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Resumo

No decurso do estudo da avaliagdo da diversidade microbioldgica de uma agua natural mineral
proveniente de um aquifero em Portugal, na origem e apds engarrafamento, quatro novos
isolados foram recuperados. Os isolados formam células Gram negativas em bastonete. As
estirpes F2-63" e F2-178 foram isoladas a partir de um furo artesiano e apresentam uma
temperatura 6ptima de 25-30 °C e pH &ptimo entre 6-6,5. As estirpes sdo aerdbias, nao
moveis, floculam em meio liquido, sdo positivas para a presenga de catalase e oxidase e
assimilam agucares, acidos organicos, aminoacidos e alcanos. Os acidos gordos maioritarios
sdo Summed feature 8 (Cig.q@7¢/Cqg106C) € Cqeo. Os lipidos polares maioritarios séo
difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, conjuntamente com trés aminolipidos

néo identificados.

As estirpes G6M-30" e G6-54 foram isoladas a partir de agua mineral natural engarrafada com
180 e 6 dias de armazenamento, respectivamente, apresentam temperatura 6ptima de 30 °C e
pH éptimo entre 6-6,5. As estirpes sdo aerdbias, tém mobilidade, sdo positivas para a
presenca de catalase e oxidase e assimilam agucares, alcoois, acidos organicos, aminoacidos
e alcanos. Os acidos gordos maioritarios sao Summed feature 8 (C1g.1w7¢/Cqg.106¢) € Summed
feature 3 (C45107¢/Cq106C). Os lipidos polares maioritarios sao difosfatidilglicerol,

fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerol.

Todas as estipes apresentam ubiquinona 8 como quinona respiratéria maioritaria. A analise do
gene 16S rRNA revelou que agrupam com as espécies do género Nevskia, com as quais tém
similaridade de sequéncia entre 95,2-95,5 % no caso das estirpes F2-63"/F2-178 e de
96,3-97,1 % no caso das estirpes G6M-30"/G6-54. Com base na analise da sequéncia do gene
16S rRNA e caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas descreveram-se duas novas espécies do
geénero Nevskia. A espécie representada pela estirpe F2-63" para a qual se propde o home
Nevskia aquatilis e uma segunda espécie representada pela estirpe G6M-30" para qual se

propde o nome Nevskia persephonica.

Termos-chave: Aquifero, género Nevskia, espécie, abordagem polifasica.



Vi



Abstract

In an ongoing study to assess microbiological diversity in a natural mineral water within a deep
aquifer in Portugal and after bottling and storage, four new isolates were recovered. All isolates
form Gram negative rod-shaped cells. Strains F2-63" and F2-178 with an optimum growth
temperature of about 25-30 °C and an optimum pH for growth between 6-6.5, were isolated
from an artesian aquifer through the borehole sampling port. Strains are aerobic, no-motile,
flocculate in liquid media, catalase and oxidase positive, and assimilate carbohydrates, organic
acids, amino acids and alkanes. The major fatty acids are Summed feature 8 (Cig.qiw7c/
Cigq@bc)  and Cise0- The major polar lipids are  diphosphatidylglycerol,

phosphatidylethanolamine, phosphatidylglycerol and three unidentified aminolipids.

Strains G6M-30" and G6-54 with an optimum growth temperature of 30 °C and an optimum pH
for growth between 6-6.5 were isolated after bottling and storage for a period of 180 to 6 days,
respectively. Strains are aerobic, motile, catalase and oxidase positive, and assimilate
carbohydrates, alcohols, organic acids, amino acids and alkanes. The major fatty acids are
Summed feature 8 (C4g.1007¢/Cqg.1w6¢) and Summed feature 3 (Cg.1w7¢/ Cyg.qm6¢). The major

polar lipids are diphosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine and phosphatidylglycerol.

All strains have ubiquinone 8 as the major respiratory quinone and analysis of the 16S rRNA
gene shows the strains to cluster with species of the genus Nevskia to which they have pairwise
sequence similarity in the range 95.2-95.5 % for strains F2-63" and F2-178, and in the range
96.3-97.1 % for strains G6M-30" and G6-54. Based on the 16S rRNA gene sequence analysis,
physiological and biochemical characteristics we describe two new species of the genus
Nevskia. One species represented by strain F2-63" for which we propose the name Nevskia
aquatilis. The second species represented by strain G6M-30" for which we propose the name

Nevskia persephonica.

Keywords: Aquifer, genus Nevskia, species, polyphasic approach.
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1.1. Agua mineral natural

As aguas minerais naturais sdo aguas subterraneas, que tém origem nas aguas de superficie
que se infiltram lentamente no solo até encontrarem a superficie de um estrato rochoso
impermeavel, preenchendo nessa zona todos os poros do solo (zona saturada). Quando é
possivel a extraccdo da agua em condigdes econémicas e em quantidade suficiente, para o
seu aproveitamento com vista a um determinado uso, estamos na presenca de um aquifero. A
agua num estrato saturado limitado no topo e na base por uma zona impermeavel, encontra-se
a uma pressao superior a pressdo atmosférica (LNEG, 2010). A agua mineral pode assim
emergir a superficie em nascentes naturais ou ser captada através de furos artesianos que
resultam de uma perfuragdo que intersecta o estrato saturado de agua (Leclerc e da Costa,
2005). A subida da agua até a superficie, observada nas nascentes naturais e nas captagoes,

resulta das diferengas de presséo (artesianismo).

A comercializacdo de agua mineral natural em Portugal encontra-se regulamentada na
legislagdo Portuguesa e cumpre os requisitos fixados pela lei Europeia, de acordo com as
Directivas Europeias 80/777/EEC, 96/70/EC, 2003/40/EC e 2009/54/CE (EC, 1980; EC, 1996;
EC, 2003; EC, 2009). Esta legislacdo permite distinguir estas aguas de outras aguas de
consumo. Nomeadamente, a sua origem encontra-se protegida da poluicdo (proteccdo e
vigilancia das zonas de recarga do aquifero e das zonas em volta das captagdes); existe
manutengdo da pureza bacterioldgica original; o engarrafamento é realizado obrigatoriamente
no local e a aplicagdo de qualquer tipo de tratamento quimico é proibida. Os Unicos
tratamentos autorizados previamente ao engarrafamento consistem na eliminagdo e/ou
(re)introdugao de CO, e na separagado de compostos instaveis como ferro, manganés, enxofre
e arsénio. Deste modo, as aguas minerais naturais sdo aguas que apresentam a sua pureza
original, sendo consideradas bacteriologicamente proprias para consumo e caracterizando-se
por apresentarem uma composi¢cado fisico-quimica estavel. Estas aguas apresentam uma
composicao caracteristica em minerais e outros oligoelementos, da qual podem resultar efeitos
benéficos para a saude (EC, 2009). A composi¢do quimica é determinada principalmente pela
composi¢cao mineraldgica do aquifero, no entanto, outros factores como a temperatura,
concentracdo em CO, e reacgdes redox também influenciam a sua composicéo (Groselj et al.,
2010).

As aguas minerais naturais, tal como todas as &guas subterrdneas, nao estdo isentas de
microrganismos apresentando um microbiota autéctone (ver secgcédo 1.2). Deste modo, a agua
engarrafada apresenta a composicdo quimica da agua presente no aquifero e uma
componente microbiolégica constituida por microrganismos presentes na origem
(microrganismos autéctones) e também por possiveis contaminantes introduzidos durante o

processo de engarrafamento (microrganismos aléctones) (Leclerc e da Costa, 2005).
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1.2. Comunidade microbiana autéctone das aguas minerais naturais

Os principais microrganismos presentes nas aguas minerais naturais sdo procariétas, embora
também possam estar presentes baixas populagdes de fungos (Leclerc e da Costa, 2005).
Como as aguas subterranas consistem em ambientes desprovidos de luz, os microrganismos
presentes sao principalmente heterotréficos. O crescimento destes microrganismos encontra-se
limitado pelas baixas concentragcées de carbono orgénico dissolvidas e transportadas no fluxo
hidroldgico ou presentes nos sedimentos (Leclerc e da Costa, 2005). Microrganismos com um
metabolismo quimiolitoautotréfico (fixacdo de CO, e oxidagdo de compostos inorganicos para
obtencao de energia), também podem constituir uma componente importante deste tipo de

ambientes (Griebler e Lueders, 2009).

Os primeiros estudos de diversidade nestes ambientes baseavam-se apenas em métodos
dependentes de cultura. Estes métodos resultam de uma adaptacdo dos métodos utilizados
para contagem de bactérias heterotréficas, utilizados nas analises de controlo de qualidade da
agua (ver secgao 1.3). As espécies autéctones mais frequentemente isoladas em cultura
consistem em bastonetes Gram negativos aerébios pertencendo as classes alfa, beta e gama
do filo Proteobacteria e especialmente aos géneros Pseudomonas, Acinetobacter e
Alcaligenes. Outras proteobactérias isoladas incluem representantes dos géneros
Comamonas, Burkholderia, Ralstonia, Stenotrophomonas e Caulobacter. Microrganismos
pertencentes ao filo Bacteroidetes sao também frequentemente isolados, principalmente dos
géneros Cytophaga, Flexibacter e Flavobacterium. Algumas bactérias Gram positivas também
foram isoladas, pertencendo aos géneros Arthrobacter e Corynebacterium do filo
Actinobacteria. Os géneros Bacillus, Staphylococcus e Micrococcus também foram detectados,
embora mais raramente (Bischofberger et al., 1990; Gonzalez et al., 1987; Leclerc e da Costa,
2005; Manaia et al., 1990). No entanto, os métodos baseados em cultura ndo permitem
analisar toda a diversidade microbiolégica presente no ecosistema (ver secgdo 1.3). De facto,
num estudo com base em métodos independentes de cultura, Loy et al. (2005) demostraram
que existia predominancia de membros da ordem Burkholderiales da classe Betaproteobacteria
(géneros Hydrogenophaga, Aquabacterium, Polaromonas, Rhodopherax, Limnobacter) nas
aguas minerais analisadas. Um outro estudo por Whilhartiz et al. também demostrou que
membros do dominio Archaea podem constituir uma importante fracgdo da comunidade

microbiana de aguas engarrafadas (Wilhartitz et al., 2007).

A origem da comunidade microbiana ndo é conhecida, existindo, no entanto vérias hipoteses.
Uma dessas hipoteses considera que os microrganismos permaneceram nos sedimentos
desde a sua colonizagao inicial, aquando do processo de deposi¢cdo. Uma outra hipdtese
relaciona a sua origem com o transporte através do fluxo hidrolégico e uma terceira hipotese
sugere a colonizagdo directa a partir da superficie aquando da perfuracdo para

estabelecimento de furos (Leclerc e da Costa, 2005).
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1.3. Estudo da diversidade da comunidade microbiana em aguas
subterraneas e da dindmica da populagdao microbiana em agua mineral

engarrafada

Como referido anteriormente, o estudo da diversidade microbiana em aguas minerais com base
em métodos de cultura tém-se focado na deteccdo de microrganismos heterotréficos. Um
aspecto importante da aplicacdo de métodos dependentes de cultura consiste na escolha do
meio de cultura, temperatura e tempos de incubagado, uma vez que estes factores condicionam
o tipo de microrganismos que é possivel recuperar em cultura (Allen et al., 2004). De modo a
enumerar e recuperar um maior numero de bactérias heterotroficas presentes nas amostras, é
recomendada a utilizacdo de meios com baixa concentragdo de nutrientes como o meio R2A
(Reasoner e Geldreich, 1985), uma vez que se verificou permitir a obtencdo de um maior
numero de contagens viaveis em comparagdo com outros meios. Por outro lado, a utilizagdo de
periodos longos de incubacéo (cerca de 21 dias) € importante dado que muitos microrganismos
tém um crescimento lento. Em relagdo a temperatura de incubagao é recomendado a utilizacédo
de temperaturas proximas da temperatura da fonte. Assim, a temperatura de 22 °C ¢é
recomendada pois permite uma maior recuperagao de microrganismos autdctones presentes
nas amostras de agua. A temperatura de 37 °C é também aconselhavel porque geralmente é
diferente da temperatura da fonte de agua e bactérias com crescimento a esta temperatura
poderéo ser possiveis contaminantes da agua (Reasoner e Geldreich, 1985; Staley e Konopka,
1985).

No entanto, este método permite apenas enumerar e isolar bactérias heterotréficas aerdbias e
aerdbias facultativas com capacidade de formacgdo de colénias em meio sélido em condicdes
experimentais especificas. De facto, a aplicagcdo de métodos independentes de cultura para a
contagem de células totais, como a microscopia de epifluorescéncia apés marcagdo das
células com laranja de acridina ou DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol), vieram demonstrar que as
contagens em placa subestimavam o numero real de bactérias nas amostras analisadas
(Leclerc e da Costa, 2005). Verifica-se que menos de 1 % da populagdo ambiental consegue
ser cultivada. Este fendmeno foi designado por “great plate anomaly” (Staley e Konopka, 1985)
e resulta da incapacidade de muitas bactérias presentes crescerem nas condigdes
experimentais utilizadas. De facto, ndo é possivel recuperar todas as bactérias viaveis nas
amostras de agua utilizando apenas um meio e condigdes experimentais especificas (Guyard
et al., 1999). Outro aspecto importante, esta relacionado com a descoberta de que muitas
dessas células, cuja cultura ndo é possivel, embora se encontrem num estado viavel e
metabolicamente activo, perderam a sua capacidade de cultivo em meios em que geralmente
conseguem crescer (VBNC, viable but nonculturable cells) (Leclerc e da Costa, 2005). A
presenca de células VBNC pode ser demonstrada através da aplicagcdo de técnicas que
permitem a investigacdo de actividades enzimaticas especificas, metabolismo celular,
respiragdo enddgena e integridade de membrana (Guyard et al., 1999). Existem varios estudos

que revelam que muitas bactérias entram no estado VBNC como resposta a condigdes
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adversas, como € o caso de stress osmoético, pH, temperatura ou concentracao limitante de
nutrientes (Baker et al., 1983; Xu et al., 1982). Deste modo, nos ultimos anos tem-se tornado
muito importante, no estudo da diversidade microbiolégica ambiental, a aplicagcdo de métodos
independentes de cultura, para uma analise mais completa da diversidade presente no
ecossistema (ex. sequenciacdo de bibliotecas gendmicas de clones do gene rRNA 16S
amplificado a partir de DNA extraido do ambiente) (Dorigo et al., 2005).

Um aspecto importante a considerar nos estudos de diversidade e analise da dinamica
populacional de agua engarrafada esta relacionado com uma avaliagdo com base em amostras
de agua recolhidas no momento de engarrafamento e, posteriormente, em varios pontos apdés
0 armazenamento a temperatura ambiente. Através desta abordagem, é possivel estudar a
dindmica das populagdes autéctones presentes na agua, permitindo determinar a variagcdo do
numero de bactérias viaveis ao longo do tempo de armazenamento, se as mesmas populagdes
autdctones se mantém maioritarias durante esse periodo e se surgem populagdes diferentes,

n&o detectadas inicialmente no momento de engarrafamento.

Em relagcdo ao estudo da diversidade dos microrganismos isolados em cultura, a aplicagéo
conjunta de técnicas de biologia molecular, como a amplificagdo e sequenciagdo do gene
rRNA 16S, revelou-se uma grande vantagem. A analise filogénetica com base na sequéncia do
gene do rRNA 16S permite classificar os microrganismos isolados em cultura e seleccionar
potenciais novas espécies que podem ser alvo de caracterizagdo com base numa abordagem

polifasica (ver secgéo 1.7).

1.4. Oligotrofia e estratégias de sobrevivéncia

As aguas subterrdneas sdo ambientes oligotroficos caracterizadas pela presenga de
concentragdées muito baixas de carbono organico, o que constitui um importante factor limitante
ao crescimento. A disponibilidade de outros elementos como fosfato, sulfato e azoto e factores
ambientais como os niveis de oxigénio, temperatura e pH, também condicionam o crescimento
(Leclerc e da Costa, 2005).

As bactérias que vivem neste tipo de ambientes desenvolveram estratégias de sobrevivéncia
face a disponibilidade limitada de nutrientes. Uma dessas estratégias consiste na capacidade
de miniturizagéo, através da formagéo de ultramicrocélulas (= 0,3 um). Estas resultam da
ocorréncia de divisdo celular (fragmentagdo) sem crescimento e da diminui¢do de tamanho por
degradacdo de macromoléculas internas como reservas de carbono, proteinas e &cidos
nucleicos. A formagéo de ultramicrocélulas tem como vantagem permitir aumentar a razao
superficie/volume, tornando a captagido de nutrientes do meio mais eficiente, uma vez que a
proporgao de transportadores em relagao ao volume citoplasmatico aumenta. A degradacgéao de

proteinas e nucledtidos funciona como fonte de energia para os processos de resposta as
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condicdes de sfress a que as bactérias se encontram sujeitas. Por outro lado, algumas

bactérias com capacidade de diferenciagdo podem ainda formar esporos ou cistos.

Uma outra estratégia de sobrevivéncia consiste numa resposta a niveis limitantes de um
nutriente especifico, através de dois processos: sintese de um sistema de transporte com
maior afinidade para o nutriente preferencialmente utilizado e a expressao de sistemas de
transporte e metabdlicos para outros nutrientes alternativos que possam existir no meio. Em
resultado do stress face a limitagdo de nutrientes, verifica-se ainda a ocorréncia de sintese de
proteinas que aumentam a resisténcia das bactérias a outros tipos de stress, como alteragcbes

de temperatura, stress oxidativo e osmético (Leclerc, 2003; Leclerc e da Costa, 2005).

1.5. Sistematica e Taxonomia

A sistematica é a disciplina que tem como objectivo o estudo da diversidade e das relagbes
entre os organismos. A taxonomia € a area que se dedica a classificagdo dos organismos,

sendo uma ferramenta indispensavel da sistematica.

A taxonomia compreende trés areas que se inter-relacionam: classificagdo, nomenclatura e
identificacdo (Brenner et al., 2005). A classificagao consiste no processo de agrupamento dos
organismos em grupos (faxa) com base num conjunto de semelhancgas e relagbes entre si. A
nomenclatura consiste no processo de atribuicdo de nomes aos grupos taxonémicos de acordo
com as regras estabelecidas pelo Coédigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana (Lapage et
al., 1992). Por seu lado, a identificacdo é o processo pelo qual, através de um esquema de
classificagdo é possivel determinar se um organismo desconhecido pertence a um dos taxa
previamente estabelecido, ou a um novo faxon que sera colocado numa posi¢cédo adequada na
classificagdo estabelecida e designado de acordo com as regras de nomenclatura (Brenner et
al., 2005). Em relagdo ao Cdodigo de Nomenclatura, correc¢gdes ao mesmo sado definidas pelo
ICSP (International Commitee on Systematics of Prokaryotes) e publicadas no [JSEM
(International Journal of Systematics and Evolutionary Microbiology). A informacéo relevante é
publicada no IJSEM e encontra-se disponivel online em http://www.bacterio.cict.fr, um website
estabelecido e mantido pelo Dr. Jean Euzéby da Universidade de Toulouse, Franga (Oren,
2008).

1.6. Evolucao dos sistemas de classificacao

Os primeiros métodos de classificagdo tinham por base caracteristicas morfoldgicas e,
progressivamente, foram incluindo caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas (Schleifer, 2009).
Nos finais da década de 50 e inicio dos anos 60 do século XX, os avangos verificados na area

da computacdo permitiram o desenvolvimento do conceito de taxonomia numerica (Sneath,
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2005). Esta utiliza a informagédo de um extenso conjunto de caracteristicas determinadas para
as estirpes em estudo. A todas as caracteristicas é atribuida a mesma relevancia, o que
permitiu um distanciamento das abordagens tradicionais subjectivas utilizadas até entdo. A
informacao é codificada, produzindo-se matrizes de semelhanga, com o calculo de coeficientes
de similaridade e definicdo de grupos com base no maior grau de semelhanca fenética entre os
membros. Como principal resultado da analise numerica, € obtida uma estrutura em arvore
(dendrogramal/fenograma) que consiste na representacdo em duas dimensdes do grau de
semelhanca ou distancia entre diferentes estirpes em estudo. Nesse periodo, também surgiram
novos meétodos bioquimicos analiticos que permitiram o estudo da estrutura quimica de
componentes celulares individuais e assim a obtencdo de uma analise mais detalhada da
composi¢cao quimica dos microrganismos. A aplicagdo deste novo tipo de dados designou-se
por quimiotaxonomia. Importantes marcadores quimiotaxonémicos consistem na determinagao
da composigcédo da parede celular, composi¢do em lipidos polares, acidos gordos e quinonas
isoprendides (Vandamme et al., 1996). Ainda na década de 60, o aprofundamento do
conhecimento dos acidos nucleicos permitiu a aplicagdo de novas técnicas moleculares como a
analise da composigdo em bases de DNA, expressa em percentagem molar do conteudo de
guanina e citosina (% mol G+C), e a determinagédo do grau de hibridagdo DNA-DNA. A este
tipo de classificagéo, relacionada com a determinagédo da semelhancga entre organismos, tendo
por base a informacgéo de natureza fenétipica e gendtipica, quando esta Ultima esta disponivel,
designa-se por classificagdo fenética (Owen, 2004). No entanto, este tipo de classificagdo néo

fornece informacgao acerca das relagtes filogenéticas entre os organismos.

A andlise filogenética tem por base a reconstrugdo das possiveis relagdées evolutivas entre os
organismos, através da utilizacdo de sequéncias de genes ou de proteinas conservadas, que
funcionam como cronémetros moleculares (Owen, 2004). Desde a sua introdugédo por Carl
Woose e colegas, nos finais dos anos 70 e inicio dos anos 80 do século XX, a determinacao da
sequéncia do gene do rRNA 16S em procariontes (rRNA 18S em eucariontes) e a sua
utilizagdo como cronémetro molecular revelou-se muito util. O rRNA 16S é parte da estrutura
da subunidade 30S do ribossoma. O gene do rRNA 16S preenche os critérios necessarios para
um bom crondmetro molecular: € um gene ortélogo presente em todos os organismos; o seu
tamanho (~1500 nucleétidos) permite uma analise facil; a estrutura primaria consiste em zonas
muito conservadas intercaladas por zonas variaveis e a sua transferéncia lateral € um evento
muito raro (Stackebrandt, 2009). Actualmente, existem mais de 1.900.000 sequéncias do gene
do rRNA 16S depositadas em bases de dados publicas, como os projectos Ribossonal
Database Project (http://rdp.cme.msu.edu/) (Cole et al., 2009) ou SILVA (http://www.arb-
silva.de/) (Pruesse et al., 2007). A maior parte destas sequéncias foram obtidas por métodos
independentes de cultura e correspondem a procariontes ainda nao cultivados em laboratério.
A analise comparativa das sequéncias do gene rRNA 16S permite estudar as relagbes
filogenéticas entre os organismos e, juntamente com técnicas da filogenia molecular, permite
representar as relagbes evolutivas entre os organismos na forma de uma arvore filogenética

(Pace, 2009). A utilizagdo da sequéncia do gene rRNA 16S tornou-se igualmente muito
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importante no estudo da diversidade de microrganismos ambientais cujo cultivo em laboratério

ndo é viavel.

O gene do rRNA 16S apesar de ser util na determinacéo de relagbes a niveis taxonémicos
superiores, devido a sua natureza conservada, apresenta um baixo poder de resolugdo no
estudo de relagbes ao nivel da espécie, ndo permitindo distinguir entre espécies proximas
(Rossell6-Mora e Amann, 2001). Actualmente, é aceite que uma classificacdo adequada,
principalmente de niveis taxonémicos mais baixos, como o género e a espécie, deve ser
baseada numa abordagem polifasica. Esta abordagem envolve uma combinagdo entre
informacao fenotipica, genética e filogenética (Rossell6-Mora e Amann, 2001; Vandamme et
al., 1996).

1.7. Definigao de espécie segundo a abordagem polifasica

A evolugao do conceito de espécie bacteriana ao longo do tempo tem reflectido o avango dos
métodos utilizados para a sua definicdo assim como o conceito adoptado. E possivel encontrar
na literatura varias definicbes para espécie. A definicdo de taxoespécie refere-se a um grupo
de organismos que partilham um elevado nimero de caracteristicas fenotipicas e o conceito de
espécie genodmica refere-se a um grupo de organismos com elevados valores de hibridagéo
DNA-DNA. No entanto, estas definicdes tendem a desaparecer com a tentativa de unificacao
de critérios de classificacdo pela aplicagdo de uma abordagem polifasica. Assim, actualmente,
0 conceito mais consensualmente aceite pelos taxonomistas € aquele que define espécie como
um grupo de organismos individuais com origem monofilética e geneticamente semelhantes,
que mostram ser idénticos entre si em varias caracteristicas independentes (Rossell6-Mora e
Amann, 2001).

Segundo a abordagem polifasica, no processo de definicdo do conceito de espécie existem trés
aspectos fundamentais. O primeiro aspecto esta relacionado com o delineamento dos limites
genomicos do grupo através da hibridacdo DNA-DNA e também da analise do conteudo em
G+C do DNA (Rossell6-Mora e Amann, 2001; Vandamme et al, 1996). A utilizacdo da
hibridagdo DNA-DNA para a definicdo de espécie esta relacionada com varios estudos
realizados que permitiram demonstrar a existéncia de um elevado grau de correlagao entre os
valores de semelhanga de DNA e a semelhanga fenotipica, quimiotaxonédmica e gendémica
(Stackebrandt e Goebel, 1994). De acordo com o recomendado em 1987 por um comité de
especialistas na area (Wayne et al., 1987), e recentemente revisto em 2002 (Stackebrandt et
al., 2002), estirpes que partilhem cerca de 70 % de semelhanca de hibridagdo DNA-DNA e
com 5 °C ou menos de AT,, ' consideram-se pertencentes a mesma espécie. A determinagao

do contetdo G+C é também um dos parametros recomendado. Face a este parametro,

! ATm é a diferenca entre a temperatura (a que 50 % do DNA esta desnaturado) entre o DNA homdélogo e
o DNA hererélogo em condi¢des experimentais controladas.

8
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demonstrou-se empiricamente que estirpes que diferem em mais de 10 % n&o pertencem ao
mesmo género e que uma espécie geralmente nao contém estirpes que diferem em mais de
5 %. No entanto, valores de conteudo em G+C préximos entre estirpes, ndo garantem que o

genomas apresentem elevada semelhanga DNA-DNA (Rossellé-Mora & Amann, 2001).

O segundo aspecto fundamental consiste na descricdo do fendtipo do taxon. Através da
determinagdo de caracteristicas fenotipicas, quimiotaxonémicas e gendtipicas, pretende-se
estudar a diversidade interna do taxon e encontrar caracteristicas que permitam diferencia-lo

de outros taxa proximos (Rossell6-Mora e Amann, 2001; Stackebrandt et al., 2002).

O terceiro aspecto esta relacionado com a andlise e comparagado das sequéncias do gene
rRNA 16S. Esta andlise permite indicar o padrdo de ancestralidade do faxon, assim como
reconhecer a natureza monofilética dos membros de uma espécie. Como anteriormente
referido, a analise do gene rRNA 16S tem-se verificado util para a definicdo de faxa acima do
nivel da espécie, por exemplo, um género pode ser definido por espécies que apresentem até
95 % de semelhanca entre as sequéncias (Rossell6-Mora e Amann, 2001). No entanto, devido
ao baixo poder de resolugdo ao nivel da espécie, ndo €& possivel definir um valor de

semelhanga entre as sequéncias como limite para a definicao de espécie.

No inicio da década de 90 do século XX, com a vasta quantidade de sequéncias do gene rRNA
16S que ficaram disponiveis, foi demonstrado que valores abaixo de 98,7 % de semelhanga
entre sequéncias correspondem a cerca de 70 % ou menos de hibridagdo DNA-DNA. Assim,
foi sugerido que fossem realizadas apenas experiéncias de hibridagdo DNA-DNA para as
estirpes que apresentam semelhanga entre as sequéncias do gene rRNA 16S superior a 97 %
(Stackebrandt e Goebel, 1994). A utilizagdo deste valor, mais baixo do que o verificado, foi
sugerido de um ponto de vista conservativo. Recentemente, o estudo da correlagdo entre estes
dois parametros foi reavaliado, sendo proposto o intervalo de 98,5-99 % como threshold a
partir do qual é necessario realizar hibridagdo DNA-DNA (Stackebrandt e Ebers, 2006). Um
aspecto a reforcar € o de que qualquer esquema de classificagcdo deve ter consisténcia

fenotipica (Wayne et al., 1987).

Assim, num primeiro passo no processo de descricdo de organismos isolados em cultura pura,
€ importante o estudo da filogenia, que pode ser deduzida a partir da analise comparativa de
sequéncias, como o rDNA 16S. Apds determinagédo da sequéncia do gene rRNA 16S e andlise
comparativa com as sequéncias de rDNA 16S depositadas em bases de dados, essa
informacao é utilizada para a constru¢do de uma arvore filogenética. Esta arvore permite inferir
a posicao filogenética dos novos isolados. A determinagado do grau de semelhanga com taxa
préximos € importante para a decisdo da necessidade de recorrer a métodos mais laboriosos
como a hibridagdo DNA-DNA. O reconhecimento dos taxa préximos é util, uma vez que a
informacao disponivel na literatura pode ajudar, por exemplo, a definir estratégias de cultivo

para os novos isolados. No processo de descricao, € importante a comparagao com as estirpes
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tipo filogeneticamente proximas, de modo a distingir os novos isolados com base num conjunto

de caracteristicas fenotipicas, genotipicas e quimiotaxonémicas.

Um aspecto importante a considerar é a definicdo de um dos isolados como a estirpe tipo. E
obrigatério a deposicao da estirpe tipo em duas colecgbes de cultura localizadas em paises
diferentes, de modo a estarem disponiveis para a comunidade cientifica para informacéao e
comparagao (Rossell6-Mora e Amann, 2001). A designagdo do nome da nova espécie deve
seguir os critérios determinados pelo ICSP. Os nomes publicados sé adquirem posi¢cdo na
nomenclatura, quando sao incluidos nas listas de validacdo de nomes, publicadas

periodicamente no IJSEM.

1.8. Filo Proteobacteria

O filo Proteobacteria é constituido por microrganismos que apresentam morfologia e fisiologia
muito diversificada. O filo integra cinco classes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Epsilonproteobacteria (Kersters et al., 2006).
Recentemente, foi proposta a existéncia de outra classe, a Zetoproteobacteria, que inclui
apenas uma espécie isolada e varios clones ambientais de ambientes marinhos onde ocorre a

oxidacao de ferro mediada por microrganismos (McAllister et al., 2011).

A elevada diversidade de mecanismos para obtencdo de energia é caracteristico das
proteobactérias, encontrando-se neste grupo microrganismos  quimiorganotréficos,
quimiolitotréficos e fotoautotroficos. Apesar da elevada diversidade, a analise da sequéncia do
gene rRNA 16S indica que todos os microrganismos se encontram filogeneticamente
relacionados, o que vem demostrar a importancia da filogenia no esquema de classificagdo.
Actualmente nao estao definidas caracteristicas para todo o filo Proteobacteria que permitam a

sua diferenciagéo de outros filos do dominio Bacteria (Kersters et al., 2006).

No filo Proteobacteria, a classe Gammaproteobacteria inclui bactérias fotossinteticas purpura
sulfurosas (familias Chromatiaceae e Ectothiorhodospiraceae), muitos organismos
quimiorganotréficos e alguns quimiolitotroficos, principalmente bactérias com capacidade de
oxidacdo de ferro e enxofre (ex. género Beggiatoa). Encontram-se presentes nesta classe
importantes organismos patogénicos para humanos e animais (ex. alguns representantes das
familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Pasteurellaceae, entre outras) (Kersters et al.,
2006).

1.8.1. Género Nevskia

O género Nevskia pertence ao filo Proteobacteria, a classe Gammaproteobacteria e ordem

Xanthomonadales. Segundo a ultima edicdo do Bergey’s Manual of Bacterial Research, o
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género Nevskia encontrava-se incluido na familia Xanthomonadaceae, a unica familia na
ordem Xanthomonadales, descrita até a altura de redaccdo do manual (Saddler e Bradbury,
2005). Em 2008, Zhou et al. descreveram um novo género, o género Sinobacter e propuseram
a criacdo de uma nova familia, a familia Sinobacteraceae (Zhou et al., 2008). Actualmente, a
ordem Xanthomonadales ¢ constituida por duas familias, Xanthomonadaceae e
Sinobacteraceae. A criagdo desta nova familia conduziu a transferéncia do género Nevskia e
Hydrocarboniphaga, inicialmente na familia Xanthomonadaceae, para a familia
Sinobacteraceae. Deste modo, actualmente a familia Sinobacteraceae é constituida por seis
géneros: Alkanibacter (Lipski e Friedricht, 2008), Hydrocarboniphaga (Palleroni et al., 2004),
Nevskia (Famintzin, 1892), Singularimonas (Lipski e Friedricht, 2008), Sinobacter (Zhou et al.,
2008) e Steroidobacter (Fahrbach et al., 2008).

Existem trés espécies descritas com nomes validados que se incluem no género Nevskia:
Nevskia ramosa (Famintzin, 1892), Nevskia soli (Weon et al., 2008) e Nevskia terrae (Kim et al.,
2011). A espécie Nevskia ramosa constitui a espécie tipo do género. Esta espécie foi
observada pela primeira vez no final do século XIX por Famintzin (1892) em amostras
recolhidas da superficie da agua de um aquario. A Nevskia ramosa € um microrganismo
neustonte, ou seja, € um habitante da interface ar-agua de superficies de agua doce,
localizando-se no “epineuston” (fase superior da interface ar/agua). Esta espécie apresenta
como caracteristica tipica a capacidade de formar um biofilme na auséncia de azoto no meio.
As células no biofilme formam microcolénias com forma de roseta. Esta forma tipica resulta do
facto de as células se dividirem por divisédo binaria e existir uma secrecgao lateral preferéncial de
polissacaridos. Stiirmeyer et al. propuseram que a capacidade de formagao de biofilmes na
interface ar-agua constitui uma estratégia de adaptacdo a auséncia de azoto, uma vez que na
sua presenca as células crescem submersas (Stirmeyer et al., 1998). Culturas puras de N.
ramosa foram obtidas pela primeira vez apenas em 1998 por Stiirmeyer et al.. A estirpe Soe1’
foi isolada do lago Soelkensee nos arredores de Greifswald (Alemanha), enquanto a estirpe
OL1 foi isolada de uma vala de agua doce em Oldenburgo (Alemanha). A espécie Nevskia soli
(estirpe GR15-1T) foi isolada de um solo cultivado com ginseng Coreano (Panax giseng C. A.
Meyer) na regido de Yeongju na Coreia do Sul (Weon et al., 2008) e a espécie Nevskia terrae
foi isolada a partir do solo, no decurso do estudo da diversidade bacteriana nas ilhas da Coreia
do Sul (Kim et al., 2011). As espécies do género Nevskia consistem em bastonetes Gram
negativos. A quinona respiratéria predominante do género é a ubiquinona com 8 unidades
isoprénicas (Q-8) e C4g.1yw7c constitui o acido gordo maioritario, enquanto que o conteudo G+C

varia dentro do intervalo dos 64,1-67,8 %.
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1.9. Objectivo

Este trabalho teve como objectivo a descrigdo taxondmica de duas novas espécies (estirpes
F2-63" e F2-178 e estirpes G6M-30" e G6-54) isoladas no decurso de um estudo que pretende
avaliar a diversidade microbioldgica de uma agua mineral natural na emergéncia e apods
engarrafamento. O processo de descrigdo seguiu uma abordagem polifasica. A andlise
filogenética efectuada com base na sequéncia do gene rRNA 16S indicou que 0s novos
isolados F2-63", F2-178 e G6M-30', G6-54 constituem duas novas espécies do género
Nevskia. Com base nesta informacao, procedeu-se a caracterizagdo morfolégica, bioquimica,
quimiotaxondmica e genética dos isolados e a sua comparagao com os representantes dos
taxa filogeneticamente préximos, de modo a propor as estirpes F2-63" e F2-178 como Nevskia

aquatilis e as estirpes G6M-30" e G6-54 como Nevskia persephonica.
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2.1. Origem e isolamento

As estirpes F2-63" (T- estirpe tipo) e F2-178 foram isoladas em 2009 de amostras de agua de
profundidade, recolhidas de um aquifero de agua mineral natural, localizado na zona centro de
Portugal Continental. Esta agua de profundidade é utilizada para abastecimento de uma
unidade fabril de engarrafamento de agua mineral natural. As amostras foram obtidas a partir
da cabeca de captacdo 2L (que encerra um furo artesiano com 75 metros de profundidade)
onde a temperatura e pH da agua apresentam valores estaveis de 28,5 °C e 5,7,
respectivamente. As amostras de agua foram mantidas a 4 °C até analise. Aliquotas de 250 a
1000 ml foram filtradas através de membranas de acetato de celulose (Gelman GN-6; poro 0,1

um para F2-63" e poro 0,2 um para F2-178).

As estirpes G6M-30" e G6-54 foram isoladas a partir de agua engarrafada (garrafas de PVC
com 1,5 | de capacidade), recolhida directamente da linha de enchimento. As garrafas foram
armazenadas, protegidas da luz a temperatura ambiente (22 + 2 °C), tendo-se isolado as
estirpes G6M-30" e G6-54 a partir de garrafas de agua com 180 e 6 dias de armazenamento,
respectivamente. As amostras de agua foram filtradas através de membranas de acetato de

celulose (Gelman GN-6; poro 0,1 um).

Os filtros foram colocados na superficie de meio solido R2A (Difco) (Tabela 2.1), contendo
ciclohexamida (10 mg/l) para inibir o crescimento de fungos. As placas foram revestidas com
sacos de plastico, de modo a prevenir a evaporagao, € incubadas a 22 °C, durante 21 dias. As
culturas foram purificadas por sub-cultura e os isolados preservados a -70 °C em meio R2A

liquido (Reasoner e Geldreich, 1985) suplementado com 15 % (p/v) glicerol.

As estirpes tipo, filogeneticamente relacionadas com as estirpes em estudo, Nevskia ramosa’
(DSM 11499"), Nevskia soli' (DSM 19509"), Hydrocarboniphaga effusa’ (DSM 16095'), foram
obtidas a partir do banco de cultura DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen). A estirpe tipo Nevskia terrae (KACC 12736T) foi obtida a partir do banco de
cultura KACC (Korean Agricultural Culture Collection). Estas estirpes foram utilizadas para

estudos de comparagéao.
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Tabela 2.1. Composi¢cdo do meio R2A utilizado no crescimento
das estirpes F2-63", F2-178, G6M-30", G6-54 e das estirpes de

referéncia (Reasoner e Geldreich, 1985).

Componentes gll
Extracto de levedura 0,5
Proteose peptona n® 3 0,5
Casaminoacidos 0,5
Glucose 0,5
Amido 0,5
Piruvato de sédio 0,3
K;HPO, 0,3
MgSO,-7H,0 0,1
Agar 20

2.2. Determinagao das condi¢goes 6ptimas de crescimento

2.2.1. Cultura das estirpes bacterianas

As estirpes F2-63" e F2-178, quando cultivadas em meio liquido R2A (Reasoner e Geldreich,
1985), formam agregados celulares. De modo a encontrar um meio que permitisse reduzir a
formacao destes agregados e melhorar o crescimento das estirpes, testaram-se varios meios
de cultura liquidos: meio R2A 10x diluido, meio R2A suplementado com Tween 80, meio
nutrient broth (0,5 % peptona; 0,3 % extracto de carne), meio Thermus (Williams e da Costa,
1992) e meio Degryse 162 (Degryse et al., 1978). No entanto, verificou-se que as estirpes
formam agregados em todos os meios testados. A presenca destes agregados dificulta a leitura
da turbidez por espectrofotometria para a determinagcao do crescimento. Utilizou-se um banho
de sonicagéo (Bransonic 12, 50 kHz) para dispersar os agregados, mas nao foi possivel obter
uma suspensdo homogénea para registo da densidade 6ptica (D.O.). Assim, no processo da
determinacdo da temperatura e pH O6ptimos de crescimento, optou-se por realizar os

crescimentos em placas de meio R2A tal como descrito nas secgdes 2.2.2 € 2.2.3.

As estirpes G6M-30" e G6-54 crescem em meio R2A solido e liquido, no entanto, com baixa
producao de biomassa. De modo a melhorar o crescimento em meio liquido, testou-se meio
liguido R2A 10x diluido, meio Degryse (Degryse et al., 1978) e meio Thermus (Williams e da

Costa, 1992). Apos estes ensaios, optou-se por utilizar meio R2A para cultura dos isolados.
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2.2.2. Determinacgao da temperatura 6ptima de crescimento

Para a determinacdo do intervalo de temperaturas de crescimento das estirpes F2-63" e F2-
178 optou-se por realizar o crescimento em placas de meio R2A (Difco), com pH ajustado a
6,5. As placas foram inoculadas com gotas de uma suspenséo celular com D.O. de 0,1; 0,05 e
0,025; e incubadas no intervalo de temperaturas entre 10-45 °C, com um aumento gradual de
5 °C. Os limites e a temperatura o6ptima foram determinados por observagédo visual do

crescimento nas placas, ao 3° e 8° dia de incubacgao.

As estirpes G6M-30" e G6-54 foram cultivadas em Erlenmyers de 300 ml contendo 100 ml de
meio liquido R2A. Os meios foram inoculados com uma suspenséo celular preparada a partir
de culturas jovens em meio soélido. Utilizou-se um volume de suspensao celular de modo a
comegar o crescimento com uma D.O. inicial de 0,05 a 610 nm. Para determinar o intervalo de
temperaturas de crescimento, as culturas foram incubadas entre 10-45 °C (com um aumento
gradual de 5 °C) e agitagao do tipo orbital (135 rpm), até atingirem o inicio da fase estacionaria
de crescimento. O crescimento foi acompanhado pela leitura da D.O. a 610 nm e a taxa
especifica de crescimento foi calculada para cada temperatura testada. A taxa especifica de
crescimento (u) corresponde ao declive da relagdo linear entre os valores de logaritmo

neperiano da D.O. e o tempo de crescimento, de acordo com a equagao,
In Ny =1In Ng + p (t-to)

com N; e Ny correspondendo a densidade populacional, expressa pela D.O. no tempo t e t,

respectivamente, ambos na fase exponencial de crescimento.

2.2.3. Determinacgao do pH 6ptimo de crescimento

Para a determinagédo do intervalo de pH de crescimento para as estirpes F2-63" e F2-178,
utilizaram-se placas de meio R2A (Difco) com pH ajustado entre 5-9. Preparou-se meio R2A,
duas vezes concentrado, e ajustou-se o pH do meio ao valor pretendido, com solugdes de HCI
1 M ou NaOH 1 M. Apos esterilizagdo no autoclave (121 °C, 15 min), de modo a garantir que o
valor de pH pretendido se mantinha, adicionou-se um agente tamponizante (concentragao final
de 20 mM). Os tampdes, duas vezes concentrados, foram esterilizados por filiragédo, através de
membranas de acetato de celulose (Pall Corporation) com 0,2 um de poro. Apds equilibrarem a
temperatura de 55 °C, juntou-se o tamp&o ao meio. Os valores de pH 5,0 e 5,5 foram obtidos
pela adigao do tampao acido citrico-Na,HPO,4. Os valores de pH 6,0 e 6,5 foram obtidos pela
adigdo de MES [&cido 2-morfolinoetanosulfénico] (Sigma). Os valores de pH 7,0 e 7,5 foram
obtidos pela adigdo de HEPES [4cido 2-(4-(2-hidrdxietil)-1-piperazinil)-etanosulfénico] (Sigma).
O valor de pH 8 foi obtido pela adicdo de TAPS [acido N-(tris(hidroximetil)metil)-3-
aminopropanosulfénico] (Sigma). O valor de pH 9 foi obtido pela adicdo de CAPSO [acido 3-
(ciclohexilamino)-2-hidroxi-1-propanosulfénico] (Sigma). As placas foram inoculadas com gotas
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de uma suspenséo celular com D.O. de 0,1; 0,05 e 0,025 e incubadas a temperatura éptima de
crescimento. Neste estudo, para cada agente tamponizante, utilizou-se uma placa controlo, na
qual o valor de pH do meio foi ajustado a 6,5, incubada nas mesmas condi¢des que as
restantes. Este controlo teve como objectivo verificar se os agentes tamponizantes teriam
algum efeito inibitério sobre o crescimento dos microrganismos. Os limites e o pH 6ptimo foram

determinados por observagao visual do crescimento nas placas ao 3° e 8° dia de incubagao.

Para as estirpes G6M-30" e G6-54, 0 intervalo de pH de crescimento foi determinado em meio
R2A liquido, tal como descrito na secgao 2.2.2. Testou-se o crescimento a valores de pH num
intervalo de 5-8. Para manter o valor de pH pretendido, adicionaram-se ao meio liquido,
diferentes agentes tamponizantes (concentracdo final de 20 mM), tal como descrito
anteriormente. Os meios de cultura foram esterilizados por filtracdo através de membranas com
0,2 um de poro. Os Erlenmyers foram incubados num banho com agitagao do tipo orbital (135
rpm) a temperatura 6ptima de crescimento. Para cada agente tamponizante, utilizou-se um
controlo, no qual o pH do meio foi ajustado a 6,5 e a cultura incubada nas mesmas condigdes
que as restantes. O crescimento a cada valor de pH foi acompanhado pela leitura da D.O. a
610 nm e calculada a respectiva taxa especifica de crescimento. Acompanhou-se igualmente o

pH do meio ao longo do tempo de incubagéo.

2.2.4. Determinacao da tolerancia a sal

Para todas as estirpes em estudo, testou-se a tolerancia a sal em tubos de ensaio, com 10 ml
de meio R2A liquido, suplementado com 0, 1, 2 e 3 % de NaCl. Os tubos foram inoculados com
uma suspensao celular, preparada a partir de culturas jovens em meio soélido. Os tubos foram

incubados a temperatura éptima de crescimento, durante 5 dias.

2.3. Caracterizagao Morfolégica

2.3.1. Morfologia das coldnias

A morfologia das colonias das estirpes em estudo foi descrita a partir de culturas em placa de
meio R2A (Difco), repicadas, de modo a obter-se colonias isoladas. A observacdo da
morfologia foi realizada a vista desarmada e com o auxilio de uma lupa (Nikon SMZ-2B).

Registou-se a cor, contorno periférico, elevagéo e o diametro da coldnia bacteriana.
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2.3.2. Morfologia celular

A morfologia celular das estirpes em estudo foi descrita por observagdo de preparagdes de
células, por microscopia 6ptica de contraste de fase (Leitz, Laborlux K), utilizando ampliagdo de
1000x. Para as preparagdes, utilizaram-se culturas em meio liquido R2A, apds trés dias de
incubagdo. Registaram-se caracteristicas como a forma, tamanho e agregagédo celular. A

dimenséao celular foi determinada utilizando uma ocular micrométrica.

2.3.3. Determinacao da formacgao de biofilme na auséncia de azoto

A espécie Nevskia ramosa, quando cultivada em meio liquido, sem fonte de azoto, forma um
biofilme (Sturmeyer et al., 1998). Para testar essa capacidade, preparou-se meio de cultura,
como descrito por Stirmeyer et al. (1998) (Tabelas 2.2 e 2.3). Apés esterilizagdo no autoclave,
durante 15 minutos, o meio foi suplementado com uma solugdo de vitaminas (Tabela 2.4).
Distribuiram-se 10 ml de meio por tubos de vidro com tampa roscada e suplementou-se com
uma fonte de carbono, previamente esterilizada por filiragdo. Testaram-se como fonte de
carbono compostos que sédo geralmente utilizados por Nevskia ramosa e pelas estirpes em
estudo (Tabela 2.5), numa concentragdo final de 2 g/L. Como controlo, utilizou-se meio
suplementado com 50 mM de NH,CI, para induzir crescimento em profundidade, tal como
descrito por Stirmeyer et al. (1998). Os tubos foram incubados durante 10 dias a temperatura

6ptima de crescimento.

Tabela 2.2. Composi¢ao do meio utilizado para determinacédo de

formacéo de biofilme na auséncia de azoto Stirmeyer et al. (1998).

Componentes Concentragao
MgSQO,4-7H,0 0,2 mM
CaCl,'2H,0 0,1 mM
KH,PO, 25 mM
Solugéo de oligoelementos SL-9 0,5 ml/l
Solugéo de vitaminas 0,5 ml/l
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Tabela 2.3. Composicao da solugéo de oligoelementos SL-9
(Tschech e Pfennig, 1984).

Componentes g/l
Acido nitrilotriacético 12,8
FeCl,-4H,0 2
CoCl,6H,0 0,19
MnCl,-2H,0 0,1
ZnCl, 0,07
H3BO3 0,006
NiCl,-6H,0 0,024
CuCl,2H,0 0,002
Na;MoO,2H,0 0,036

Tabela 2.4. Composicao da solugdo de vitaminas (Pfennig,

1978).
Componentes Concentracao
Vitamina B12 20 mg/l
Biotina 10 ng/ml
Acido pantoténico 25 ng/ ml
Tiamina 50 ng/ ml
Acido p-aminobenzéico 50 ng/ ml
Acido nicotinico 100 ng/ ml
Piridoxamina 250 ng/ ml

Tabela 2.5. Fontes de carbono testadas para suplementar o meio de cultura °.

F2-63" e F2-178  G6M-30" e G6-54 N. ramosa’ N. soli’
Piruvato Piruvato Piruvato Piruvato
Succinato Succinato Succinato Succinato
Fumarato Fumarato Fumarato
Lactato Lactato

a m . - . . ~ B
As fontes utilizadas foram escolhidas apds os resultados obtidos pela realizagdo do ensaio
para a determinagao da assimilagédo de fontes de carbono descrito na secgao 2.4.3.
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2.3.4. Coloragao de Gram

A coloracdo de Gram das estirpes em estudo foi realizada pelo método de Hucker, descrito de

acordo com Doetsch (1981).

Os esfregacos foram preparados colocando uma gota de agua estéril numa lamina de vidro,
sobre a qual se espalhou, com uma ansa, material celular de uma cultura jovem em meio

sélido. Os esfregacos, apds secarem ao ar, foram fixados passando 2-3 vezes pela chama.

No processo de coloragéo (Tabela 2.6), cobriu-se o esfregaco durante 1 minuto com violeta de
cristal apés o0 qual se removeu o excesso de corante e lavou-se com agua desionizada. De
seguida, aplicou-se durante 1 minuto soluto de Lugol. Os esfregagos foram lavados com agua
desionizada, e de seguida, com uma solugao de etanol:acetona (1:1, v/v) e novamente, com
agua desionizada. As preparagdes foram de seguida imersas durante 1 minuto numa solugéo
de contraste (safranina). O excesso de corante de contraste foi retirado com agua desionizada

e as laminas foram secas ao ar.

As preparagdes foram observadas ao microscoépio éptico de campo claro (Leitz, Laborlux K),
utilizando ampliagdo de 1000x. As estirpes que apresentavam cor violeta foram consideradas

como Gram-positivas e as que apresentavam cor avermelhada como Gram-negativas.

Tabela 2.6. Constituicdo das solugdes de corantes utilizados na coloragao de Gram.

Solugio de violeta de cristal ®

2 g de violeta de cristal em 20 ml de etanol a 95 % (v/v)

0,8 g de oxalato de amdnio em 80 ml de agua desionizada

Soluto de Lugol

1 giodo e 2 g de iodeto de potassio em 300 ml de agua desionizada

Corante de Contraste

10 ml de uma solugéo de safranina 2,5 % (p/v) em etanol 95 %, em 100 ml de

agua desionizada

@ A solugao de violeta de cristal € preparada pela mistura das duas solugdes na proporgéo
de 1:1 (v/v). Apds repousar 24 h filtrou-se antes de se utilizar.

2.3.5. Coloragao de flagelos

A coloragao de flagelos foi realizada segundo o método descrito por Heimbrook et al. (1989).
Numa lamina de vidro, colocou-se uma gota de cultura jovem em meio liquido R2A, cobriu-se a
preparagao com uma lamela e, numa das extremidades da lamela, colocaram-se duas gotas de

corante de Ryu (Tabela 2.7). Com papel de filtro na extremidade oposta da l&mina onde se
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colocou a gota de corante, arrastou-se a gota através da preparagéo. A lamina foi observada

ao microscopio 6ptico de campo claro (Leitz, Laborlux K), utilizando uma ampliagéo de 1000x.

Tabela 2.7. Constituicao do corante de Ryu.

Corante de Ryu *

Solugao A
2,0 g de acido tanico em fenol 5 % (v/v) 10 ml
Solugéo saturada de sulfato de potassio e aluminio 10 mi

dodecahidratado [KAI(SO,)-12H,0]

Solugdo B

Solugao de violeta de cristal saturada em etanol a 95 %

@ O corante de Ryu & preparado pela mistura na proporcéo de 10:1 (v/v) da solugéo
A e da solugdo B, respectivamente. A mistura é preparada imediatamente antes de
usar o corante.

2.4. Caracterizagcao Bioquimica

Na realizagdo dos testes para a caracterizagdo bioquimica todas as estirpes foram cultivadas
ao pH 6ptimo em meio sélido R2A (Difco) ou meio R2A liquido (Reasoner e Geldreich, 1985), e
todas as incubagdes foram efectuadas a temperatura 6ptima de crescimento das estirpes,

excepto quando indicagdo em contrario.

2.4.1. Ensaios de degradag¢ao enzimatica
2.4.1.1. Presencga de catalase

A presenga da enzima catalase foi testada segundo o método descrito por Smibert e Krieg
(1981). Numa lamina, colocou-se uma gota de peréxido de hidrogénio a 3 % (v/v) e, com uma
ansa, ressuspendeu-se material celular de uma cultura jovem em meio soélido. O resultado

considerou-se positivo quando se observou efervescéncia.

2.4.1.2. Presenca de citocromo oxidase

A presenga de citocromo oxidase foi testada segundo o método descrito por Smibert e Krieg

(1981). Numa lamina, colocou-se uma tira de papel de filtro sobre a qual se colocaram 2-3
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gotas de uma solugéo aquosa de dihidrocloreto de tetrametil-p-fenilenodiamina (TMPD, Sigma)
a 1 % (p/v) em agua destilada. Esta solugdo foi preparada imediatamente antes da sua
utilizacdo para evitar a rapida auto-oxidagcdo do TMPD na presenca de ar. A presenga de
citocromo oxidase é indicada pelo desenvolvimento de uma cor azul-violeta nos primeiros 10
segundos apés adigdo do material celular de uma cultura jovem, proveniente de meio sélido, a

solugdo de TMPD no papel de filtro.

2.4.1.3. Presencga de lipases

A presencga de lipases foi testada segundo o método descrito por Smibert e Krieg (1981).
Preparou-se meio R2A suplementado com 0,1 g/L de cloreto de calcio e, separadamente,
detergentes ndo idnicos, Tween 20, 40, 60 e 80, esterilizados por autoclavagem. Apods
arrefecer até 55 °C, cada porgédo de meio foi suplementada com 1 % (v/v) de detergente. Os
meios foram distribuidos por placas de Petri, que foram posteriormente inoculadas com
culturas jovens, numa area de cerca de 1 cm” no centro da placa, e incubadas. Como controlo
negativo, utilizou-se uma placa de Petri com meio de cultura ndo inoculado e incubado nas
mesmas condigdes. Os resultados foram observados ap6s 3-5 dias de incubagéo. A presenca
de lipases ¢ indicada pela presenca de pequenos granulos (precipitacdo de calcio pela
presenga de acidos gordos livres) na zona de crescimento ou de um halo opaco a volta da

zona de crescimento.

2.4.1.4. Presenga de DNAse

A presenga de DNAse(s) foi testada segundo o método descrito por Smibert e Krieg (1981).
Preparou-se meio soélido duas vezes concentrado e uma solucdo de DNA de esperma de
salméo a 0,4 % (p/v, Sigma), que foram esterilizados em separado por autoclavagem. Apos
arrefecerem a 55 °C, juntaram-se as duas solugdes na proporgdo de 1:1 (v/v), de modo a obter-
se meio sdlido suplementado com 0,2 % de DNA. As placas com este meio foram inoculadas e
incubadas, tal como descrito na secc¢ao 2.4.1.3. Como controlo negativo, utilizou-se uma placa
de Petri com meio de cultura ndo inoculado, incubado nas mesmas condi¢des. Os resultados
foram observados apos 5 dias de incubagéo. A ocorréncia de degradagédo de DNA é detectada
pela observagdo de uma zona translicida no local de crescimento face ao resto da placa, apos

remogao do material celular e adigado a placa de uma solugao de HCI 1 M.

2.4.1.5. Hidrédlise de caseina

A presenca de proteases activas sobre a caseina foi testada, segundo o método descrito por

Smibert e Krieg (1981). Preparou-se uma solugéo de leite desnatado (Skim Milk, Difco) a 10 %
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(p/v), esterilizada por autoclavagem (a 115 °C, 10 minutos, em vez de 15 min, 121 °C).
Preparou-se uma solugao de agar a 3 % (p/v), esterilizada por autoclavagem. Apds as duas
solugdes arrefecerem a 55 °C, adicionou-se a solugédo de agar a solugéo de leite, em volumes
iguais, de modo a obter-se uma solugao final com 5 % leite desnatado e 1,5 % agar. Esta
solucao foi posteriormente distribuida em sobrecamada, em placas com meio sélido. As placas
com este meio foram inoculadas com culturas jovens, no centro, com um risco (cerca de 1,5
cm) e incubadas. Como controlo negativo, utilizou-se uma placa de Petri com meio de cultura
nao inoculado e incubado nas mesmas condicbes. Os resultados foram observados apés 3
dias de incubagéao, considerando-se que a formagao de um halo transparente em volta da zona
de crescimento & um resultado positivo. Para confirmar este resultado, removeu-se o material
celular e adicionou-se a cada placa uma solugdo de HCl a 1 M para precipitar a caseina

existente na placa, tornando evidente a zona onde ocorreu hidrélise da mesma.

2.4.1.6. Hidrdlise de amido

A presenga de amilases foi detectada em meio sélido, preparado segundo a composi¢do do
meio Starch Agar (Difco). Este meio é constituido por 3 g/L extracto de carne, 10 g/l amido e
15 g/l agar. O meio foi esterilizado por autoclavagem. As placas com este meio foram
inoculadas e incubadas tal como descrito na secg¢do 2.4.1.3. Como controlo negativo, utilizou-
se uma placa de Petri com meio de cultura ndo inoculado e incubado nas mesmas condigdes.
Os resultados foram observados apds 3-5 dias de incubacdo. A detecgdo da hidrélise de amido
foi realizada por remocgédo do material celular e adigdo as placas de soluto de Lugol (Tabela
2.6). Apds 1 minuto, retirou-se o excesso de soluto de Lugol com agua corrente. A observagao
de uma zona translucida na area de crescimento celular, contrastando com a cor azul da

restante area da placa, indica um resultado positivo.

2.4.1.7. Hidrédlise de esculina

O teste de hidrdlise de esculina foi realizado em meio sélido suplementado com 0,01 % (p/v) de
esculina (Sigma) e 0,05 % (p/v) de citrato de ferro, segundo o método descrito por Smibert e
Krieg (1981). Preparou-se meio sélido duas vezes concentrado, suplementado com citrato de
ferro e esterilizou-se no autoclave. Preparou-se uma solugao de esculina a 0,02 % (p/v), num
volume igual ao preparado de meio e esterilizou-se por filtragdo através de membranas com
0,2 um de poro. A solugao de esculina foi adicionada ao meio, apés o mesmo arrefecer até 55
°C. As placas com este meio foram inoculadas e incubadas, tal como descrito na secgéo
2.4.1.3. Como controlo negativo utilizou-se uma placa de Petri com meio de cultura n&o
inoculado, incubado nas mesmas condigdes. Os resultados foram observados apds 3-5 dias de
incubagdo, sendo o aparecimento de uma zona castanho escura em volta da zona de

crescimento considerado um resultado positivo.
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2.4.1.8. Hidrédlise de arbutina

O teste de hidrélise de arbutina foi realizado em meio sélido suplementado com arbutina e
citrato férrico amoniacal, segundo o método descrito por Smibert e Krieg (1981). Preparou-se
uma solugao de arbutina a 10 % (p/v) e uma solugao de citrato férrico amoniacal a 1 % (p/v) e
ambas foram esterilizadas por filiragdo através de membranas com 0,2 um de poro. O meio
sélido foi esterilizado por autoclavagem. Apds o meio arrefecer a 55 °C foi suplementado com a
solugado de arbutina e de citrato de férrico amoniacal, de modo a obter concentragdes finais no
meio de 5 g/l e 0,5 g/l, respectivamente. As placas com este meio foram inoculadas e
incubadas tal como descrito na secgéo 2.4.1.3. Como controlo negativo utilizou-se uma placa
de Petri com meio de cultura ndo inoculado, incubado nas mesmas condigdes. Os resultados
foram observados apos 3-5 dias de incubagéo, sendo a presenga de uma cor castanha escura

na zona onde ocorreu crescimento considerado um resultado positivo .
2.4.1.9. Hidrélise de xilano

A capacidade de hidrolise de xilano foi testada em meio sélido suplementado com 5 g/l de
xilano (Sigma). As placas com este meio foram inoculadas e incubadas tal como descrito na
seccao 2.4.1.3. Como controlo negativo, utilizou-se uma placa de Petri com meio de cultura
nao inoculado, incubado nas mesmas condi¢gdes. Os resultados foram observados apoés 3-5
dias de incubacédo. A degradacgao de xilano foi observada pelo aparecimento de um halo menos

turvo em volta da zona de crescimento.

2.4.1.10. Detecgédo de actividades enzimaticas usando o sistema APl ZYM (bioMérieux)

O sistema APl ZYM (bioMérieux) permite testar a presenca das seguintes enzimas: fosfatase
alcalina, esterase (C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), leucina arilamidase, valina
arilamidase, cistina arilamidase, tripsina, o-quimotripsina, fosfatase acida, naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, a-galactosidase, p-galactosidase, p-glucuronidase, a-glucosidase, j-

glucosidase, N-acetil-p-glucosaminidase, a-manosidase e a-fucosidase.

Distribuiram-se 5 ml de agua destilada pelos alvéolos da caixa de incubagéo e colocou-se a
galeria do sistema APl ZYM na caixa. Preparou-se uma suspenséo celular em agua destilada
estéril de modo a obter uma turbidez equivalente ao padrdo n° 5 da escala MacFarland.
Adicionaram-se 65 pl desta suspensao celular em cada cupula da galeria do sistema APl ZYM.
A caixa de incubagao foi coberta com a tampa, de modo a criar uma atmosfera humida e
incubada, durante 5-6 horas. Apds o periodo de incubagao, adicionou-se a cada cupula uma
gota do reagente ZYM A (bioMérieux) e uma gota do reagente ZYM B (bioMérieux). Os
resultados foram observados ao fim de 10 minutos. Os resultados positivos foram detectados
através da mudanga de cor nos pogos, segundo o quadro de leitura do manual de instrugdes

do fornecedor.
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2.4.2. Detecgao da producao de indol, presenga de L-arginina di-hidrolase, B-
galactosidase, urease e de hidrélise de gelatina usando o sistema APl 20 NE

(bioMérieux)

A produgédo de indol, presencga de L-arginina di-hidrolase, B-galactosidase e da degradacéo de
gelatina foram determinadas pelo sistema APl 20 NE (bioMérieux). Distribuiram-se 5 ml de
agua destilada pelos alvéolos da caixa de incubagéo e colocou-se a galeria do sistema API 20
NE na caixa. Preparou-se uma suspensao celular em agua destilada estéril de modo a obter
uma turbidez equivalente ao padrao n° 0,5 da escala MacFarland. Esta suspenséo foi utilizada
para inocular as cupulas, segundo as instrugdes do fornecedor. O sistema foi incubado e
observaram-se os resultados ao fim de 2-4 dias de incubagdo. Os resultados foram
interpretados segundo o quadro de leitura do manual de instru¢des do fornecedor. Para a
deteccdo da produccédo de indol, adicionou-se a cupula uma gota de reagente de James

(bioMérieux).

2.4.3. Assimilacao de fontes unicas de carbono

A utilizagao de fontes de carbono foi testada em meio constituido apenas pelos micro e macro
nutrientes do meio Degryse (Degryse et al., 1978) (Tabelas 2.8 e 2.9), suplementado, apds
esterilizagdo no autoclave, com 0,5 g/l de NH4CI, 0,2 g/l extracto de levedura e solugdo de
vitaminas e nucleétidos (Sharp e Williams, 1988) (Tabela 2.10). A aliquotas de 10 ml de meio
foi adicionada a fonte de carbono a testar, de modo a obter uma concentragéo final de 2 g/l
(Tabela 2.11). Para o estudo da assimilacdo de alcanos, estes foram adicionados ao meio de
modo a obter-se uma concentracdo final de 1 g/l. As solu¢des de NH,4CI, extracto de levedura,
solucdo de vitaminas e as fontes de carbono foram esterilizadas por filtragdo em membranas
com 0,2 um de poro. Os meios foram inoculados com uma suspenséo concentrada de células
em agua estéril, provenientes de uma cultura jovem em meio sélido, de modo a obter uma
densidade éptica inicial de 0,05 a 610 nm. O controlo negativo consistiu em meio minimo, com
extracto de levedura, fonte de azoto e inoculado com a suspensdo celular. No caso das
estirpes F2-63" e F2-178, pelo facto de ocorrer floculagdo em meio liquido, comparou-se
apenas visualmente o crescimento face ao controlo negativo, apés 8 dias incubacdo. Para as
estirpes G6M-30" e G6-54 registaram-se os valores de turbidez apdés 8 dias de incubagao,
considerando-se um resultado positivo quando o valor da turbidez a 610 nm foi igual ou
superior ao dobro do valor da turbidez obtida no controlo negativo. A assimilagdo de alcanos foi

acompanhada a 5, 10 e 20 dias de incubacao.
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Tabela 2.8. Composicdo do meio minimo Degryse utilizado para determinagéo

da assimilagéo de fontes uUnicas de carbono (Degryse et al., 1978).

Componentes ml/l
Solugédo de macronutrientes (10x) 100
Solugao de micronutrientes (100x) 5
Citrato de Ferro 0,01 M 0,5
Solugdo de Na,HPO,-12H,0 0,2 M 15
Solugao de KH,PO4, 0,2 M 10

Tabela 2.9. Composicdo das solugdes de macro e micro nutrientes

utilizadas na preparagao do meio basal para determinagao da assimilagéao

de fontes Unicas de carbono.

Solugao de macronutrientes (10x concentrada) gll
Acido nitrilotriacético 1
CaS0,-2H,0 04
MgSQ,4-7H,0 2

Solugao de micronutrientes (100x concentrada) gll
MnSO,-H,O 0,22
ZnS0O4 7H,0O 0,05
H;BO; 0,05
CuSO0,-5H,0 0,0025
Na,MoO,-2H,0 0,0025
CoCl,-6H,0 0,0046

Tabela 2.10. Composi¢ao da solugdo de vitaminas e nucleétidos (Sharp e Williams,

1988).

Vitaminas (4 ug/ml cada) Nucleétidos (4 ug/ml cada)
Tiamina Inositol Adenina Citosina
Riboflavina Acido nicotinico Timidina Guanina
Piridoxina Acido pantoténico Citidina Inosina
Biotina Acido p-aminobenzéico Uracilo
Acido félico Vitamina B12
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Tabela 2.11. Compostos testados como fontes Unicas de carbono.

Acidos .
Acucares . Aminoacidos Alcoois Alcanos
organicos

D-celobiose a-cetoglutarato DL-metionina D-arabitol Hexano
D-galactose Acetato Glutamato D-manitol Heptano
D-frutose Benzoato Glutamina D-sorbitol Octano
D-maltose Citrato L-alanina Etanol Decano
D-manose Formato L-arginina Glicerol Dodecano
D-rafinose Fumarato L-asparagina L-arabitol Tetradecano
D-xilose Gluconato L-fenilalanina Metanol Hexadecano
D-glucose Lactato L-serina Myo-inositol Octadecano
Glicogenio(de Malato L-triptofano Ribitol Eicosano
figado de bovino)
L-arabinose Piruvato L-glicina Xilitol
D-ribose Succinato L-histidina
D-lactose L-lisina
L-fucose L-prolina
L-sorbose L-valina
D-trealose Isoleucina
L-ramnose

2.4.4. Determinac¢ao da produgao de acido usando o sistema APl 50 CH

O sistema API 50 CH (bioMérieux) permite identificar a fermentagao dos seguintes substratos:
glicerol, eritritol, D-arabinose, L-arabinose, D-ribose, D-xilose, L-xilose, D-adonitol, metil-BD-
xilopiranosido, D-galactose, D-frutose, D-manose, L-sorbose, D-ramnose, ducitol, inositol, D-
manitol, D-sorbitol, metil-aD-manopiranosido, metil-aD-glucopiranosido, N-acetil-glucosamina,
amigdalina, arbutina, esculina, salicina, D-celobiose, D-maltose, D-lactose, D-melibiose, D-
sacarose, D-trealose, inulina, D-melezitose, D-rafinose, amido, glicogénio, xilitol, gentiobiose, D-
turanose, D-lixose, D-tagatose, D-fucose, D-arabitol, L-arabitol, gluconato de potassio,

2-cetogluconato de potassio e 5-cetogluconato de potassio.

Distribuiram-se 10 ml de agua desmineralizada pelos alvéolos da caixa de incubagao e

colocaram-se as galerias do sistema APl 50 CH na caixa. Preparou-se meio Degryse minimo
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(Tabela 2.8) suplementado com 0,5 g/l de NH,Cl e 0,05 g/l de indicador de pH azul de
bromotimol. Os tubos dos testes foram inoculados segundo as instrugbes do fabricante e
cupulas preenchidas com parafina estéril. As galerias foram incubadas e os resultados
observados apo6s 5 a 8 dias de incubacgao. A alteragdo de cor do meio de verde para amarelo

indica que ocorreu producao de acido a partir da respectiva fonte de carbono.

2.4.5. Redugao de nitrato

A capacidade de redugéo de nitrato em nitrito foi determinada segundo a metodologia descrita
por Smibert & Krieg (1981). Preparou-se meio R2A liquido (Reasoner e Geldreich, 1985)
suplementado com 1 g/l de KNO3; e com 2,5 g/L de agar, de modo a aumentar a viscosidade do
meio, reduzindo a quantidade de oxigénio presente. Apds esterilizagdo no autoclave,
distribuiram-se 5 ml de meio por frascos de vidro estéreis e com tampa roscada. Os frascos
foram inoculados em profundidade com uma ansa de material celular proveniente de cultura
jovem em meio sélido. Como controlo negativo, utilizou-se meio sem nitrato. Os frascos foram
incubados numa estufa a temperatura oOptima de crescimento e os resultados foram
observados apods 3, 5 e 7 dias de incubacdo. Para a deteccdo de redugdo de nitrato, as
culturas foram homogeneizadas no vortex e transferiram-se 100 pl de amostra para um tubo de
ensaio. A cada tubo adicionaram-se 1,9 ml agua Milli-Q e 2 ml de reagente para detecgéo
colorimétrica de nitrito (Tabela 2.12). Apds adicionar o reagente, agitou-se a mistura e esperou-
se 15 minutos. Apds esse tempo, considerou-se como resultado positivo o desenvolvimento da
cor rosa, o que indica a presenga de nitrito. No caso das amostras que nao desenvolveram cor,
adicionaram-se, com uma ansa de 1 ul, pé de zinco. Se apdés a adicdo de zinco, 0 meio
permanecer incolor, significa que ocorreu redugcado de nitrato em azoto que se liberta para a
atmosfera. No entanto, se apds a adigdo de zinco o meio ficar rosa significa que a estirpe ndo

reduziu o nitrato presente no meio de cultura.

Tabela 2.12. Composi¢ao do reagente de detecgao colorimétrica de nitrito.

Reagente de quantificagdo de nitrito *

Solugéo A

0,02 g de N-(dihidrocloro-1-naftiletilienodiamina) em 100 ml de HCI 1,5 M

Solugao B

1 g de acido sulfanilico em 100 ml de HCI 1,5 M

# O reagente foi preparado por mistura das duas solugdes na proporgéo de 1:1 (v/v).
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2.4.6. Crescimento em anaerobiose

Para testar a capacidade de crescimento das estirpes em anaerobiose, preparou-se meio
liguido R2A suplementado com 1 g/l de nitrato de potassio (KNO3); meio liquido R2A
suplementado com 1 g/l sulfato de sddio (Na,SO,) e meio liquido R2A que funciona como
controlo negativo. Os meios foram esterelizados no autoclave e foram distribuidos 5 ml por
tubos de ensaio estéreis. Antes de inocular os tubos, estes foram fervidos num banho de agua
e arrefecidos rapidamente de seguida, de forma a libertar o oxigénio dissolvido no meio. Os
tubos foram inoculados com uma suspensao celular obtida a partir de culturas jovens em meio
solido. Os tubos inoculados foram introduzidos numa camara de anaerobiose com atmosfera
de CO,/H, (Gas Generating Kit, bioMérieux) e incubados numa estufa a temperatura 6ptima de
crescimento. Utilizaram-se ainda como controlos, tubos com o mesmo meio de cultura
inoculados e incubados em aerobiose e tubos nao inoculados incubados em anaerobiose. Apds
8 dias de incubagao, comparou-se o crescimento nos tubos com meio R2A suplementado com
KNO; ou Na,SO,, face ao controlo negativo (tubos com meio R2A liquido ndo suplementado e

em anaerobiose) através da leitura da D.O. das culturas a 610 nm.

2.4.7. Crescimento quimiolitoheterotréfico por utilizagao de tiossulfato

A capacidade de crescimento quimiolitoheterotréfico por utilizagdo de tiossulfato de sodio foi
testada em condigbes aerdbias em meio 27 do DSMZ modificado (Tabelas 2.13 e 2.14). O
meio de cultura foi suplementado com 0,5 g/L de tiossulfato de sédio. Inoculou-se os meios de
cultura com uma suspensédo celular em agua estéril com material de culturas jovens em meio
so6lido, de modo a obter uma D.O. inicial de 0,05. As culturas foram incubadas, com agitagdo do
tipo orbital (135 rpm). Acompanhou-se o crescimento por leitura da D.O. a 610 nm até as
culturas atingirem a fase estacionaria. No caso das estirpes F2-63" e F2-178, devido &
ocorréncia de floculagéo, a leitura da D.O., apesar de nao traduzir o verdadeiro crescimento
das estirpes, permitiu ter uma nog¢do qualitativa de quando as culturas atingiram a fase
estacionaria. Ao longo do tempo de incubacédo, recolhneram-se amostras de 4 ml que foram
centrifugadas a 4000 rpm, durante 30 minutos, numa centrifuga de bancada (Eppendorf
5810R). Recolheu-se o sobrenadante e guardou-se a -20 °C até andlise, em frascos de vidro
previamente lavados com agua Milli-Q. Para determinar a capacidade de oxidagdo de
tiossulfato em sulfato procedeu-se a quantificagdo dos niveis de sulfato e de tiossulfato no meio

ao longo do tempo (secgédo 2.4.7.1 e 2.4.7.2).
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Tabela 2.13. Composicado do meio 27 do DSMZ modificado, utilizado para testar a

capacidade das estirpes de oxidagdo de tiossulfato em sulfato.

Componentes por litro
Extracto de levedura 19
Succinato de sddio 19
Acetato de amonia 0,59
Solugao de citrato de Ferro (lll) (0,1% em agua) 5ml
KH,PO, 059
NH,CI 0,449
CaCl,-2H,0 0,05g
Solugéo de oligoelementos SL-6 sem sulfato 0,059

Tabela 2.14. Composigdo da solugao de oligoelementos SL-6 sem

sulfatos ?, utilizada na preparagéo do meio 27 do DSMZ modificado.

Componentes gll
ZnCly 0,06
MnCl,-4H,0 0,03
H3BO3 0,3
CoCl,6H,0 0,2
CuCl,2H,0 0,01
NiCl,-6H,0 0,02
Na,MoO,-2H,0 0,03

@ Substituicdo de sulfato de zinco por cloreto de zinco.

2.4.7.1. Quantificagao de tiossulfato

A quantificagdo da utilizagdo de tiossulfato foi realizada segundo o método colorimétrico
descrito por Westley (1987). Este método tem por base a producado de tiocianato de ferro a

partir de tiossulfato, na presenca de Cu” e CN, segundo a reacgao:

3,054 + CN > SCN + SO;*
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Para a construgao da recta-padrao, a partir de uma solugao stock de tiossulfato de sodio a 0,01
M, prepararam-se aliquotas hum gradiente de concentragédo de 0,1 a 1 umol em 1,8 ml de agua
Milli-Q. Para a quantificacdo do tiossulfato nas amostras, utilizaram-se 200 pyl de amostra e

completou-se o volume até 1,8 ml com agua Milli-Q.

A cada aliquota de padrdo/amostras, adicionaram-se 100 yl de KCN 0,25 M e agitou-se no
vortex. De seguida, adicionaram-se 100 yl CuSO, 0,2 M e agitou-se no vortex. A cada tubo
adicionou-se 1 ml de reagente de Soérbo (Tabela 2.15). Apos a adicdo deste reagente formou-
se um precipitado branco que se dissolveu progressivamente, a medida que se desenvolveu a
cor vermelha do tiocianato de ferro. Cinco minutos apdés a adicdo do reagente leu-se a
absorvancia a 460 nm. A calibragdo do zero de absorvancia foi realizada com 1,8 ml de agua
Milli-Q tratada da mesma forma que os padrdes e amostras. A recta-padrao foi construida com
os valores da absorvancia dos padrbes em fungédo da concentragao, permitindo posteriormente

calcular a concentragéo de tiossulfato nas amostras.

Tabela 2.15. Composig¢do do reagente de Sorbo.

Componentes por litro
Fe(NO3);-9H,0 100 g
HNO; 65 % 200 ml
H,O Milli-Q 800 ml

2.4.7.2. Quantificagao de sulfato

A quantificacdo de sulfato foi realizada segundo o método turbidimétrico descrito por Sérbo

(1987). Este método tem por base a precipitagdo de sulfato com ides de bario.

Para a construgao da recta-padrao, a partir de uma solu¢do de sulfato de soédio a 0,05 M,
prepararam-se aliquotas num gradiente de concentragdo de 0,5 a 2,5 pymol em 3 ml de agua
Milli-Q. Para a quantificagdo do sulfato nas amostras utilizou-se um volume variavel de

amostra, perfazendo-se o volume até 3 ml com agua Milli-Q.

A cada aliquota de padrdo/amostras, adicionou-se 1 ml HCI 0,5 M e agitou-se no vortex. De
seguida, adicionou-se 1 ml de uma solugdo de Ba-PEG 8000 (Tabela 2.16) e agitou-se no

vortex. Apds cinco minutos da adigdo de Ba-PEG 8000, leu-se a absorvancia a 600 nm.

A calibragédo do zero de absorvancia foi realizada com 3 ml de agua Milli-Q tratada da mesma
forma que os padrdes e amostras. A recta-padrdo foi construida com os valores da absorvancia
dos padroées em fungdo da concentragao, permitindo calcular a concentracdo de sulfato nas

amostras.
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Tabela 2.16. Composicéo do reagente Ba-PEG 8000 °.

Componentes por 250 ml
BaCl,-2H,0 2,44 ¢
Polietilenoglicol 8000 (PEG-8000) 3759
H,O Milli-Q 250 ml

@ O reagente é preparado dissolvendo o cloreto de bario e PEG 8000
em agua com a adigdo gota-a-gota, sob agitagao forte, de 500 ul de
Na;S04 50 mM. Este reagente é estavel apenas durante uma semana.

2.5. Caracterizagao quimiotaxonémica

2.5.1. Analise da composi¢ao em acidos gordos
2.5.1.1. Cultura das estirpes bacterianas e recolha das células

O material celular para analise de acidos gordos segundo o método MIS-MIDI (Microbial
Identification System, Microbial ID Inc.) foi obtido por cultivo das estirpes bacterianas em placas
de meio R2A. A repicagem do material celular nas placas foi realizada em direcgbes
especificas (Figura 2.1). Inicialmente, espalhou-se o material celular numa direc¢do, ao longo
de algumas linhas, rodou-se a placa 90° e espalhou-se o material de forma continua por toda a
superficie da placa numa direccao perpendicular a primeira. Por fim, rodou-se novamente 90° e
espalhou-se o material numa terceira direc¢do, perpendicular & segunda, formando-se deste
modo uma zona de sobreposicdo. As placas foram revestidas por sacos de plastico e

incubadas num banho a 30 °C durante 3 dias.

Figura 2.1. Representacdo esquematica do modo de repicagem efectuado para cultivo das
células para extracgdo de acidos gordos. As setas indicam a primeira (a), segunda (b) e
terceira (c) direcgdes de espalhamento. A zona rodeada pelo quadrado () indica a area de

crescimento utilizada para recolha de células.
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As células foram recolhidas da zona onde ocorreu sobreposigdo de espalhamento, de modo a
assegurar que se encontravam na mesma fase de crescimento. Recolheu-se com uma ansa de
10 ul o material celular e colocou-se no fundo de um tubo de vidro (13 x 100 mm) com tampa

roscada e vedante de teflon.

2.5.1.2. Extracgéao de estéres metilicos de acidos gordos

O processo de extracgao de estéres metilicos de acidos gordos foi realizado segundo o método
descrito por Kuykendall et al. (1988) que se baseia na saponificagdo, metilagdo e recuperagéo

dos acidos gordos numa fase organica.

No passo de saponificagdo, adicionou-se 1 ml de reagente de saponificagdo (45 g NaOH em
150 ml metanol e 150 ml agua destilada) aos tubos com o material celular; homogeneizou-se a
suspensao no vortex, durante 5 segundos, e incubou-se num banho a 100 °C. Apds 5 minutos,
agitaram-se as suspensdes e incubaram-se novamente no banho a 100 °C, durante 25
minutos. Neste processo, as células foram lisadas e os acidos gordos separados dos

componentes celulares.

Apbs os tubos arrefecerem, promoveu-se a metilagdo dos acidos gordos por adicdo de 2 ml de
reagente de metilagdo (HCI 6 N : metanol, 325:275, v/v). Homogeneizou-se a mistura num
vortex, durante 5 segundos, e incubou-se num banho a 80 °C, durante 10 minutos, apds os
quais se arrefeceu rapidamente os tubos. Este processo conduz a produgdo dos ésteres

metilicos dos acidos gordos.

Os acidos gordos metilados foram recuperados adicionando 1,25 ml reagente de extracgao (n-
hexano : tert-butil-metil éter, 1:1, v/v). Os tubos foram agitados suavemente do topo a base
num oscilador (SpeciMix, Thermolyne). Ao fim de 10 minutos, colocou-se os tubos num suporte
até ocorrer separagdo de fases. Removeu-se a fase inferior (aquosa) e descartou-se. A fase
organica que permaneceu nos tubos adicionaram-se 3 ml de reagente de lavagem (10,8 g
NaOH em 900 ml agua destilada). Agitaram-se no oscilador durante 5 minutos e deixaram-se
repousar até ocorrer a separagao de fases. Este processo foi facilitado pela adicdo de algumas
gotas de uma solugéo saturada de NaCl. Removeram-se 2/3 da fase superior para tubos de
vidro de 2 ml, que foram selados com capsulas préprias. Os tubos foram guardados a -20 °C

até analise cromatografica.

2.5.1.3. Analise e identificagdo dos ésteres metilicos de acidos gordos por cromatografia

de gas

Os ésteres metilicos de acidos gordos foram analisados através do Sistema de Identificagédo
Microbiana MIS-MIDI (Hewlett Packard). Este sistema é constituido por um cromatoégrafo de

gas (5890 Dimension™, Series Il plus, Hewlett Packard), equipado com um detector de
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ionizacao de chama, uma coluna capilar Ultra 2 (0,2 mm didmetro x 25 m comprimento)
revestida com 5 % de fenilmetil silicone, um integrador modelo 3392, um sistema de injecgao
automatica de amostras (7673, Hewlett Packard) e um computador (Hewlett Packard). Na
analise, utilizou-se uma mistura de calibragdo (Microbial ID, Inc.) contendo uma mistura de
acidos gordos de composi¢cado conhecida que é analisada no inicio de cada ensaio e apds a

leitura de cada 11 amostras.

Injectaram-se na coluna 2 yl de amostra para analise. Durante as andlises, o injector foi
mantido a temperatura de 250 °C e o detector a 300 °C. A coluna foi eluida com hidrogénio a
um fluxo de 30 ml/min, utilizando uma rampa de temperaturas de 170 até 270 °C, com uma
taxa de aumento de 5 °C/min, seguindo-se uma segunda rampa de temperaturas de 270 a 310
°C, com uma taxa de aumento de 40 °C/min, para limpeza da coluna. A temperatura voltou a
re-equilibrar a 170 °C, retomando-se o ciclo com a injecgdo da amostra seguinte. No processo
de separacéo, utilizaram-se como gases auxiliares, azoto, a um fluxo de 30 ml/min, e ar a um
fluxo de 400 ml/min, para alimentar a chama do detector. Neste processo, obtiveram-se dois
tipos de resultados: um registo cromatografico e um registo MIS. O cromatograma obtém-se
pela visualizagdo do sinal electrénico produzido pelo detector a medida que os acidos gordos
sdo eluidos da coluna. O registo MIS fornece a analise detalhada dos dados do cromatograma.
Neste registo, entre outros pardmetros, estdo incluidos os tempos de retengéo, os valores de
ECL (“Equivalent chain length”), a identificacdo de cada pico quando possivel e a percentagem

de cada acido gordo presente, em relagédo ao total dos acidos gordos identificados.

A identificagdo dos acidos gordos da amostra foi realizada com base nos valores de ECL. O
valor de ECL consiste numa extrapolagéo linear do tempo de retengéo de cada pico entre dois
picos da mistura de calibragado. O valor de ECL obtido para cada pico € entdo comparado pelo
software com os valores esperados de ECL de acidos gordos incluidos na base de dados do

sistema.

2.5.2. Composicao em lipoquinonas respiratoérias
2.5.2.1. Cultura e recolha de células

O material celular para extracgao de lipoquinonas foi obtido por cultivo das estirpes bacterianas
em placas de meio R2A. O material celular foi recolhido para tubos de vidro escuro de 15 ml
com tampa roscada e vedante de teflon, previamente pesados. Adicionou-se 1 ml de agua Milli-
Q as amostras, congelou-se a -80 °C e liofilizou-se num liofilizador (Flexi-Dry TM MP Inc.,
Freeze Dryer, USA) acoplado a uma bomba de vacuo (Trivac D4C, USA).
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2.5.2.2. Extracc¢ao das lipoquinonas respiratérias

A extracdo de lipoquinonas foi realizada segundo o método descrito por Tindall (1989). O
processo foi realizado na auséncia de luz e sob atmosfera de azoto, para evitar foto-oxidagao

das quinonas. Todo o material utilizado no processo de extrac¢ao foi lavado com n-hexano.

A cerca de 80-100 mg de células liofilizadas adicionaram-se 3 ml de n-hexano:metanol (1:2,
v/v) e homogeneizou-se a suspensdo, num agitador magnético durante 30 minutos. De
seguida, colocaram-se os tubos em gelo durante 15 minutos para promover a separagao de
fases e adicionaram-se 3 ml de hexano frio e 2 ml de NaCl 0,3 %. Os tubos foram
centrifugados a 2500 rpm durante 5 minutos. Recolheu-se a fase superior para um novo tubo e
concentrou-se até a secura, sob um jacto de azoto. Guardou-se a -20 °C até continuagéo da

analise.

2.5.2.3. Separacao e purificagao das lipoquinonas respiratérias

As lipoquinonas foram separadas por cromatografia monodimensional em camada fina (TLC),
utilizando placas de silica gel G (10 x 10 cm com 0,25 mm de espessura, Merck 5735). As
amostras foram ressuspendidas em 400 ul de dietil-éter e aplicadas com uma microseringa na
placa, ao longo de uma linha de 3 cm, e a distancia de 1 cm do bordo inferior e dos lados da
placa. As placas foram colocadas numa tina previamente saturada com 80 ml do solvente
hexano:dietil-éter (85:15, v/v). Apds eluicdo do solvente até ao topo da placa, deixaram-se
secar as placas a temperatura ambiente. As placas foram visualizadas sob luz ultra-violeta (254
nm) e marcaram-se as zonas castanhas que correspondem as lipoquinonas. Removeu-se a
silica correspondente a area marcada e colocou-se numa coluna de filtragao, constituida por
uma pipeta de Pasteur vedada com la de vidro. As lipoquinonas foram eluidas da silica com 1
ml de hexano:metanol (1:2, v/v) e recuperadas em tubos de vidro aos quais se adicionaram 0,3
ml de hexano frio e 3-4 gotas de NaCl 0,3 %. De modo a promover a separagéo de fases,
colocaram-se os tubos em gelo, durante 15 minutos. A fase superior foi transferida para um

novo tubo, evaporada até a secura e mantida a -20 °C até continuacdo da analise.

2.5.2.4. Identificagao das lipoquinonas respiratérias

As lipoquinonas foram identificadas por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), num
cromatografo acoplado a uma bomba de sucgéo (Gilson 305 Master), médulo manométrico
(Gilson, Model 205) e com uma coluna de fase reversa octadecilsilica (Spherisorb S5 ODS2,
Phase Sep) de 25 cm x 4,6 mm, a qual foi mantida a temperatura de 37 °C por um forno (7960
Series Block Heater, Jones Chromatography). A fase mdvel consistiu no solvente
metanol:heptano (10:2, v/v) a um fluxo de 2 ml/min durante a analise. O solvente foi

previamente filtrado através de um filtro hidrofébico de poro 0,22 um (Schleicher & Schuel) e
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desgaseificado durante 30 minutos sob vacuo com agitagdo magnética. As amostras foram

ressuspensas em 200 pl de metanol:heptano (10:2, v/v) e injectado um volume de 20 pl.

As lipoquinonas foram detectadas a um comprimento de onda de 269 nm, através de um
detector de ultra-violeta (Gilson 115 Variable Wavelenght U.V. Detector). Os resultados foram
integrados pelo programa JCL 6000 Data System para HPLC (Jones Chromatography, USA). A
identificacdo das lipoquinonas respiratérias foi realizada através da comparagdo dos seus

tempos de retencdo com os dos padrdes obtidos de bactérias de referéncia.

2.5.3. Analise de lipidos polares
2.5.3.1. Cultura e recolha de células

O material celular para extracgao de lipidos foi obtido como descrito na secgao 2.5.2.1.

2.5.3.2. Extracc¢ao de lipidos polares

O processo de extracgdo de lipidos polares foi realizado segundo descrito em Ross et al.
(1985). Todo o material utilizado na extracgao foi previamente lavado com uma solugdo de
cloroférmio:metanol (1:1). As células liofilizadas (100-150 mg), adicionaram-se 2,75 ml de
metanol-NaCl aquoso 0,3 % (p/v) (100:10, v/v) e agitou-se a solu¢do durante 5 minutos. De
seguida, os tubos foram fervidos a 100 °C durante 5 minutos. Apds arrefecimento, adicionaram-
se 0,75 ml de NaCl aquoso (0,3 %, p/v) e 1,25 ml de cloroférmio. Esta mistura foi agitada
durante 2-3 horas a temperatura ambiente, e depois centrifugada, durante 2 minutos, a
velocidade maxima numa centrifuga de bancada. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente com uma pipeta de Pasteur para outro tubo de vidro. Ao pellet adicionaram-se
2 ml de uma solugdo de cloroférmio:metanol:NaCl aquoso (50:100:40, v/v/v) e agitou-se
durante 15 minutos, apés os quais se centrifugou, tal como descrito acima. Juntaram-se os dois
sobrenadantes num mesmo tubo e adicionaram-se 0,75 ml NaCl aquoso e 1,75 ml de
cloroférmio. Apds agitar manualmente esta mistura, formaram-se duas fases que foram
separadas por centrifugagdo, durante 5 minutos, a velocidade maxima. Removeu-se a fase
superior, que se descartou, e a fase inferior, que contém os lipidos polares, foi evaporada até a

secura sob um jacto de azoto e conservada a -20 °C até analise.
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25.3.3. Separagdao de lipidos polares por cromatografia monodimensional e

bidimensional em camada fina

A separacgéo e revelacado dos lipidos polares foi realizada segundo o método descrito em da
Costa et al. (2006).

2.5.3.3.1. Cromatografia monodimensional em camada fina

A andlise de lipidos polares foi realizada por cromatografia monodimensional em camada fina
utilizando placas de silica gel 60 (10 x 10 com 0,25 mm de espessura, Merck No 6526). Apos
ressupender o extracto de lipidos polares em cloroférmio metanol (1:1, v/v), aplicou-se uma
por¢do do extracto de cada amostra em 3 placas, ao longo de uma linha a 1 cm do bordo
inferior da placa. As placas foram colocadas numa tina previamante saturada com o solvente
cloroférmio:acido acético:metanol:agua (80:15:12:4, viv/v/v). Apds eluicdo do solvente até ao
topo da placa, deixou-se secar e revelou-se posteriormente tal como descrito na secgéo
2.5.3.4. Na placa para revelagcédo de lipidos totais aplicaram-se também padrdes de lipidos

polares.

2.5.3.3.2. Cromatografia bidimensional em camada fina

A realizagdo de cromatografia bidimensional em camada fina permitiu determinar o numero
total de lipidos. Para a cromatografia bidimensional em camada fina utilizaram-se placas de
silica gel 60 (10 x 10 com 0,25 mm de espessura, Merck No 6526). Apds ressupender o
extracto de lipidos polares com cloroformio metanol (1:1, v/v), colocou-se com uma
microseringa, em 3 placas, uma porgédo de extracto num ponto situado no canto inferior direito
a distancia de 1 cm do bordo inferior € do direito. As placas foram colocadas na tina da 12
direcgdo previamente saturada com o solvente cloroférmio:metanol:agua (65:25:4, v/v/v). De
seguida, retiraram-se as placas e acelerou-se o processo de evaporagao do solvente com um
secador a frio. Apoés o solvente evaporar, rodaram-se as placas 90° para a esquerda e
colocaram-se na tina da 22 direccdo previamante saturada com o solvente cloroférmio:acido
acético:metanol:agua (80:15:12:4, v/v/viv). Apds eluicdo do solvente até ao topo retiraram-se
as placas da tina e deixou-se evaporar o solvente. Os lipidos nas placas foram revelados apds

pulverizagdo com corantes especificos tal como descrito na secgéo 2.5.3.4.

37



Materiais e Métodos

2.5.3.4. Revelagao dos lipidos polares com corantes especificos
2.5.3.4.1. Revelagiao de fosfolidipos (reagente azul de molibdénio-acido sulfurico)

Os grupos fosfato dos fosfolipidos foram identificados por pulverizagdo de uma placa com o
reagente de azul de molibdénio-H,SO,4 (Tabela 2.17). A revelacdo é imediata, correspondendo

o desenvolvimento de manchas azuis a presenca de fosfolipidos.

Tabela 2.17. Constituigdo das solugbes A e B utilizadas na preparagdo do

corante azul de molibdénio-H,SO,, para revelagao de fosfolipidos.

Reagente azul de molibdénio-acido sulfurico ?

Solugao A"
Trioxido de molibdénio (MoO3) 10,03 g
Acido sulfurico 12,5 M 250 ml
Solugao B ©
Molibdénio (Mo) 400 mg
Solugédo A 112,5 mi

# O corante é preparado adicionando um volume da solugéo A, um volume da solugéo B,
mais trés a quatro volumes de agua até a solugao ficar com cor verde de azeitona.

®A solugcdo A é preparada fervendo até dissolugédo do éxido.

° A solugéo B é preparada fervendo moderadamente durante 15 minutos.

2.5.3.4.2. Revelagao de aminolipidos (reagente de ninidrina)

Para a identificagdo dos lipidos com grupos amina livres, pulverizou-se uma segunda placa
com o reagente de ninidrina (Tabela 2.18) e colocou-se a placa numa estufa a 120 °C, durante

5 minutos. Os aminolipidos aparecem como manchas rosa.

Tabela 2.18. Constituicdo do reagente de ninidrina utilizado para revelar

aminolipidos.

Reagente de ninidrina

200 mg ninidrina em 100 ml de 1-butanol:acido acético glacial (95:5, v/v)

Acido acético 0,5 %
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2.5.3.4.3. Revelagao de glicolipidos (reagente de a-naftol-acido-sulfurico)

Apés a revelagao dos aminolipidos com o reagente de ninidrina, pulverizou-se a mesma placa
com o reagente de a-naftol-acido-sulfurico (Tabela 2.19) para revelagdo de glicolipidos.
Colocou-se a placa numa estufa a 120 °C, durante 5 minutos. Os glicolidipos surgem como

manchas violeta.

Tabela 2.19. Constituicdo do reagente a-naftol-acido-sulfdrico utilizado para

revelar glicolipidos.

Reagente de a-naftol-acido-sulfurico

Solucéao de 15 % de a-naftol em etanol absoluto 10,5 ml
Acido sulfarico concentrado 6,5 ml
Etanol absoluto 40,5 ml
Agua 4 mi

2.5.3.4.4. Revelagao de lipidos polares totais (reagente de acido molibdofosférico)

A terceira placa foi utilizada para revelagéo dos lipidos totais por pulverizacdo com o reagente
de acido molibdofosférico (solugdo de acido molibdofosférico a 5 % em etanol absoluto) até a
placa ficar amarela. A placa foi colocada numa estufa a 160 °C, durante 20-30 minutos. Os
lipidos totais correpondem as manchas cinzentas que surgem num fundo amarelo. Para retirar
a cor do fundo, colocou-se a placa numa tina sobre vapores de amoénia a 25 %, durante 2

minutos.

39



Materiais e Métodos

2.6. Caracterizagao genética
2.6.1. Determinagao do conteudo em guanina e citosina

2.6.1.1. Extracc¢ao e purificagcio do DNA

O processo de extracgdo e purificagcdo do DNA foi realizado segundo o método descrito por
Nielsen et al. (1995). Recolheu-se uma ansa de material celular de culturas jovens em meio
sélido e ressuspendeu-se em 1 ml de tampao de lavagem TES (Tris 50 mM; EDTA 5 mM;
sacarose 2,5 %), num eppendorf de 2 ml. Centrifugou-se durante 10 minutos a 10 000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 100 ul de tampao TES. Adicionaram-se
390 ul de uma solugéo de lisozima (20 mg/ml), homogenenizou-se e incubou-se durante 1 hora,
num banho a 37 °C. De seguida, adicionaram-se 300 pl de tampao de lise GES (EDTA 0,5 M,
pH 8; guanidina 60 %; N-laurilsarcosina 1 %) e colocou-se no gelo durante 10 minutos.
Adicionaram-se 11 ul de RNAse pancredtica (10 mg/ml), homogeneizou-se cuidadosamente e
incubou-se durante 1 hora, num banho a 37 °C. Apds incubagdo, adicionaram-se 3,5 ul
proteinase K (20 mg/ml), homogeneizou-se com cuidado e incubou-se durante 50 minutos, num
banho a 37 °C. Adicionaram-se 250 ul acetato de amédnia 7,5 M, agitou-se com cuidado e
colocou-se 10 minutos em gelo. De seguida, adicionaram-se 100 pl CTAB/NaCl (1 % brometo
de cetiltrimetilaménio (CTAB); NaCl 0,7 M) e incubou-se a 65 °C durante 20 minutos.
Adicionaram-se as amostras 800 pl de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v) e agitou-se
vigorosamente de modo a obter uma solugdo homogénea. Centrifugou-se a 10 000 rpm
durante 15 minutos e recolheu-se a fase aquosa (fase superior) para um novo tubo, ao qual se
adicionou 2-propanol (0,54 x volume total, + 500 ul ) de modo a precipitar o DNA. Centrifugou-
se durante 2 minutos a 13 000 rpm e lavou-se o DNA duas vezes com 500 ul de etanol a 70 %,
centrifugando durante 2 minutos a 13 000 rpm entre cada lavagem. Apds lavagem, deixou-se

evaporar o etanol e ressuspendeu-se o DNA em 200 pl de agua Milli-Q estéril.

2.6.1.2. Degradagdo do DNA

Colocaram-se 25 yl de DNA em estudo num eppendorf e 8 pyl de DNA do bacteriéfago lambda
(475 pg/ml, Promega) em outro eppendorf. Ferveram-se os tubos durante 5 minutos, e
arrefeceram-se, de seguida, rapidamente, em gelo. Adicionou-se, sucessivamente, 50 ul de
tampao acetato de sédio 30 mM (pH 5,3), 5 yl ZnSO,4 20 mM e 3 ul de nuclease P1 (1 mg/ml) e
incubou-se a 37 °C durante 2 horas. Paralelamente, prepararam-se 4 tubos com 25 pl de
dATP, dCTP, dGTP e dTTP (0,1 mM, Promega), respectivamente, aos quais se adicionou 50 pl
de tampdo acetato de sédio (pH 5,3) e 5 yl ZnSO, 20 mM. De seguida, juntam-se aos
eppendorfs com os DNAs e dNTPs, 5 ul de tampao glicina-NaOH 0,1 M (pH 10.4) e 5 pl de

fosfatase alcalina (200 U/ml, Promega). Os eppendorfs foram incubados a 37 °C durante 6
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horas, apds as quais se centrifugou durante 4 minutos a 10 000 rpm e guardou-se a -20 °C até

analise.
2.6.1.3. Quantificacdo do conteido G+C por HPLC

Para analise do conteddo em G+C utilizou-se 0 mesmo sistema descrito na secgao 2.5.2.4,
com a modificagdo do comprimento de onda no detector para 254 nm, o solvente de corrida e o
fluxo para 1 ml/min, durante a analise. O solvente de corrida consistiu numa mistura de uma
solugao de trietilamina 0,5 M (com pH ajustado a 5,1 com acido fosférico):metanol:agua Milli-Q
(20:60:360, v/v/v). O célculo do conteudo G+C foi realizado segundo o método descrito por
Mesbah et al.(1989):

%G+C =Mx100

sendo que,

wefror )

em que zT e wG sdo as areas dos picos de timina e guanina, respectivamente e Y € uma

constante calculada usando o DNA do padrao bacteriéfago lambda,

Yy = (WG) % 1,006
T \zT ’

2.6.2. Determinacao da sequéncia do gene do rRNA 16S e analise filogenética

A extraccdo e purificagdo do DNA gendémico foi realizada segundo o método descrito por
Nielsen et al. (1995) tal como descrito na secg¢do 2.6.1.1. A amplificagdo do gene do rRNA 16S
foi realizada segundo o método descrito por Rainey et al. (1996). Utilizaram-se os primers 27f
(5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1525r (5-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3') e o
programa de PCR: 3 min 95 °C; 30 ciclos: 1 min a 95 °C, 1 mina 55°C e 1,5 min 72 °C; 7 min a
72 °C). Confirmou-se a qualidade e a presenga da banda correspondente ao gene do rRNA
16S amplificado (cerca de 1500 bp), por comparagdo com o marcador NZYDNA Ladder llI
(NZYTech), num gel de agarose a 1 % com 0,5 yg/ml de brometo de etidio e tampao TAE 1x
(40 mM Tris-Acetato; 1 mM EDTA, pH 8,0). O gene do rRNA 16S amplificado foi purificado
utilizando o sistema JETquick Spin Column Technique-PCR Purification Spin Kit (Genomed) e
submetido & Macrogen para sequenciagdo. A sequenciacao foi realizada utilizando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e andlise por electroforese capilar
num ABI3730XL Analyzer.
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A qualidade do cromatograma obtido foi analisada na ferramenta Sequence Scanner v1.0
(Applied Biosystems) e as sequéncias determinadas foram editadas manualmente no programa
BioEdit (Hall, 1999). Utilizou-se a ferramenta de BLAST do EzTaxon (Chun et al., 2007) para
encontrar as estirpes filogeneticamente proximas das estirpes em estudo com base na
sequéncia do gene do rRNA 16S. As sequéncias foram alinhadas com a ferramenta SINA
Sequence Alignment (Pruesse et al., 2007). A analise filogenética foi realizada utilizando o
software MEGA versdo 5 (Tamura et al., 2011). As arvores filogenéticas foram construidas
utilizando o método neighbour-joining (Saitou e Nei, 1987) e método maximum-likelihood
(Fitch, 1971). As distancias evolutivas foram calculadas com a correccdo de Jukes e Cantor
(Jukes e Cantor, 1969) e a topologia da arvore foi avaliada por andlise de bootstrap de 1000

réplicas.

2.6.3. Analise das estirpes G6M-30" e G6-54 por RAPD-PCR e ERIC-PCR

A extraccédo e purificacdo do DNA gendémico foi realizada segundo o método descrito por
Nielsen et al (1995), tal como descrito na secgdo 2.6.1.1. A analise do perfil genémico por
RAPD-PCR foi realizada segundo o método descrito em Tiago et al. 2004 (Tiago et al., 2004).
Utilizou-se o primer OPA3 (3-AGTCAGCCAC-5’) e o programa de PCR: 3 min a 94 °C; 45
ciclos: 1 min a 94 °C, 1 min a 45 °C, 2 min a 72 °C; 8 min a 72 °C. A analise do perfil genémico
por ERIC-PCR foi realizada segundo o método descrito em Versalovic et al. (Versalovic et al.,
1991). Utilizaram-se os primers ERIC1R (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) e o programa de PCR: 4 min a 94 °C; 30 ciclos: 30 s a
94 °C, 1 min a 52 °C, 8 min a 65 °C; 16 min a 65 °C). A reaccao de RAPD foi analisada por
electroforese num gel de agarose a 2 % com 0,5 pl de brometo de etidio e tampéo TAE 1x,

enquanto que a reacg¢ao de ERIC-PCR foi analisada num gel de agarose a 1 %.
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3.1. Sequenciagao do gene do rRNA 16S e analise filogenética

A analise filogenética com base na sequéncia do gene rRNA 16S indicou que os novos
isolados provenientes de uma agua mineral natural (F2-63T, F2-178, G6M-30" e G6-54)
pertencem a familia Sinobacteriaceae do Filo Gammaproteobacteria e agrupam com espécies
do género Nevskia (Figuras 3.1 e 3.2). As sequéncias do gene rRNA 16S das estirpes F2-63" e
F2-178 s&o idénticas entre si ao longo de 1324 nucledtidos e tém maior similaridadade com a
sequéncia da estirpe tipo de Nevskia ramosa (95,5 %). Em relagao as estirpes G6M-30" e G6-
54, estas também apresentam total homologia ao longo da sequéncia do gene rRNA 16S e
apresentam maior similaridade com a sequéncia da estirpe tipo de Nevskia ramosa (97,1 %).
As estirpes F2-63"/F2-178 e G6M-30"/G6-54 apresentam entre si 96,0% se similaridade. Deste
modo, a analise filogenética sugere que as estirpes F2-63'/F2-178 e as estirpes G6M-30"/G6-

54 pertencem ao género Nevskia, constituindo duas potenciais novas espécies.

O dendrograma filogenético (cujas distancias evolutivas foram determinadas pelo método de
maximum-likelihood) indica também que a estirpe tipo de Hydrocarboniphaga effusa agrupa

com 0s novos isolados e as espécies tipo do género Nevskia (Figura 3.2).

78 Nevskia terrae KIS13-15T (GQ845011)
32|_E\/evskia soli GR15-1T (EF178286)
92 Nevskia ramosa Soe1T (AJ001010)
G6M-30T
60 4'
— 1001G6-54

92 | F2-178
100/ F2-63T

100

Hydrocarboniphaga effusa AP103T (AY363245)
96 Alkanibacter difficilis MN154.3T (AJ313020)
Solimonas soli DCY 12T (EF067861)

100 Singularimonas variicoloris MN 28T (AJ555478)
mr— Sinobacter flavus CW-KD 4T (EF154515)

Steroidobacter denitrificans FST (EF605262)

Salinisphaera hydrothermalis EPR70T (EU740416)

100 _fSalinisphaera shabanense E1L3AT (AJ421425)
99 Salinisphaera dokdoensis CL-ES53T (EF988634)

| |
0.02

Figura 3.1. Dendrograma filogenético com base na comparacgao das sequéncias do gene rRNA
16S das estirpes F2-63", F2-178, G6M-30" e G6-54 com as estirpes tipo dos géneros da familia
Sinobacteriaceae. As distancias evolutivas representadas foram determinadas usando o
método de neighbour-joining. Os nudmeros indicados nos nodos indicam a percentagem de
bootstrap, resultante de 1000 réplicas. A escala indica 20 substituicdes de nucledtidos inferidas
em 100.
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Figura 3.2. Dendrograma filogenético com base na comparacgéo das sequéncias do gene rRNA
16S das estirpes F2-63", F2-178, G6M-30" e G6-54 com as estirpes tipo dos géneros da familia
Sinobacteriaceae. As distancias evolutivas representadas foram determinadas usando o
método de maximum-likelihood. Os numeros indicados nos nodos indicam a percentagem de
bootstrap, resultante de 1000 réplicas. A escala indica 20 substituicdes de nucledtidos inferidas
em 100.

Os resultados da analise filogenética indicaram que os novos isolados poderiam constituir duas
novas espécies no género Nevskia. Deste modo, as estirpes tipo de Nevskia ramosa’ (DSM
11499") e Nevskia soli' (DSM 19509') foram utilizadas para estudos de comparacdo. No
entanto, ndo foi possivel realizar os testes para a estirpe tipo de Nevskia terrae’ (KACC
12736T), uma vez que a estirpe fornecida pelo banco de cultura ndo se encontrava pura. Deste
modo, os resultados apresentados para comparagdo com as estirpes em estudo referem-se

aos dados presentes no artigo de descri¢cao de N. terrae’ por Kim et al. (Kim et al., 2011).

Uma vez que as espécies descritas do género Nevskia e os novos isolados agrupam proximo
do género Hydrocarboniphaga effusa, cujas espécies descritas se caracterizam por
assimilarem alcanos, testou-se para os novos isolados e para Nevskia ramosa' e Nevskia soli",
a assimilagao de alcanos de Cs—C,y. Este estudo também foi realizado, paralelamente, para a

estirpe Hydrocarboniphaga effusa’.
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3.2. Determinagao das condi¢goes 6ptimas de crescimento

3.2.1. Estirpes F2-63" e F2-178

As estirpes F2-63" e F2-178 formaram agregados de células (Figura 3.3) em todos os meios
liquidos testados. A ocorréncia de floculagdo em meio liquido € Unica para estas estirpes, nao
se verificando para as estirpes G6M-30" e G6-54, nem para as estirpes tipo de N. ramosa, N.
soli e N. terrae. Assim, para a determinagao do intervalo e valor 6ptimo de temperatura e pH

para o crescimento das estirpes F2-63" e F2-178 optou-se por utilizar placas de meio R2A.

Figura 3.3. Formacdo de agregados de células da estirpe F2-63", cultivada em meio liquido

R2A apos trés dias de incubacgao a 30 °C.

Por observacgao visual, nos 3° e 8° dias de incubacéo verificou-se que as estirpes crescem num
intervalo de 15 a 35 °C (Figura 3.4), sendo a temperatura 6ptima de 25-30 °C. O intervalo de
pH para o crescimento é de 5,5-7,5 (Figura 3.5), com pH 6ptimo entre 6-6,5. Observou-se

igualmente que as estirpes nao crescem na presencga de NaCl.
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Figura 3.4. Placas de meio R2A inoculadas com gotas de uma suspensao celular da estirpe
F2-63" com D.O. a 0,025; 0,05 e 0,1; observadas apos 8 dias de incubagédo a respectiva
temperatura: 10 °C (A),15 °C (B), 20 °C (C), 25 °C (D), 30 °C (E), 35 °C (F) e 40 °C (G).

Figura 3.5. Placas de meio R2A com pH ajustado no intervalo de 5-9, inoculadas com gotas de
uma suspenséo celular das estirpes F2-63" e F2-178 com D.O. a 0,025; 0,05 € 0,1, observadas
apos 8 dias de incubagao a 30°C. pH 5 (A), pH 5,5 (B), pH 6 (C), pH 6,5 (D), pH 7 (E), pH 7,5
(F) e pH 8 (G).
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3.2.2. Estirpes G6M-30" e G6-54

Para as estirpes G6M-30" e G6-54, ndo se verificou crescimento nos meios Thermus e
Degryse, registando-se crescimento apenas nos meios R2A e R2A 10x diluido, com baixa

producao de biomassa. Observou-se também que as estirpes ndao crescem na presenga de
NacCl.

Através da determinacao da taxa especifica de crescimento verificou-se que as duas estirpes
crescem num intervalo de 15 a 35 °C (Figura 3.6A), com temperatura 6ptima de crescimento a
30 °C. As estirpes crescem num intervalo de pH de 5,5 a 7 (Figura 3.6B), com pH 6ptimo a
6-6,5.
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Figura 3.6. Variacdo da taxa especifica de crescimento para as estirpes G6M-30" (@) e G6-54
(O) em fungao da temperatura (A) e do pH (B).
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3.3. Caracterizagdao morfolégica e fenotipica
3.3.1. Morfologia celular e colonial

As estirpes F2-63" e F2-178 apresentam células com a forma de bastonete com comprimento
de 1-1,5 um e largura de 0,5-1 um, apos 3 dias de incubagdo em meio R2A (Figura 3.7A). As
células podem encontrar-se isoladas, em pares ou agregados, sdo Gram negativas e nao
apresentam mobilidade. As estirpes formam colonias pequenas, circulares, com didmetro de

0,5-1 mm, convexas, e com pigmentacao amarela (Figura 3.7B).
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Figura 3.7. (A) Morfologia celular das estirpe F2-63" observada por microscépia Optica de
contraste de fase, utilizando ampliagdo de 1000x. (B) Morfologia das colénias da estirpe F2-63"
em meio R2A. A estirpe F2-178 apresenta a mesma morfologia celular e colonial que a estirpe
F2-63".

As estirpes G6M-30" e G6-54 apresentam células com a forma de bastonete com comprimento
de 1,5-2 um e largura de 1-1, um apds trés dias de incuba¢do em meio R2A (Figura 3.8A). As
células sdao Gram negativas e apresentam mobilidade através da presenca de um flagelo polar.
As células podem encontrar-se isoladas ou em pares, formam colénias brancas, circulares,

lisas e com 1-1,5 mm de didmetro apds quatro dias de incubagdo em meio R2A (Figura 3.8B).
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Figura 3.8 (A) Morfologia celular das estirpe G6M-30" observadas por microscoépio 6ptico de
contraste de fase, utilizando uma ampliacdo de 1000x. (B) Morfologia das coldénias da estirpe
G6M-30" em meio R2A, ap6s quatro dias de incubacdo. A estirpe tipo G6-54 apresenta a

mesma morfologia celular e colonial que a estirpe G6M-30".

3.3.2. Capacidade de formacao de biofilme na auséncia de azoto

Foi avaliada a capacidade de formagéo de biofilme na auséncia de fonte de azoto nos novos
isolados e nas estirpes tipo de N. ramosa' e N. soli', verificando-se que apenas a estirpe N.
ramosa' tem capacidade de formagédo de um biofilme hidrofébico na superficie da interface

ar-agua.

3.3.3. Crescimento em anaerobiose

As estirpes F2-63", F2-178, G6M-30", G6-54, N. ramosa' e N. soli' n&o crescem em
anaerobiose na presenca dos receptores de electrdes testados (nitrato e sulfato), apresentando

também um resultado negativo para o teste de redugao de nitrato a nitrito.

3.3.4. Deteccao de actividades enzimaticas, da capacidade de assimilagdo de
fontes Unicas de carbono e da producgao de acido a partir das fontes de carbono
do sistema API 50 CH

No teste de detecgdo da presenga da enzima catalase, registou-se um resultado positivo para
todas a estirpes em estudo, pela observacdo de efervescéncia, resultante da libertagdo de
oxigénio da reacgao de decomposi¢cdo de perdxido de hidrogénio pela enzima. O teste de
deteccdo da presenca de citocromo oxidase também apresentou um resultado positivo para
todas as estirpes. Em relagdo a detecgao da presenga de outras enzimas, verificou-se para
todos os isolados, um resultado positivo para a presenca de leucina arilamilase, fosfatase acida
e naftol-AS-BI-fosfohidrolase e um resultado negativo para a presenga de cistina arilamidase,
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tripsina, a-quimotripsina, a-galactosidase, p-galactosidase, p-glucuronidase, a-glucosidase, -
glucosidase, N-acetil-B-glucosaminidase, a-manosidase, a-fucosidase, arginina dihidrolase e
urease (APl ZYM e API 20NE). As estirpes apresentam diferengas entre si na presenca de
algumas enzimas como identificado na Tabela 3.1. Observou-se que todas as estirpes
apresentam capacidade de degradagédo de Tween 20, 40, 60 e 80 (indicagdo da presencga de
lipases), mostrando-se incapazes de degradar arbutina e xilano. Foi possivel observar
diferengas entre as estirpes na sua capacidade para a degradagdo de caseina, amido,
esculina, DNA e gelatina (Tabela 3.1). Também se verificou que nenhuma das estirpes tem

capacidade de producgao de indol.

Em relagdo ao teste para avaliar a capacidade de utilizagdo de varios compostos como fontes
Unicas de carbono, identificaram-se diferengas entre as estirpes, ao nivel da sua capacidade de
assimilacdo de alguns agucares, aminoacidos, alcoois e acidos organicos, tal como
apresentado na Tabela 3.1. Nenhuma das estirpes testadas utiliza como fonte de carbono
benzoato, citrato, D-arabitol, D-metionina, D-manose, D-ribose, D-xilose, D-galactose, D-maltose,
D-manitol, D-rafinose, D-sorbitol, formato, glicogénio, gluconato, lactose, L-alanina, L-arabinose,
L-asparagina, L-fenilalanina, L-fucose, L-glicina, L-serina, L-arabitol, L-arginina, L-aspartato, L-
histidina, L-lisina, L-sorbose, myo-inositol, ribitol, sacarose, trealose, treonina e xilitol; e todas as

estirpes assimilam glucose, piruvato e succinato.

O estudo da capacidade de os organismos pertencentes as espécies do género Nevskia
assimilarem alcanos como fonte Unica de carbono, foi pela primeira vez realizado, no contexto
do presente trabalho. Verificou-se que as estirpes F2-63", F2-178, G6M-30", G6-54, N.
ramosa' e N. soli" apresentam capacidade de assimilagdo de decano, dodecano, tetradecano,
hexadecano, octadecano e eicosano. Nenhuma das estirpes assimila hexano ou heptano. A
capacidade de assimilacdo de octano foi apenas observada nas estirpes N. ramosa', N. soli" e
G6-54. O estudo da assimilagdo de alcanos foi também realizado para a estirpe tipo
Hydrocarboniphaga effusa’, que, tal como descrito por Palleroni et al. (Palleroni et al., 2004), se
caracteriza pela sua capacidade de assimilagdo deste tipo de compostos. Hydrocarboniphaga

effusa’ apresentou capacidade de assimilagado de alcanos de C; a Cy.

A utilizagdo do sistema APl 50 CH permitiu o estudo da capacidade de fermentagao de varios
compostos. As estirpes F2-63" e F2-178 apresentaram producao de acido a partir de potassio-
5-gluconato e D-ribose. Por sua vez, as estirpes G6M-30" e G6-54 utilizam D-arabinose, D-
lixose, glicerol, L-fucose e potassio-5-gluconato. A estirpe N. ramosa’ consegue produzir acido
a partir de D-frutose e glicerol e a estirpe N. soli" apenas utiliza b-ramnose. Para os restantes
compostos na galeria APl 50 CH, obteve-se um resultado negativo para todas as estirpes em

estudo.
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Tabela 3.1. Caracteristicas fenotipicas que permitem distinguir as estirpes F2-63", F2-178,
G6M-30", G6-54 das estirpes tipo de N. ramosa’, N. soli’ e N. terrae’.

Caracteristicas . . Estirpes
I;i_ﬁsl Gghg'gz I N.ramosa™ N.soli"  N.terrae™
Temperatura de crescimento (°C)
Intervalo 15-35 15-35 nd 15-30 ° 15-35
Optima 25-30 30 20-25°2 25-28° 28-30
pH de crescimento
Intervalo 55-75 55-7 nd 4-7° 5-7
Optimo 6-6,5 6-6,5 7° 6-7° 6-7
Presenca de
Clt_ocromo + + + + )
oxidase
Fosfatase alcalina + + + + -
Esterase (C4) + -+ + + +
Esterase (C8) - - - - +
Lipase (C14) + - -
Valina arilamilase + + + + -
Degradacgéao de
Amido - - - + +
Caseina + - + - -
DNA + - + - -
Esculina + - + - -
Gelatina + + - - -
Assimilagao de
Celobiose - - - + nd
D-frutose - - + - nd
D-glucose + + + + -
L-ramnose - - - + +
a-cetoglutarato + - + - nd
Acetato - + - - +
DL-lactato - + + - +
Fumarato + + + - nd
Glutamato - + - + nd
Malato + + + - +
Glutamina - + + + nd
L-isoleucina + - + + nd
L-prolina - - - + +
L-valina - - - + nd
Etanol - + + + nd
Glicerol - + + + nd
Metanol - - + - nd
Octano - -+ + + nd
Producido de acido
D-arabinose - + - - -
D-frutose - - + - nd
D-lixose - + - - nd
Glicerol - + + - nd
L-fucose - + - nd
L-ramnose - - - + -
Potassio 5- + + } ) nd
gluconato
D-ribose + - - - nd

-, hegativo; +, positivo; nd, ndo determinado
@ Resultados de Striimeyer et al., 1998

b Resultados de Weon et al., 2008

° Resultados de Kim et al., 2011
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3.3.5. Quantificagao do consumo de tiossulfato e producao de sulfato

A capacidade de oxidacdo de tiossulfato e crescimento quimiolitoheterotréfico foi testada
utilizando o meio 27 do DSMZ modificado. Este estudo mostrou que a estirpe G6-54 tem
capacidade de oxidagao de tiossulfato em sulfato, o que se verificou pela diminui¢cdo, ao longo
do tempo, da concentracdo de tiossulfato no meio e por um aumento da concentragdo de
sulfato (Figura 3.9C). No entanto, a capacidade de oxidag¢ado de tiossulfato ndo foi observada
para estirpe G6M-30" (Figura 3.9A). A Figura 3.9 apresenta igualmente o crescimento das
estirpes G6M-30" (Figura 3.9B) e G6-54 (Figura 3.9D), nao se verificando diferengas
significativas ao nivel do crescimento em meio suplementado e ndo suplementado com
tiossulfato de sddio.

>
@

SSW

Concentragédo (mM)
N

Concentragdo (mM)
N

0—@—@———@/8’4®——_e 04

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Tempo (h) Tempo (h)

011 0.1 1

Turbidez (D.O. 610 nm)
Turbidez (D.O. 610 nm)

0 26 46 66 8‘0 100 0 2‘0 4‘0 66 86 100
Tempo (h) Tempo (h)
Figura 3.9. Quantificacdo do consumo de tiosssulfato (@) e producdo de sulfato (O) pelas
estirpes G6M-30" (A) e G6-54 (C), cultivadas em condigbes aerébias em meio 27 do DSMZ
modificado e suplementado com 0,5 g/l de tiossulfato de sddio, e respectiva avaliacdo da
capacidade de crescimento quimiolitoheterotréfico na auséncia (A) e presenga de 0,5 g/l de
tiossulfato de sédio (A) para as estirpes G6M-30" (B) e G6-54 (D).
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A quantificagdo dos niveis de tiossulfato e produgéo de sulfato no meio para as estirpes F2-63"
(Figura 3.10A) e F2-178 (Figura 3.10B) revelou que estas ndo tém capacidade de oxidacdo de
tiossulfato. Devido ao facto destas estirpes formarem agregados em meio liquido, ndo foi

possivel acompanhar o crescimento por leitura da densidade 6ptica.

A B

4 4
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N

Concentragédo (mM)
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Tempo (h) Tempo (h)

Figura 3.10. Quantificagdo do consumo de tiossulfato (@) e producéo de sulfato (O) pelas
estirpes F2-63" (A) e F2-178 (B) cultivadas em meio 27 do DSMZ modificado, e suplementado
com 0,5 g/l de tiossulfato de sddio.

A estirpe N. soli" também apresentou um resultado negativo para a oxidagao de tiossulfato em
sulfato (Figura 3.11A), verificando-se também que a adicdo de tiossulfato ndo influencia o
crescimento (Figura 3.11B). Em relagao a estirpe N. ramosa' nao foi possivel obter resultados

para este teste, uma vez que nao foi possivel a sua cultura no meio utilizado.
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Figura 3.11. (A) Quantificagdo do consumo de tiossulfato (@) e producado de sulfato (O) pela
estirpe N. soli'. (B) Comparacédo do crescimento da estirpe N. soli" cultivada em meio 27 do
DSMZ na auséncia (A) e presenca de 0,5 g/l de tiossulfato de sédio (A).
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3.4. Caracterizagao quimiotaxonémica

3.4.1. Composi¢ao em quinonas isoprendides

A partir da analise por HPLC detectou-se que as estirpes F2-63", F2-178, G6M-30", G6-54 tém,
como quinoma maioritaria, a ubiquinona 8 (Q8), a mesma apresentada por N. ramosa’', N. soli’
e N. terrae’, tal como descrito anteriormente por Stimeyer et al., (1998), Weon et al. (2008) e

Kim et al. (2011), respectivamente.

3.4.2. Andlise da composi¢cao em acidos gordos

O acido gordo Sum Feature 8 (Cqs.qm7c/ Cqg.4®6C) apresenta-se como maioritario para os novos
isolados e para todas as espécies do género Nevskia (Tabela 2). A designacao Sum Feature
indica a presenga de um &acido gordo que nao é possivel separar por este método. As estirpes
F2-63'/F2-178, N. soli', N. terrae’ (Kim et al. 2011) também apresentaram Cig como acido
gordo maioritario. As estirpes F2-63"/F2-178 apresentam uma percentagem menor em
Summed feature 3 (Cqg.1w7¢/ Cy.106€) (1,7 %) face as estirpes G6M-30'/G6-54, N. ramosa' e
N. soli’ (27,0, 17,3 e 4,0 %, respectivamente). As estirpes F2-63'/F2-178 caracterizam-se
igualmente por apresentarem uma maior percentagem do &cido gordo Cig4 2-OH face as
outras espécies do género e verificou-se a auséncia deste acido gordo nas estirpes G6M-
307/G6-54. E igualmente possivel distinguir F2-63"/F2-178 de N. ramosa' e N. soli' com base

em diferengas nas percentagens relativas de acidos gordos minoritarios (Tabela 3.2).

Por sua vez, as estirpes G6M-30"/G6-54 apresentam como acidos gordos maioritarios Sum
Feature 8 (C4g107¢/Cqg.q@6C) (29,7 %) e Summed feature 3 (Cqgqw7¢/ Cygqm6€C) (27,0 %),
verificando-se que estes também se apresentam maioritarios em N. ramosa’ (33,5 e 17,3 %,
respectivamente). No entanto, as estirpes G6M-30"/G6-54 apresentam uma menor
percentagem em Ci, (3,2 %) em relagao a percentagem apresentada por N. ramosa’ (8,1 %)
e também pelas estipes F2-63'/F2-178 e N. soli' (6,9 e 7,3 %, respectivamente). E também
possivel distinguir as estirpes G6M-30 T/G6-54 das restantes espécies do género e das estirpes
F2-63'/F2-178 com base em diferencas nas percentagens relativas de acidos gordos

minoritarios (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Percentagem relativa de acidos gordos das estirpes F2-63", F2-178, G6M-30", G6-
54, N. ramosa', N. soli' cultivadas em meio R2A a 30 °C durante trés dias; e da estirpe N.

terrae’ cultivada em meio R2A a 28°C durante dois dias (Kim et al., 2011).

Acidos gordos F2-63"/F2-178 G6M-30'/G6-54 N.ramosa' N.soli'  N. terrae'®
12:0 6,9+16 32+03 8,1+14 7,303 8,1
12:0 3-OH - - 3,8+08 - -
14:0 82+12 11,5 + 0,4 9,8+2,1 47+0,3 8,5
14:0 2-OH - 3,6 40,2 49+1,1 1,0£0,2 -
Summed Feature 2 * 81+19 24+05 2,8+0,7 8704 8,7
16:0 N OH - 1,014 tr tr -
16:0 iso 0,7+0,1 tr tr 3602 1,3
Summmed Feature 3 ° 1,7 +0,1 27,0+13 17,3+40  4,0+09 8,7
16:00 16,4 + 1,6 14,8 +0,5 97+14  195%0,7 12,4
17:0 ciclo 0,6+0,1 tr - 11,2+ 1,0 -
17:0 10 metil - 0,8+ 1,1 tr tr -
16:0 3-OH 51+0,8 - 0,6+0,5 1,9+0,2 1,7
18:1 w9c - 1,3+0,1 - - -
Summmed Feature 8 ° 294 +4,7 297405 335+1,7 21614 40,6
18:00 tr 1,5+0,1 1,0 £0,2 1,3£0,2 -
19:0 ciclo w8c 54+17 0,5+0,6 - 11,6 2,2 3,2
18:1 2-OH 10,1+2,4 - 29+05 tr 2,8
UN 19.601 ¢ 40+04 1,2+0,2 32+27 tr -

+ SD; os resultados sdo a media mais o desvio-padrdo de duas a trés analises; tr (do inglés trace), acidos gordos que
representam <0,5 % do total de acidos gordos; - ,ndo detectado.
@ Summed Feature 2 (16:1-iso |; 14:0 3-OH), acidos gordos n&o separados por este método.

® Summed Feature 3 (16:107¢c/16:1w6c), &cidos gordos ndo separados por este método.

© Summed Feature 8 (18:10v7¢/18:1w6c), acidos acidos gordos néo separados por este método.
9 Acido gordo desconhecido com comprimento da cadeia equivalente (ECL) 19.601.

® Resultados de Kim et al., 2011
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3.4.3. Analise de lipidos polares

A identificagdo do perfil de lipidos polares das estirpes em estudo resultou da comparagao
conjunta dos resultados da cromatografia monodimensional e bidimensional (Figuras
3.12-3.16). As estirpes F2-63" e F2-178 apresentam um perfil lipidico idéntico entre si (dados
nao apresentados). No caso das estirpes G6M-30" e G6-54, estas também apresentam entre si

o mesmo perfil em lipidos polares (dados n&do apresentados).

A comparagao dos perfis de lipidos das estirpes F2-63'/F2-178 e das estirpes G6M-30"/G6-54
entre si e com as estirpes tipo de N. ramosa' e N. soli" revelou que todas as estirpes
apresentam fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG) e trés aminolipidos n&o
identificados (AL1-3), com a excepg¢ao das estirpes G6M-30"/G6-54 que ndo apresentam
nenhum aminolipido. O spot designado AL2 sobrepde-se com o spot identificado como PG. No
entanto, foi possivel considerar a presenga destes dois lipidos uma vez que o spot foi revelado
com o corante para grupos fosfato e localiza-se na posi¢ao correspondente ao padrdo PG.
Contudo, o mesmo spot apresenta sinal com o corante de grupos amina. Todas as outras
estirpes distinguem-se de N. ramosa’, por esta apresentar mais um aminolipido (AL4).
Verificou-se igualmente que nenhuma estirpe apresenta glicolipidos, uma vez que a revelagao

com o corante especifico deu resultado negativo.
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Figura 3.12. Cromatografia monodimensional de camada fina dos lipidos polares de F2-63",

G6M-30", N. ramosa’ e N. soli". A placa foi revelada com corante especifico para observagao

de lipidos totais (A), de grupos fosfato (B) e de grupos amina (C). DPG, difosfatidilglicerol; PG,

fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; AL, aminolipido.
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Figura 3.13. Cromatografia bidimensional de camada fina dos lipidos polares de F2-63

T

revelados com corantes especificos para detecgdo de fosfolipidos (A), aminolipidos (B) e

lipidos totais (C). DPG, difosfatidilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; AL,

aminolipido.
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Figura 3.14. Cromatografia bidimensional de camada fina dos lipidos polares de G6M-30"
revelados com corantes especificos para detecgdo de fosfolipidos (A), aminolipidos (B) e
lipidos totais (C). DPG, difosfatidilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; AL,

aminolipido.
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Figura 3.15. Cromatografia bidimensional de camada fina dos lipidos polares de N. ramosa’
revelados com corantes especificos para detecgédo de fosfolipidos (A), aminolipidos (B) e
lipidos totais (C). DPG, difosfatidilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; AL,

aminolipido.
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Figura 3.16. Cromatografia bidimensional de camada fina dos lipidos polares de N. soli"

revelados com corantes especificos para detecgdo de fosfolipidos (A), aminolipidos (B) e
lipidos totais (C). DPG, difosfatidilglicerol; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; AL,

aminolipido.
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3.5. Caracterizagao genotipica
3.5.1. Analise do contetiido em guanina e citosina (G+C) do DNA

A percentagem molar do conteudo em guanina e citosina do DNA gendmico das estirpes F2-
63" e F2-178 foi de 66,8 e 67 %, respectivamente. As estipes G6M-30" e G6-54 apresentaram
uma percentagem de 66,0 e 67,0 %, respectivamente. A determinagédo do conteudo em G+C foi
também realizada para as estirpes N. ramosa’', que apresentaram um valor de 62,9 %, mais
baixo que o valor de 67,8 %, inicialmente indicado por Strimeyer et al. (Stirmeyer et al., 1998).
A estirpe N. soli’ apresentou um valor de conteido em G+C de 64,1 %, valor este semelhante

ao indicado por Weon et al. (Weon et al., 2008).

3.5.2. RAPD e ERIC-PCR das estirpes G6M-30" e G6-54

Os perfis de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ERIC-PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus-PCR) analisados para as estirpes G6M-30" e G6-54 (Figura

3.17), mostraram-se idénticos.

Figura 3.17. Avaliagao do perfil de RAPD (A) e ERIC-PCR (B) para as estirpes G6M-30" (1) e
G6-54 (2).

61



Resultados

62



CAPITULO 4

Discussao



Discusséao

O estudo da diversidade microbiolégica de uma agua mineral natural com origem num aquifero
localizado na zona centro de Portugal Continental, permitiu o isolamento das estirpes F2-63",
F2-178, G6M-30" e G6-54. Esta agua de profundidade caracteriza-se por apresentar valores de
temperatura (28,5 °C) e pH (5,7) estaveis e consiste num meio oligotréfico. As estirpes F2-63" e
F2-178 foram isoladas a partir de agua na origem de um furo artesiano com 75 metros de
profundidade, que abastece a unidade fabril de engarrafamento de agua mineral, enquanto que
a estipe G6M-30" foi isolada a partir de agua mineral engarrafada com 180 dias de
armazenamento, e a estirpe G6-54 a partir de agua mineral engarrada com 6 dias de
armazenamento. Estes isolados apresentam-se como constituintes do microbiota autéctone do
aquifero, uma vez que a sua presencga manteve-se constante ao longo do tempo de analise da
diversidade neste ecossistema (dados nao publicados). Assim, é relevante a caracterizagéo
deste organismos, de modo a obter conhecimento acerca das caracteristicas morfolégicas e

fisioldgicas apresentada por microrganismos adaptados a este tipo de ambiente.

A analise filogenética dos novos isolados revelou que estes pertencem ao género Nevskia na
familia Sinobacteraceae do filo Gammaproteobacteria, apresentando valores de similaridade da
sequéncia do gene do rRNA 16S superior a 95 % face as estirpes deste género (entre 95,2-
95,5 % para F2-63"/F2-178 e 96,3-97,1 % para G6M-30T/G6-54). Estes valores estdo de
acordo com o critério actualmente aceite de que um género pode ser definido por espécies que
apresentem 95 % ou mais de similaridade ao nivel da analise comparativa das sequéncias do
gene rRNA 16S (Rossell6-Mora e Amann, 2001).

A analise da sequéncia do gene rRNA 16S mostrou ainda que as estirpes F2-63" e F2-178
apresentam sequéncias idénticas entre si e que apresentam maior similaridade com a
sequéncia de Nevskia ramosa', com a qual partilham 95,5 % de similaridade. As estirpes G6M-
30" e G6-54, por sua vez também apresentam sequéncias idénticas entre si e apresentam

igualmente uma maior similaridade com a sequéncia de Nevskia ramosa’ (97,1 %).

Considera-se que estirpes que apresentem um valor de hibridagdo DNA-DNA superior a 70 %
e com 5 °C ou menos de AT,,, como pertencentes a mesma espécie (Stackebrandt et al., 2002;
Wayne et al., 1987). Tal como foi demonstrado por Stackebrandt e Goebel no inicio da década
de 90 do século XX, valores de hibridagdo superiores a 70 % correspondem a valores de
similaridade de sequéncia do gene rRNA 16S superiores a 97 % (Stackebrandt e Goebel,
1994). Assim o valor de 97 % de similaridade foi proposto como o limite a partir do qual seria
necessario realizar uma hibridagdo DNA-DNA, para provar se as estirpes constituem de facto
espécies diferentes. No entanto, recentemente com base na extensa analise da informagao
referente a descricdo de novas espécies, publicadas no volume 55 do ISJEM (2005),
Stackebrandt et al. definem um novo valor para o limite de espécies, 98,7-99,0 % de
similaridade entre sequéncias do gene rRNA 16S (Stackebrandt e Ebers, 2006). Deste modo, o
valor de similaridade entre a sequéncia do gene rRNA 16S entre as estirpes F2-63"/F2-178

com a estirpe tipo de Nevskia ramosa (95,5 %); e o valor de similaridade entre a sequéncia das
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estirpes G6M-30"/G6-54 com a estirpe tipo de Nevskia ramosa (97,1 %), encontra-se abaixo
desse limite, indicando a possibilidade destes novos isolados constituirem, respectivamente,
duas novas espécies no género Nevskia. Desta forma, com vista a classificagdo dos novos
isolados utilizou-se uma abordagem polifasica, com base na aplicagdo de diferentes
metodologias que permitiu integrar informagcdo de natureza fenotipica, quimiotaxonémica e
genética a qual conduziu a caracterizacdo dos novos isolados e diferenciacdo destes face as

estirpes filogeneticamente mais proximas.

Ao nivel das condigdes de crescimento, os novos isolados apresentam intervalos e valores
optimos de temperatura e pH préximos dos descritos para as espécies filogeneticamente
relacionadas (temperatura 6ptima de cerca de 30 °C e pH 6ptimo de cerca de 6,5), com a
excepgao de Nevskia ramosa’ que apresenta um melhor crescimento num intervalo de
temperatura de 20-25 °C. Embora na literatura se encontre indicado um valor de pH 7 para
cultivo desta espécie, esta apresenta um nivel de crescimento idéntico em meios com pH

ajustado a 6,5.

No ensaio para a determinagcéo da capacidade de formacao de biofilme na auséncia de azoto
no meio, apenas a N. ramosa’, apresenta esta caracteristica, o que permite distingui-la das

restantes.

O estudo da degradagéo enzimatica de varios substratos e a detecgado enzimatica através do
sistema APl ZYM e API 20NE, permitiu identificar diferengas entre os novos isolados e as
estirpes tipo das espécies do género Nevskia. Foi possivel diferenciar as estirpes F2-63"/F2-
178 das estirpes G6M-30"/G6-54 (pela presenga de lipase C14 e degradacao de DNA, caseina
e esculina); da estirpe N. ramosa’ (pela presenca de lipase C14 e degradagao de gelatina); da
estirpe N. soli’ (pela presenca de lipase C14, degradagao de caseina, DNA, esculina e gelatina
e auséncia de degradacdo de amido); e da estirpe N. terrae’ (pela presenca de citocromo
oxidase, fosfatase alcalina, lipase C14, valina arilamilase; auséncia de esterase C8; pela

degradagéao de caseina, DNA, esculina, gelatina e auséncia de degradacao de amido).

Em relagdo as estirpes G6M-30'/G6-54 face ao perfil de degradacdo enzimatica foi possivel
diferencia-las da estirpe N. ramosa’ (pela degradacao de gelatina e auséncia de degradacgao
de caseina, DNA e esculina); da estirpes N. soli" (pela degradacao de gelatina e auséncia de
degradacédo de amido); e da estirpe N. terrae’ (pela presenca de citocromo oxidase, fosfatase
alcalina e valina arilamilase e auséncia de esterase C8; pela degradacdo de gelatina e

auséncia de degradag¢ao de amido.

Pela avaliagao da capacidade de assimilagao de fontes Unicas de carbono, foi possivel verificar
que as estirpes F2-63"/F2-178 assimilam um menor nimero de fontes de carbono (apenas D-
glucose, a-cetoglutarato, fumatato e L-isoleucina) face as restantes estirpes. As estirpes F2-
63'/F2-178, diferenciam-se de todas as outras, pela auséncia de assimilagdo de glutamina,
etanol e glicerol; enquanto que as estirpes G6M-30"/G6-54, diferenciam-se de F2-63"/F2-178,
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N. ramosa’ e N. soli" pela assimilagcdo de acetato e pela auséncia de assimilacdo de

L-isoleucina.

Neste estudo foi avaliada pela primeira vez a capacidade de assimilagao de alcanos para as
espécies em estudo do género Nevskia. Os resultados indicaram que os novos isolados e as
estirpes N. ramosa' e N. soli" apresentam capacidade de assimilagdo deste tipo de compostos.
Todas as estirpes tém capacidade de assimilagéo de alcanos de C4-Cyq, verificando-se que as
estirpes G6-54, N. ramosa' e N. soli' também conseguem assimilar octano. Estes resultados
indicam que na familia Sinobacteriaceae, para além das espécies do género
Hydrocarbophiphaga e Alkanibacter (Lipski e Friedricht, 2008; Liu et al., 2011; Palleroni et al.,
2004), o género Nevskia também apresenta espécies com capacidade de assimilagao deste
tipo de compostos. Este tipo de metabolismo comum entre as espécies destes dois géneros,
reflecte possivelmente a sua proximidade filogenética, tal como indicado pela sua posi¢do nos
dendrogramas filogenéticos cujas distancias evolutivas foram calculadas pelo método
neighbour-joining e maximum-likelihood. Verifica-se ainda que o dendrograma filogenético
segundo o método maximum-likelihood, agrupa a estirpe tipo de H. effusa no cluster formado
pelos novos isolados e pelas espécies de Nevskia. Esta observacdo sugere uma hipétese
interessante de que possivelmente as espécies do género Hydrocarboniphaga podem ser
incluidas no género Nevskia. No entanto, para testar esta hipétese sera necessario estudar a
capacidade de assimilacdo de alcanos para a espécie N. terrae, de modo a provar se a
capacidade de assimilagao de alcanos € uma caracteristica comum a todas as espécies do
género. Sera também necessario realizar alguns dos testes nas condigbes descritas no
presente trabalho (ex. composicdo em acidos gordos e lipidos polares, assimilagdes de fontes
de carbono), para as estirpes tipo das espécies do género Hydrocarboniphaga, de modo a
justificar se ao nivel de outras caracteristicas existe informagao suficiente para justificar a sua

inclusdo no género Nevskia.

Em relagéo ao estudo da capacidade de produgao de acido a partir de alguns agucares, polidis,
acidos organicos, aminoacidos e amidas, verificou-se que todas as estirpes apresentam baixa
capacidade fermentativa. As estirpes F2-63"/F2-178 s&o as Unica com capacidade de producgéo
de acido a partir de D-ribose, enquanto que as estirpes de G6M-30"/G6-54 diferenciam-se das
restantes por serem as Unicas com capacidade de producgao de acido a partir de D-arabinose,

D-lixose e D-fucose.

Nenhuma das estirpes analisadas apresenta capacidade de crescimento em anaerobiose,
usando nitrato e sulfato como aceitador de electrées. Em relagdo, a capacidade de oxidagéo
tiossulfato em sulfato, na presenca de compostos organicos no meio, verificou-se que apenas a
estirpe G6-54 apresenta essa capacidade, apesar de a oxidagao de tiossulfato ndo se traduzir
numa melhoria significativa do crescimento, e deste modo a estirpe ndo apresenta um

metabolismo do tipo quimiolitoheterotrofico.
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As quinonas isoprendides consistem num tipo de lipidos presentes nas membranas celulares e
que desempenham um papel importante como transportadores de electrdes. A identificagdo de
lipoquinonas no processo de caracterizagao de bactérias esta associado a identificagdo do tipo
de quinona (menaquinona, ubiquinona ou derivados), no tamanho da cadeia lateral isoprendide
e no numero de unidades isoprendides saturadas. A vantagem da utilizacdo do perfil de
quinonas em taxonomia, esta relacionada com o facto de geralmente existir um tipo quinona
maioritaria comum para a espécie ou género (Collins e Jones, 1981; Hess et al.,, 1979). A
analise da composicdo em quinonas, revelou que as estirpes F2-63", F2-178, G6M-30" e G6-
54 apresentam a ubiquinona 8, caracteristica esta que é partilhada por todas as espécies do

geénero Nevskia.

Os lipidos polares consistem em moléculas anfipaticas e constituem o principal componente
das membranas. A andlise do perfil em lipidos polares € uma ferramenta importante em
taxonomia (Vandamme, 1996). A analise da composi¢cdo em lipidos polares por cromatografia
monodimensional em camada fina foi acompanhada pela andlise de padrdes para alguns
lipidos polares comuns em bactérias (PE-fosfatidiletanolamina, PG-fosfatidilglicerol, DPG-
difosfatidilglicerol, PC-fosfatidilcolina) (Busse et al., 1996). Desta analise foi possivel identificar
a presenca de PE e PG em todas as estirpes e a presenga de DPG em todas as estirpes,
excepto em N. ramosa'. A revelagdo com corante especifico para grupos amina permitiu ainda

identificar a presenga de aminolipidos nas estirpes F2-63'/F2-178, N. ramosa' e N. soli".

Uma vez que a cromatografia monodimensional nao permite resolver lipidos com migragao
préxima, nao é possivel determinar por esta técnica o numero total de lipidos. Assim, realizou-
se uma cromatografia bidimensional, que permitiu uma melhor resolugdo do perfil em lipidos
polares. Deste modo, analisando conjuntamente a informacdo obtida pelas duas
cromatografias observou-se que as estirpes F2-63T/F2-178 apresentam entre si 0 mesmo perfil
em lipidos polares, o qual é semelhante ao apresentado pela estirpe N. soli". Este perfil
consiste na presenga de fosfotidiletanolamina (PE), difosfoglicerol (DPG), fosfoglicerol (PG)
conjuntamente com mais trés aminolipidos n&o identificados (AL1, AL2, AL3). A estirpe N.
ramosa' também tem idéntica composicdo em lipidos polares, sendo no entanto possivel
distingui-la das restantes, pela presenga de um aminolipido adicional (AL4). A analise de
lipidos polares para as estirpes G6M-30"/G6-54 revelou que ambas tém a mesma composicao
lipida entre si, observando-se a presenga de PE, DPG e PG. O perfil lipidico observado para
estas estirpes permite diferencia-las das restantes, uma vez que nao se detectou a presenga
de aminolipidos (AL1-4).

Os é&cidos gordos séo os principais constituintes dos lipidos e lipopolisacaridos. Diferengas ao
nivel da composicdo em acidos gordos tém-se revelado um importante marcador
quimiotaxondmico para distinguir entre os taxa, uma vez que estas moléculas apresentam
elevada diversidade estrutural, por exemplo ao nivel do comprimento da cadeia, posicao das
cadeias duplas e grupos de substituicdo. No entanto, de modo a garantir que diferencas

observadas ao nivel da composi¢do em acidos gordos consistem em diferencas reais entre os
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organismos, é necessario estabecer um conjunto controlado de condigdes de cultura das
estirpes, uma vez que a composi¢cao em acidos gordos depende da temperatura, do meio e
tempo de incubagéo (Vandamme et al.,, 1996). Por este motivo, dado as condigdes de cultivo
de N. terrae’ (Kim et al. 2011) terem sido ligeiramente diferentes das condi¢gbes utilizadas neste
estudo, apenas se comparou os novos isolados com esta estirpe, ao nivel da composi¢cdo em

acidos gordos maioritarios.

As estirpes F2-63" e F2-178 apresentam como &cidos gordos maioritarios, Summed feature 8
(Cigq@7c/18:1w6¢c) (29,4 %) e Cq0 (16,4 %). Estes acidos gordos também se apresentam
como maioritarios nas estirpes N. soli" (21,6 e 16,2 %, respectivamente) e N. terrae’ (40,6 % e
12,4 %, respectivamente). Estes novos isolados apresentam uma percentagem baixa em
Summed feature 3 (16:1w7c/16:1w6¢) (1,7 %) o que permite distingui-los das estirpes G6M-30
"/G6-54 e N. ramosa', que apresentam este acido gordo como maioritario (27 e 17,3 %,
respectivamente). As estirpes F2-63 Te F2-178 distinguem-se ainda da estirpe N. ramosa’ pela
auséncia dos acidos gordos minoritarios Cq29 3-OH e Cy40 2-OH; po apresentarem o acido
gordo Cyg, ciclo w8c; e por ter uma maior percentagem nos acidos gordos Summed feature 2
(Cie:1 180 I; Cqg9 3-OH), Cyeo 3-OH e Cyg4 2-OH. Em relagcdo a estirpe N. soli" é possivel
distuinguir os novos isolados com base na composi¢gdo em acidos gordos minoritarios, como &
0 caso de uma maior percentagem em Cig4 2-OH e uma menor percentagem em Cy4,9, Cie

iso, C47, ciclo e C4g.9 ciclo ®8c.

As estirpes G6M-30'/G6-54 apresentam como &cido gordo maioritario Summed feature 8
(Cg:1@7¢/18:106¢) (29,7 %), que tal como referido anteriormente € o acido gordo maioritario de
todas as espécies do género. Estes novos isolados também apresentam como maioritario o
acido gordo Summed feature 3 (16:1w7c/16:1w6¢) (27 %). O perfil de composi¢cdo em acidos
gordos destas estirpes € semelhante ao de N. ramosa', possivelmente devido a sua relagéo
filogenética préxima. No entanto, € possivel distinguir as estirpes com base em alguns acidos
gordos minoritarios e pelo facto das estirpes G6M-30"/G6-54 apresentarem uma percentagem
relativa em Cqy¢ muito baixa (3,2 %), relativamente a apresentada por N. ramosa’ (8,1 %). A
composicao de Cqy constitui também um aspecto importante na distingao entre estas estirpes
e as estirpes F2-63'/F2-178, N. soli' e N. terrae’, uma vez que estas Ultimas apresentam uma
maior percentagem relativa neste acido gordo (6,9, 8,1 e 7,3 %, respectivamente). Também &
possivel distingir os novos isolados em relagdo a N. soli' com base nas percentagens mais
elevadas em C54 2-OH e Cq¢, isO; € percentagens mais baixas de Summed feature 2 (C1g.1 iSO

I; Cq40 3-OH), Summed feature 3 (C1e.1@7¢/Cyg.106C), Cy7, Ciclo e Cygy Ciclo w8c.

A anadlise da simililaridade ao nivel da sequéncia do rRNA 16S tém um baixo poder de
resolucdo ao nivel da espécie, principalmente na distingdo de espécies que divergiram
recentemente. Existem casos na literatura de espécies cuja distingdo é possivel ao nivel
bioquimico e de homologia de DNA, mas que apresentam mais de >99,5 % de similaridade
entre a sequéncia do gene rRNA 16S (Fox et al., 1992; Janda e Abbott, 2007). Em relagido as
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estirpes G6M-30" e G6-54, ambas apresentam a sequéncia do gene rRNA 16S idéntica entre
si, 0 que indicou constituirem a mesma espécie. Verificou-se no entanto que estas estirpes
apresentam algumas diferengas entre si, nomeadamente ao nivel da sua capacidade de
assimilagao de octano, oxidagéo de tiossulfato e presenca de esterase (C4). No entanto, estas
caracteristicas nao sao suficientes para que se justifique tratarem-se de espécies diferentes, ja
que apresentam resultados idénticos para as condigbes de crescimento, morfologia celular e de
colénias, ensaios enzimaticos, assimilacdo de fontes de carbono e produgao de acido. Além
disso, estas estirpes apresentam também um conteido GC dentro do limite estabelecido para
se considerar a mesma espécies (< 5 % de diferenga), perfil de lipidos polares idéntico e
percentagens relativas em acidos gordos semelhantes. O perfil genédmico pelas técnicas de

RAPD e ERIC-PCR também se apresentam idénticos entre as duas estirpes.

Através da aplicagcdo de uma abordagem polifasica para a caracterizacdo dos novos isolados,
verifica-se que as estirpes F2-63" e F2-178 apresentam varias caracteristicas distintivas das
restantes espécies do género Nevskia, ao nivel de fenétipo enzimatico, assimilagcdo de fontes
de carbono, fermentacdo de fontes Unicas de carbono, composi¢cdo em acidos gordos e ao
nivel da similaridade da sequéncia do gene rRNA 16S, o que nos levou a propor uma nova

espécie para as estas estirpes, Nevskia aquatilis.

Por sua vez, as estirpes G6M-30" e G6-54, também apresentam varias caracteristicas
distintivas das restantes espécies do género Nevskia e das estirpes F2-63" e F2-178, ao nivel
de fendtipo enzimatico, assimilagdo de fontes de carbono, fermentagdo de fontes Unicas de
carbono, perfil em lipidos polares, composi¢cdo em acidos gordos e a diferenga na similaridade
da sequéncia do gene rRNA 16S, o que nos levou a propor uma nova espécie para as estas

estirpes, Nevskia persephonica.

Descri¢cado de Nevskia aquatilis sp. nov.

Nevskia aquatilis (a.qua'ti.lis. L. fem. adj. aquatilis, aquatica, viver, crescer, ou encontrada, em
ou perto de agua). Nevskia aquatilis forma células em bastonete, Gram negativas, sem
mobilidade, com comprimento de 1-1,5 um e largura de 0,5-1 um, que se apresentam isoladas
em pares ou agregados celulares e floculam em meio liquido. A estirpe F2-63" forma colénias
amarelas com 1-1,5 mm de didmetro em meio R2A. A temperatura 6ptima de crescimento
situa-se nos 25-30 °C, sendo a temperatura minima de crescimento 15 °C e a maxima 35 °C. O
pH éptimo de crescimento situa-se a pH 6,0-6,5, ocorrendo crescimento a pH 5,5-7,5. A
estirpe tipo ndo cresce em anaerobiose e ndo tém capacidade de oxidagao de tiossulfato em
condi¢cdes aerdbias na presenga de compostos organicos. Os acidos gordos predominantes
sdo os Summed feature 8 (Cig.q07¢/Cqg.q@6C) € Cygo. Apresenta como lipidos polares,
fosfatidiletanolamina, difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol e trés aminolipidos (AL1, AL2, AL3). A

uniquinona 8 é a quinona isoprendide maioritaria. Detectou-se a presenca das enzimas
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citocromo oxidase, catalase, leucina arilamilase, fosfatase acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase,
fosfatase alcalina, esterase C4, lipase C14 e valina arilamilase. As estirpes apresentam
capacidade de degradacado de Tween 20, 40, 60 e 80; caseina, DNA, esculina e gelatina. A
estirpe tipo assimila piruvato, succinato, D-glucose, alfa-cetoglutarato, fumarato, malato,
L-isoleucina, e alcanos de C4-Cyg. Ocorre producéo de acido a partir de potassio-5-gluconato e
D-ribose. A percentagem molar do conteudo do DNA em guanina e citosina da estirpe F2-63" &
de 66,8 %. A estirpe tipo F2-63" foi depositada na colecg¢ao de cultura LMG (Laboratorium voor
Microbiologie, Universitet Gent, Gent, Bélgica), com o numero de LMG 26345 e na colecgéo

CECT (Coleccion Espafiola De Cultivos Tipo, Paterna, Espanha), com o numero CECT 7897.

Descrigao de Nevskia persephonica sp. nov.

Nevskia persephonica (per.se.pho'ni.ca., L. n. Persephone -es, L. fem. suff. -ica, sufixo utilizado
no sentido de pertencer a; N.L. fem. adj. persephonica, pertencer a Persephone, deusa Grega
do Submundo, i.e. um aquifero profundo). Nevskia persephonica forma células em bastonete,
Gram negativas, com um flagelo polar, com comprimento de 1,5-2 um e largura de 0,5-1 um,
que se apresentam isoladas ou em pares. A estirpes G6M-30" formam colénias brancas com
1-2 mm de didmetro em meio R2A. A temperatura éptima de crescimento situa-se nos 30 °C,
sendo a temperatura minima de crescimento 15 °C e a maxima 35 °C. O pH optimo de
crescimento situa-se a pH 6,0-6,5, ocorrendo crescimento a pH 5,5-7. A estirpe tipo ndo cresce
em anaerobiose e ndo apresenta capacidade de oxidagao de tiossulfato em sulfato. Os acidos
gordos predominantes sdo os Summed feature 8 (Cig.107¢/18:1w6¢c) e Summed feature 3
(Cie:1007c/Cqg.1mbC). Apresenta como lipidos polares, fosfatidiletanolamina, difosfatidilglicerol e
fosfatidilglicerol. A ubiquinona 8 é a quinona isoprendide maioritaria. Detectou-se a presencga
das enzimas citocromo oxidase, catalase, leucina arilamilase, fosfatase acida, naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, fosfatase alcalina e valina arilamilase. A estirpe tipo apresenta capacidade de
degradacao de Tween 20, 40, 60 e 80 e gelatina. As estirpe tipo consegue assimilar piruvato,
succinato, D-glucose, acetato, DL-lactato, fumarato, malato, glutamina, etanol, glicerol e alcanos
de C4o-Cy. A percentagem molar do conteido do DNA em guanina e citosina da estirpes G6M-
30" é de 66,0 %. A estirpe tipo G6M-30" foi depositada na colecgao de cultura DSMZ com o
numero de DSM 24897 e na colecgéo de cultura CECT, aguardando atribuicdo de nimero de

acesso.

70



CAPITULO 5

Referéncias Bibliograficas



Referéncias Bibliograficas

Allen, M.J., Edberg, S.C. e Reasoner, D.J. 2004. Heterotrophic plate count bacteria: what is
their significance in drinking water? International Journal of Food Microbiology 92: 265-
274.

Baker, R.M., Singleton, F.L. e Hood, M.A. 1983. Effects of nutrient deprivation on Vibrio
cholerae. Applied and Environmental Microbiology 46: 930-940.

Bischofberger, T., Cha, S.K., Schmitt, R., Konig, B. e Schmidt-Lorenz, W. 1990. The bacterial
flora of non-carbonated, natural mineral water from the springs to reservoir and glass
and plastic bottles. International Journal of Food Microbiology 11: 51-71.

Brenner, D.J., Staley, J.T. e Krieg, N.R. 2005. Classification of Procaryotic Organisms and the
Concept of Bacterial Speciation. In Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (D.J.
Brenner, N.R. Krieg, J.T. Staley e G.M. Garrity eds), pp 27-32, Springer, New York.

Busse, H.J., Denner, E.B. e Lubitz, W. 1996. Classification and identification of bacteria: current
approaches to an old problem. Overview of methods used in bacterial systematics.
Journal of Biotechnology 47: 3-38.

Chun, J., Lee, J.-H., Jung, Y., Kim, M., Kim, S., Kim, B.K. e Lim, Y.-W. 2007. EzTaxon: a web-
based tool for the identification of prokaryotes based on 16S ribosomal RNA gene
sequences. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 57: 2259-
2261.

Cole, J.R., Wang, Q., Cardenas, E., Fish, J., Chai, B., Farris, R.J., Kulam-Syed-Mohideen, A.S.,
McGarrell, D.M., Marsh, T., Garrity, G.M. e Tiedje, J.M. 2009. The Ribosomal Database
Project: improved alignments and new tools for rRNA analysis. Nucleic Acids Research
37: D141-D145.

Collins, M.D. e Jones, D. 1981. Distribution of isoprenoid quinone structural types in bacteria
and their taxonomic implication. Microbiological Reviews 45: 316-354.

da Costa, M.S., Nobre, M.F. e Wait, R. 2006. Analysis of lipids from extremophilic bacteria. In
Methods in Microbiology (F.A. Rainey e A. Oren eds), pp 127-159, Elsevier.

Degryse, E., Glansdorff, N. e Pierard, A. 1978. A comparative analysis of extreme thermophilic
bacteria belonging to the genus Thermus. Archives of Microbiology 117: 189-196.

Doetsch, R.N. 1981. Determinative methods of light microscopy. /n Manual Methods for General
Bacteriology (P. Gerhardt, R.G.E. Murray, R.N.E.W. Costilow, W. Nester, A. Wood,
N.R. Krieg e G.B. Philips eds), pp 21-33, American Society for Microbiology,
Washington.

Dorigo, U., Volatier, L. e Humbert, J.-F. 2005. Molecular approaches to the assessment of
biodiversity in aquatic microbial communities. Water Research 39: 2207-2218.

EC 1980. Council Directive of 15 July 1980 on the approximation of the laws of the Member
States relating to the exploitation and marketing of natural mineral waters. Official
Journal of the European Communities: N° L229/221-210.

EC 1996. Directive 96/70/EC of the European Parliament and of the Council of 28 October 1996

amending Council Directive 80/777/EEC on the approximation of the laws of the

72



Referéncias Bibliograficas

Member States relating to the exploitation and marketing of natural mineral waters
Official Journal of the European Communities: N° L229/226-228.

EC 2003. Commission Directive 2003/40/EC of 16 May 2003 establishing the list, concentration
limits and labelling requirements for the constituents of natural mineral waters and the
conditions for using ozone-enriched air for the treatment of natural mineral waters and
spring waters. Official Journal of the European Communities: N° L126/134-139.

EC 2009. Directive 2009/54/EC of The European Parliament and of the Council of 18 June 2009
on the exploitation and marketing of natural mineral waters. Official Journal of the
European Communities: N° L164/145-158.

Fahrbach, M., Kuever, J., Remesch, M., Huber, B.E., Kampfer, P., Dott, W. e Hollender, J.
2008. Steroidobacter denitrificans gen. nov., sp nov., a steroidal hormone-degrading
gammaproteobacterium. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 58: 2215-2223.

Famintzin, A. 1892. Eine neue Bakterienform: Nevskia ramosa. Bulletin of the Academy of
Science St. Petersbourg New Series 2 34: 481-468.

Fitch, W.M. 1971. Toward defining the course of evolution: minimum change for a specific tree
topology. Systematic Zoology 20: 406—416.

Fox, G.E., Wisotzkey, J.D. e Jurtshuk, P. 1992. How Close Is Close - 16s Ribosomal-RNA
Sequence Identity May Not Be Sufficient to Guarantee Species Identity. International
Journal of Systematic Bacteriology 42: 166-170.

Gonzalez, C., Gutierrez, C. e Grande, T. 1987. Bacterial flora in bottled uncarbonated mineral
drinking water. Canadian Journal of Microbiology 33: 1120-1125.

Griebler, C. e Lueders, T. 2009. Microbial biodiversity in groundwater ecosystems. Freshwater
Biology 54: 649-677.

Groselj, N., van der Veer, G., TuSar, M., Vracko, M. e Novi¢, M. 2010. Verification of the
geological origin of bottled mineral water using artificial neural networks. Food
Chemistry 118: 941-947.

Guyard, S., Mary, P., Defives, C. e Hornez, J.P. 1999. Enumeration and characterization of
bacteria in mineral water by improved direct viable count method. Journal of Applied
Microbiology 86: 841-850.

Hall, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41: 95-98.

Heimbrook, M.E., Wang, W.L. e Campbell, G. 1989. Staining bacterial flagella easily. Journal of
Clinical Microbiology 27: 2612-2615.

Hess, A., Hollander, R. e Mannheim, W. 1979. Lipoquinones of some Spore-forming Rods,
Lactic-acid Bacteria and Actinomycetes. Journal of General Microbiology 115: 247-252.

Janda, J.M. e Abbott, S.L. 2007. 16S rRNA gene sequencing for bacterial identification in the
diagnostic laboratory: pluses, perils, and pitfalls. Journal of Clinical Microbiology 45:
2761-2764.

73



Referéncias Bibliograficas

Jukes, T.H. e Cantor, C.R. 1969. Evolution of protein molecules. /n Mammalian Protein
Metabolism (H.N. Munro ed, pp 21-132, Academic Press, New York.

Kersters, K., Vos, P., Gillis, M., Swings, J., Vandamme, P. e Stackebrandt, E. 2006. Introduction
to the Proteobacteria. In The Prokaryotes (M. Dworkin, S. Falkow, E. Rosenberg, K.-H.
Schleifer e E. Stackebrandt eds), pp 3-37, Springer, New York.

Kim, S.J., Weon, H.Y., Kim, Y.S., Park, I.C., Son, J.A. e Kwon, SW. 2011. Nevskia terrae sp.
nov., isolated from soil. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 61: 1226-1229.

Kuykendall, L.D., Roy, M.A., O'neill, J.J. e Devine, T.E. 1988. Fatty Acids, Antibiotic Resistance,
and Deoxyribonucleic Acid Homology Groups of Bradyrhizobium japonicum.
International Journal of Systematic Bacteriology 38: 358-361.

Lapage, S.P., Sneath, P.H.A., Lessel, E.F., Skerman, V.B.D., Seeliger, H.P.R. e Clark, W.A.
1992. International Code of Nomenclature of Bacteria (1990 revision). American Society
for Microbiology, Washington (DC).

Leclerc, H. 2003. Relationships between common water bacteria and pathogens in drinking-
water. In Heterotrophic Plate Counts and Drinking-water Safety: The Significance of
HPCs for Water Quality and Human Health (J. Bartram, J. Cotruvo, M. Exner, C. Fricker
e A. Glasmacher eds), pp 80-118, World Health Organization

Leclerc, H. e da Costa, M.S. 2005. Microbiology of Natural Mineral Waters. In Technology of
Bottled Water (D. Senior e N. Dege eds), pp 325-387, Blackwell Publishing Ltd.,
Bodmin.

Lipski, A. e Friedricht, M.M. 2008. Alkanibacter difficilis gen. nov., sp nov and Singularimonas
variicoloris gen. nov., sp nov., hexane-degrading bacteria isolated from a hexane-
treated biofilter. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 58:
2324-2329.

Liu, Z.P., Liu, Y., Song, X.F., Jiang, J.T., Liu, Y.H., Xu, C.J. e Li, H. 2011. Hydrocarboniphaga
daqgingensis sp. nov., isolated from a freshwater lake. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology 61: 408-411.

LNEG 2010. geoPortal: Hidrolex. Léxico de Termos Hidrogeolégicos. Version 8 Setembro
2011.
http://geoportal.Ineg.pt/index.php?option=com_content&view=article&id=54&Itemid=4&I
g=pt in LNEG, http://geoportal.Ineg.pt/index.php.

Loy, A., Beisker, W. e Meier, H. 2005. Diversity of bacteria growing in natural mineral water after
bottling. Applied and Environmental Microbiology 71: 3624-3632.

Manaia, C.M., Nunes, O.C., Morais, P.V. e da Costa, M.S. 1990. Heterotrophic plate counts and
the isolation of bacteria from mineral waters on selective and enrichment media. The
Journal of Applied Bacteriology 69: 871-876.

McAllister, S.M., Davis, R.E., McBeth, J.M., Tebo, B.M., Emerson, D. e Moyer, C.L. 2011.
Biodiversity and Emerging Biogeography of the Neutrophilic Iron-Oxidizing
Zetaproteobacteria. Applied and Environmental Microbiology 77: 5445-5457.

74


http://geoportal.lneg.pt/index.php?option=com_content&view=article&id=54&Itemid=4&lg=pt�
http://geoportal.lneg.pt/index.php?option=com_content&view=article&id=54&Itemid=4&lg=pt�
http://geoportal.lneg.pt/index.php�

Referéncias Bibliograficas

Mesbah, M., Premachandran, U. e Whitman, W.B. 1989. Precise Measurement of the G+C
Content of Deoxyribonucleic Acid by High-Performance Liquid Chromatography.
International Journal of Systematic Bacteriology 39: 159-167.

Nielsen, P., Fritze, D. e Priest, F.G. 1995. Phenetic diversity of alkaliphilic Bacillus strains:
proposal for nine new species. Microbiology 141: 1745-1761.

Oren, A. 2008. Prokaryote Nomenclature. In Encyclopedia of Life Sciences, John Wiley & Sons,
Ltd, Chichester.

Owen, R.J. 2004. Bacterial Taxonomics. In Genomics, Proteomics, and Clinical Bacteriology:
Methods and Reviews (N. Woodford e A.P. Johnson eds), pp 353-383, Humana Press,
New Jersey.

Pace, N.R. 2009. Mapping the tree of life: progress and prospects. Microbiology and Molecular
Biology Reviews 73: 565-576.

Palleroni, N.J., Port, AM., Chang, H.K. e Zylstra, G.J. 2004. Hydrocarboniphaga effusa gen.
nov., sp nov., a novel member of the g-Proteobacteria active in alkane and aromatic
hydrocarbon degradation. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 54: 1203-1207.

Pfennig, N. 1978. Rhodocyclus purpureus gen. nov. and sp. nov., a Ring-Shaped, Vitamin B12-
Requiring Member of the Family Rhodospirillaceae. International Journal of Systematic
Bacteriology 28: 283-288.

Pruesse, E., Quast, C., Knittel, K., Fuchs, B.M., Ludwig, W., Peplies, J. e Gléckner, F.O. 2007.
SILVA: a comprehensive online resource for quality checked and aligned ribosomal
RNA sequence data compatible with ARB. Nucleic Acids Research 35: 7188-7196.

Rainey, F.A., Ward-Rainey, N., Kroppenstedt, R.M. e Stackebrandt, E. 1996. The genus
Nocardiopsis represents a phylogenetically coherent taxon and a distinct actinomycete
lineage: proposal of Nocardiopsaceae fam. nov. International Journal of Systematic
Bacteriology 46: 1088-1092.

Reasoner, D.J. e Geldreich, E.E. 1985. A new medium for the enumeration and subculture of
bacteria from potable water. Applied and Environmental Microbiology 49: 1-7.

Ross, H.N.M., Grant, W.D. e Harris, J.E. 1985. Lipids in archaebacterial taxonomy. In Chemical
Methods in Bacterial Systematics (M. Goodfellow e D.E. Minnikin eds), pp 289-299,
Academic Press, New York.

Rossell6-Modra, R. e Amann, R. 2001. The species concept for prokaryotes. FEMS Microbiology
Reviews 25: 39-67.

Saddler, G.S. e Bradbury, J.F. 2005. Xanthomonadales ord. nov. In Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, Volume Two: The Proteobacteria, Part B: The
Gammaproteobacteria (D.J. Brenner, N.R. Krieg, J.T. Staley, G.M. Garrity, D.R. Boone,
P. Vos, M. Goodfellow, F.A. Rainey e K.-H. Schleifer eds), pp 63-122, Springer, New
York.

Saitou, N. e Nei, M. 1987. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing

phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution 4: 406-425.

75



Referéncias Bibliograficas

Schleifer, K.H. 2009. Classification of Bacteria and Archaea: past, present and future.
Systematic and Applied Microbiology 32: 533-542.

Sharp, R.J. e Williams, R.A. 1988. Properties of Thermus ruber Strains Isolated from Icelandic
Hot Springs and DNA:DNA Homology of Thermus ruber and Thermus aquaticus.
Applied and Environmental Microbiology 54: 2049-2053.

Smibert, R.M. e Krieg, N.R. 1981. General Characterization. /n Manual of Methods for General
Bacteriology (P. Gerhardt, R.G.E. Murray, R.N.E.W. Costilow, W. Nester, A. Wood,
N.R. Krieg e G.B. Philips eds), pp 407-450, American Society for Microbiology,
Washington DC.

Sneath, P.H.A. 2005. Numerical Taxonomy. In Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(D.J. Brenner, N.R. Krieg, J.T. Staley e G.M. Garrity eds), pp 39-42, Springer, New
York.

Sorbo, B. 1987. Sulfate: Turbidimetric and nephelometric methods. /n Methods in Enzymology
(W. B., O. Jakoby e W. Griffith eds), pp 3-6, Academic Press.

Stackebrandt, E. e Goebel, B.M. 1994. Taxonomic Note: A Place for DNA-DNA Reassociation
and 16S rRNA Sequence Analysis in the Present Species Definition in Bacteriology.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 44: 846-849.

Stackebrandt, E., Frederiksen, W., Garrity, G.M., Grimont, P.A., Kampfer, P., Maiden, M.C.,
Nesme, X., Rossello-Mora, R., Swings, J., Truper, H.G., Vauterin, L., Ward, A.C. e
Whitman, W.B. 2002. Report of the ad hoc committee for the re-evaluation of the
species definition in bacteriology. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 52: 1043-1047.

Stackebrandt, E. e Ebers, J. 2006. Taxonomic parameters revised: tarnished gold standards.
Microbiology Today 5: 152-155.

Stackebrandt, E. 2009. Phylogeny Based on 16S rRNA/DNA. In Encyclopedia of Life Sciences,
John Wiley & Sons, Ltd., Chichester.

Staley, J.T. e Konopka, A. 1985. Measurement of in situ Activities of Nonphotosynthetic
Microorganisms in Aquatic and Terrestrial Habitats. Annual Review of Microbiology 39:
321-346.

Stirmeyer, H., Overmann, J., Babenzien, H.D. e Cypionka, H. 1998. Ecophysiological and
phylogenetic studies of Nevskia ramosa in pure culture. Applied and Environmental
Microbiology 64: 1890-1894.

Tamura, K., Peterson, D., Peterson, N., Stecher, G., Nei, M. e Kumar, S. 2011. MEGAS:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis Using Maximum Likelihood, Evolutionary
Distance, and Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology and Evolution 28:
2731-2739.

Tiago, I, Chung, A.P. e Verissimo, A. 2004. Bacterial diversity in a nonsaline alkaline
environment: heterotrophic aerobic populations. Applied and Environmental
Microbiology 70: 7378-7387.

76



Referéncias Bibliograficas

Tindall, B.J. 1989. Fully saturated menagionones in the archaebacterium Pyrobaculum
islandicum. FEMS Microbiology Letters 60: 251-253.

Tschech, A. e Pfennig, N. 1984. Growth yield increase linked to caffeate reduction in
Acetobacterium woodii. Archives of Microbiology 137: 163-167.

Vandamme, P., Pot, B., Gillis, M., de Vos, P., Kersters, K. e Swings, J. 1996. Polyphasic
taxonomy, a consensus approach to bacterial systematics. Microbiological Reviews 60:
407-438.

Versalovic, J., Koeuth, T. e Lupski, J.R. 1991. Distribution of repetitive DNA sequences in
eubacteria and application to fingerprinting of bacterial genomes. Nucleic Acids
Research 19: 6823-6831.

Wayne, L.G., Brenner, D.J., Colwell, R.R., Grimont, P.A.D., Kandler, O., Krichevsky, M.l,,
Moore, L.H., Moore, W.E.C., Murray, R.G.E., Stackebrandt, E., Starr, M.P. e Truper,
H.G. 1987. Report of the Ad Hoc Committee on Reconciliation of Approaches to
Bacterial Systematics. International Journal of Systematic Bacteriology 37: 463-464.

Weon, H.Y., Kim, B.Y., Son, J.A., Song, M.H., Kwon, SW., Go, S.J. e Stackebrandt, E. 2008.
Nevskia soli sp. nov., isolated from soil cultivated with Korean ginseng. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 58: 578-580.

Westley, J. 1987. Thiocyanate and thiosulfate. /n Methods in Enzymology (W. B., O. Jakoby e
W. Griffith eds), pp 22-25, Academic Press.

Wilhartitz, 1., Mach, R.L., Teira, E., Reinthaler, T., Herndl, G.J. e Farnleitner, A.H. 2007.
Prokaryotic community analysis with CARD-FISH in comparison with FISH in ultra-
oligotrophic ground- and drinking water. Journal of Applied Microbiology 103: 871-881.

Williams, R.A. e da Costa, M.S. 1992. The genus Thermus and related microorganisms. In The
Prokaryotes (A. Balows, H.G. Triper, M. Dworkin, W. Harder e K.H. Schleifer eds), 2
ed., pp 3745-3753., Springer, New York.

Xu, H.S., Roberts, N., Singleton, F.L., Attwell, RW., Grimes, D.J. e Colwell, R.R. 1982. Survival
and viability of nonculturable Escherichia coli and Vibrio cholerae in the estuarine and
marine environment. Microbial Ecology 8: 313-323.

Zhou, Y., Zhang, Y.Q., Zhi, X.Y., Wang, X., Dong, J., Chen, Y., Lai, R. e Li, W.J. 2008.
Description of Sinobacter flavus gen. nov., sp. nov., and proposal of Sinobacteraceae
fam. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 58: 184-
189.

77



	1- (capa)
	3- copyright
	2- (contracapa)
	4- (paginas iniciais)
	5- (introdução) Tese de mestrado pag 46, 47, 49, 50, 59, 60
	2.4. Caracterização Bioquímica


