5.5.3 Localizagdo de X. vesicatoria sobr e a parte aér ea das plantulas

A localizac&o de X. vesicatoria sobre a parte agrea de plantas foi feita em amostras de
hipocatilo, folhas cotiledonares e folhas definitivas de plantas de tomate com 14 e 20 dias de
idade, produzidas a partir de sementes que foram inoculadas com X. vesicatoria por
infiltragdo a véacuo, seguido de semeio em bandejas de isopor contendo substrato comercial
para mudas e conduzidas em condi¢des de viveiro.

Os seguimentos do hipocétilo foram caracterizados por apresentar estdbmatos e tricomas.
Os estdmatos, definidos quanto a funcionalidade no item 5.3.2, apresentou-se com as células-
guarda semi-tUrgidas. Observou-se que a populacdo de X. vesicatoria reduziu drasticamente,
sendo dificil a sua localizacdo sobre a superficie. Foi encontrada uma célula simples,
compativel com X. vesicatoria proximo ao poro estomatico (Figura 17F).

A base dos tricomas pode ser um sitio de exsudagdo. No entanto observaram-se poucos
agregados proximos a esses apéndices (Figura 17 C). Foi localizado um tricoma quebrado
(Figura17D) com o interior oco, sendo esta uma via de entrada para patogenos.

No geral, observou-se que a epiderme dos seguimentos do hipocétilo apresentou baixa
colonizagdo de microrganismos.
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Figura 17 — Eletromicrografias de varredura (MEV) de seguimento do hipocétilo de plantulas de
15 e 20 dias, produzidas a partir de sementes foram inoculadas com X. vesicatoria por infiltracéo
a vacuo, semeadas em bandejas de isopor contendo substrato comercial para mudas e conduzidas
em condi¢do de viveiro. A — visdo geral do hipocétilo aos 15 dias, evidenciando o tecido dérmico
com seus apéndices (tricomas) (Barra = 133 um); B — Detalhe dos tricomas. Note ao centro um
tricomaglandular (Barra= 27,7 um); C — microagregados na base dos tricomas (Barra= 2,7 um);
D — Epiderme de hipocdtilo aos 20 dias, evidenciando um tricoma quebrado como provéavel sitio
de infecgdo (Barra= 70 um); E — Estdbmato semi-aberto sobre a epiderme (Barra=7 um); e F —
Célula compativel com X.vesicatoria proximo a abertura do poro estomatico (Barra= 2,7 um).
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As folhas cotiledonares (Figura 18) e o primeiro par de folhas definitivas (Figura 19)
também apresentaram baixa densidade de microrganismos, sendo muito dificil de localizar
células de X. vedicatoria aderidas na superficie dérmica. No entanto, isolamentos em
laboratorio, das partes mencionadas, revelaram a presenca da fitobactéria em ambas as folhas.
Isso leva a crer que a amostra pode ndo ter sido preparado adequadamente ou a populagéo
estar em baixa densidade, reduzindo a probabilidade de visualizar na amostra. KINKEL et al.
(1995), relataram que bactérias no filoplano ndo ocorrem de forma uniforme ao longo da
superficie. Os nutrientes da superficie da folha sGo mais limitados e espaciamente
heterogéneos e na maioria das vezes exsudam do apoplasto através de aberturas naturais ou
ferimentos (LINDOW e BRANDL, 2003). Desse modo uma estratégia para facilitar a
localizag@o de X. vesicatoria sobre o filoplano seria definir micrositios especificos da folha,
0s quais seriam investigados, como por exemplo, micrositios sobre a superficie abaxial
(inferior) da folha. Essa face da folha estd mais protegida da exposi¢do dos raios UV, e
provavelmente, células da fitobactéria teriam maior chance de sobreviver.

MONIER (2002) investigou P. syringae sobre o filoplano de feijoeiro e observou que
embora a bactéria esteja associada a todas as estruturas anatdbmicas da folha, P. syringae
preferencial mente formou agregados na base de tricomas glandulares e esses agregados foram
significativamente maiores do que agueles encontrados em outras partes das folhas (vasos,
tricomas unculares ou fendas entre as célul as epi dérmicas).
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Figura 18 - Eletromicrografias de varredura (MEV) dafolha cotiledonar de uma plantula de tomate
(Lycopersicon esculentum), cv. Santa Clara, com 20 dias de idade, produzidas a partir de sementes
comerciais inoculadas com X. vesicatoria (ENA 4483) por infiltracdo a vacuo e apOs semeadas em
bandejas de isopor contendo substrato comercial e cultivadas em casa-de-vegetacdo. A — Visdo
geral de um seguimento de folha cotiledonar (Barra = 70 pum); B — Detalhe de um tricoma (Barra =
27,7 um); C, D, E e F — Estbmatos da folha cotiledonar com diferentes aberturas estométicas
(Barras=7; 4,5; 4,5; 45 e 4,5 um).
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I3): v A 7
Figura 19 — Eletromicrografias de varredura (FEMV) de uma folha definitiva aos 20 dias de
idade, proveniente de planta produzida a partir de sementes inoculadas com X. vesicatoria por
infiltracdo a vécuo, semeadas em bandgas de isopor contendo substrato comercia e
conduzidas em casa-de-vegetacdo. A — Agregados bacterianos na epiderme do filoplano
(Barra= 7 um); B e C— Estdbmatos fechados(Barra = 4,5; 2,7 pum).
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5.5.4 Ocorréncia natur al de uma bactéria associada a sementes de tomate

Ao longo de vérios ensaios de deteccéo e quantificagdo de X. vesicatoria em sementes e
plantulas observou-se o crescimento freqliente de outros microrganismos, com destague para
Acinetobacter sp.

A primeira observacdo desta bactéria associada as sementes foi feita quando, em
experimentos preliminares, testaram-se a eficiéncia de dois métodos de inoculagdo (imersdo e
vécuo) de X. vesicatoria em sementes extraidas de frutos frescos ndo inoculados (Capitulo 11).
Apbs essas inoculagOes, foram montados testes para estudar o comportamento de X.
vesicatoria nas sementes ao longo de 168 horas. Durante as avaliagdes, observou-se, em
vérias amostras, a presenca de bactérias endofiticas, que formavam col6nias ao redor das
sementes, poucas horas apds 0 semeio em meio de cultura NA. O crescimento rapido dessa
bactéria, interferiu negativamente no desenvolvimento e na recuperacdo de X. vesicatoria.
Com um intuito de eliminar a flora bacteriana das sementes, aplicaram-se diferentes
concentractes de NaClO (0; 0,5; 1,25; e 2,4%) antes da inoculagéo da fitobactéria. Observou-
Se gue apenas a concentracdo mais altafoi capaz de eliminar essa flora bacteriana. No entanto,
o residuo de hipoclorito também interferiu no desenvolvimento de X. vesicatoria.

Esta bactéria foi identificada como Acinetobacter sp., por meio de sequenciamento da
sub-unidade 16S de RNA ribossomal (Anexo).

Acinetobacter sp. esteve presente durante as avaliagOes da transmissdo de X. vesicatoria
da plantula para a semente e da semente para a plantula (Capitulos | e I, respectivamente)
utilizando sementes extraidas de frutos inoculados com X. vesicatoria ainda verdes,
produzidos no setor de Horticultura da UFRRJ.

Durante a selegdo de amostras para observagdes em MEV, foram separadas sementes
gue haviam evidenciado crescimento apenas de X. vesicatoria, sementes com crescimento
apenas de Acinetobacter sp. e crescimento das duas juntas em uma mesma semente.

Observou-se em tegumento com tricomas dispostos em duas posi¢des, deitados e em pé,
a presenca de Acinetobacter sp., tanto na base quanto na extremidade dos tricomas. As células
de Acinetobacter sp aderidas em fixac&o apolar distribuidas em monocamada, isoladas ou
formando agregados que possuem formato helicoidal (Figura 20F). Misturadas as células de
Acinetobacter, foram observadas células de X. vesicatoria sp., no entanto, em baixa
concentracao.

Aparentemente, Acinetobacter sp. compartilha os mesmos nichos de colonizagéo com
X. vesicatoria, podendo indicar o fenbmeno de exclusdo de nicho. Provavelmente, elas
competem pelo mesmo sitio. Foi observada pela analise dos resultados de MEV baixa
integracdo fisica das colbnias das duas espécies sobre a superficie dos tegumentos e das
radicul as recém emergidas. As e etromicrografias de varredura mostram a camada limite entre
0 tegumento e a radicula (Figura 21A). Na regido de fronteira entre tegumento e radicula,
observou-se uma imensiddo de células de Acinetobacter sp. saindo de dentro da semente
(Figuras 21 F).

Como foi dito anteriormente, a radicula apresenta sitios de exsudacdo de metabdlitos
gue provavel mente sdo utilizadas por microrganismos que habitam a espermosfera e rizosfera.
O primeiro deles localiza-se proximo a regido de emergéncia da radicula (Figura 21A). A
figura 21E mostra esta regido repleta de agregados de Acinetobacter sp. Outro local de
exsudacdo de metabdlitos € a regido proxima da base dos pelos radiculares. A
eletromicrografia mostra aumento da concentragéo de células bacterianas proximos a esta &rea
(Figura 21C). Foram observados também estdmatos fechados com células de Acinetobacter
sp. sobre a superficie (Figuras 21D).
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Figura 20 -Eletromicrografiass de varredura (MEV) da superficie da semente de tomate
(Lycopersicon esculentum), cv. Santa Clara, extraida de fruto ndo inoculado lavada em &gua
destilada estéril e depois inoculada & vécuo com X. vesicatoria. Superficie dos tricomas com
agregados de Acinetobacter sp. A — Intensa colonizacéo de Acinetobacter sp. aderidos a base
dos tricomas (Barra = 7 pm); B — Tricomas deitados com intensa colonizagdo de
Acinetobacter sp.sobre a superficie das sementes (Barras = 14); C — Mistura de agregados de
X. vesicatoria com agregados de Acinetobacter sp.(2,7 pum).
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Figura 21 — Eletromicrografias eletronicas de varredura (FMEV) da semente de tomate
(Lycopersicon esculentum), cv. Santa Clara, extraida de um fruto inoculado com X. vesicatoria,
ainda verde, por infiltracio na placenta. A — Visdo geral da semente mostrando a camada limite
entre a radicula recém emergida e o tegumento (Barra = 150 um); B — Superficie da radicula
apresentando agregados de Acinetobacter sp. com cardter endofitico, por ter as células
emergindo junto com araiz (Barra= 2,6 um) ;C Pelo radicular com células de Acinerobacter
concentradas préximo a base (Barra = 4,5 um); D- Estdmato fechado na radicula colonizado por
Acinetobacter sp. (Barra = 4,5 um); E - — Radicula do fruto recém emergida apresentando
agregados de Acinetobacter sp. sobre a superficie (Barras = 4,5 um); eF — Intensa colonizagéo
de Acinetobacter sp. sobre aradicula (Barra= 7,0 um).
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A partir daidentificacgo de Acinetobacter sp., por sequenciamento da sub-unidade 16S
de RNA ribossomal (Anexo 1), investigou-se na literatura, relatos sobre essa bactéria e suas
possiveis interagBes com plantas de tomateiro. SILVA et al. (2008), estudaram 53 estirpes de
bactérias endogenas, extraidas de folhas e caules de tomateiro no controle da pinta bacteriana
causada por Pseudomonas syringae. Observaram que as plantas inoculadas com
Acinetobacter johnsonii aumentaram seu crescimento em 9,5%, além de reduzir a severidade
da pinta bacteriana. NOEMANDER e PROSSER (2000) relataram que dentre as bactérias que
colonizavam sementes de cevada durante o estagio inicia de germinacdo foram identificadas
espécies de Acinetobacter.

Acinetobacter johnsonii utilizada por SILVA et a (2008), foi obtida por meio da
extragdo em folhas e caules de tomateiro e plantas de piment&o, para serem inoculadas em
sementes de tomateiro. No presente trabalho, Acinetobacter sp. foi encontrada como
endogena em sementes de tomateiro e aparentemente competindo pelo mesmo sitio de X.
vesicatoria. A localizagdo e a descoberta desse género endofitico nas sementes pode ser
importante para 0 avanco do controle biolégico de bactérias fitopatogénicas.

Ensaios preliminares realizados por Olivares (comunicagdo pessoal) demonstraram que
plantas de tomate inoculadas com Acinetobacter sp, isolada das amostra usadas nesta pesquisa, se
destacaram com relac@o ao controle ndo inoculado, o que ratifica seu potencial como promotora
de crescimento em tomate.

Nos experimentos preliminares observou-se que, quando as sementes eram lavadas em
agua estéril antes de serem semeadas (testemunha da inoculagdo com X. vesicatoria a vacuo
ou imersdo), havia crescimento de Acinetobacter muito mais rapido do que as sementes que
eram colocadas para germinar com de teor de umidade préximo de 9%. Como as
eletromicrografias de varredura mostraram Acinetobacter com caréter endofitico, concluiu-se
que ainvasdo das células de Acinetobacter sobre o tegumento ocorre no momento da ruptura
do tegumento com o intumescimento da semente.

106



5.6 CONCLUSOES

Com base nas eletromicrografias de varredura de sementes em diferentes fases do
processo de germinagéo e partes de plantulas e mudas de tomate pode-se concluir que:
(1) O grande volume de tricomas sobre as sementes pode favorecer o estabelecimento e a
sobrevivéncia de patdgenos pela reducdo da eficiéncia da aplicacdo de tratamentos de
erradicacdo como a aplicagédo de quimicos ou calor por meio da termoterapia;
(2) A formac&o de biofilmes de Xanthomonas vesicatoria sobre os tricomas fornece protegdo
as células a acdo de antibidticos, favorecendo o desenvolvimento de variantes resistentes,
além de reduzir aremogao por lavagem;
(3) Radiculas de plantulas com cinco e sete e 20 dias, foi observada a presenca de estdbmatos e
estes sdo colonizados por X. vesicatoria;
(4) A presenca de estdmatos sobre as radiculas das plantulas de tomate pode servir de via de
entrada para véarios patdgenos, inclusive os que colonizam o sistema vascular;
(5) Sementes de tomate podem apresentar colonizagdo endofitica de Acinetobacter sp. que por
suavez interfere no desenvol vimento e colonizagdo da semente por X. vesicatoria.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A transmissdo de Xanthomonas vesicatoria das plantas para as sementes de tomate
pode ocorrer via infeccéo de flores e de frutos verdes ou maduros. A inoculagdo de frutos
verdes por meio de injecdo de suspensdo de células diretamente na regido da placenta resulta
em maior porcentagem de sementes infectadas. O processo de transmissdo da fitobactéria das
sementes para as plantulas ocorre, inicialmente, com a multiplicacdo da fitobactéria no
tegumento durante o processo de embebicdo das sementes com rapida colonizagdo do mesmo
seguido de multiplicacdo e colonizacdo dos 6rgdos emitidos ao longo do processo de
germinagdo, radicula, hipocotilo, folhas cotiledonares, epicotilo e folhas definitivas. A
populacdo da fitobactéria no tegumento atinge 0 seu pico cerca de 48 horas apds 0 semeio e
pode ser facilmente isoladas da radicula, hipocdtilo e folhas cotiledonares a partir de 96 horas
do semeio. A sobrevivéncia e estabelecimento da fitobactéria nas sementes é favorecido pelo
grande volume de tricomas sobre as sementes e pela formac&o de biofilmes sobre tricomas. A
infecco das plantulas pode ser favorecida pela presenca de estdbmatos nas radiculas. As
sementes de tomate podem apresentar colonizagdo endofitica de Acinetobacter sp. que por sua
vez interfere no desenvolvimento e colonizagéo da semente por X. vesicatoria.
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7. CONSIDERACOESFINAIS

Em experimentos preliminares, nos quais sementes inoculadas por infiltracdo a vacuo
foram desinfestadas e apds seccionadas ao meio, colocadas com a parte interna contra o meio
de cultura NA, ndo foi detectada a fitobactéria. Neste trabalho sugere-se que as células de X.
vesicatoria associadas as sementes aderem por fixagdo apolar, formam agregados, de biofilme
ou ndo, em micrositios proximo aos tricomas, ancoram nessa regido, se nutrem dos exsudados
liberados pela base dos tricomas e permanecem como epifitas. Com o término da germinagdo
(protusdo da radicula) as células em biofilmes chegam a parte aérea, havendo para isso duas
hipéteses. A primeira seria por via externa. Com o desenvolvimento da pléantula, as folhas
cotiledonares saem do tegumento e em algum momento recebem células da fitobactéria
vindas do tegumento, as quais formam biofilmes e ficam aguardando serem “decoladas’ pelo
vento ou vento associado com gotas de chuva ou irrigacdo, para chegarem até as folhas
definitivas. Por essa hipotese, em um sistema de sementeira a disseminacdo entre plantas seria
bem facilitada, pela elevada densidade de mudas, sendo este um ambiente de ata umidade. A
segunda hipdtese seria via estbmatos encontrados na raiz principal das plantulas de tomate.
Durante a execucdo de varios experimentos, nos quais sementes inoculadas com X.
vesicatoria foram postas para germinar em caixas Gerbox acondicionadas em camara de
crescimento, observou-se que ao longo de até 14 dias foi possivel detectar a fitobactéria sobre
as raizes. Em sementes que germinaram sobre o meio NA, observou-se que a fitobactéria
acompanhou o crescimento da radicula, havendo crescimento de colénias ao longo de todo o
seu comprimento. Mais tarde, foi feito um experimento em condicdes de casa-de-vegetacéo,
no qual as sementes inoculadas foram semeadas em bandgas de isopor contendo substrato
comercia para mudas. Nesse experimento, foram feitos isolamentos das partes das plantulas
ao longo de 20 dias. Durante o estudo, X. vesicatoria foi detectada em todas as partes
isoladas, inclusive nas raizes. Amostras de sementes foram observadas em microscépio
eletronico de varredura, nas quais a presenca de estomatos ao longo da raiz principal foi
detectada nessas plantulas. Apesar de ndo se ter conhecimento de que X. vesicatoria sga
transmitida sistemicamente, € necess&rio investigar qual € o papel destes estbmatos na
transmissdo de X. vesicatoria, e de outros fitopatdgenos, da semente para a plantula, bem
como nainfecgdo por patdgenos que causam infeccdo vascular.
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8. ANEXO

AMOSTRA: BACTERIA G

ANALISE: Identificac&o de Isolado

Procedimentos Executados:

1- In6culo e cultivo em meio liquido

2- Extragdo de DNA genbmico

3- Amplificacdo de regiéo correspondente ao gene rRNA 16S

4- Sequenciamento do Fragmento amplificado via
Fluorescéncia

5- Montagem da sequéncia

6- Alinhamento e agrupamento por similaridade em Banco
Internacional de Sequéncias de DNA

7- Indicacdo de Espécie mais proxima por similaridade de

sequéncias
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PROCEDIMENTOS UTILIZADOS:

1- Cultivo dos isolados em meio liquido. O isolado cresceu em meio DYGS liquido a

30°C sob condi¢bes controladas, em estufa e/ou shaker orbital com agitacdo de 150 rpm.

2- Extracdo de DNA gend6mico. DNA gendmico foi obtido de células crescidas
‘overnight’ em meio DYGS liquido (5 ml) e coletadas por centrifugacdo. DNA foi
isolado através do uso do kit comercial QlAamp DNA Mini Kit (Quiagen), de acordo
com o manual do fabricante. DNA total foi quantificado através de gel de agarose

0,8% utilizando um padréo de concentracao (KS — 50 ng/pL) .

3- Amplificacéo de regido correspondente ao gene rRNA 16 S. O gene 16S rRNA
foi amplificado por PCR com os seguintes oligonucleotideos iniciadores para o
dominio Eubacteria fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e D1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Weisburg et al., 1991).

4- Sequenciamento do gene 16S rRNA. A PCR de sequenciamento dos fragmentos
foi feita em um volume final de 10 pL onde foram utilizados 50 ng dos fragmentos de
interesse; 3,2 pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 2,0 pL de tampé&o 2,5 X; 0,5
uL de Big Dye Terminator Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems, Sao Paulo,
Brasil). Os oligonucleotides iniciadores utilizados foram o rD1, fD1, além dos
conjuntos de oligonucleotideos internos descritos na Tabela 1, visando o fechamento
da sequéncia do gene 16S rRNA. As condi¢gdes de amplificagcdo foram: 4 minutos de
desnaturacéo a 94°C; seguidos de 25 ciclos com desnaturacdo a 94°C, por 1 minuto,

anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos.
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Tabela 1: SeqUéncias dos oligonucleotideos iniciadores internos para amplificagdo do
gene 16S rRNA.

Seqiiéncia (3-5) Posicéo de alinhamento na
equéncia (3'-5' _ _
seguéncia de E. coli

CCT ACG GGA GGC AGC AG 341-357F
CTG CTG CCT CCC GTA GG 357R

GTA G(GC)G GTG AAA T(GC)C GTA GA 685-704F
TCT ACG SAT TTC ACC (GC) CT AC 704R
GGG TTG CGC TCG TTG C 1114F
GGG TTG CGC TCG TTG C 1114R

Apos a amplificagédo dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitagdo com a
eliminacdo dos ddNTPs que ndo foram incorporados. Os produtos de PCR foram
transferidos para microtubos de 500 pL e posteriormente foram adicionados 40uL de
isopropanol 65%. Apds a homogeneizagao por agitacdo, os microtubos foram incubados a
temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugados a 12.000 rpm por 25 minutos. O
sobrenadante foi descartado e 200puL de etanol 60% foram adicionados. Apds a
homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado, e o precipitado incubado por 10 minutos a 60°C para
secagem. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 10 pL de formamida (HiDi
formamida — Applied Biosystems) e transferido para microplacas com capacidade para 96
amostras. Esta microplaca foi colocada em um termociclador para a desnaturagéo do DNA
a 96°C durante 5 minutos, sendo colocada no gelo por 2 minutos imediatamente.

A leitura das bases marcadas foi realizada no Sequenciador Automético ABI Prism

3130 Genetic Analyser do Nucleo de Anélise Gendmica / UENF.
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5- Montagem da sequéncia do gene 16S rRNA. As sequéncias geradas foram
montadas através dos programas Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux
(Ewing & Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998).

6- Alinhamento e agrupamento por similaridade em banco internacional das

sequéncias de DNA e indicagcdo de espécie mais préxima por similaridade de
seguéncias. As sequéncias foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information, website

http://www.ncbi.nim.nih.gov).
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RESULTADOS

EXTRACAO DE DNA GENOMICA E AMPLIFICACAO VIA PCR:

AMOSTRA: Bactéria G

A - Anadlise da qualidade do DNA genbémico extraido (eletroforese em gel. Linha 1,
controle plasmidial. Linha 2 e 3, Amostra Teste

B - Anadlise da qualidade do produto de amplificacdo de DNA via PCR. Linha 1, DNA
sem diluir. Linha 2, Diluido 1/1000. Linha 3, 1/100, Linha 4, 1/10. Linha 5, Padrdo de
tamanho de DNA.
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SEQUENCIAMENTO: AMOSTRA: Bactéria G

GCCGCAGGTTCCCCTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATCGGCCACACC
GTGGTAAGCGTCCTCCTTGCGGTTAGACTACCTACTTCTGGTGCAACAAATTCCCATGG
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATTCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACG
ATCGGCTTTTTGAGATTAGCATCCTATCGCTAGGTAGCAACCCTTTGTACCGACCATTG
TAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCGCCTT
CCTCCAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCGGCTTAACCCGCTGGCAAATAA
GGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG
ACAGCCATGCAGCACCTGTATGTAAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTT
CTTACTATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACTAAAGCCTCAAAGGCCCCAACGGCT
AGTAGACATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATGC
TTTCGTACCTCAGCGTCAGTATTAGGCCAGATGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCC
AGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCATCCTCTCCCATACTCTAG
CTTCCCAGTATCGAATGCAATTCCTAAGTTAAGCTCAGGGATTTCACATCCGACTTAAAA
AGCCGCCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTCGCACCCTCTGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCGAGTAACGTCCACTATC
CAAGAGTATTAATCTCGGTAGCCTCCTCCTCGCTTAAAGTGCTTTACAACCAAAAGGCC
TTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCATCCT
CTCAGACCCGCTACAGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCT
GACTTAGGCTCATCTATTAGCGCAAGGTCCGAAGATCCCCTGCTTTCCCCCGTAGGGC
GTATGCGGTATTAGCATTCCTTTCGGAATGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATTCCTAA
GCATTACTCACCCGTCCGCCGCTAGGTCAGGTAGCAAGCTACCCTTCCCCGCTCGACT
TGCATGTGTTAAGCC
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AGRUPAMENTO DE SEQUENCIAS: Amostra; Bactéria G
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CONSIDERACOES

Os trabalhos de amplificagdo via PCR, e sequenciamento forneceram uma
seqiéncia de 1479 nucleotideos. A utilizacdo de tal informagdo permitiu, por

alinhamento e agrupamento, a Concluséo quanto ao género da amostra.

PARECER:

Acinetobacter sp (99%)
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