatcagacg aacccgcttg
2521 ctgaattaac gcacaagcgt cgtctgtcag cattaggacc gggcggattg acacgt gagc
2581 gtgccggaat ggaagtgcgt gacgttcact actcccacta tggccgtatg tgtccgattg
2641 aaacgcctga gggcccgaac atcggtttga tcaactcact atcatcttat gcaaaagtaa
2701 accgttttgg ctttattgaa acgccatatc gccgcgttga ccctgaaaca gggaaggt aa
2761 cgggcagaat cgattactta actgctgatg aagaggataa ctatgttgtc gctcaagcga
2821 atgctcgtct tgatgacgaa ggcgccttta ttgatgacag catcgtagct cgtttccgeg
2881 gggagaacac cgttgtttcc agaaatcgtg tagactacat ggatgtatcg cctaagcagg
2941 ttgtatctgc tgcgacagca tgtatcccgt tcttagaaaa cgatgactcc aaccgtgccc
3001 tcatgggagc gaacatgcag cgtcaggctg tgcctttgat gcagccggaa gcgccatttg
3061 ttggaactgg tatggaatac gtatcaggaa aagactctgg tgccgctgtt atttgtaaac
3121 accctggtat cgttgaacgc gtagaagcca aaaacgtttg ggttcgccgt tatgaagaag
3181 tagacggt ca aaaagtaaaa ggaaacctgg ataaatacag cctgctgaaa tttgtccgct
3241 ctaaccaagg tacgtgctac aaccagcgtc cgatcgtaag tgtcggcgat gaagtggtaa
3301 aaggagaaat ccttgctgac ggtccttcta tggagcttgg tgaacttgca cttggccgta
3361 acgtaatggt cggcttcatg acgtgggatg gctacaacta tgaggatgcc atcatcatga
3421 gtgaacgcct agtgaaggat gatgtttata catctatcca cattgaagaa tacgaatcag
3481 aagcacgtga tacgaaactt ggacctgaag aaatcactcg cgatattcca aacgtcggtg
3541 aagat gcgct tcgcaatctt gatgaccgcg gaatcatccg tattggggca gaagt aaaag
3601 acggagatct tcttgttggt aaagtaacgc ctaaaggcgt aactgaactg actgccgaag
3661 aacgccttct tcacgccatc tttggcgaga aagcccgcga ggttcgtgat acttctcttc
3721 gtgtgcctca tggcggcgge ggaattatcc atgacgttaa agtcttcaac cgtgaagacg
3781 gagacgaact tcctccaggt gttaaccagt tagtacgcgt atatatcgtt cagaaacgta
3841 agatttctga aggggat aaa atggccggtc gtcacggtaa caaaggtgtt atctctaaga
3901 ttcttcctga agaggatatg ccttaccttc ctgacggcac accaattgat atcatgctta
3961 acccgctggg cgtaccatca cgtatgaaca tcgggcaggt attggaactt cacatgggta
4021 tggccgetcg ttaccttgge attcacattg catctcctgt atttgacgga gcgcgagaag
4081 aggatgtctg ggaaacactt gaagaagccg gcatgtctcg tgacgccaaa acagtgcettt
4141 acgacggacg tactggagag ccgtttgata accgtgtatc tgtcggtatc atgtacatga
4201 tcaaactggc tcacatggtt gacgataaac ttcatgcacg ctctacaggc ccttactcac
4261 ttgttacgca gcagcctctt ggcggtaaag cgcaatttgg cggacacggt tttggtgaga
4321 tggaggtttg ggcacttgaa gcttacggtg cggcttacac tcttcaagaa attctgactg
4381 ttaagtctga tgacgtggtt ggacgtgtga aaacatacga agccatcgtt aaaggcgaca



4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121

atgttcctga
t aggt at gga
aagacgaaga
aagaaacagc
t aaaggcaag
gt gaacaatt
tcttttggtg
gacggt ct at
aagt acaagc
cgggct aaag
atttggtatt
gctttagaag
ctt gaaaaga
aat aaattcc
ctt gt aaaag
act cgt gcga
tcttggatga
ct agat ggcg
cgt aacaat c
gaaaagcgt a
cct gt aacag
caaggccgtt
atcgttgttg
gaacttttca
aagagt gcga
gttattaagg
caggcgtttg
acagcttaca
gaagcacaag

accaggtgtt
t gt caaaatc
agat gcgaaa
at ct gcagac
t gacat cggt
ttgagt at at
aagt gaaaaa
t ct gcgaacg
gagttcgtta
tccgtcgt ga
t caaaggt at
aagtcattta
aacagct t ct
aagcat ct at
aagtt gat at
t caaacgt ct
tccttgatgt
gacgttttgc
gtttgaaacg
t gctt caaga
gt cct ggaaa
t ccgt caaaa
gtcctcattt
aacctttcgt
aacgcaaaat
agcat ccggt
aaccaacgct
acgct gact t

ccggaat cat
ctttctggtg
caagct gacg
gtt gaacgcg
t aat ccgaag
gaacat cggt
gcct gaaacg
cattttcgga
t aaaggcgt a
gagaat gggg
t ccaagccegt
ctttgettct
gt ct gagaaa
gggt get gaa
gtt aaaagaa
tgaagtttta
gcttcctgtt
gactt ct gat
ccttttggac
ggct gt cgat
cagaccgtta
ccttcttggt
gaaaat gt ac
t at gaaagaa
t gagcgegt a
act gct gaac
t gt t gaagga
t gacggt gac

tcaaagtatt
at gaagaaga
gcct ggeat t
at gt agt aac
at aaaaaggg
cttgcttcac
at aaactatc
ccgact aagg
gtttgtgacc
cacat t gaac
atgggtcttg
tacgttgtaa
gaat accgtg
gcaattcata
gagct gaaaa
gaagccttcc
attcctccgg
tt gaat gacc
cttggtgcge
gccctaattg
aaatctcttt
aaacgtgtcg
caat gcggat
cttgttgaaa
cagcct gaag
cgtgccccta
cgcgcaat cc
caaat ggcgg

aat caaagaa
aat agaaat g
at caggt gat
aaaagaat aa
aggt aggccce
cagat aaaat
gtacgttaaa
act gggaat g
gct gcggagt
t ggct gcccce
t gct ggat at
ct gat ccggce
cttatcttga
aacttcttca
cttcacaagg
gt aact cagg
agct t agacc
tttatcgtcg
ct agcat cat
acaacggccg
ct cacat gct
attactccgg
t accgaagga
aaggt cttgc
tttgggat gt
cacttcacag
gtcttcaccc
ttcacgtacc

cttcaaagct
agagatttag
gaagagccgg
tctctagtta
cttgct agat
ccgttcatgg
acct gaaaag
tcattgcggg
cgaagt aaca
agtttcccac
gt cacct cgt
gaat acaccg
t aaat acggt
agat at cgat
acaacgccgt
aaacaagcct
gat ggtt cag
t gt cat caac
cgtt caaaac
ccgcggacgce
gaaagggaag
acgttctgta
aat ggcactt
t cacaacat t
act agaat ca
attaggtatc
gct cgt at gt
attat ct gct
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