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RESUMO

O uso de bioinsumos se destaca como uma alternativa sustentavel em relacao aos pesticidas
sintéticos. Nesse cendrio, bactérias esporulantes possuem relevancia por produzirem uma
diversidade de bioativos antimicrobianos que podem ser utilizados para confec¢do de
biopesticidas. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar
uma bactéria esporulante isolada de solo do Cerrado e avaliar suas propriedades
antimicrobianas. A bactéria foi adquirida da colecdo de bactérias usadas nas disciplinas de
graduagdo da Universidade Federal de Uberlandia no campus Patos de Minas e cultivada em
meio de cultura ndo seletivo. Para identificacdo do isolado de solo, foi realizada a taxonomia
polifasica com testes de morfologia de colonia, microscopia de Gram, morfologia celular, curva
de crescimento (600 nm), caracterizagdo antimicrobiana pelo método do traco cruzado,
sequenciamento de Sanger do gene do rRNA 16S e analise filogenética por meio dos bancos de
dados SILVA e National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os resultados
morfologicos identificaram o isolado de solo como uma bactéria esporulante Gram-positiva
com morfologia de bacilo e curva de crescimento com duracao de 12 horas. A identificagdo por
sequenciamento do gene do rRNA 16S foi confiavel a nivel de classificagdo do género como
Bacillus, revelando similaridade do isolado de solo com o grupo do complexo de bactérias
esporulantes Bacillus cereus, clado de extrema dificuldade em relacdo a caracterizagao
taxondomica em nivel de espécie. A analise filogenética corroborou a classificagdo do isolado
ao grupo e o teste antimicrobiano apresentou um resultado negativo contra as cepas E. coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp., Staphylococcus epidermidis, Enterococcus sp. €
Salmonella, apesar da gama de compostos antimicrobianos produzidos pelo género relatados
na literatura. Os métodos de identificacao utilizados ndo foram suficientes para discriminagao
do isolado de solo em nivel de espécie, necessitando de futuros trabalhos multifacetados para
melhor identificagao.

Palavras-chave: Bioinsumos. Taxonomia polifasica. Cerrado. Gene do 16S rRNA.



ABSTRACT

Bioinputs stands out as a sustainable alternative to synthetic pesticides. In this scenario, spore-
forming bacteria have relevance because they produce a diversity of antimicrobial bioactives
that can be used in the biopesticides formulation. Therefore, the present work aims to identify
and characterize a spore-forming bacterium isolated from Cerrado soil and evaluate its
antimicrobial properties. The soil isolate was acquired from bacteria collection used in
undergraduate courses at the Universidade Federal de Uberlandia on the Patos de Minas
campus and cultivated in a non-selective medium. To identify the soil isolate, a polyphasic
taxonomy was performed with tests of colony morphology, Gram microscopy, cellular
morphology, growth curve (600 nm), antimicrobial characterization by cross-streak method,
16S rRNA Sanger sequencing and phylogenetic analysis using the SILVA and National Center
for Biotechnology Information (NCBI) databases. Morphological results identified the soil
isolate as a Gram-positive spore-forming bacterium with bacillus morphology and a growth
curve lasting 12 hours. Identification by sequencing the 16S rRNA gene was reliable at the level
of genus classification as Bacillus, revealing similarity of the soil isolate with the Bacillus
cereus complex group of spore-forming bacteria, a clade of extreme difficulty regarding
taxonomic characterization at the species level. Phylogenetic analysis corroborated the isolate
classification to the group and the antimicrobial test presented a negative result against E. coll,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp., Staphylococcus epidermidis, Enterococcus sp. and
Salmonella strains despite the range of antimicrobial compounds produced by the genus
reported in the literature. The identification methods used were not sufficient for discrimination
of the soil isolate at the species level, requiring a future multifaceted work for better
identification.

Keywords: Bioinputs. Polyphasic taxonomy. Cerrado. 16S rRNA gene
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1 INTRODUCAO

Bioativos bacterianos sdo de interesse agricola ja que podem ser usados na fabricacao
de bioprodutos mais sustentaveis e menos prejudiciais ao solo € ao meio ambiente. Moléculas
com propriedades antimicrobianas e patogénicas a organismos nao desejados como nematoides,
fungos e insetos, ou de promocdo de crescimento vegetal e nutricdo do solo, podem ser
usadas na manuten¢do de plantagdes, gerando maior sustentabilidade e potencial em marketing
quando comparadas aos produtos de origem sintética. O uso de pesticidas quimicos ocasiona
prejuizo ambiental por contaminacdo do solo, agua, fauna e flora com substancias toxicas.
Dessa forma, observa-se um crescimento do mercado de biocontrole de pragas, com um
aumento de 13,6% na Taxa de Crescimento Anual Composta (CAGR), a taxa que corresponde
a rentabilidade de um investimento, mostrando um crescimento de mercado e diversas
perspectivas futuras (Marrone, 2024).

O isolamento e cultivo de microrganismos in vitro permite a identificagao de substancias
de interesse que possam compor novas formulagdes de bioprodutos. Nesse ambito, as bactérias
esporulantes estdo entre os microrganismos mais utilizados quando se trata de bioinsumos, pois
sdo capazes de produzir diversos bioativos de interesse. Outra vantagem das bactérias
esporulantes ¢ a facilidade do seu armazenamento, transporte e manipulacao, devido a presenga
de enddsporos de resisténcia as condigdes extremas.

Com base nesse cenario, o presente trabalho visou identificar genotipicamente e
fenotipicamente uma bactéria esporulante isolada do solo do Cerrado para caracterizagao
antimicrobiana e avalia¢ao da viabilidade de formulagao de um bioproduto. O presente trabalho
aborda os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), definidos pela Agenda 2030 das
Nagdes Unidas Brasil:

“ODS 2. Fome zero e agricultura sustentavel - Acabar com a fome, alcancar a
seguran¢a alimentar e melhoria da nutrigdo e promover a agricultura sustentavel.”

(Disponivel em: https://brasil.un.org/pt-br/sdgs/2).

1.1 Referencial Teorico

1.1.1 Taxonomia polifasica de bactérias


https://brasil.un.org/pt-br/sdgs/2
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A taxonomia ¢ a ciéncia que possui como objetivo geral estabelecer um sistema de
classificagcdo baseado em relagdes genealogicas, organizando de maneira ordenada organismos
vivos, respeitando um sistema hierarquico. A classificacdo ordenada auxilia na pressuposicao
de relagdes evolutivas e fornece informagdes relevantes sobre a origem e a evolucao da vida na
Terra (Ferraz Helene; Klepa; Hungria, 2022).

Desde sua fundagdo até o final do século XX, a taxonomia bacteriana passou por
transformagdes significativas, partindo de uma perspectiva puramente fenotipica para uma
abordagem ampla e multifatorial (Lee et al., 2025, p. 3). Caracteristicas ecoldgicas, metabolicas
e morfoldgicas compdem o método multidimensional de taxonomia polifasica que reflete nao
apenas relagcdes genéticas, mas também a diversidade funcional e as adaptacdes ecoldgicas
oferecendo uma visdo em conjunto da diversidade microbiana (Lee et al., 2025, p. 3).

Com o desenvolvimento e avango do sequenciamento de DNA, genes marcadores foram
utilizados para taxonomia, em especial o gene do rRNA 168S. O uso da sequéncia desse gene e
o desenvolvimento de bancos de dados ocasionaram uma revolugdo na filogenia, tornando-se
uma ferramenta primordial para a classificagdo de microrganismos, atuando como um marcador
genético universal (Lee ef al., 2025). O gene do rRNA 16S ¢ um marcador ideal devido a alta
conservagao e universalidade entre bactérias, cuja auséncia acarretaria a incapacidade das
bactérias de traduzirem o mRNA em proteina, tornando-as disfuncionais. Uma outra
caracteristica que torna o gene do rRNA 16S um alvo ideal s3o as suas nove regides
hipervariaveis (V1 — V9) que diferenciam espécies e géneros bacterianos (Wensel et al., 2022).
A partir dessas caracteristicas, € possivel utilizar e projetar primers de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) forward e reverse que se ligam a regioes conservadas e amplificam regides

variaveis (Wensel ef al., 2022).

1.1.2 Bactérias Esporulantes

Algumas espécies de bactérias, encontradas predominantemente no solo, produzem
endosporos no processo de esporulacdo (Madigan et al., 2016). Os enddsporos sdo estruturas
resistentes, conferindo capacidade de permanéncia no estado latente, o que protege o organismo
de desidratacdo, temperaturas elevadas, acidos, bases e falta de nutrientes. Essas estruturas
bacterianas podem permanecer na fase latente até que sejam reativadas em decorréncia de

condi¢des ambientais favoraveis (Dionisio et al., 2016). Além da resisténcia, essas estruturas


https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/browse?type=author&value=DIONISIO%2C+J.+A.
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/browse?type=author&value=DIONISIO%2C+J.+A.
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podem ser facilmente dispersas por diversos fatores, como vento, agua ou animais por meio do
trato gastrintestinal (Madigan et al., 2016, p. 80).

Entre as bactérias esporulantes mais comuns e estudadas, destaca-se o género Bacillus
(Madigan et al., 2016). Bacillus formadores de enddsporos passam por trés processos
fisiologicos em seu ciclo de vida: o crescimento vegetativo, a esporulacdo e a germinacao
(Figura 1). De acordo com a disponibilidade de nutrientes percebida pelo microrganismo, a
bactéria transiciona entre cada fase (Sella; Vandenberghe; Soccol, 2014).

A reprodugdo bacteriana € realizada pela fase de crescimento vegetativo, na qual ocorre
multiplicacdo por fissdo bindria simétrica quando ha disponibilidade de nutrientes. A
esporulagdo decorre durante a fase de privacdo de nutrientes, alta composi¢ao mineral, pH
neutro, temperaturas extremas e alta densidade celular, desencadeando a formacdo do
endosporo em estagios. Inicialmente, hd a disposicdo do material nuclear de forma axial em
filamentos, seguida da segregacdo do DNA e invagina¢cdo da membrana plasmatica, formando
dois polos celulares assimétricos, sendo o menor deles chamado de septo. O septo, entdo, se
curva e o esporo ¢ englobado pela membrana da célula-mae, formando um pré-esporo que ¢
desenvolvido com auxilio da célula-mae, possibilitando a sintese das camadas interna e externa
do esporo. Por fim, o esporo ¢ maturado, tornando-se resistente a calor e solventes organicos.
Apo6s a formacao completa, enzimas liticas rompem a célula-mae e o esporo ¢ liberado. A
germinacao se refere a um processo dos esporos, que permanecem viaveis € em dorméncia por
longos periodos, devido a sua resisténcia. Em condi¢des favordveis, sua dorméncia ¢é
interrompida e o processo de crescimento se inicia, que termina com a emergéncia da célula
vegetativa. Todo o processo esta representado e esquematizado na Figura 1 (Sella;

Vandenberghe; Soccol, 2014).

Figura 1 — Ciclo de vida de um Bacillus formador de enddsporo.
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Fonte: adaptado de Sella; Vandenberghe; Soccol, (2014).

1.1.3 Produgao de antimicrobianos por Bacillus

Antimicrobianos sdo produtos quimicos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento de microrganismos ou mata-los. Alguns microrganismos sdo capazes de produzir
seus proprios agentes antimicrobianos, sendo de interesse na area clinica e agricola (Madigan
et al., 2016). Dentre esses organismos, as bactérias do género Bacillus, assim como outras
bactérias esporulantes, sdo capazes de produzir uma diversidade de substancias
antimicrobianas. Essas substincias incluem peptideos antimicrobianos (Cavalini ef al., 2021),
lipopeptideos ciclicos catidnicos (polimixina, octopeptina, polipeptina), ndo cationicos (iturina,
surfactina, lichenicina, fengicina, fusaricina) e cationicos lineares (saltavalina, jolipeptina,
cerexina) (Cochrane; Vederas, 2014). No género Bacillus, algumas espécies como B.
thuringiensis, B. cereus sensu strictu, B. subtilis e B. amyloliquefaciens (Cochrane; Vederas,
2014; Morandini et al., 2024; Xuan et al., 2023) produzem uma variedade de compostos
antimicrobianos com potencial biotecnoldgico. Dentre essas aplicagdes, destaca-se o uso em
conservantes alimentares, entomocidas, biopesticidas, antibidticos e tratamento de infecgdes
multirresistentes (Cavalini ef al., 2021; Morandini et al., 2024; Schnepf et al., 1998; Xuan et
al., 2023).

1.1.4 Métodos para busca de antimicrobianos

A busca por novos compostos antimicrobianos segue metodologias utilizadas na area da

saude, como teste de estrias cruzadas, ensaio de cocultura, envenenamento de alimentos, curva
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de letalidade diluigdo em agar ou caldo, ensaio de resazurina, difusdo de gradiente
antimicrobiano, bioautografia em camada fina, citometria de fluxo, bioluminescéncia e medi¢ao
de impedancia (Hossain, 2024).

O ensaio de difusdo em agar consiste na difusdo de agentes antimicrobianos de discos
de papel, pogos ou fragmentos (p/ugs) para o meio adjacente. O teste de trago cruzado ¢ uma
variagdo dos ensaios baseados em difusdo em agar, no qual o microrganismo-teste (0 novo
isolado) e indicadores (normalmente patégenos) sdo semeados em oposi¢do, um apds o outro.
Em ambos, teste de estria cruzada e difusdo em agar, caso o microrganismo-teste produza um
agente antimicrobiano que se difunde no meio, serd observada a inibicdo do crescimento de
microrganismos patégenos em um ponto de intersecdo (Bauer et al., 1966 apud Hossain, 2024).
Na cocultura, ha o indculo e crescimento simultdneo de dois microrganismos em um ambiente
compartilhado (Jia ef al., 2020 apud Hossain, 2024). A técnica de envenenamento de alimentos
¢ utilizada ha séculos e consiste na avaliagdo de atividade principalmente antifiingica
envolvendo a mistura direta da substdncia com o meio antes do in6culo do organismo (Schmitz,
1930 apud Hossain, 2024). A curva de letalidade avalia a atividade antimicrobiana expondo o
inoculo a diferentes testes de concentragdo do agente antimicrobiano (Garcia, 2010 apud
Hossain, 2024). Os métodos de diluicdo em 4gar/caldo sdo semelhantes, a fim de determinar a
concentracao inibitéria minima (CIM) a partir da incorporagdo de diferentes concentragdes do
antimicrobiano no meio seguida da adicdo de um niimero padronizado de células microbianas
(Golus et al., 2016 apud Hossain, 2024).

Considerado um teste colorimétrico, o ensaio de resazurina (corante azul ndo
fluorescente) mede a atividade metabdlica de células vivas pela redugdo a resorufina (corante
rosa fluorescente), em que a quantidade de resorufina produzida ¢ diretamente proporcional a
atividade metabodlica das células (O'Neill et al., 2014 apud Hossain, 2024; Sarker; Nahar;
Kumarasamy, 2007 apud Hossain, 2024; Travnickova et al., 2019 apud Hossain, 2024).
Combinando principios fundamentais de dilui¢ao e de difusdo do agente microbiano, o teste de
difusdo de gradiente antimicrobiano consiste na dilui¢do do agente antimicrobiano em uma tira
de teste especializada que abrange uma faixa de concentracdes, a qual ¢ posicionada sobre a
superficie do 4gar inoculado com o microrganismo-teste (Berghaus et al., 2015 apud Hossain,
2024). A bioautografia em cromatografia de camada fina (TLC) € uma técnica altamente eficaz
e amplamente empregada, baseando-se na separacao dos componentes de uma mistura em uma
placa de TLC, seguida do bioensaio direto na placa para deteccao dos componentes (Nuthan et

al., 2020 apud Hossain, 2024).
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O principio da citometria de fluxo se baseia no uso de lasers para detectar e medir
caracteristicas fisico-quimicas das células, permitindo uma andlise rapida e simultanea de
multiplos parametros, podendo ser utilizada para avaliar efeitos de antimicrobianos em células,
incluindo alteragdes de viabilidade celular, integridade de membrana e atividade metabodlica
(Alvarez-Barrientos et al., 2000 apud Hossain, 2024). Por meio de bactérias geneticamente
modificadas que expressam enzimas emissoras de luz, o ensaio de bioluminescéncia serve como
um indicador confidvel de células microbianas vidveis. A medi¢ao de impedancia ¢ um método
poderoso para detecgao de alteragdes nas propriedades elétricas de células microbianas ao medir
as alteracdes na impedancia elétrica, as quais sdo registradas para avaliagdo da eficacia do

antimicrobiano (Robinson et al., 2011 apud Hossain, 2024).

1.1.5 Pesticidas e biopesticidas

O crescimento populacional ocorrido no século XX decorreu do aumento na producao
de alimentos. Nesse cenario, o uso de pesticidas no combate de pragas que infectam e destroem
plantagdes foi um fator crucial na redu¢do de doencas e aumento da produtividade agricola
mundial (Tudi et al., 2021).

Essas substincias, que possuem acdo inseticida, fungicida, herbicida, rodenticida,
moluscicida e nematicida, tiveram sua producdo intensificada especialmente apds a Segunda
Guerra Mundial (1939-1945). Estima-se que a auséncia do uso de pesticidas na agricultura
acarretaria a perda de até 78% da produgao de frutas, 54% da de vegetais e 32% da de cereais
(Tudi et al., 2021). Com o uso em massa de pesticidas sintéticos, surgem diversas questoes
ambientais, pois se trata de um grupo de substancias bioincompativeis. Sua degradagdo gera
diversos compostos quimicos nocivos ao meio ambiente que se deslocam através do solo e da
agua para outros ambientes, causando um impacto significativo, uma vez que sua degradacao
pode levar horas, dias ou até anos (Tudi ef al., 2021).

Como alternativa para os pesticidas sintéticos, biopesticidas foram desenvolvidos com
o0 intuito de minimizar os impactos ambientais, por serem compostos de origem natural como
uma alternativa mais segura e especifica em relacdo aos pesticidas quimicos convencionais
(Mawcha et al., 2025). Devido a sua origem de desenvolvimento, os biopesticidas sdo
compativeis com sistemas biologicos, atendendo as demandas de retardar e controlar o
desenvolvimento de pragas, baixa ou nenhuma toxicidade ambiental e para os seres humanos,

alta especificidade, atuando apenas contra a praga-alvo, biodegradabilidade, ou seja, eles sdo



16

degradados por organismos vivos, como fungos e bactérias e resisténcia a estresses ambientais
(Mawcha et al., 2025).

Os biopesticidas podem ser divididos em trés subgrupos principais: biopesticidas
bioquimicos, biopesticidas microbianos e biopesticidas macrobianos. Os biopesticidas
microbianos sdo 0 maior subgrupo utilizado em campo para a eliminag¢ao de pragas sem afetar
as culturas (Cai; Dimopoulos, 2024). Esses produtos podem ser obtidos a partir de bactérias,
virus, fungos, protozodrios, microalgas e nematoides, sendo os mais comuns os bioherbicidas,

biofungicidas e bioinseticidas (Cai; Dimopoulos, 2024).

1.2 Hipotese

Bacillus gram-positivo formador de esporos provenientes do solo apresenta potencial

para a producdo de substancias bioativas antimicrobianas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar uma bactéria esporulante do solo desconhecida e caracterizar quanto a sua

atividade antimicrobiana para possiveis aplicagcdes em bioprodutos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Identificar e caracterizar genotipicamente e fenotipicamente a bactéria esporulante

previamente isolada.

b) Avaliar a atividade antimicrobiana da bactéria obtida pelo método de estrias cruzadas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepa Bacteriana
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A cepa foi adquirida da cole¢do de bactérias usadas em disciplinas de graduagao, como
exemplo de bactéria gram-positiva esporulante. Esse isolado bacteriano foi obtido de amostras
de solo coletadas em um canteiro localizado no campus Patos de Minas da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), em Minas Gerais (latitude -18.584867° ¢ longitude -46.511598°). O
isolado foi cultivado em meio liquido Trypticase Soy Broth (TSB), enriquecido com glicerina

como crioprotetor (Santos; Salomao, 2023), e congelado a -20 °C.

3.2 Meios de Cultura

O meio de cultura utilizado no isolamento e no primeiro repique do isolado do solo foi
o meio TSB, um meio complexo de utilizagdo geral para cultivo de microrganismos fastidiosos
e ndo fastidiosos (Laborclin, 2024). Para preparo do meio TSB, foram utilizadas as instrugdes
presentes no recipiente do produto, dissolvendo-o na concentracao de 30 g/L em agua destilada
com fervura para auxilio da dissolu¢do completa. O meio foi autoclavado a 121 °C por 15
minutos e deixado esfriar a temperatura ambiente. Em seguida, a solugao foi vertida no tubo de
ensaio e incubada na estufa por 24 horas para verificagdo de esterilidade. O meio ¢ composto a
base de caseina (17 g/L) e papainico (3 g/L) de soja digeridos enzimaticamente para fonte de
aminoacidos e substancias nitrogenadas complexas, dextrose (2,5 g/L) como fonte de energia,
cloreto de sodio (5 g/L) para equilibrio osmotico e fosfato dibasico (2,5 g/L) como tampao, com
pH 7.3 (Laborclin, 2024).

Para manutencio de cultura e repicagem, foram utilizados os meios complexos Agar
Nutriente (AN) e Caldo Nutriente (CN), compostos por Triptona (5 g/L), extrato de carne (3
g/L) e, no caso do AN, agar bacteriologico (12 g/L), com pH 7 (Biokar Diagnostics, 2018). Para
preparo do meio, foram utilizadas as instrugdes presentes no recipiente do produto, dissolvendo-
se 28 g do produto por L de agua destilada com fervura seguida da autoclavagem a 121 °C por
15 minutos para total dissolucdo e esterilizagdo. Apds a autoclavagem, 20 mL do meio agar
nutriente foi vertido ainda morno em cinco placas dentro da capela de fluxo laminar, as quais

foram seladas e colocadas em uma incubadora BOD a 28 °C para teste de esterilidade.
3.3 Repique da Cultura
O microtubo contendo o microrganismo isolado foi retirado do congelador para

descongelamento e realizagdo do primeiro repique para reativacao da cultura. Em um tubo de

ensaio contendo 10 mL de meio TSB autoclavado, o contedo do microtubo foi inteiramente



18

vertido e inoculado na capela de fluxo laminar e levado a estufaa 37 °C, o qual serviu de solugao
estoque do microrganismo. Em conjunto, um estriamento foi realizado a partir da solugdo

estoque em uma placa de Petri contendo meio AN para teste de esterilidade.

3.4 Identificacao Morfolégica

3.4.2 Coloragdo de Gram e morfologia celular e de colonia

Para identificagdo da morfologia de coldnia, foi realizado um estriamento da solucao
estoque do isolado do solo em uma placa de Petri contendo meio AN, a qual foi incubada em
estufa a 37 °C por 24 horas.

Com a placa estriada, foi realizado o método de colora¢dao de Gram adaptado de Tripathi,
Zubair e Sapra (2025), a partir de uma coldnia isolada. Com uma alca de platina, uma colonia
foi adicionada em uma gota de 4gua sobre a lamina de vidro e a seguir espalhada ao longo da
lamina. A fixagdo das bactérias na lamina foi obtida com auxilio de um bico de Bunsen
passando-a pelo fogo quatro vezes. Na lamina fixada, foi adicionado o corante violeta genciana
e deixado em repouso por 1 minuto, em seguida ela foi lavada com 4gua destilada, procedimento
o qual se repetiu com Lugol, incubando-se por mais um minuto. A seguir, a amostra foi lavada
com acetona:etanol (1:1) por 12 segundos, lavada com dgua destilada e adicionou-se o corante
fucsina basica por 1 minuto. A preparagdo foi lavada com agua destilada e seca com papel
toalha para remover o excesso de dgua. A ldmina foi observada em microscopio Optico em

aumento de 1000x.

3.5 Curva de Crescimento

A curva de crescimento bacteriano foi realizada utilizando o método de medi¢ao de
densidade optica (DO) em comprimento de onda de 600 nm, adaptado do protocolo estabelecido
pela Thermo Fisher Scientific (2024).

O meio CN foi preparado em sete Erlenmeyers contendo 150 mL cada: um controle
negativo, sem indculo bacteriano (controle de esterilidade), um para pré-inoculo (overnight
culture), trés para curva de crescimento em triplicata (pontos de absorbancia ao longo do
crescimento do organismo), um para branco (amostra que foi lido no inicio e em cada leitura
realizada durante a curva de crescimento para calibragao, referencial do equipamento e garantia

de esterilidade) e um meio reserva.
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O pré-indéculo foi realizado em meio CN a partir de 500 uL da solucao estoque de
microrganismos. Em paralelo, foi realizado indculo por estriamento em uma placa de Petri
contendo meio AN para verificagdo de contaminacdo. A cultura e a placa estriada foram
incubadas a 37 °C em uma estufa por 16 horas. No dia seguinte, 500 uL do pré-indculo foram
adicionados em cada Erlenmeyer da triplicata contendo meio CN e o procedimento da curva de
crescimento foi iniciado com uma leitura de absorbancia com comprimento de onda de 600 nm.
A cada duas horas, uma nova leitura no espectrofotometro da cultura foi realizada, totalizando
8 leituras. Todas as leituras foram realizadas em uma bancada desinfetada com alcool 70% e

com auxilio de um bico de Bunsen, utilizando-se 2 mL da suspensao bacteriana.

3.6 Identificacdo Molecular

3.6.1 PCR de colonia e amplificagdo do gene rRNA 16S

Para amplificagdo do gene do rRNA 168S, foi utilizada a técnica de Colony PCR,
adaptada dos protocolos descritos por Sambrook e Russell (2001). Uma col6nia da bactéria foi
raspada de uma placa de Petri, diluida em um Eppendorf contendo 20 uL de agua Nuclease-
Free e agitada em vortex por 10 minutos para obtengao de uma suspensao de células bacterianas
contendo o DNA molde (template).

Para a reagdo de PCR foi utilizado o Master Mix IB 2X (PHT Biotecnologia & Servigos,
2024). Cada reagao de 20 pL de volume final consistiu em: Tampao IB 1X, 1,5 mM de MgCl,,
0,2 mM de cada ANTP e Tag polimerase (concentracdo ndo informada pela Phoneutria),
adicionando-se 0,2 mM de cada primer (27F e 1492R) que s@o os unicos componentes nao
presentes no Master mix IB 2X. Cinco reagdes foram preparadas: um controle positivo contendo
1 uL de DNA de E. coli, um controle negativo contendo 1 pL de 4gua, e trés amostras contendo
1 pL da suspensdo das células.

As amostras foram levadas para o termociclador, iniciado na temperatura de
desnaturagao inicial a 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagao a 92 °C por 30 segundos,
anelamento de 52 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos. Apos os ciclos,
seguiu-se uma extensao final a 72 °C por 5 minutos para formagao completa dos amplicons e,
por fim, o termociclador se manteve a uma temperatura de manutencao de 15 °C (PHT

Biotecnologia & Servigos, 2024).
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3.6.2 Avaliagao do amplicon em gel de agarose

O DNA amplificado (amplicon) foi analisado em gel de agarose 1%, em tampao TBE
(1X). Com a solugao de agarose ainda quente, foram adicionados 2 uL do corante DSView no
Erlenmeyer e a solugdo foi agitada. O gel foi vertido no molde para gel, juntamente com o
pente, deixado em temperatura ambiente para gelificar.

Solugdes contendo 6 pL. de agua, 2 pL. de amostra e 2 pL. de tampao de amostra (6X)
foram preparadas e pipetadas nos pogos do gel coberto com TBE (1X). Dos oito pogos
confeccionados, quatro foram preenchidos (DNA /adder, Controle positivo de E.coli, Controle
negativo sem DNA e amplicon do isolado de solo). O marcador molecular utilizado foi o 1 Kb
Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, 2026). A presenga de bandas foi avaliada em

transiluminador.

3.6.3 Purificagdo e quantificagdo do amplicon

A purificacdo do amplicon para remogao dos reagentes da PCR foi realizada usando-se
o kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System (Promega) seguindo as instrugdes
do fabricante como descrito no protocolo Promega Corporation (2021).

O volume total de 60 pL. do amplicon proveniente da triplicata da reagao de PCR foi
adicionado a 30 pL de Binding Solution em um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL e agitado em
vortex por 5 segundos. Em seguida, 60 uL de isopropanol foram adicionados no Eppendorfe o
volume total foi transferido para uma minicoluna acoplada a um tubo de coleta e centrifugada
em microcentrifuga a 10.000 g por 30 segundos. A coluna foi retirada e o tubo descartado, com
a reposicao de um novo tubo de coleta. Foram adicionados 200 puL. de Column Wash Solution
(CWE) foram adicionados a coluna e centrifugada por 15 segundos. A coluna foi removida e o
conteudo do tubo de coleta foi descartado, retornando a coluna ao tubo de coleta. Duas lavagens
consecutivas foram realizadas com 300 puL de Buffer B (BWB) em cada coluna, as quais foram
centrifugadas por 15 segundos. A coluna foi removida e o contetdo do tubo de coleta foi
descartado, a coluna foi recolocada no mesmo tubo e novamente centrifugada por 1 minuto com
intuito de secar as colunas. As colunas foram transferidas a um tubo de eluicdo com adi¢do de
15 pL de agua Nuclease-Free no centro da minicoluna encostando a ponta da pipeta na
superficie da matriz, seguido de uma centrifugagao por 30 segundos. O centrifugado foi obtido

como DNA purificado e armazenado a -20 °C.
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Para a quantificacdo do amplicon purificado foi utilizado o fluordmetro Qubit
(Invitrogen). O procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante,
preparando-se os padroes contendo apenas 200 pL. de QuantiFluor® ONE dsDNA e o padrido
contendo 1 pLL de DNA lambda fornecido no kit. O volume de 2 pLL de DNA purificado foi
adicionado a 198 uL de QuantiFluor® ONE dsDNA. O fluordmetro apresenta a concentragao
de DNA em pg/mL (Invitrogen Corporation, 2007).

3.6.4 Sequenciamento do gene 168 e identificagdo molecular

O DNA purificado foi encaminhado ao Laboratéorio de Sequenciamento de
DNA/Gendmica do Departamento de P6s-Graduagdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia
da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB). O sequenciamento foi realizado pelo método de
Sanger no equipamento Spectrum Compact CE System Promega com 4 capilares. A sequéncia
foi recebida em um arquivo “.ab1” que foi analisado e editado utilizando o software BioEdit
para a obtencdo da sequéncia senso (27F) do gene rRNA 16S em formato FASTA, sendo
removidas bases com baixa qualidade (base calling) na regido 5’ e 3.

A identificagdo taxonOmica foi realizada com a ferramenta Alignment Classification and
Tree (ACT) do banco de dados SILVA SSU (Chuvochina et al., 2026). O Silva ACT serviu com
intuito de identificagdao ao nivel de familia do isolado de solo, com um valor minimo de 95%
de identidade com a ferramenta Search and classify ativada. A obtencdo das sequéncias de
referéncia foi realizada utilizando a ferramenta MEGABLAST do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al., 1990) com base no banco de dados
rRNA/ITS do NCBI, comparando a sequéncia do isolado de solo com sequéncias de RNA
ribossdmico 16S de bactérias e arqueias com a opg¢do de Sequences from type material ativada,
com o parametro 50 Max target sequences € um threshold de 0,05. Mesmo com a opgao que
limita a busca por sequéncias de cepa-tipo, algumas espécies que apresentaram mais de uma
referéncia foram manualmente substituidas por apenas uma sequéncia de cepa-tipo obtida no
banco de dados do NCBI para representar a espécie na arvore filogenética. As sequéncias
filogeneticamente mais proéximas foram alinhadas pelo método Multiple Sequence Comparison
by Log-Expectation (MUSCLE) do software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) versao 12.1.2. A éarvore filogenética foi construida a partir da ferramenta
PHYLOGENY pelo método de Maximum Likelihood Tree, seguindo o modelo Tamura 3-

parameter com bootstrap de 1.000 réplicas.
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3.7 Caracterizacio Antimicrobiana

A caracterizacdo antimicrobiana foi adaptada do procedimento de estrias cruzadas
descrito por Bauer ef al. (1966 apud Hossain, 2024). Em uma placa de Petri contendo meio AN,
o isolado do solo foi inoculado ao lado esquerdo até metade da placa e incubado para
crescimento. Em seguida, seis patdgenos bacterianos, E. coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas sp., Staphylococcus epidermidis, Enterococcus sp. e Salmonella, foram
inoculados em tragos paralelos entre si e perpendiculares ao indculo do isolado do solo sem se
tocarem, deixando 1 cm de espago entre as cepas, ¢ incubados para crescimento. Todas as
bactérias patogénicas foram obtidas da cole¢do de bactérias do laboratorio de microbiologia da

Universidade Federal de Uberlandia, campus Patos de Minas.

3.8 Analise dos Resultados

A analise dos resultados teve inicio com o sequenciamento do gene rRNA 16S para
afunilamento e filtragem das buscas relativas ao género do isolado do solo. A partir do género,
a morfologia bacteriana e de colonia e a curva de crescimento foram comparadas com outras

cepas do mesmo grupo para maior precisao dos resultados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacdo Molecular

4.1.1 Avaliacao e quantificagdo de amplicon

A analise da eletroforese em gel de agarose revelou a amplificagdo de um fragmento de
tamanho aproximado de 1500 pares de bases (pb) com bandas tinicas e bem definidas, tamanho
esperado do amplicon do gene do rRNA 16S (Johnson et al., 2019) (Figura 2). Apos a
purificagdo, a concentragao de DNA purificado obtida foi de 73,5 ng/uL, concentragdo acima
da esperada de 10 a 40 ng/uL necessaria de DNA molde para sequenciamento de Sanger de

fragmentos entre 1.000 e 2.000 pb (Church ef al., 2020).
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pb  Ladder

Fonte: Elaborada pelo autor (2025)

4.1.2 Sequenciamento do gene do rRNA 16S

O cromatograma obtido pelo sequenciamento de Sanger revelou picos nitidos e precisos,
mostrando a boa qualidade do sequenciamento, € o processo de “trimming” das regides 5’ e 3’
resultou em uma sequéncia de 630 pb devido a utilizacdo apenas da sequéncia senso obtida do
primer 27F, pois a amplificagdo da sequéncia consenso do primer 1492R nao ter apresentado
boa qualidade.

O banco de dados SILVA (Chuvochina et al., 2026) identificou a bactéria como
pertencente a familia Bacillaceae (com uma confianca de 100%), que compreende uma das
familias de bactérias formadoras de endosporos (Kavamura et al., 2013). O resultado da analise
também apresentou 100% de identidade do isolado de solo ao grupo do Bacillus cereus.

Das 50 sequéncias de referéncia obtidas com o MEGABLAST, 3 cepas de Bacillus
thuringiensis, 6 cepas de Bacillus cereus, 3 cepas de Bacillus mycoides, e 2 cepas de Bacillus
pseudomycoides foram manualmente substituidas por apenas uma cepa-tipo de cada espécie,
restando 40 sequéncias de referéncia, das quais, as 29 sequéncias mais proximas foram
utilizadas para a construcao da arvore filogenética do isolado do solo para melhor visualizagdo

e resolucdo (Figura 3).
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Figura 3 — Arvore filogenética do isolado do solo com base no gene do rRNA 168.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2026)

A arvore filogenética apresenta valores de bootstrap maiores que 70%. O nd pertencente
ao isolado do solo relativo ao grupo Bacillus cereus apresentou valor menor que 70%,
demonstrando baixa confiabilidade no agrupamento dos tdxons dentro do grupo. O valor baixo
decorre da capacidade limitada do sequenciamento de Sanger do gene do rRNA 16S de
diferenciar espécies de Bacillus dentro do grupo Bacillus cereus. Algumas cepas como B.
anthracis, B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis, por exemplo, apresentam mais de 99% de
similaridade de sequéncias na estrutura primaria (Kotiranta; Lounatmaa; Haapasalo, 2000).
Além da similaridade interna, 55,32% dos alelos da sequéncia do 16S sdo idénticos entre outras

espécies (Johnson et al., 2019).

4.2 Identificacdo Fenotipica

4.2.1 Morfologica
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Apds 24 horas de incubacdo, o tubo de ensaio apresentou crescimento bacteriano
evidenciado pela turbidez do meio. A partir desse tubo com meio TSB inoculado com o isolado
do solo, um estriamento foi realizado em uma das placas de Petri previamente preparadas
contendo meio AN e incubado em estufa a 37 °C. Nela, foi possivel analisar que o isolado do
solo apresentou colonias pequenas de forma circular, bordas e superficie lisas, opacas e foscas,

na cor creme, consisténcia cremosa e elevagao espraiada (Figura 4).

Figura 4 - Crescimento do isolado do solo em (A) meio TSB (B) Meio AN.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025)

A microscopia optica revelou uma coloragdo purpura caracteristica de bactérias Gram-
positivas (Figura 5). A comparagdo com diversas morfologias presentes na literatura, indicou
que a forma mais similar € a de bacilo por apresentar uma forma cilindrica, formando cadeias
curtas. Outra estrutura evidenciada na microscopia € a presenga de endosporos subterminais nas

c€lulas vegetativas e esporos livres no meio.

Figura 5 — Fotomicrografia do isolado do solo evidenciando células vegetativas,

esporangios e esporos livres.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025)

A morfologia celular e de colonia do isolado de solo apresentou, de forma geral,
semelhancas com algumas espécies do grupo Bacillus cereus para as quais foram encontradas
imagens para comparagdo. As espécies B. mycoides ¢ B. paramycoides foram descartadas por
possuirem morfologia rizoide de colonia (Logan e De Vos, 2015; Nakamura e Jackson, 1995
apud Xu; Kovacs, 2024). Em contrapartida, ndo foi possivel determinar com clareza diferencas
entre a morfologia do isolado do solo e a das espécies B. thuringiensis (Ferdiani et al., 2023;
Logan, 2011; Navya ef al., 2022), B. toyonensis (Basit et al., 2025; Luo et al., 2021; Mazylyté
et al.,2024) e B. wiedmannii (Ma et al., 2024). Por fim, a morfologia celular e de colonia que
apresentou maior similaridade ao isolado de solo foi a do B. cereus (Li et al., 2018; Logan,

2011; Mahmoud, 2020).
4.2.2 Curva de crescimento

A curva de crescimento mostra a saida da fase /ag nas primeiras duas horas e fase log
evidente apds quatro horas até a oitava hora apds o indculo. A fase de desaceleracdo comeca na
oitava hora, atingindo um plato (fase estacionaria) entre a décima e a décima segunda hora,
seguida da fase de morte (Figura 6). A curva de crescimento obtida no experimento corrobora
resultados da literatura de experimentos realizados na faixa de temperatura de 37 °C com
diversas cepas do grupo Bacillus cereus (Dong et al., 2025; Duong-Nguyen et al., 2022;
Karetkin et al., 2019; Shi et al., 2026).

Figura 6 - Curva de crescimento do isolado do solo em triplicata.
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4.2.3 Caracterizagdo antimicrobiana

Apos incubagdo dos microrganismos patogenos, ndo foi possivel identificar a presenca
de halo de inibi¢do por parte do isolado do solo, evidenciado pelo encontro das coldnias entre
as bactérias (Figura 7). Portanto, o ensaio antimicrobiano adaptado do método de estrias
cruzadas mostrou-se negativo contra os patogenos E. coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas sp., Staphylococcus epidermidis, Enterococcus sp. € Salmonella.

Figura 7 - Teste de estrias cruzadas.

Fonte: Elaborada pelo autor (2025)

Dentro do grupo Bacillus cereus, o resultado negativo do teste antimicrobiano pode ser
utilizado como um método de diferenciagdo de espécies devido ao fato de os compostos

antimicrobianos (CAM) serem frequentemente relatados entre os membros do grupo Bacillus
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cereus. O grupo também ¢ capaz de produzir toxinas com importante valor patogénico por
atividade hemolitica, citotdxica ou dermonecrdética (Kotiranta; Lounatmaa; Haapasalo, 2000).

Alguns exemplos de cepas produtoras de CAMs incluem o B. thuringiensis que ja €
utilizado como biopesticida por suas toxinas entomocidas, o B. clarus, utilizado na produgao
de antibidticos (Morandini et al., 2024) e, potencialmente, quatro isolados de raiz amarela
(Arcangelisia flava) intimamente ligados ao grupo Bacillus cereus que apresentaram compostos
relacionados a atividade antimicrobiana contra patdogenos bacterianos (Sipriyadi et al., 2022).
Algumas cepas de B. cereus sdo consideradas patdgenos, juntamente com o B. cytotoxicus
termotolerante e o B. anthracis causador do antraz. Ja as espécies B. mycoides, B.
pseudomycoides € B. weihenstephanensis nao possuem tantos estudos de caracterizagdo
antimicrobiana (Morandini ef al., 2024).

Dentre os antimicrobianos ja estudados no grupo, a maioria ¢ composta por proteinas e
peptideos, sendo eles bacteriocinas, proteinas antimicrobianas, peptideos de sintese de
peptideos ndo ribossomais (NRPSs) como cerulida, lipopeptideos, sideréforos, poliquetideos
(PKs) e outros compostos ndo classificados. Existem também os antimicrobianos derivados de
carboidratos como canosamina (propriedade antifungica) e turingiensina (amplo espectro
inseticida), os compostos volateis (COVs) antibacterianos e antifingicos e outros compostos

diversos como indol, estilbeno e benzenoide (Morandini ef al., 2024).

4.3 Taxonomia Polifasica do Género Bacillus

Por meio da identificagdo molecular e fenotipica do presente trabalho, o isolado de solo
foi identificado como uma bactéria Gram-positiva pertencente ao grupo Bacillus cereus
formador de enddsporos e com atividade antimicrobiana nula contra os patogenos testados.

O grupo Bacillus cereus €, dentro da atual classificagdo, um dos dois principais clados
do género Bacillus em conjunto com o grupo do Bacillus subtilis (Xu; Kovacs, 2024). Sua
caracterizacdo taxondmica se torna dificil devido a sua heterogeneidade de caracteristicas
fisiologicas entre as espécies (Kotiranta; Lounatmaa; Haapasalo, 2000) e as sequéncias de genes
de rRNA 16S muito semelhantes (Ehling-Schulz; Lereclus; Koehler, 2019). Sua taxonomia tem
mudado drasticamente nos ultimos 25 anos com a utilizacdo de diversos métodos de
caracterizacdo. Nesse periodo, nove testes fenotipicos e sete testes moleculares foram
realizados para identificar e diferenciar os seis membros originais do grupo definidos antes de
2013. Dentre esses testes, estdo os de beta-hemolise em 4gar sangue de carneiro, motilidade,

coloragdo capsular, lise do fago gama, decomposi¢ao de tirosina, crescimento rizoide, formagao
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de cristais proteicos, crescimento em diferentes temperaturas e composi¢ao de acidos graxos
(fenotipicos). Com o avango do sequenciamento de nova geracdo, testes moleculares como
hibridizagdo DNA-DNA, comparagdo de sequéncias ribossomicas (16S, 23S e espaco
intergénico 16S-23S), amplificacdo aleatéria de DNA polimoérfico (RAPD), polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), analises de repeticdes em tandem do niimero
variavel em multiplos loci (MLVA), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
sequenciamento de gene unico (capC, groEL, gyrA, panC, pagA, rpoB) e tipagem de sequéncia
multilocus (MLST) também foram importantes para identifica¢do das cepas originais (Carroll
etal., 2021).

Em decorréncia de tantos métodos utilizados na identificagdo do grupo, no quesito
taxondmico, os métodos abordados pelo presente estudo apresentam limitagdes quanto a
diferenciagdo em nivel de espécie. A identificagdo por fendtipo, que dentro do grupo Bacillus
cereus ¢ a principal caracteristica para diferenciacdo preliminar de espécies (Carroll et al., 2022
apud Xu; Kovacs, 2024), pdde auxiliar apenas na exclusdo de cepas com discrepancia clara

entre a morfologia comum ao grupo, como B. mycoides e B. pseudomycoides (Figura 8).

Figura 8 - Morfologia rizoide de (A) Bacillus mycoides e (B) Bacillus paramycoides.

Fonte: A) Di Franco et al. (2002); B) Kalsoom ef al. (2023).

Uma forma de contornar as limitagcdes apresentadas no presente trabalho seria a
utilizacdo do meio de cultura agar cromogénico seletivo R&F®. Este meio identifica
exclusivamente espécies do grupo Bacillus cereus, como B. anthracis, B. cereus, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. cytotoxicus e B. thuringiensis com facilidade através da atividade

positiva da enzima PC-PLC presente no grupo. O meio cromogénico ¢ composto pelo substrato
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cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indoxilcolinafosfato (X-CP) que ¢ hidrolisado pela PC-PLC,
resultando na presenca de uma rede de cores dentro da colonia bacteriana (Juergensmeyer et

al., 2006; Nguyen; Restaino, 2024).

5 CONCLUSAO

O objetivo geral do presente trabalho foi parcialmente atingido. Os métodos fenotipicos
e moleculares utilizados no estudo permitiram a identificagdo do isolado de solo até o nivel de
género, sendo esta inconclusiva em nivel de espécie, com morfologia celular, de colénia e a
curva de crescimento definidas. A caracterizacdo antimicrobiana resultou negativa quanto a
producao de antimicrobiano pelo isolado de solo, portanto, se mostrando invidvel para
formulagdo de um bioproduto bactericida contra os patdégenos testados.

Para identificagdo precisa da espécie do isolado de solo, mais métodos fenotipicos,
moleculares e bioquimicos como sequenciamento de genoma total, cultivo em meio seletivo,
motilidade, hemolise, teste de aerotolerancia e caracterizacdo metabdlica e enzimatica podem
ser feitos por futuros trabalhos. A falta de registros de facil acesso tanto de microscopia quanto
de morfologia de coldnia na literatura dificulta a comparagao de espécies bacterianas dentro do
grupo Bacillus cereus, uma lacuna significativa devido a importancia da fenotipagem na
caracterizacao do grupo.

No presente momento, esta pesquisa inicial serd utilizada apenas como material para
sala de aula. Experimentos e trabalhos futuros podem utilizar esta monografia como base para
uma identificacdo completa do isolado do solo, exploragdo das caracteristicas antimicrobianas
de maneira mais ampla e aplicacdes biotecnologicas no ramo de bioinsumos ou da satde.
Apesar do uso exclusivo em sala de aula, o microrganismo foi cadastrado no SisGen com o

numero de cadastro AFF2ABO.
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APENDICE A

Sequéncia do gene do rRNA 16S do isolado de solo

>Isolado de solo
ATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA
TAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTAT
GGAKGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAA
CRATGCGTAGCCRACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT
GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGAKG
TGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTG
CAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTWAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTAC.



