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Resumo

Estudos recentes sugerem um papel importante de bactérias termofilicas do
Phylum Firmicutes, presentes em solos temperados, na fertilidade dos mesmos, por
meio da producdo de sulfato e amodnia, elementos importantes na nutricdo das
plantas. Neste trabalho pretendeu-se avaliar a dinamica da populagdo de bactérias
termofilicas de um solo temperado agricola, e a dos seus potenciais antagonistas
guanto a utilizacdo de sulfato e amodnia pelas plantas, as bactérias sulfato-redutoras e
as bactérias oxidativas da amdnia da classe B-Proteobacteria, respetivamente. Dois
fatores capazes de alterar a diversidade dessas populagdes sdao a temperatura e o
cobre, este ultimo frequentemente utilizado em tratamentos fitosanitarios. A
diversidade microbiana relativa a estes grupos, sob influéncia do cobre e da
temperatura, foi avaliada através da técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), uma técnica de fingerprint molecular. Como resultado deste estudo,
identificaram-se bactérias resistentes ao cobre, presentes no solo agricola analisado e
pertencentes aos grupos taxondmico alvo, e concluiu-se sobre a sua contribui¢do para
a fertilizagdo no solo tratado.



“Microbial diversity in temperate soil — a structural and functional analysis

ny

using molecular techniques for "fingerprinting

Abstract

Recent studies suggest an important role of thermophilic bacteria of the
Phylum Firmicutes in soil fertility, through the production of sulphate and ammonia,
important elements in plant nutrition. In this work, we evaluated the dynamics of the
thermophilic bacteria population in a temperate soil, as well as the one of their
potential antagonists on the use of sulphate and ammonia by plants, i.e. sulfate-
reducing bacteria and ammonia oxidizing B-proteobacteria. Temperature and copper
are factors changing the diversity of these populations; the latter is often used in
phytosanitary treatments. The change on the microbial diversity in each of these
groups, under the effect of copper and temperature, was evaluated by DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), a molecular fingerprint technique. As a
result of this study, we identified copper resistant bacteria belonging to the targeted
taxonomic groups, and we concluded on their contribution for fertilization in the
copper treated soil.



Abreviaturas gerais

Ay60 — absorvancia a 260nm;

A,g0 — absorvancia a 280nm;

Agua MilliQ — dgua purificada no sistema MilliQ (Millipore);

AOB — Bactérias Oxidativas de Amdnia (Ammonia Oxidizing Bacteria);
APS - Persulfato de amonia;

ATP — Adenosina Trifosfato;

Bisacrilamida — N,N’-metileno-bis-acrilamida;

DGGE — Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis);

DNA — acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid);
DNase — desoxiribonuclease;

dNTPs — desoxinucledtidos trifosfatados;

D.O. — densidade 6tica;

EDTA — acido etileno-diaminatetracético;

g — unidade de forga centrifuga;

kb — kilobases;

M — molar (quando antecedida de um valor numérico);
mM — milimolar;

NB - Nutrient Broth-Oxid,;

NBA - Nutrient Broth-Oxid com 15% de agar;

nm — nanémetro;

NOB — Bactérias Oxidativas de Nitrato (Nitrite Oxidizing Bacteria);
pb — pares de bases;

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction);



ppm — parte por milhdo;

p/v —relagdo peso/volume;

RNA — acido ribonucleico (ribonucleic acid);

rpm — rotagdes por minuto;

rRNA — RNA ribossomal (ribosomal RNA)

SRB — Bactérias Redutoras de Sulfato (Sulfate Reducting Bacteria),
TAE - tampao Tris-Acetato-EDTA;

Taqg — DNA polimerase de Thermophilus aquaticus;
TE — Tampao Tris-EDTA;

TEMED — N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina;

Tris — tris(hidroximetil)Jaminometano;

UV — ultravioleta;



indice

Ta] oo [ U] oo P PUPTPPRN 1
1 Ciclos biogeoquimicos do azoto e do enXofre........ccceeeeeciieeeccciiee e 1
2 Metabolismo de oxidagdo da amonia......ccccccuveeeeciieiiciiiee e 4
3 Metabolismo de reducdo do SUlfato........ceeeciiiiieciiiieceeece e 5
4 Populagdo bacteriana dos SOIOS .......ccivciiiiiiciiiiieiieeccree e 7
5. Presenca de bactérias termofilicas do Phylum Firmicutes em solos temperados 8
6 Papel e impacto das bactérias termofilicas em ambientes terrestres................ 11
7 Efeito do cobre nas comunidades bacterianas ..........cocceeveeieeieenenniinieeeeene 12
8 Cobre como biolEMENTO......coiuiiiiiriieieeeee e 13
9 Métodos moleculares na analise da dinamica de comunidades bacterianas..... 16
(0] o [ 8 Ve 1 <=1 - 1P UPP PR 18
(0] o [ 8 AV e T =T e J=Y ol f ol o X3 PRSP 18
V=3 oY [o] o} - T- [N ST 19
1. Recolha de amostras do solo e caracterizagdo do local de amostragem ........... 19
2. Enriquecimento seletivo das amostras em diferentes condigdes............ec........ 20
2.1. Quantificagdo de amdnio presente nos enriquecimentos.........coccveeeecvveeeenns 22
2.2. Quantificagdo do sulfato presente nos enriquecimentos..........cccccveeeecveeeenns 22

3. Isolamento bacteriano e caracterizagao fenotipica, fisiolégica e molecular...... 23
N T Vo =1 1Y =0 £=T o] a1 o] [or- SRR 24
3.2, Andlise fiSIOlOZICA ... .veieeeiiee e 24
3.2.1 Culturas do iSOIadO .....ccueeueiiiiiriiiiie ettt 24
3.2.2 Quantifica¢do da Proteina celular total do isolado .........ccccceeevveiiiiieeeennnee. 25

3.3, ANAlISE MOIECUIAN ... 25

4. Extracdao de DNA total e quantificagdo ......ccccceevrviieeiiiiiie e, 27
5. PCR-DGGE ... ittt ettt ettt ettt sttt e be e b e s bt e sbeesateeneeenbeens 28
5.1. Amplificacdo do gene 16S TRNA ........ooi i iiie ettt e 28
5.2.  Primers e reag0es de PCR.... ..ttt e e e e e e e e e e 29
5.3.  Etapas de amplifiCaga0......cccoeciiiiiiiiiie et 31
5.4. Visualizacdo dos produtos de PCR ........ccceeieiiiiieciiiiee et evee e 33
5.5. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) ...........cccceeeeveeennenn. 33



5.5.1.  Preparacdo dOS S IS......ccceeciiieeeeeiriieeeeitieeeeeteeeeeetee e e eree e e erae e e e eaae e e 33

5.5.2.  Condig0es de COrrida ....eimniiiiiiiiiieeieiiee e eeitee e eeteee e eetee e e evae e e e eaae e e e 34

5.6. Excisdo de bandas € purifiCaga@o........ccceecuieeieiiieeeciiiee e 34
ReSUITAdOS € dISCUSSE0 ....uvieurieiieieenitenite ettt ettt sttt sttt e b e s e e e 36
1. Parametros fisSiCoO-qUIMICOS ......uiiiiiiiiiiiiee e 36
2 Quantificagao NOS ENFIQUECIMENTOS ....eiiiiiriieiiiiiee et cree e sree e e 37
D2 N = o Yo [V Tor- o l o [=IF T o Yo o 1o J0 U 37
D2 A o o To [V Tor- To l o [ U] | - (o IO PPN 38

3 Caracterizagao fenotipica, fisioldgica e molecular do isolado ..........cccceeeeuvieennnnen. 40
3.1 Analise fenotipica e fiSiOlOZICA ....ccccuvieiiriiiieieciee e 40
3.2.ANAlISE MOIECUIAN ... tiietie ettt et e s b e e es 43

4. Analise dos géis de DGGE € SEqUENCIACA0 ...vevvvcuiriieeiiieeeeciieeeerree e e e eseaeee s 44
4.1. PCR-DGGE de amostras de DNA do SOI0 ...ccc.cereerieeiiienieenieiiceceeeeeeeeee 44
4.2. PCR-DGGE de amostras de DNA extraido dos enriquecimentos .................... 45
4.2. 1. PAYIUM FIiFMUCULES ...ttt ectee e ectee e evtee e e satee e e sentaeaeeans 47
4.2.2.  Subgrupo filogenético B-Proteobacteria ..........ccccouueevevuveeieiiiveeesiiineeenans 51
4.2.3. Subgrupo filogenético Desulfovibrio/Desulfomicrobium......................... 54
ConclusBes e Perspetivas fUtUras......cciiiciiie e e 57
Referéncias BiblOgrafiCas......cuuiiiiciiii e e 60
AANEXOS ..ttt et e s e e e s e e e s ra e e e s raeeeseane 67

i. Tabelas referentes a quantificagcdo de sulfato e amdnia nos enriquecimentos . 67

ii. Sequéncia do 16S rDNA do iS0lado ......eeeeciieeeiiiiiee e 68
iii. Sequéncias das bandas recolhidas do gel DGGE..........ccccccvveeeecieeeecciiee e, 69
a. FIrMICUEES ...cevviiiiiiiiiiiiiciiic ittt 69
b. B-ProteODACLEIIQ ........coueeeeieiieeeeeee ettt 70
C. Desulfovibrio/DesulfomiCrobilm..............ccoueecueeceeecieeeiieeeeieeeieeeeeeeeeveens 71

Vi



Indice de figuras

Figura 1: Ciclo do azoto (adaptado de Mandigan et al, 2003).........ccceecueeevieesceeeeiieesiee e sreens 2
Figura 2: Ciclo do enxofre (adaptado de Madigan et al, 2003) ..........cccoueevueeeceeesireesceeecreesieens 3
Figura 3: Via da oxida¢do da amodnia por Nitrosomonas europaea (retirado de Metacyc)........... 4
Figura 4: Via dissimilativa da reducdo do sulfato, proposta para Desulfovibrio vulgaris (retirado
Lo LY 1= - [ 1 ) SR 6
Figura 5: Contribuicdo de cada Phylum em bibliotecas 16S RNA de comunidades bacterianas de
solos (2920 clones em 21 bibliotecas) (adaptado de Janssen, 2006) .............ccoceeeeeeeeeeeccreeeeennnee. 8

Figura 6 : Imagem de satélite mostrando um trajeto de transporte e dispersdo de particulas
com origem no Sahara no dia 13 de setembro e 2001, usando SeaWiFS e modelo de dispersao

baseado Nas estagBes EARLINET .....cccciiiiiiiiiieeeiiee st ee ettt e st e s stee e e ssaeae e e ssntaeeessnbaeeessanaeees 10
Figura 7: Modelo de homeostase do cobre para Bacilllus subtilis. (adaptado de Chillapaggari et
o X0 L TS 15
Figura 8: Fotografia do local de amostragem (Google Earth, 2012) .......cccovvevceevceeecieecieenen, 20

Figura 9: Quantificagdo de amdnio nos enriquecimentos seletivos A) Producdo absoluta de
amonio B) Producdo de amédnio normalizada por unidades formadoras de coldnias................ 37
Figura 10: Quantificacdo de sulfato nos enriquecimentos seletivos A) Producdo absoluta de
sulfato B) Producdo de sulfato normalizada por unidades formadoras de colénias. ................. 39
Figura 11: Visualizacdo do isolado ao Microscépio otico Olympus BX41 apds coloragdo
AIferenCial & Gram........uiiiiiieee e e e e e s e e e s e e e e s abee e e s abeeeesabeeeeearees 41
Figura 12: Producdo absoluta de sulfato total (mM) (azul) e producdo de sulfato normalizada
em relag3o ao contetdo proteico celular (mmol mg™*) (vermelho), para os diferentes tempos

Figura 13: Visualizacdo do isolado ao Microscopio ético Olympus BX41 ao tempo Ts. a)
Preparacdo a fresco, b)) apds coloracdo diferencial de Gram .......ccccccveeeeciiieeeccieee e, 42
Figura 14: Géis de DGGE das amostras resultantes de amplificagdo por nested-PCR sobre o DNA
extraido das amostras compostas do solo A- Gel resultante da amplificacdo com os primers
para os géneros Desulfovibrio e Desulfomicrobium; B - Gel resultante da amplificacdo com os
primers Para a classe B-Prot@ODACLENIA. ...........cccuueeieeuieeieciiiee ettt e e sree e e sae e e s aaeee s 44
Figura 15: Gel de DGGE das amostras resultantes de amplificagcdo direta sobre o DNA extraido
(o Lo TN =T a1 o U T=To T 0 =T 0] o X USSR 46
Figura 16: Gel de DGGE das amostras de DNA extraido dos enriquecimentos seletivos,
amplificadas com o par de primers especificos para o subgrupo filogenético Firmicutes. ........ 47
Figura 17: Perfil dos picos obtidos para as bandas da amostra NB30 Cul00, e da amostra NB30
Cu500; o calculo da drea de algumas bandas estd iNndicado.........cccceeevcieeiieciiee e, 48
Figura 18: Gel de DGGE das amostras de DNA extraido dos enriquecimentos seletivos,
amplificadas com o par de primers especificos para o subgrupo filogenético 8-Proteobacteria51
Figura 19: Montagem do gel de DGGE das amostras de DNA extraido dos enriquecimentos
seletivos, amplificadas com o par de primers especificos para o0s géneros
Desulfovibrio/DeSUlfomMiCrOBIUM .............ccecvveecueeceeireecteeceeseeeeeecreeereesreesteeseesveeveebeenbeesteenseas 54

Vi



Indice de esquemas

Esquema 1: Enriquecimento seletivo das amostras a diferentes condi¢des de temperatura e
concentragdo de sulfato de CODIE.....iiiiiiiiiie e e 21
Esquema 2. Esquema das metodologias utilizadas, de amplificacdo direta e por nested-PCR. . 29

indice de tabelas

Tabela 1: Parametros registados na recolha de amostras........cccceeeeeeeecciiiieeee e e 20
Tabela 2: Sumario dos primers 16S rRNA universais e especificos para os subgrupos
filogenéticos em estudo, a sua posicdao em E. coli e a temperatura de annealing..................... 32
Tabela 3: Parametros fisico-quimicos das amostras recolhidas no solo do olival....................... 36
Tabela 4: Resultados da andlise Blast da sequéncia parcial do gene 16S rDNA do isolado........ 43
Tabela 5: Tabela resultante da andlise conjunta da sequéncia e da intensidade relativa de
bandas selecionadas N0 GeI-FIGUIALE ........ccuuiiiiciiieieiiiie ettt e e e e e e saaeee s 50
Tabela 6: Tabela resultante da analise conjunta da sequéncia e da intensidade relativa de
bandas, selecionadas N0 GEI-FIGUIa 18..........ccouciiiiieiiiie e et e e e aaeee s 53
Tabela 7: Tabela resultante da analise conjunta da sequéncia e da intensidade relativa de
bandas, selecionadas N0 GEl-FIGUIa 19......c.uuiiiiiiiiiieiiie et e e e saaee s 56
Tabela 8 - Quantificagdo de amdnio NOSs eNriqUECIMENTOS. .......eeeeeciiieeeciiiee e 67
Tabela 9 - Quantificagao de sulfato Nos enriqUECIMENtOS.......c.uvviieciiie i 68
Tabela 10 — Sequéncia 16S rDNA do isolado obtido a partir do enriquecimento...........ccceee...u. 68
Tabela 11 - Sequéncias obtidas a partir das bandas recolhidas do gel de DGGE........................ 69
Tabela 12 - Sequéncias obtidas a partir das bandas recolhidas do gel de DGGE........................ 70
Tabela 13 - Sequéncias obtidas a partir das bandas recolhidas do gel de DGGE........................ 71

Vi



Introducao

Os solos, como sistemas bioldgicos complexos, dependem da interacdo de trés
fatores: ambiente geofisico, comunidade microbiana presente e atividade bioldgica.
Encontra-se documentada a importancia dos microrganismos no solo, em particular de
bactérias, que participam nos ciclos biogeoquimicos dos elementos, em particular do
carbono (C), fésforo (PO), azoto (N) e enxofre (S); diversos microrganismos sao
responsaveis pela incorporacdo destes elementos tanto em compostos organicos
como inorganicos, gragas aos distintos metabolismos envolvendo processos de
oxidacdo e de redugdo, que se traduzem na dissimilagdo versus assimilagao de
nutrientes no sistema bidtico e na continua reutilizacdo dos elementos acima
referidos.

1. Ciclos biogeoquimicos do azoto e do enxofre

O azoto e o enxofre encontram-se entre os nutrientes fundamentais para o
crescimento e manutencdo da homeostasia das plantas. O azoto pode ser absorvido
pelas plantas na forma de nitrato (NO3) ou de amdnio (NH."), enquanto o enxofre é
absorvido na forma de sulfato (S04 %). O azoto também pode ser absorvido sob a
forma de aminodcidos biodegradados, nomeadamente glicina (Jones et al, 1999; 2005)

Apesar de uma grande fracdo do azoto presente nos solos estar sob forma
organica, em muitas situacdes, em particular devido a lixiviagdo dos solos, o azoto é
um elemento limitante para o crescimento vegetal. A producao de alimentos deve-se
em grande parte a producdo de fertilizantes contendo aménio (NH4") como fonte de
azoto, num processo quimico patenteado por Fritz Haber e Carl Bosh em 1910 (Appl,
2006).

As bactérias do género Rhizobium estabelecem uma relagao simbidtica com
plantas leguminosas que constitui uma das principais fontes de fixacdo bioldgica de
azoto inorganico (N;). No processo simbidtico de fixacdo de azoto, os rizébios
convertem o azoto atmosférico, ndao assimilavel, em amdnia passivel de ser utilizado
pela planta leguminosa hospedeira.

A amodnia pode também ser sintetizada por intermédio da degradacdao de
aminodcidos e reducdo de compostos azotados presentes em dacidos humicos
resultantes da decomposicdo da biomassa. Algumas bactérias anaerdbias pertencentes
ao Phylum Firmicutes e Proteobacteria *(em particular y-Proteobacteria) contribuem

1 e~ . ~
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também na producdo de amodnia ao utilizar o nitrato como aceitador alternativo da
cadeia respiratdria e reduzindo-o a amonia.

A transformagao de amdnia em nitrato é realizada em duas fases; as bactérias
do género Nitrosomonas realizam a oxida¢do da amdnia a nitrito (NO, ) como parte do
seu metabolismo para producdo de energia e divisdo celular. A oxida¢do do nitrito em
nitrato (NOs') é realizada por microrganismos do género Nitrobacter, sendo o nitrato
asssimilado pelas plantas (Teske et al, 1994; Suzuki et al, 1997; De Boer et al, 1992,
2000).

A Figura 1 mostra como os microrganismos do solo, no seu conjunto, sao
importantes no ciclo biogeoquimico do azoto e na formacdo de nitrato ou amonia
assimilaveis pelas plantas.

Nitrato

(NO3)
Nitrito Azoto atmosférico
(NO3) (N2)

|
v

Amodnia
NHZ
Bactérias ( 1) )
termofilicas Degradacao Sintese
(Firmicutes)

Aminoacidos e outros compostos azotados

Figura 1: Ciclo do azoto (adaptado de Mandigan et al, 2003)

O enxofre é outro nutriente necessario para maximizar a qualidade das
culturas, sendo utilizado na sua forma elementar como constituinte de muitos
fertilizantes.

No solo, o enxofre encontra-se principalmente na forma orgénica SH, em
residuos de biomassa na constituicdo de aminodacidos (cisteina e metionina) e em
compostos mais complexos como o acido humico. Em solos ndo fertilizados, a
mineralizacdo do enxofre organico em sulfato inorganico (S04%) é considerado o maior
contribuinte para o crescimento das plantas (Eriksen, 1996). Este processo consiste
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numa decomposi¢cdo efetuada por exemplo por fungos, do enxofre em sulfureto de
hidrogénio (SH,), seguida de oxidacdo do sulfureto em tiossulfato (S,05%), um produto
intermédio da oxidacdo do sulfato, realizada por bactérias quimiolitotréficas oxidativas
do enxofre (por exemplo Beggiatoa, Sulfurimonas).

Também a-Proteobacteria quimiolitotroficas facultativas (p.e.Paracoccus)
oxidam o enxofre inorganico, nestas o sistema multienzimatico de oxidagao do
tiossulfato (SOX) constitui a via central dessa oxidacdo (Ghosh et al, 2009).Este sistema
é induzido pelo tiossulfato, que se liga covalentemente a subunidade SoxY, dando-se
uma oxidacao dos dtomos de enxofre do tiossulfato pela transferéncia de eletrdes para
a subunidade SoxXA. O complexo pode aceitar outras espécies de enxofre como o
sulfureto (SH), enxofre elementar (Sp), o sulfito (SOs) e tetrationato (S40¢ (Sauveé et al,
2007; Ghosh et al, 2009). As bactérias redutoras de sulfato, que incluem, entre outros,
o género Desulfovibrio contribuem largamente para a producdo de sulfureto de
hidrogénio, utilizado pelas bactérias quimiolitotroficas suprarreferidas. Diversos
estudos apontam uma fraca mineralizacdo do enxofre organico a sulfato no solo
(Eriksen, 2008). Diametralmente oposta a mineralizacdo, ocorre a imobilizacdo do
sulfato inorganico que consiste na assimilacdo pela comunidade bacteriana e outros
organismos (e.g. plantas) e incorporacdao em matéria organica.

A Figura 2 mostra o ciclo biogeoquimico de enxofre e os microrganismos do
solo que nele intervém.

Enxofre Organico

C o w Decomposigdo
Assimilagdo 7 (protein) posis
s SH \

Plants L. Fungn
Bacteria Bactérias Bacteria
. termofilicas
f (Firmicutes)
{ "
' Redugdo
3{_}4 —— H.{:._(,

Respiracdo anaerobica por bactérias redutoras
de sulfato (& Proteobacterna Desuifovibrio, ,"
. f
Firmicutes, Archoea,...)

Bactérias oxidativas do enxofre [p-

\\_ Oxidagdo & and £ Protecbacteria, -
™ — Proteobacteria)

— ‘\ L4 ] il

Bactérias litotroficas
Bactérias fotossintéticas

Figura 2: Ciclo do enxofre (adaptado de Madigan et al, 2003)



2. Metabolismo de oxida¢do da amoénia

A oxidagdo da amdnia em nitrato é um dos passos fundamentais para o ciclo do
azoto. Esta é realizada em dois passos, a conversdao de amonia em nitrito, que, por sua
vez é convertida em nitrato, pela a¢do de dois diferentes grupos de microrganismos: as
bactérias oxidativas de amodnia (AOB), e as bactérias oxidativas de nitrato (NOB), com
metabolismo quimiolitoautotréfico e aerdbias obrigatérias (Kowalchuk et al, 2001).

As bactérias oxidativas de amodnia pertencem na sua grande maioria a classe 8-
Proteobacteria (Nitrosomonas; Nitrosospira; Nitrosolobus), embora seja conhecido um
género pertencente a classe y-Proteobacteria (Nitrosococcus oceanus) (Head et al,
1993). No entanto, nenhuma das y-Proteobacterias oxidativas de amonia foi isolada
em ecossistemas terrestres (Kowalchuk et al, 2001).

A conversdo de amodnia a nitrito envolve duas reac¢des distintas, a oxidacdo de
amonia (NHs) em hidroxilamina (NH,OH), catalisada pelo complexo enzimatico
membranar amoénia monooxigenase (AMO; EC 1.14.99.39), codificada pelos genes
amoA/B/C; e a oxidag¢do da hidroxilamina a nitrito e producdo de 4 eletrdes, catalisada
pela enzima periplasmatica hidroxilamina oxidoreductase (HAO; EC 1.7.3.4), conforme
indica a figura 3.

AMMOonia Monooxygenase; amos]
MMz MoNooEyHenase

3 subunit C: amalC3 cytochrome PAED: cyp
AMMONia Monooxy denase hiydroeylamine
subunit B: amo B2 oxidoreductaze:; haod
AMMMoNia Monooxy Qenase hydroxylamine
subunit & Ao oxidoreductaze:; haol
AMMMONia MoRooxY Henase hiydrceylarnine
subunit C: amaC2 oxidoreductase; hao3
1.148939 1734
annnonia hydrozylamine nitrite
a reduced electron acceptor an oxidized electron acceptor oxygen H*
OXYGen H O H; 0O

Figura 3: Via da oxidacdo da amodnia por Nitrosomonas europaea (retirado de Metacyc)

Considera-se que a amoénia é o substrato de eleicdo para esta via ao invés do
i3o aménio (NH4'), e que o racio NH3/ NH,;  pode afetar a producdo de energia e,
consequentemente, o crescimento bacteriano. Assim podemos considerar a oxidagao
da amodnia como o passo limitante para a nitrificagdo em muitos ecossistemas, visto
gue a acumulacdo de nitrito nos ecossistemas é rara (De Boer et al, 1992).

As bactérias oxidativas de nitrato catalisam o segundo passo na nitrificacdo: a
oxidacdo de nitrito (NO;) a nitrato (NO;3’). Estudos filogenéticos de 16S rRNA
consideraram 4 géneros: Nitrobacter (B-Proteobacterias), Nitrospina (6—
Proteobacterias), Nitrococcus (y-Proteobacterias) e Nitrospira (dominio Bacteria,
Phylum Nitrospira) (Juretschko et al, 1998). A bactéria quimiolitotréfica facultativa
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Nitrobacter é considerada a espécie dominante em ecossistemas terrestres e de agua
doce. Os outros trés géneros apresentam um metabolismo litoautotréfico obrigatério
e foram isolados em ecossistemas aquaticos.

A conversdo de nitrito a nitrato é catalisada pela enzima nitrito oxidoreductase
(NOR, EC 1.7.2._), constituida por duas subunidades ligadas ao citrocromo C. Esta
proteina apresenta um heterodtomo de molibdénio no seu centro ativo e um cluster
[Fe-S]. Em condigdes aerdbicas, participa na cadeia transportadora de eletrdes, do
nitrito para o oxigénio, gerando o ja enunciado nitrato e o ido molibdénio (IV) (Meincke
et al, 1992)

Encontra-se bastante documentado que a assimilacdo de azoto nas plantas é
determinada pela abundancia e acessibilidade das varias espécies quimicas no solo, o
qgue leva a preferéncia por nitrato e amodnio sobre outras espécies de azoto em solos
agricolas. Também a manutencdo do equilibrio idénico pelas plantas pode ser fator
preferencial na escolha da espécie quimica para a homeostasia das plantas (Wirén et
al, 1997). Em solos bastante fertilizados, o nitrato é a fonte mais abundante de azoto,
com concentracdes entre 0.5 e 10 uM enquanto que a concentracdo de aménio é 10 a
1000 x menor, sendo mais abundante em solos onde a nitrificacdo foi inibida
(Marschner, 1995). Assim, em condi¢cdes normais de fertilizacdo, o nitrato é a espécie
mais absorvida pelas raizes das plantas, sendo posteriormente reduzida a amdnia nos
tecidos. No entanto, esta diferenca de concentragdes nao reflete o ratio de absorgao
de azoto, visto que a maioria das plantas superiores preferencialmente assimila
amonio quando o fornecimento de azoto por fertilizantes é limitado e estando as duas
espécies quimicas disponiveis (Jones et al, 2004).

3. Metabolismo de reduc¢ao do sulfato

As bactérias redutoras de sulfato (SRB) formam um grupo filogeneticamente
diverso de microrganismos anaerdbios que utilizam o sulfato. Muitos dos redutores de
sulfato pertencem a 23 géneros da classe 6&-Proteobacteria, seguindo-se micro-
organismos  gram-positivos  do Phylum Firmicutes (Desulfotomaculum,
Desulfosporosinus e Desulfosporomusa). Também se encontram sulfato-redutores
termofilicos; sdao membros do género Thremodesulfovibrio, Phylum Nitrospirae e
membros dos Phylums Thermodesulfobacteria e Thermodesulfobium.

No geral, as SRB sdo classificadas em dois grupos quanto ao seu metabolismo:
aqueles que degradam compostos organicos de modo incompleto a acetato e aqueles
gue os degradam completamente a didxido de carbono. O metabolismo de reducdo do
sulfato representa o maior contributo na degradacdo de matéria organica em
ecossistemas ricos em enxofre. Estima-se que 50% da degradacdo da biomassa
provenha deste processo oxidativo em ambientes marinhos (Muyzer et al, 2008).



O metabolismo das SRB baseia-se na utilizacdo do sulfato como aceitador de
eletrées em processos de degradacdo de matéria organica com producdo de energia e
resultando na producdo de sulfureto de hidrogénio (SH,). Esta reducdo do sulfato
constitui portanto uma via dissimilatéria. Em todos os procariotas que apresentam
este metabolismo, o processo dissimilatdrio é mediado por trés enzimas fundamentais
(figura 4). A enzima ATP sulfurilase (EC 2.7.7.4) catalisa a ativacao do sulfato inerte em
adenosina-5’-fosfosulfato (APS). O APS é reduzido em adenosina-monofosfato (AMP) e
sulfito, por a¢do da enzima adenilsulfato reductase (EC 1.8.99.2). A ultima enzima da
via, sulfito-reductase (Dsr; EC 1.8.99.1/3) catalisa a reducdo do sulfito em sulfureto.
Esta redugdo envolve 6 eletrdes e é considerada o passo fundamental na via
dissimilatéria de reduc¢do do sulfato (Meyer et al, 2007; Muyzer et al, 2008).
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Figura 4: Via dissimilativa da redugao do sulfato, proposta para Desulfovibrio vulgaris (retirado de
MetaCyC)

As enzimas Dsr contém um grupo prostético hemo e clusters [4Fe-4S] e estdo
presentes em todos os organismos capazes de reduzir sufitos em sulfuretos em
condicBes anaerdbicas (Stahl et al, 2002). A estrutura desta enzima apresenta dois
polipéptidos distintos com conformacdo a,f,, em que os genes que codificam as duas
subunidades (dsrAB) encontram-se adjacentes nos genomas respetivos (Stahl et al,
2002). Diversos estudos demonstraram a presenca de homdlogos do gene dsrAB em,



pelo menos 5 grupos filogenéticos procariotas (Wagner et al, 1998) e um elevado
estado de conservacdo deste gene em SRB e membros do dominio Archaea (Dahl et al,
1993). Estes dados sugerem que a enzima sulfito-reductase presente nas bactérias
redutoras de sulfato é uma evolugdo de genes ancestrais (Stahl et al, 2002).

Apesar de as bactérias redutoras de sulfato serem classificadas como
organismos anaerdbios obrigatérios, foram detetadas em ecossistemas aerdbios, tais
como zonas de depdsitos de cianobactérias ricos em oxigénio (Krekeler et al, 1997) e
biofilmes que contém oxigénio, formados em esta¢cdes de tratamento de aguas
(Ramsing et al, 1993). Também no solo, membros do género Desulfovibrio encontram-
se frequentemente na interfase entre a zona dxica e andxica dos sedimentos (Dilling et
al, 1990)

4. Populacao bacteriana dos solos

Os microrganismos do solo desempenham portanto um papel fundamental na
manutenc¢ado dos ciclos biogeoquimicos dos elementos, com uma grande variedade de
taxa microbiana. Estima-se que existam 10* — 10° diferentes microrganismos por
grama de solo e um total de 10™°micrébios.g™ (Gonzalez et al, 2012). A analise de
bibliotecas gendmicas de 16S rRNA de comunidades bacterianas de diferentes solos,
revelou uma afiliagdo dos genes de 16S rRNA com 32 Phylums. Os mais dominantes sao
os Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes,
Cloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes e Firmicutes, contribuindo para um
total de 92% das bibliotecas gendmicas (Janssen, 2006).
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(2920 clones em 21 bibliotecas) (adaptado de Janssen, 2006)

Membros do Phylum Proteobacteria, que engloba bactérias gram-negativas
anaerdbias obrigatérias ou facultativas e metabolismo quimioautotréfico ou
heterotréfico, constituem cerca de 39% das bibliotecas. A maior parte pertencem as
classes a-Proteobacteria, 8-Proteobacteria, y-Proteobacteria e &- Proteobacteria sendo
as (- Proteobacteria as menos abundantes com uma contribuicio média de 0.04%
(Janssen, 2006). De entre estas classes é importante nomear as bactérias redutoras de
sulfato como por exemplo Desulfovibrio, Desulfobacter ( &- Proteobacteria) e as
bactérias oxidativas da amdnia que incluem membros das 8 e y-Proteobacteria.

Os géneros Bacillus e Clostridium do Phylum Firmicutes, o qual engloba
bactérias gram-positivas (com as excec¢bes das classes Megasphaera, Pectinatus,
Selenomonas e Zymophilus) anaerdbios (Clostridia) ou aerdbios obrigatérios ou
facaultativos (Bacilli), tém sido considerados pela comunidade cientifica como comuns
na comunidade microbiana dos solos, mas as classes Bacilli e Clostridia do Phylum
Firmicutes, que compreendem em conjunto 214 géneros, incluindo os géneros acima
referidos, contribuem apenas com uma média de 2% para as bibliotecas (Janssen,
2006).

5. Presenca de bactérias termofilicas do Phylum Firmicutes em
solos temperados

Desde ha muito, tém sido isolados microrganismos em ambientes considerados
extremos nos quais pH, temperatura, concentracdo salina e outros parametros
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ultrapassam os valores considerados como padrGes para a proliferacdao da maioria dos
seres vivos. Os microrganismos termofilicos tém sido isolados a partir de ambientes
geotermicamente estdveis. Estes termofilicos ndo apenas resistem, mas também
requerem altas temperaturas para sobreviver.

Os microrganismos termofilicos incluem quer termdéfilos moderados com
temperaturas 6timas de crescimento entre 40 e 50°C como termodfilos extremos
capazes de crescer otimamente a temperaturas entre 65 e 85°C.

A distribuicdo biogeografica de bactérias termofilicas tem sido alvo de muitos
estudos (Wiegel et al, 1979; Mutzel et al, 1996; Rahman et al, 2004), sobretudo desde
ha cerca de uma década quando foram isoladas bactérias do género Geobacillus, com
temperatura 6tima de crescimento de 70°C em solos temperados frios (temperatura
maxima de 15°C da Irlanda do Norte (Marchant et al, 2002, 2008). Estes autores
propuseram uma origem endémica destes isolados, pois foram obtidos de solos sem
qualquer caracteristica geotérmica e encontrados em numero significativo em
camadas subsuperficiais do solo. Huber et al (2009,2010) isolaram bactérias
termofilicas anaerdbias em sedimentos marinhos recolhidos no Artico e sugeriram que
a sua presenca neste ambiente hostil era devido a proximidade de reservatérios de
petréleo no subsolo, que apresentam temperaturas mais elevadas.

A comunidade cientifica dividiu-se em duas linhas de pensamento acerca da
presenca de termofilicos em solos temperados. A ocorréncia de isolados pode ser
resultado do transporte e dispersdo a curta ou longa distancia através de via aérea ou
aquatica, de ecossistemas a maiores latitudes que apresentam elevadas temperaturas
médias do solo (Portillo et al, 2008, Huber et al, 2009; Marchant et al, 2010). Esta
teoria é apoiada por estudos de dispersdao de particulas proveniente da Africa
Sahariana no espaco Europeu ou da América do Norte. Outra corrente aponta para
uma adaptacao e especializagdo in situ, pelo menos nalguns casos, de modo a explorar
nichos espaciais e temporais, como resultado de um longo processo evolutivo (Portillo
et al, 2012). Essa adaptacdo seria independente, claro esta, dos mecanismos de
transporte iniciais dos termdfilicos, sendo que presentemente estes representam taxa
endémica e uma minoria estabelecida entre a comunidade bacteriana do solo
temperado.
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Os mecanismos de sobrevivéncia das bactérias termofilicas em solo temperado,
em particular em solos ndrdicos estao sob estudo; é de facto surpreendente que estes
microrganismos possam sobreviver em solos onde sdo incapazes de crescer. Na
literatura, encontra-se documentado que bactérias Gram-positivas termofilicas, que
produzem enddsporos (p.e. Bacillales e Clostridia), podem sobreviver por longos
periodos de tempo, resistindo a condi¢cdes extremas como a seca, radiacdo UV e frio.
(Saffary et al, 2002). Contudo o trabalho de Marchant el al (2002 e 2008) bem como o
de Portillo et al, (2012) confirmam que uma fracdo desses termofilicos estd presente
nos solos sob forma vegetativa. A possibilidade de um crescimento muito lento mas
continuo, foi sugerida por Marchant et al (2008). Assim, é possivel que em ambientes
terrestres temperados como aqueles presentes a latitudes mais préximas dos polos,
um crescimento lento resulte num aumento de células vidveis. Contudo, em locais de
maior temperatura, as bactérias termofilicas podem ter oportunidade de crescimento
a taxas elevadas durante as esta¢des mais quentes. Tal sera o caso nos paises do Sul da
Europa e regides de latitude similar onde a temperatura de camadas superficiais do
solo pode facilmente ultrapassar os 40°C durante o verdo (Santana et al, ndo
publicado).

Apesar de representarem uma minoria dentro das comunidades bacterianas do
solo, as bactérias termofilicas estdo metabolicamente ativas. Num estudo recente de
guantificacdo relativa do RNA ribossomal por RT-PCR (reacdo de transcricdo reversa,
seguida de amplificacdo por PCR) em tempo real, efetuado em amostras ambientais e
visando os géneros Brevibacillus, Geobacillus, e Ureibacilllus foram detetadas fracdes
metabdlicas de RNA bacteriano termofilico até 3.14% da comunidade bacteriana
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(Portillo et al, 2012). Esta quantificacdo relativa foi também realizada em func¢do da
temperatura, revelando que a por¢ao de RNA termofilico em comunidades bacterianas
do solo depende da temperatura. Assim, estas bactérias termofilicas poderao
desempenhar um papel metabdlico ativo em alguns solos temperados, pelo menos,
dentro de um periodo sazonal mais quente.

6. Papel e impacto das bactérias termofilicas em ambientes
terrestres

Diversos estudos caracterizam o cultivo, isolamento e classificacdo de estirpes
termofilicas, muitos focam o interesse em processos e produtos metabdlicos passiveis
de uso em processos industriais, gracas por exemplo ao facto destes microrganismos
possuirem enzimas termoestaveis (Wiegel et al, 1979; Mutzel et al, 1996; Rahman et
al, 2004). Contudo, a recente descoberta de isolados termofilicos extremos em solos
temperados revela uma lacuna no estudo do potencial metabdlico destas bactérias.

Gonzalez e colaboradores (Portillo et al (2012); Santana et al (2012)) realizaram
diversos estudos que permitiram concluir da capacidade de alguns membros do
Phylum Firmicutes, em particular, dos géneros Geobacillus, Brevibacillus e Ureibacillus,
na mineralizacdo do azoto e do enxofre organicos. Inicialmente, foram efetuados
enriquecimentos seletivos de sedimentos recolhidos em diferentes locais, em meio
rico, por incubacdo a diferentes temperaturas (25°C e 50°C). A monitoriza¢do do
amonio e sulfato produzidos ao longo do tempo revelou uma producdo similar a
superior do ido amoénio e nitidamente superior de ido sulfato a 502C. Foram isoladas
bactérias mesofilicas e termofilicas a partir das amostras estudadas, respetivamente a
25°C e a 50°C e efetuadas culturas destes microrganismos pertencentes as
comunidades microbianas sob estudo. Também aqui se verificou um aumento
significativo da producdo de sulfato; nalgumas estirpes, o conteddo em sulfato
libertado para o meio de cultura era dez vezes superior ao valor produzido pelos
mesofilicos, o qual nunca foi superior ao valor maximo de 0.2 mM, este registado para
um isolado do género Paenibacillus. Verificou-se também que as culturas de
termdfilicos suplementadas com tiossulfato ou ndao suplementadas apresentavam
valores similares de concentracdo de sulfato soltvel. O tiossulfato é um intermediario
da oxidacdo do enxofre inorganico e a maioria das bactérias que a efetuam sdo
capazes de oxidar o tiossulfato a sulfato (Madigan et al, 2003) Este resultado mostra
que a producado de sulfato pelos isolados terméfilicos é independente da oxidacdo de
fontes de enxofre inorganico. Pelo contrario, trata-se de uma oxidagao dissimilativa do
enxofre organico, ja& que os autores observaram uma proporcionalidade na
concentracdo de sulfato com a disponibilidade de nutrientes organicos. Esta
proporcionalidade também se observa relativamente a concentracdo de amédnio no
meio de cultura.
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Estes resultados revestem-se de particular importancia, dado que é validado o
papel de bactérias termofilicas de solos temperados na mineralizacdo de biomassa
com consequente producado de sulfato e amodnia; as bactérias terméfilas serdo capazes
de explorar nichos espaciais e temporais para participar nos ciclos biogeoquimicos do
azoto e enxofre, conforme indicado pelas setas na figura 1 (ciclo do azoto) e figura 2
(ciclo do enxofre). Fica também refutada a afirmacdo sobre o papel limitante das
bactérias na mineralizacdo do S-organico, afirmacdo baseada em estudos efetuados a
temperatura moderada (20°C) (Ghani et al, 1993). A participacdo das bactérias
termofilicas isoladas do solo na mineralizagdo direta do S-organico define uma nova via
no ciclo do enxofre — oxidagdo dissimilativa do enxofre — tal como apresentada na
figura 2.

Atendendo a que tanto o azoto como, em particular, o enxofre organicos,
constituem fragGes maioritarias do N e S em ambientes terrestres, e que ambos os
elementos sdo nutrientes fundamentais para as plantas, as capacidades das bactérias
termofilicas aqui descritas reveste-se da maior importancia para o estabelecimento de
modelos agricolas mais produtivos e sustentdveis. Nestes futuros modelos é possivel
prever a possivel aplicacdo destas bactérias como adjuvantes na fertilizagdo em solos
temperados, com caréncia em enxofre e/ou azoto (Santana et al, ndo publicado).

7. Efeito do cobre nas comunidades bacterianas

O cobre é um elemento que ocorre naturalmente em todos os ecossistemas. E
considerado um micronutriente essencial para os seres vivos, participando nos
processos de respiracdo (participa na cadeia transportadora de eletrées como parte da
enzima citocromo c oxidase), fotossintese e como cofactor da enzima superdxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) (Madigan et al, 2003). No entanto, em elevadas
concentra¢des, o cobre é extremamente tdxico; a toxicidade do cobre pode estar
relacionada com a sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS) e consequente stress
celular (ver seccdo 8).

O cobre presente no solo encontra-se maioritariamente no estado oxidativo +2
(io cuprico — Cu*?), sendo esta forma mais soltvel e disponivel para a biota em
condicGes acidicas (Brady et al, 2000). Uma fracdo do ido encontra-se na camada
subsuperficial do solo, associada através de processos de quelacdo com moléculas de
himus e constituindo uma reserva no solo (Brady et al, 2000). O fluxo deste elemento
para os solos provém de varias fontes tais como emissdo aérea e efluentes de
industrias metalurgicas e eletrdnicas, poluicdo atmosférica devido ao trafico, efluentes
de centrais de tratamento de agua e esgotos, bem como as aplicacdes na agricultura
como pesticida, fungicida e fertilizante. Devido ao uso continuo de fertilizantes e
fungicidas e a um elevado indice de bioacumulacdo, os solos agricolas normalmente
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apresentam valores elevados de concentracGes de cobre, o que pode levar a uma
fitotoxicidade nas plantas A quantificacdo da concentracdo de cobre nos solos revelou
valores compreendidos entre 0.3 e 15 mg/kg de solo (Laboratério Quimico Agricola,
2006). No entanto, ja foram reportados valores que excedem 3000mg/kg em solos
florestais com elevados valores de acidos humicos (Kiikila et al, 2000)

Lejoin et al (2010) avaliaram os potenciais efeitos de contamina¢Ges de cobre
nas comunidades bacterianas. Para isso os autores recorreram a incubag¢des de
microcosmos (ecossistema artificial, usado para estimular e prever comportamentos
de ecossistemas naturais em condi¢des controladas) com distintos tipos e quantidades
de matéria organica do solo. Em cada microcosmo, procedeu-se a adicdo de 250 mg de
Cu por kg de solo, um valor elevado. Resultados da contagem e caracterizagao
molecular bacteriana indicaram que o impacto do cobre na comunidade bacteriana
presente dependia das propriedades bioquimicas da matéria organica presente. Em
relacdo a diversidade bacteriana, a amplificacdo gendmica do 16S rRNA bacteriano e
subsequente comparacdo das sequéncias obtidas com as da base de dados no
GenBank, revelou a auséncia de diferencas significativas nas comunidades bacterianas
resistentes ao cobre. A classe a-Proteobacteria era a mais representativa (53-57%),
com o género Methylobacterium em destaque. Os Firmicutes representavam 38-43%
da comunidade, sendo maioritariamente Staphylococcus (17-37%) e Bacillus (6-17%).

8. Cobre como bioelemento

O potencial redox do par Cu®*/ Cu* faz com gue este elemento seja cofactor de
mais de 30 enzimas, denominadas coproenzimas, em eucariotas superiores (Karlin,
1993). Dependendo do tipo de coordenacdo entre o ido e a proteina, o potencial redox
pode variar entre 200 a 800 mV. Em ambientes anaerdbios, como na atmosfera
primordial, o cobre encontrava-se na forma de Cu(l) em sulfuretos insollveis e apenas
biodisponivel em condi¢bes acidicas, como fontes hidrotermais, onde a concentragao
de ides metdlicos é elevada. O surgimento de oxigénio na atmosfera pela possivel acdo
de cianobactérias ha 3 bilides de anos, levou a que muitos organismos adquirissem um
metabolismo oxidativo. As enzimas envolvidas em metabolismos anaerdbios tiveram
de se adaptar a presencga do di-oxigénio, com a procura de um metal com elevado
potencial redox para lidar com as capacidades oxidativas do oxigénio. Assim o Cu(l)
sofreu uma oxidacdo a Cu(ll), um ido solivel, aumentando a sua biodisponibilidade
(Solioz et al, 2010)

A presenca de metaloproteinas no dominio Bacteria é relevante. A analise
bioinformatica de sequéncias gendmicas, quanto a presenca de genes codificantes de
metaloproteinas implicadas no transporte de cobre ou de coproenzimas envolvidas em
processos metabdlicos varios mostrou que o Phylum Actinobacteria (gram-positivos
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comuns na comunidade microbiana de ecossistemas terrestres e aquaticos e
participantes ativos no ciclo do carbono pela decomposicdo de matéria organica)
apresenta uma taxa de = 90% de membros com coproproteinas (Ridge et al, 2008). No
Phylum Firmicutes essa taxa decresce para 50%, com a particularidade de as espécies
deste Phylum que apresentam coproproteinas, terem um genoma médio de 3 Mb,
superior aos que ndo as possuem (2.3 Mb) (Solioz et al, 2010)

O Phylum Cyanobacteria constitui o Unico grupo bacteriano que necessita de
importar iGes cobre para o espago citoplasmatico para a sintese de coproenzimas. Os
restantes grupos apresentam coproenzimas situadas na membrana citoplasmatica ou
no periplasma, parecendo ndo requerer cobre intracelular (Solioz et al, 2010). Em
particular, em bactérias Gram-positivas, as enzimas associadas a homeostase do cobre
poderao ter como Unica fun¢ao a expulsdo do cobre (Solioz et al, 2010).

Até a presente data, todos os genomas sequenciados de microrganismos,
mesmo 0s que ndo possuem qualquer proteina dependente de cobre, apresentam um
ou varios mecanismos de defesa contra a toxicidade do cobre, através da presenca de
proteinas exportadoras de cobre. Uma explicacdo para este facto pode residir no
processo evolutivo que ocorreu nos ecossistemas primordiais, onde elevadas
temperaturas, acidez e consequentes altas concentragcdes de metais pesados
dissolvidos causaram a prioridade evolutiva no desenvolvimento de mecanismos de
defesa contra estes elementos toxicos.

E frequente a referéncia a toxicidade do cobre como resultado da formagdo de
espécies reativas de oxigénio, nomeadamente radicais hidroxilicos (OH), perdxido de
hidrogénio (H,0,) e superdxido (O,), através de uma reacdo de Fenton. Também a
oxidacdo de sulfidril (R-SH) mediada pelo Cu (ll) com a formacdo de dissulfureto (R-SS-
R) foi avancada como causadora de stress celular. No entanto, vdrios dados
experimentais incluindo a descoberta de que os niveis de cobre livre intracelular sdo
minimos ou mesmo ndo existentes (Solioz et al, 2010) levaram a consideracdo de
outros mecanismos de toxicidade além do stress oxidativo. Dados recentes
demonstram um novo mecanismo de toxicidade associado a destruicdo dos centros
ferro-enxofre de enzimas, devido a deslocacdo do ferro pelo cobre (Macomber et al,
2009)

O sistema de homeostase do cobre mais estudado é o de Enterococcus hirae,
bactéria gram-positiva da classe Bacilli. Esta possui o operdao que contem os genes
copY, copZ, copA e copB; copA e copB codificam ATPases transportadoras de cobre,
copY codifica um repressor transcripcional dependente do cobre, que desbloqueia a
transcricdo do operdo em condi¢cdes de excesso do ido. O gene copZ codifica uma
molécula chaperone de cobre cuja fung¢do é guiar o transporte intracelular do ido. Este
operdo permite que a bactéria cresca em meios com concentracdes de cobre até 8mM
e em condicBes onde o cobre esteja limitado (Solioz et al, 2010). A via de homeostase
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inicia-se com a entrada do cobre na célula via ATPase copA. O cobre citoplasmatico em
excesso liga-se ao chaperone copZ que pode doar o cobre excedente a ATPase copB ou
ao repressor, o qual associado ao cobre se liberta da sequéncia promotora do operao,
deste modo induzindo a transcricao dos genes a jusante. Em concentragfes baixas de
cobre, copY associa-se a atomos de zinco e permanece associado a sequéncia
promotora, impedindo a transcrigdo do operao. (Solioz et al, 2003, 2010).

Em Bacillus subtilis, o gene csoR localizado a montante do operdao copZA ,
codifica um repressor transcripcional que sob elevado nivel de cobre leva a
desrepressdao de copZA. As proteinas codificadas pelo operdao sdo responsaveis pelo
efluxo de cobre. Chillappagari et al (2009) reportaram a identificacdo de um gene —
ycn) com papel fundamental no metabolismo do cobre nesta bactéria. ycn/ é
sobreexpresso em condi¢des limitantes de cobre e um mutante de delec¢ao neste
gene tem um crescimento reduzido em condigdes limitantes deste elemento. Estes
dados revelam o papel de Ycn) no transporte de cobre para a célula através da
membrana citoplasmatica (Cooksey et al, 1994). A montante de ycnJ encontra-se o
gene ycnK que codifica um repressor transcripcional da sintese de Ycn). Quando
associado ao cobre, o repressor impede a transcricdo de ycnl. Este sistema permite
regular a sintese do transportador mediante a disponibilidade celular de cobre (Figura
7)
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Figura 7: Modelo de homeostase do cobre para Bacilllus subtilis. (adaptado de Chillapaggari et al, 2009)

Os repressores transcripcionais CsoR e YcnK estdo representados a verde quando ativos e a vermelho quando
inativos.
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Também em bactérias gram-negativas, da classe y-Proteobacterias é possivel
encontrar diferentes mecanismos de resisténcia a um excesso de cobre intracelular.
Estudos realizados em diversas estirpes fitopatogénicas de Pseudomonas syringae
expostas a concentragdes elevadas de cobre mostraram uma acumulagdo de ides cu®
no espagco periplasmatico e membrana externa. Este sequestro de cobre é
determinado por proteinas de ligagdo ao cobre, localizadas no espago periplasmatico
(CopA e CopC) e na membrana (CopB e CopD) (Cooksey et al, 1991), e codificadas pelo
operao de resisténcia ao cobre copABCD. Este operdo estd presente num plasmidio, e
é regulado pelos genes do operdo copRS, também localizado no mesmo plasmideo. A
producdo das proteinas Cop é feita por indugao do cobre (Chillappagari et al, 2009).

Os sitios de ligacdo ao cobre da proteina periplasmatica CopA mostram uma
conservagdao com sitios de ligacdo ao cobre de proteinas homdlogas presentes em
procariotas gram-negativos como E. coli. Mas, apesar desta homologia os mecanismos
de resisténcia ao excesso de cobre intracelular sao distintos. A resisténcia ao cobre em
E.coli faz-se por mecanismos de efluxo deste ido, enquanto que em Pseudomonas
syringae, o cobre citosélico em excesso é sequestrado (Chillappagari et al, 2009).

Estudos reportando a resisténcia ao cobre por parte de membros da classe 8-
proteobacteria sdo praticamente inexistentes. Andlises de polimorfismos de
fragmentos de restricdo terminais (T-RFLP) em sedimentos recolhidos num lago
severamente contaminado com cobre identificaram isolados do género Ralstonia
(Ordem Burkhoderiales, familia Ralstoniaceae). O mecanismo de resisténcia ao cobre
foi identificado por microscopia eletrénica de varrimento, consistindo num mecanismo
de sequestro deste elemento. A nivel molecular, o mecanismo de resisténcia esta
associada a presencga de um operdo de resisténcia ao cobre copABCD, homdlogo ao
presente em bactérias y-Proteobacterias, como a ja descrita Pseudomonas syringae
(Konstantinidis et al, 2003).

9. Métodos moleculares na analise da dinamica de comunidades
bacterianas

Devido a sua importancia, diversas técnicas moleculares foram utilizadas para o
estudo de comunidades microbianas nos seus ecossistemas. As técnicas ditas
“classicas” consistem no uso de sondas, por exemplo oligonucledtidos especificos
usados para detetar por hibridacdo um dado grupo microbiano (Ravenschlag et al,
2000). Outras utilizam como base a reacao de PCR. Por exemplo, a técnica ARDRA (do
inglés Amplified rDNA restriction analysis) consiste numa amplificacdo com primers
especificos para as regides conservadas do gene 16S rRNA, seguida do uso de
endonucleases de restricdo que irdo reconhecer sitios especificos no genoma. Os
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fragmentos obtidos apds clivagem sao representativos das espécies analisadas (Sklarz
et al, 2009)

A eletroforese em gel de gradiente de desnaturacdo (DGGE) é uma técnica
molecular de fingerprinting muito utilizada na caracterizagdo estrutural e na analise da
dindmica de comunidades microbianas. De facto, este método permite demonstrar a
diversidade e alteragGes de populagdes, registando diferencas ndo detetdveis por
outros métodos de fingerprinting. O uso desta técnica apresenta algumas limitagdes,
por exemplo, requer uma concentragao significativa de DNA, obrigando a uma prévia
amplificacdo por PCR (Green, 2005), o que significa que todos os problemas que
podem estar associados a esta técnica, como a concecdo de primers, a definicdo de
condicBes 6timas de amplificagdo, etc., devem ser considerados.

O principio basico desta técnica consiste na separacao dos fragmentos de DNA
de cadeia dupla com tamanho idéntico mas diferentes sequéncias nucleotidicas. A
anadlise electroforética destes produtos de PCR é feita em gel de acrilamida contendo
um gradiente de um agente desnaturante. Os fragmentos de cadeia dupla de DNA
ricos em guanina e citosina (G-C) apresentam maior estabilidade devido as trés
ligacGes de hidrogénio por par. Assim a cadeia dupla dos fragmentos s6 ira dissociar-se
quando atingir uma maior concentracdo de desnaturante. As moléculas de DNA de
cadeia dupla apresentam assim uma maior distancia de migra¢do no gel de acrilamida,
enquanto as moléculas de DNA desnaturado migram a menor velocidade ou mesmo
deixam de migrar (Green, 2005).

O uso do DGGE como ferramenta para andlise de comunidades microbianas é
complementado pela andlise de sequéncias nucleotidicas para identificacdo de
componentes de interesse na populacdo. Uma das desvantagens deste método na
analise de comunidades bacterianas consiste na resolu¢do dos géis utilizados:
multiplas sequéncias podem apresentar comigracdao; também podem obter-se
multiplas bandas correspondentes ao mesmo microrganismo (Green, 2005). Isto
acontece frequentemente quando sdo usados os genes 16SrRNA, dada a existéncia nos
procariotas de operdes com multiplas sequéncias heterogéneas desses genes. Assim,
guando se recorre a excisdao de bandas e apds reamplificacdo se verifica que
constituem uma mistura de sequéncias, o produto dessa reamplificacdo é triado num
novo DGGE. Desse modo, é possivel verificar qual subproduto de PCR reflete a banda
excisada. Alternativamente, o produto de PCR pode ser usado de imediato para a
obtencdo de clones, os quais sdo triados num novo DGGE, em paralelo com o PCR da
amostra ambiental (Green, 2005).
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Objetivos gerais

Estudo da diversidade microbiolégica em solo agricola temperado, sob efeito
de diferentes temperaturas e tratamento com cobre, com especial atencdo a
proporc¢do de bactérias do Phylum Firmicutes e Proteobacteria.

Relacdo entre essa diversidade microbioldgica e fisiologia microbiana, com
relevo para a produgao microbiana de amdnia e sulfato.

Isolamento de bactérias termofilicas, produtoras de sulfato e resistentes ao
cobre.

Objetivos especificos

Uso de métodos bioquimicos para determinacdo do conteddo de varios
elementos em amostras de solo diretas e enriquecidas.

Aplicacdo de técnicas moleculares de “fingerprinting” (DGGE - Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) para o estudo da diversidade e posterior
sequenciagao.

Utilizacdo de métodos cldssicos de microbiologia para isolamento de bactérias
resistentes ao cobre.
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Metodologia

1. Recolha de amostras do solo e caracterizacao do local de
amostragem

As amostras de solo foram recolhidas num local designado setor 1, de um olival
de variedade cobrancosa, pertenca da Fundacdo Eugénio de Almeida, freguesia de Sao
Mancos, concelho de Evora. Nesse olival, a sementeira é feita por enrelvamento linha
a linha, o que resulta numa menor erosao do solo.

O solo é pobre em matéria organica e sob tratamento fitossanitdrio com
Cuprital® (oxicloreto de cobre, Cl,CusHe¢Og) com recurso a atomizador com cone de
protecdo, tratamento executado aproximadamente trinta dias antes da recolha das
amostras de solo. Este apresentava-se humido devido a forte pluviosidade e baixas
temperaturas caracteristicas da época em que foi efetuada a recolha (novembro de
2011)

A recolha das amostras foi efetuada numa camada superficial do solo, onde é
expetdvel a presenca de grande mistura mineral com humus e foi executada de modo
a minimizar o fator humano, com uso de luvas e com limpeza do material de recolha
com etanol, efetuada entre cada amostragem. As amostras recolhidas foram colocadas
em tubos de Falcon estéreis e devidamente identificados, transportados em gelo, e
também recolhidas para sacos, devidamente identificados, para posterior analise dos
parametros fisico-quimicos no laboratério Quimico Agricola da Universidade de Evora.

Foram recolhidas 4 amostras compostas, constituidas por 3 furos paralelos e
foram medidas a profundidade e temperatura do solo no ponto de recolha. As
amostras foram designadas: T-DC-debaixo de copa com solo tratado-, T-EC -entre
copas com solo tratado-NT-DC-debaixo de copas com solo ndo tratado- e NT-EC -entre
copas com solo ndo tratado. As amostras foram colhidas entre 4,0-7,5cm de
profundidade; as temperaturas no sitio da recolha foram distintas para as diferentes
amostras sendo a minima de 7,6°C e a maxima de 13,2°C (tabela 1).
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Tabela 1: Parametros registados na recolha de amostras

Amostras
Furos # I | ][] 1 | [] | | 1 | Il m
Profundidade — 4,5- 45— 4.0 4.5 - 4.5 - 4.0 - 5.0- 4.5- 5.0- 4.0- 3.5- 4.0-
recolha (cm) 5.0 7.0 -7.0 7.5 6.0 6.0 6.5 7.5 6.0 6.0 5.5 5.5
7.6 7.9 7.8 9.3 9.1 9.3 13.2 13.2 131 9.6 10.0 10.6

Temperatura (°C)

Figura 8: Fotografia do local de amostragem (Google Earth, 2012)

A): T-DC-debaixo de copa com solo tratado; B) T-EC -entre copas com solo tratado; C) NT-DC-debaixo de copas com solo
ndo tratado; D) NT-EC -entre copas com solo ndo tratado

2. Enriquecimento seletivo das amostras em diferentes condicoes

Foram preparados previamente nove meios de cultura NB (Nutrient Brot
Oxoid), em erlenmeyers de 100 mL, divididos em trés séries: a primeira consiste em 15
mL de meio (controlo); a segunda em 15 mL de meio ao qual foi adicionado sulfato de
cobre penta hidratado (CuS0O4.5H,0) a uma concentracdo final de 100 uM. A terceira
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série consiste em 15 mL de meio a que foi adicionado sulfato de cobre com uma
concentracao final de 500 uM. Procedeu-se a uma aferi¢cdo do valor de pH dos meios.

A cada meio de cultura previamente esterilizado, foi adicionado 6,00 g da
amostra composta NT-EC1 (entre copas com solo ndo tratado) em ambiente estéril,
amostra esta que revelou menor conteido em cobre.

Os meios foram incubados cerca de 24 horas a 180 rpm e duas temperaturas
diferentes: 30°C; 50°C durante cerca de 24 horas. Um dos erlenmeyers inicialmente a
50°C foi posteriormente transferido a 80°C durante cerca de 7 horas, sem agitacgao,
conforme indicado no esquema 1:

= 6,00 g da amostra NT-EC1

Meio Oxoid Nutrient
Broth

Meio Oxoid Nutrient Broth
+ Cus04 100 uM

Meio Oxoid Nutrient Broth
+ Cus04 500 uM

30eC 50eC 80eC
Esquema 1: Enriquecimento seletivo das amostras a diferentes condigées de temperatura e concentragio de
sulfato de cobre
A escolha destes valores de temperatura baseou-se nas temperaturas de

crescimento de bactérias mesofilicas e termofilicas, conforme descrito na literatura
(Wiegel et al, 1979; Mutzel et al, 1996; Rahman et al, 2004).

A par da recolha de amostras, para as quantificagcdes descritas nas sec¢des 2.1 e
2.2. e para extracdo de DNA (seccdo 3.), foram realizadas diluicGes seriadas (diluicdes
decimais sucessivas) em meio NB a partir destes enriquecimentos. As diluicdes 10° e
10°® foram plagueadas em NBA (Nutrient Broth com 15% p/v Agar) por dispersdo de 50
e 100 pL e as placas incubadas a 50°C durante 24 horas. Apds este periodo, foram
calculadas as unidades formadoras de coldnias (cfu/mL) para cada enriquecimento,
conforme equagao 1.

1
T = X T
diluicao volume in6culo

cfu = n9olodnias X

Equagdo 1: Calculo de unidades formadoras de colénias
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2.1.Quantificacdo de amonio presente nos enriquecimentos

Para a quantificagdo do amdnio presente em cada enriquecimento, utilizou-se
o protocolo descrito por Kartal et al (2000), com ligeiras modificaces. Este protocolo
tem como base a interacdo entre o-fthalaldeido (OPA) e B-mercaptoetanol, dois dos
constituintes do reagente utilizado (reagente A) com formag¢do de o-fthalaldeido -
mercaptoetanol (OPAME), um agente fluorogénico. Este agente reage com aminas
primarias quando excitado a 420 nm. Preparou-se previamente 50 mL de reagente A,
pela adicdo de 5 mL de etanol (Aga®) e 45 mL de tampao fosfato a 400 mM, a 0.249 g
de OPA (Fluka®). 50 uL de B-mercaptoetanol sdo adicionados ao reagente A no
momento da quantificagdo.

Para a curva de calibracdo, prepararam-se solucdes de concentracdo conhecida
de cloreto de amédnio em dgua destilada. Apds a adigcdo de 40 uL de cada solugdo de
calibracdo e 40 pL de agua destilada (branco) a 760 uL de reagente A, deixou-se
repousar cada mistura a temperatura ambiente durante 20 min. As solugdes
homogenizadas foram transferidas em seguida para uma placa de microtitracdo e leu-
se a absorvancia a 415nm com uso do leitor de microplacas (Bio-Rad Model 680). As
solucdes foram lidas em triplicado.

Para a leitura das amostras, procedeu-se de inicio a uma centrifugacdo a 12 000
g durante 5 min de 1 mL de cada meio enriquecido e recolheu-se o sobrenadante, o
qual foi adicionado ao Reagente A, como acima descrito; a mistura obtida foi tratada
de igual modo. Foram usados como branco os meios respetivos, ndo inoculados,
submetidos ao mesmo procedimento. A absorvancia foi lida a 415nm no leitor de
microplacas (Bio-Rad Model 680). Cada amostra recolhida foi lida em triplicado.

A analise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios de quantificacdo de
amaonio foi realizada utilizando andlises ANOVA no programa MedCalc versdo 12.3.0.

2.2.Quantificacao do sulfato presente nos enriquecimentos
Na determinacdo da concentracdo do sulfato presente em cada
enriguecimento, utilizou-se o ensaio turbidimétrico descrito por Kolmet et al (2000).
Este ensaio turbidimétrico é baseado na precipitacao de ides S04* com iBes Ba2+apc')s a
adicao de cloreto de bario; essa precipitacdao é seguida por espectrofotometria da
suspensdo resultante.

Para a curva de calibracdo, preparam-se solu¢des de concentragdo conhecida
de sulfato de potassio em 3agua MilliQ. Apds a adicdo de 1 mL de cada solucdo de
calibracdo a 1 mL de reagente condicionante, a mistura foi homogeneizada. De
seguida, 60 mg de BaCl,.2H,0 (Merck®) foram adicionados. As misturas foram agitadas
no vortex durante 30 segundos. Apds esta agitacao, foram transferidas de imediato
para cuvettes e foram feitas leituras a 319nm, com recurso ao espetrofotdmetro
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NanoDrop® 2000 c (ThermoScientific, EUA). Um mL de agua MilliQ, tratado do mesmo
modo, foi usado como branco.

Para a determinacdo da concentracao de sulfato nas amostras, foi feita uma
centrifugacdo prévia a 12 000 g, durante 5 min de 1 mL de cada meio enriquecido. Ao
sobrenadante recolhido, foram adicionados 1 mL de reagente condicionante e
procedeu-se como para as solu¢des de calibragdo. Foram utilizados como branco, os
meios de enriquecimento nao inoculados, tratados do mesmo modo.

A andlise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios de quantificacao de
amonio foi realizada utilizando anélises ANOVA no programa MedCalc versdao 12.3.0.

3. Isolamento bacteriano e caracterizacao fenotipica, fisiologica e
molecular.

O crescimento de popula¢des microbianas em meios de cultura no laboratério
e posterior isolamento é uma das ferramentas mais utilizadas em Microbiologia e
permite a obtencdo de culturas puras. O isolamento promove a separa¢ao de um
microrganismo a partir de culturas com populagdes mistas. As culturas puras podem
ser obtidas através de varios métodos, nos quais se visa o desenvolvimento de uma
populacdo a partir de uma coldnia formada a partir de uma Unica célula, e é
importante fazer subculturas a partir de uma nova coldnia isolada da cultura
precedente, para certificacdo da pureza das culturas.

Foram plagueados 100uL em meio NBA, em duplicado, provenientes de
diluicdes seriadas (ver seccdo 2) 10" a 107, efetuadas a partir do enriquecimento em
meio NB a 80°C contendo 500 puM de cobre. Apds incubacao das placas a 50°C, durante
cerca de 24 horas, foram recolhidas coldnias isoladas com distintas morfologias, tendo
sido cada uma purificada em placa NBA, pela técnica do riscado. O objetivo do riscado
é o de produzir colénias bem separadas umas das outras. No riscado é usada uma
ansa, que é flamejada antes da mudanca de cada dire¢ao de arrastamento da coldnia
no meio, o que causa uma diminuicdo do nimero de células arrastadas ao longo do
riscado, e a formacdo de coldnias isoladas no final deste. Apds a execucdo do riscado,
as placas de Petri foram incubadas a 50°C, durante cerca de 24 horas.

Apds esta ultima incubacdo, cada uma das coldnias isoladas foi utilizada como
indculo para crescimento em meio NB, a 50°C, 180 rpm e posterior congelamento de
aliquotas a -80°C, mediante a adic3o de glicerol a 15% (v/v). Amostras do crescimento
de um dos isolados obtidos foram usadas para andlise morfolégica por observacao ao
microscopio 6tico e para identificacdo pela coloracdo de Gram (ver secgdo 3. 1.).
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3.1.Analise fenotipica
Para observagao de microrganismos pode recorrer-se a preparag¢des a fresco —
por exemplo para observar a mobilidade e o tipo de locomocdo. H3, porém, objetivos
que tornam conveniente a coloragao das preparagdes, como por exemplo na
diferenciacdo de organismos que reagem de modo diferente ao mesmo corante
(coloragdes diferenciais) e/ou na observacdo de estruturas particulares (por exemplo,
material nucleico, esporos, cdpsulas, etc.)

A coloragdo de Gram é uma coloracdo diferencial especifica para bactérias.
Quando sdo usados certos corantes basicos, as bactérias Gram-negativas podem ser
facilmente descoradas com solventes organicos (por exemplo, etanol, acetona),
enquanto as Gram-positivas resistem a esta descoloracdo, retendo o corante. A
capacidade das células reterem ou perderem o corante reflete diferengas na estrutura
fundamental da parede celular, nomeadamente ao nivel da camada de peptidoglicano.
A solucdo de cristal violeta penetra nas células bacterianas mas, ligada a solugcao de
lugol, apenas consegue sair através das células Gram-negativas, que possuem uma
parede mais simples e fragil, ficando retida nas Gram-positivas, que adquirem a cor do
corante. A resposta a coloragao de Gram é uma caracteristica taxondmica importante,
usada numa fase inicial da identificacao das bactérias.

A coloragdo de Gram foi usada no isolado obtido tanto como meio fenotipico
de identificacdo como teste complementar da pureza do isolado. Apds preparacgdo de
um esfregaco em lamina de observa¢do microscépica e fixacao das células pelo calor,
estas foram coradas com uma solucao de Cristal violeta (Merck®), cerca de um minuto,
e foi adicionada uma solucdo mordente de Lugol (Merck®), também durante um
minuto. Seguidamente, as células foram lavadas com uma solucdo de descoloracgao,
basicamente constituida por etanol, durante cerca de trinta segundos. Entre a adi¢ao
de cada reagente, foi efetuada uma breve lavagem com dgua destilada. Para uma
melhor visualizacdo das bactérias Gram-negativas, foi depois adicionado durante 5
minutos, um corante de contraste, a solucdo de Safranina (Merck®), que apresenta
uma coloracdo rosada.

A andlise morfolégica do isolado e identificacido Gram, foram realizadas
recorrendo a um Microscépio Otico Olympus BX41 e Software Olympus Soft Imaging
Gel".

3.2.Analise fisioldgica

3.2.1 Culturas do isolado

O crescimento do isolado em meio NB a 50°C, com e sem adicdo de sulfato de
cobre a 500 uM, foi monotorizado pela medicao da densidade ética a 600 nm com o
espetrofotémetro Beckman DU530. Procedeu-se a quantificacdo do sulfato produzido
em meio NB com 500 uM de cobre, tal como descrito na seccdo 2.2.
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Para contabilizar os esporos formados em cultura, foram retiradas aliquotas e
aquecidas a 100°C durante 10’. Foram efetuadas diluicGes seriadas em meio NB e 50
uL de cada diluicdo foram plaqgueados em meio NBA; as placas foram retiradas ca 24h
depois para estimagdo do nimero de esporos germinados

3.2.2 Quantificacdo da Proteina celular total do isolado

O ensaio de quantificagdo de proteina baseou-se no método do Coomassie,
também conhecido por Bradford (Bradford et al, 1976). Este ensaio tem como base a
alteracdo da absorvancia do reagente azul brilhante de Coomassie G-250 de 465 nm
para 595 nm, devido a forma¢do de um complexo anidnico quando o corante se liga a
residuos de proteina. Este método é sensivel, com um nivel de quantificagdo minimo
de 1lug de proteina. O método sofre interferéncias na presenca de detergentes, mas
nao é afetado pela presenga de agentes redutores e de ides metalicos.

Foi feita uma curva de calibra¢do, com solugées de concentragao conhecida de
soro de albumina bovina (BSA, Promega®) em agua destilada. A 250uL de cada solugdo
de calibracdo adicionou-se, num microtubo, 250uL de hidréxido de sédio 1M. A
solucdo foi homogeneizada e incubada a 99°C, durante 10 minutos. Apods
arrefecimento da solu¢do a temperatura ambiente durante 15 minutos, esta foi
neutralizada pela adi¢ao de 50pL de acido cloridrico 6M. Foram de seguida adicionados
500uL de reagente de Bradford (Sigma®). A mistura foi agitada no vortex e deixada a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Por fim, a absorvancia foi lida a um
comprimento de onda de 595nm, contra dgua destilada, tratada de igual modo. Para a
leitura da absorvancia foi utilizado o espetrofotémetro Beckman DU530.

As amostras a quantificar foram retiradas do crescimento do isolado em meio
nutritivo e centrifugadas a 12 000 g, durante 3 minutos; o sobrenadante foi usado para
qguantificar o sulfato produzido, enquanto o pellet é ressuspendido em agua destilada,
previamente esterilizada, e submetido a um tratamento de lise com hidréxido de sédio
e subsequente neutralizacdo com &acido cloridrico, como descrito no paragrafo
anterior. Foram entdo adicionados 500uL de reagente de Bradford a 500uL do lisado e
feita a leitura da absorvancia a 595nm como acima mencionado.

3.3.Anadlise molecular

Para obter uma afiliacdo taxondmica de isolados, recorre-se a uma amplificacdo
por PCR do gene 16S rRNA. A técnica de PCR — “Polymerase chain reaction” é muito
usada em Biologia Molecular, pela sua praticabilidade. Consiste na capacidade de
desnaturacdo da cadeia dupla da molécula de DNA, seguida de uma renaturagao das
cadeias complementares, amplificadas pela acdo de uma polimerase termoestavel. Sdo
efetuados varios ciclos de desnaturacdo, amplificacdo e renaturacdo, pelo uso de
diferentes temperaturas em cada ciclo. A técnica é realizada in vitro, no interior de
tubos adequados.
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Cada tubo contém uma solugdo aquosa com a amostra de DNA a amplificar,
uma mistura de desoxirribonucléotidos trisfosfatados (dNTPs mix), cloreto de
magnésio, pois o Mg”* atua com cofator da polimerase, tampdo PCR para estabilizar o
pH da reagdo, uma solucdo de dois oligonucledtidos iniciadores (também
denominados primers) de 18-30 pb e complementares a extremidade 3’ de cada
cadeia da sequéncia alvo e um dado volume de enzima. De salientar que em alguns
tampoes comerciais, o MgCl, ja se encontra presente.

O processo de amplificagdo inicia-se entdo com a etapa de desnaturagao onde
ocorre uma separacdo da cadeia dupla do DNA. As cadeias simples resultantes
constituem cadeias molde onde se associam os primers por emparelhamento
(annealing). O emparelhamento ocorre a uma temperatura condicionada pela
temperatura de dissociagdo dos primers a cadeia molde. A Ultima etapa corresponde
ao alongamento das cadeias complementares por agdao da enzima DNA polimerase que
adiciona dNTP’s complementares a cadeia molde. A temperatura desta ultima etapa
corresponde a temperatura de mdxima atividade da polimerase. Cada ciclo do
processo permite duplicar a concentracao de DNA.

Para a obtencdo da sequéncia parcial do gene 16S rRNA do isolado, procedeu-
se de inicio a lise celular de uma Unica colénia. Com um palito estéril retirou-se uma
porcdo de uma coldnia, a qual foi colocada num microtubo com 50uL de dgua MilliQ. O
microtubo foi colocado a 60°C, durante 15 minutos, depois a -20°C, durante cerca de
45 minutos e novamente a 60°C, durante 15 minutos. Este choque térmico em 3agua
permite a lise celular e libertacdo do DNA molde a ser amplificado.

Apds arrefecimento a temperatura ambiente, uma aliquota do lisado foi
utilizada para a reacdo de PCR. Os primers usados foram 341F (5'-CC TAC GGG AGG
CAG CAG-3’) e 0 907R (5’ -C CGT CAATTC MTT TGA GTT T-3’) (Muyzer, 1993). Estes sao
primers universais bacterianos que tém como alvo de hibridagdo regides conservadas
do gene 16S rRNA, mas permitem a amplificacdo de variantes informativas na
atribuicdo a um dado grupo taxondmico. As letras F e R referem-se aos termos em
inglés Forward e Reverse, respetivamente. O primer forward, encontra-se proximo da
extremidade 5’ do DNA e tem sequéncia igual a da cadeia modelo, o primer reverse
encontra-se préximo da extremidade 3’ e tem sequéncia complementar e reversa a da
cadeia modelo. A amplificacdo foi efetuada num volume total de 50uL, contendo
Tampdo de PCR 1X, 0.2mM de dNTP’s, 0.4uM de cada primer, 0.25uL de enzima
FideliTag DNA Polimerase 5U/uL (USB®, EUA) e 5uL do lisado.

A reacdo de PCR foi realizada no termociclador (Bio-Rad MyCycler) e iniciou-se
com uma etapa de desnaturacdo a 95°C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos, cada
um com trés etapas consecutivas: desnaturacdo a 95°C, durante 30 segundos,
annealing a 54°C, durante 30 segundos e extensdo a 68°C, durante 50 segundos. O
ultimo ciclo foi seguido de uma etapa de extensao adicional a 68°C, durante 5 minutos.
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Para verificar o tamanho do produto amplificado (ca 600 pb) e para estimar a
sua concentracdo, foram depositados 5uL do mesmo num gel de agarose (2% p/v em
tampado de corrida TAE 1x). Foi aplicado num dos pocos do gel 5uL de marcador de
peso molecular de DNA 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®) a 100ng/uL. A deposicdo
em gel necessita da adi¢do prévia no DNA a visualizar de um tampao de depdsito (2uL),
o qual contém um componente viscoso, neste caso o glicerol, e um corante, neste caso
o azul de bromofenol, permitindo, respetivamente, a facil deposicdo e a visualizacdo
da migracdo em gel; a migracdo durou cerca de duas horas a uma diferenca de
potencial de 70 volts. Apds a migracao, o gel foi colocado numa tina com brometo de
etidio (0.5mg/L) durante 10 minutos. Este agente intercalante do DNA é usado com
frequéncia para a visualizagao de acidos nucleicos, devido a sua fluorescéncia quando
exposto a luz ultravioleta. Assim, o gel foi retirado da tina e colocado num
transiluminador sob luz UV e fotografado com o Software Kodak Gel Logic 200 (Kodak,
EUA).

O fragmento amplificado foi cortado do gel com uma lamina de bisturi e
purificado com o kit DNA Clean & Concentration™ (Zymo Research®, EUA), de acordo
com as instru¢ées do fabricante. O DNA extraido e purificado foi posteriormente
sequenciado, com uso dos primers acima referidos, nos Laboratérios da Empresa
Macrogen Inc.®.

4. Extracdao de DNA total e quantifica¢ao

O sucesso da técnica de DGGE, como outras de “fingerprinting”, depende da
obtencdo de acidos nucleicos integros, livres de nucleases e de inibidores da reacdo de
PCR. Ora, o solo inclui, entre muitas outras enzimas, nucleases libertadas pelos
microrganismos em proliferacdo ou pela decomposicdo de animais e plantas apds a
morte. Estas enzimas s3o resistentes a inativacdo e encontram-se adsorvidas as
particulas de argila, mantendo a sua atividade.

Na camada superficial do solo é comum existir hiUmus, um material amorfo, de
composicdao variada e muito higroscépico. Os coloides humicos tém capacidade de
permuta catidnica, e tém poder tamponizante e portanto existe uma certa semelhanca
entre as propriedades do humus e as da argila. Pode também ocorrer a formacdo de
complexos argilo-humicos, estando as particulas de argila recobertas por materiais
humicos. Estes complexos de matéria organica contém inibidores da reacao de PCR, de
dificil separacgdo durante o processo de extracao de acidos nucleicos (Correia, 1986).

A extracdao de DNA do solo é pois um processo delicado, devido a presenca de
hiumus no solo. Geralmente é iniciado com uma homogeneizacdo do material
recolhido e lise celular por métodos mecanicos e quimicos. A adicdo de hidréxido de
sddio durante a lise é usada em alguns casos, ja que solucdes alcalinas extraem os
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acidos humicos do solo (Benites et al, 2003). Hoje em dia, encontram-se
comercialmente disponiveis varios kits de extracdo do DNA do solo que incluem
reagentes para uma lise celular eficaz com protecdo do acido nucleico e a purificacao
deste com recurso a algum tipo de gel ou coluna de silica. A silica liga-se inicialmente a
materiais humicos que podem ser subsequentemente eluidos da matriz.

O kit de isolamento de DNA PowerSoil® (Mo Bio Laboratories Inc, EUA) foi
utilizado para a extragao de DNA a partir das amostras de solo e dos enriquecimentos,
Este kit é destinado a ser usado em amostras de solo contendo alto teor de acido
humico, incluindo varios tipos de solos criticos, como a compostagem, sedimentos e
excremento. De acordo com as instrucdes do protocolo fornecido, adicionou-se cerca
de 0.25g de cada amostra de solo ou do pellet recolhido por centrifugacdao dos
enriquecimentos a 12 000 g, durante 5 minutos, para um tubo fornecido PowerBead.
De seguida, procedeu-se a uma suave homogeneizacdo e a lise celular. Apds
centrifugacdo a 10 000 g durante 30 segundos, o sobrenadante foi sujeito a varios
procedimentos para eliminar materiais humicos e outros contaminantes organicos e
inorganicos. Por fim, a concentracdo salina do sobrenadante é ajustada para a ligacdo
do DNA a uma membrana de silica e segue-se uma lavagem com etanol afim de
remover o sal residual e outros contaminantes. No final desta etapa, procede-se a
eluicdo do DNA com uma solucdo apropriada, que carece de sal.

Apds a extracdo, foi realizada uma andlise electroforética para concluir da
integridade do DNA extraido. Fez-se um gel de agarose de 0.8% em tampao de corrida
TAE 1x. Foram aplicados 3 pL de marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen®; 100ng/uL) num dos pogos e 5 puL de DNA gendmico extraido nos
restantes. As condi¢des de corrida foram 80 volts, durante aproximadamente 2 horas.
Apos a corrida, o gel foi colocado numa tina com brometo de etidio (0.5 mg/L) durante
10 minutos, visualizado no transiluminador e fotografado com o software Kodak Gel
Logic 200 (Kodak, EUA).

Para a determinacdo da concentracdio do DNA extraido, utilizou-se o
espectrofotémetro (ThermoScientific NanoDrop® 2000 c) através da leitura da
absorvancia a 260 nm. O sistema fornece também o valor da razdo A,go/Ass0, Util para
verificar a contamina¢ao com proteinas tipicas do solo, uma vez que as proteinas
também absorvem a 280nm.

5. PCR-DGGE

5.1.Amplificacdao do gene 16S rRNA
Para a amplificacdo do gene 16S rRNA das amostras diretas e enriquecimentos
seletivos, foram realizadas duas estratégias distintas: na primeira usaram-se primers
universais bacterianos, para avaliacdo da diversidade global da comunidade. Na
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segunda, realizou-se uma estratégia de “nested PCR” (ver esquema 2), na qual sdo
inicialmente utilizados primers concebidos para a amplificacdo do 16S rDNA de um
determinado grupo taxondmico, seguida de uma reacdo de PCR sobre o produto
amplificado obtido, com uso de primers capazes de permitir a amplificacdo de uma
regidao interna de qualquer fragmento de DNA obtido na etapa precedente. O ultimo
PCR realizado, nesta estratégia permite obter fragmentos de dimensdes adequadas
para efetuar o DGGE, ja que os fragmentos a colocar em gel DGGE ndo devem
ultrapassar 600 pb.

Os grupos taxondmicos escolhidos foram o Phylum Firmicutes, que contém as
bactérias termofilicas produtoras de sulfato e amodnio, a classe 8-Proteobacteria que
contém as bactérias oxidativas de amodnia. Por fim, escolhemos as &-Proteobacteria
que incluem as bactérias sulfato-redutoras. Foram utilizados primers ja estabelecidos
para cada grupo, e reportados na bibliografia (Muhling et al, 2008). No entanto, ndo
foram encontrados primers para as 8-Proteobacteria, apenas para grupos especificos
de sulfato-redutoras dentro desta classe (Daly et al, 2000; Dar et al, 2005; Muyzer,
2005) Por isso, escolhemos primers descritos como especificos para sulfato-redutoras
dos géneros Desulfovibrio e Desulfomicrobium, estes frequentemente encontrados em
solos temperados. (Postgate, 1984).

Amplificagdo com Andlise
primers universais eletroforética por

~ bacterianos DGGE
Extracdo de DNA Amplificacio com ) p
primers Nested-PCR com Analise

especificos para = primers universais eletroforética por
grupos e bacterianos DGGE

filogenéticos

Sequénciagdo e
analise
filogenética

Esquema 2. Esquema das metodologias utilizadas, de amplificagao direta e por nested-PCR.

5.2.Primers e reacoes de PCR
Para a amplificacdo do gene 16S rRNA a partir das amostras do solo e
enriguecimentos, na abordagem direta, foram escolhidos os primers universais
foward, 341F GC (5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
GCC TAC GGG AGG CAG CAG -3’) e o primer reverse 518 R (5" —ATT ACC GCG GCT GCT
GG -3’) (Muyzer et al, 1993). A extensdo de 40 bases, rica em G-C no primer foward,
confere maior estabilidade aos fragmentos amplificados, o que é crucial para evitar
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gue as duas cadeias de DNA do produto de PCR se dissociem completamente durante
a eletroforese. As reacdes foram efetuadas num volume total de 25uL, contendo
Tampado de PCR 1X, dNTP’s 0.2 mM, cada primer a 0.4uM, 0.3uL de enzima DreamTaq
DNA Polimerase 5U/uL (Fermentas®, EUA). De seguida, foram adicionados aos
microtubos, 10 ng de DNA gendmico extraido das amostras do solo ou dos
enriquecimentos.

Para a estratégia de nested —PCR utilizaram-se, tal como mencionado na secgao
5.1, os primers referidos por Muhling et al, (2008) e Dar et al, (2005), conforme tabela
2.

Para a classe das B-Proteobacteria, a primeira amplificacdo foi efetuada com
uso dos primers Beta 359 F (5" — GGG GAATTT TGG ACAATG GG —3’) e Beta 682 R (5’ —
ACG CAT TTC ACT GCT ACA CG — 3’) de modo a obter fragmentos de cerca de 340pb
pertencentes a este grupo filogenético. Para a amplificacdo posterior, foram utilizados,
os primers 518 F GC (5" - CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG GCC AGC AGC CGC GGT AAT - 3’) e Beta 682 R, acima referido, com obtencdo de
um segundo fragmento de cerca de 180pb, originado a partir do produto obtido no
PCR anterior.

Para os géneros Desulfovibrio e Desulfomicrobium, foram usados os primers
forward DSV 230 (5’ - GRG YCY GCG TYY CAT TAG C -3’) e reverse DSV 838 (5’ — SYC CGR
CAY CTA GYR TYC ATC — 3’). A amplificacdo posterior foi realizada sobre o fragmento
obtido, de ca de 600 pb, com os primers supra — referidos 341FGC e 518R, obtendo-se
um produto de amplificacdo de ca de 190 pb.

Para o Phylum Firmicutes foi usado o primer 9bfm (5" — GAG TTT GAT YHT GGC
TCA G -3’) e o primer reverse 1512 uR (5 — ACG GHT ACC TTG TTA CGA CTT - 3'),
especificos para amplificacdo de bactérias para uma primeira amplificacdo, obtendo-se
um fragmento de ca de 1.5 Kb. De seguida, foram usados os primers especificos para o
Phylum Firmicutes Firm 350 F (5 — GGC AGC AGT RGG GAA TCT TC - 3’) e o primer
reverse Firm 814 R (5’ — ACA CYT AGY ACT CAT CGT TT — 3’), obtendo-se um fragmento
de PCR de ca 480 pb, a partir do de 1.5Kb. Por fim, foram usados o primer 518FGC,
acima descrito e o primer reverse 785 R (5’ - CTA CCA GGG TAT CTA ATC C -3’), sendo
gerado um fragmento de ca 280 pb.

As primeiras reagdes de PCR, definidas para esta estratégia, foram feitas num
volume total de 50uL, contendo Tampado PCR 1X, 0.2mM de dNTP’s, 0.4uM de cada
primer e 0.2uL de Enzima FideliTag DNA Polimerase 5U/uL (USB®, EUA). De seguida,
foram adicionados aos microtubos, 10 ng de DNA gendmico extraido das amostras do
solo ou dos enriquecimentos. No caso da segunda amplificacdo definida para o Phylum
Firmicutes, foram usados 2uL do produto de PCR obtido na primeira amplificacdo.
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As Ultimas reacGes de PCR, precedendo a deposicdo em gel DGGE, foram
também efetuadas num volume total de 50uL, contendo Tampdo de PCR 1X, dNTP’s
0.2mM, 0.4uM de cada primer e 0.3uL de Enzima DreamTaqg DNA Polimerase 5U/uL
(Fermentas®, EUA). Foram usados 2uL do produto de PCR obtido na amplificacao
precedente.

5.3.Etapas de amplificacao
A amplificagdo dos genes 16S rRNA pela abordagem direta e de “nested-PCR”
fez-se no Termociclador (Bio-Rad MyCycler).

Para a abordagem direta, procedeu-se a uma etapa de desnaturagao a 95°C,
durante 2 minutos, e, seguidamente, realizaram-se 35ciclos, cada um com trés etapas
consecutivas: uma desnaturacdo a 95°C, durante 30 segundos, seguida de annealing a
54°C, durante 30 segundos e extensdo a 72°C, durante 30 segundos O ultimo ciclo foi
seguido de uma etapa de extensdo adicional a 72°C, durante 5 minutos.

Para a amplificacdo das cadeias molde pela estratégia de nested-PCR, a
temperatura de annealing foi dependente do par de primers utilizado. Para as
amplificacdes com uso da enzima FideliTag DNA Polimerase, apds uma desnaturacao
inicial a 95°C durante 2 min, seguiram-se 35 ciclos incluindo cada um: uma etapa de
desnaturacdo a 95°C durante 30 s, seguida de annealing a temperatura apropriada
para cada par de primers (ver tabela 2) durante 30 s, e extensdo a 68°C durante 1
minuto (para o primer 9bfm/1512 Ur, a extensdo foi de 90 s). O ultimo ciclo foi seguido
de uma etapa de extensao adicional a 68°C, durante 5 minutos.

Para as amplificacbes finais da estratégia referida, realizadas com uso dos
“primers F-GC” e enzima DreamTaq, procedeu-se a uma etapa de desnaturagao a 95°C,
durante 2 minutos, seguida de 25 ciclos, cada um com trés etapas: uma desnaturagao
a 95°C, durante 30 segundos, annealing a temperatura apropriada para cada par de
primers (ver tabela 2) durante 30 segundos e extensdo a 72°C, durante 30 segundos. O
ultimo ciclo foi seguido de uma etapa de extensao adicional a 72°C, durante 5 minutos.
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Tabela 2: Sumario dos primers 16S rRNA universais e especificos para os subgrupos filogenéticos em estudo, a sua posicdo em E. coli e a temperatura de annealing

Temperatura de annealing

Estratégia Primer Grupo alvo Posi¢ao em E. coli (kb) N2 de bases Referéncia
(°c)
341 F GC Universal 341-398 57
Direta 56 Muyzer et al, 1993
518R Bactérias 518-534 17
Nested- PCR 9 bFM 9-27 18
Bactérias 52 Mubhling et al, 2008
(Primeiro PCR Firmicutes) 1512 uR 1492-1512 20
Nested —-PCR Firm 350 F 350-369 19
Firmicutes 57 Muhling et al, 2008
(Segundo PCR Firmicutes) Firm 814 R 814-833 19
Nested — PCR 518 F GC 518-534 17
Firmicutes 56 Mubhling et al, 2008
(Pré —-DGGE Firmicutes) 785R 785-803 18
Nested-PCR Beta 359 F 359-378 19
B -Proteobacterias 63 Mubhling et al, 2008
(Primeiro PCR B-Proteobacteria) Beta 682 R 682-701 19
Nested — PCR 518 F GC 518-534 17
B - Proteobacterias 60 Mubhling et al, 2008
(Pré- DGGE B-Proteobacteria) Beta 682 R 682-701 19
Nested — PCR DSV 230 230-248 18 61
Desulfovibrio/Desulfomicrobium Dar et al, 2005
(Primeiro PCR) DSV 838 818-838 20
Nested — PCR 341 F GC 341-398 57
Desulfovibrio/Desulfomicrobium 56 Muyzer et al, 1993
(Pré- DGGE Desulfovibrio e Desulfomicrobium) 518 R 518-534 17
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5.4.Visualizacao dos produtos de PCR

Apds cada amplificacdo, foi realizada uma andlise de eletroforese em gel de
agarose de 2% p/v em tampado TAE 1x, para concluir da sua eficacia. Foram aplicados 3
uL de marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®; 100ng/uL) num dos
pocos e 5 uL de cada produto de PCR nos restantes pocos do gel. A migracdo em gel é
feita a uma diferenca de potencial de 80 volts, durante aproximadamente 2 horas.
Apds a corrida, o gel foi colocado em brometo de etidio (0-5 mg/L) durante 10
minutos, e seguidamente visualizado no transiluminador e fotografado com o software
Kodak Gel Logic 200 (Kodak, EUA)

5.5.Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

A andlise electroforética em gel de gradiente de desnaturacdo (DGGE) foi
baseada nos procedimentos descritos por Muyzer et al (1993) e Muhling et al (2008).
Para o efeito, recorreu-se a um sistema de DGGE -2001 acoplado a uma bomba de
agitacdo, com aquecimento e uma fonte de alimenta¢dao EPS-300 Il (CBS Scientific®,
EUA).

Foram preparados géis a 8% (p/v) de poliacrilamida, contendo ureia e
formamida como agentes desnaturantes, para a migracao dos produtos amplificados.
Utilizou-se um marcador contendo uma mistura de fragmentos de amplificacdo dos
genes 16S rRNA de espécies bacterianas, representativas de diferentes classes
filogenéticas. Esses fragmentos, obtidos com os primers 341F GC — 518R, foram
amplificados a partir do DNA dos seguintes microrganismos: Escherichia coli K12, e
Pseudomonas aeruginosa (y-Proteobacteria), Paenibacillus sp. DSM 34 (Bacilli),
Streptomyces caviscabies (Actinobacteria).

5.5.1. Preparacao dos géis

Os géis a 8% (p/v) de poliacrilamida foram preparados a partir de duas solucdes
desnaturantes a 30% e a 50%, por forma a variar o gradiente de desnaturacdo entre
estes dois valores, com recurso a um formador de gradiente de 20 mL e a uma mini
bomba peristaltica MPP-100 (CBS Scientific®, EUA).

Prepararam-se solugdes stock a 0% (1.5 mL de TAE 50x; 30 ml de acrilamida a
39% - acrilamida: 1% - bis-acrilamida (Sigma-Aldrich®); 120 mL de H,0 destilada) e a
80% (1.5 mL de TAE 50x; 30 ml de acrilamida a 39% - acrilamida: 1% - bis-acrilamida ;
30mL de agua destilada; 48 mL de formamida deionizada (PlusOne®); 50.4 g de ureia
(PlusOne®).

A solucdo 30 % foi preparada pela adicdo de 7 mL de solugdo stock a 0% a 4 mL
de solugdao stock a 80%. Para obter a solugao 50%, foram adicionadas 4.1 mL de
solugao stock a 0% a 6.9 mL de solugao stock a 80%. A cada solugao foram adicionados
7.7 uL do agente polimerizador tetrametilenodiamina (TEMED).
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Imediatamente antes de inserir as solugdes no formador de gradiente, foram
adicionados 55uL de persulfato de amdnia a 10% (APS, 0.1g/mL. PlusOne®), um agente
oxidante que atua na polimerizagdo da acrilamida. O formador de gradiente é
utilizado, até o interior das duas placas de vidro, usadas para a montagem do gel, ser
preenchido na quase totalidade (o gel liquefeito fica a uma distancia de cerca de 2 cm
do topo do sistema de placas). No topo, sdo rapidamente adicionados, com uma pipeta
Pasteur, 10mL de solucdo stock a 0%, contendo 7.7uL de TEMED e 38uL de APS a 10%.
Por fim, é colocado o pente para formar os pocos de deposicdo das amostras.

5.5.2. Condig¢des de corrida
A eletroforese foi realizada em tampado tris-acetato-ETDA a 0.5X com uma
voltagem constante de 200 volts, a 60°C, durante 3.5 horas.

Seguindo a metodologia aconselhada (Green, 2005), o tampdo TAE 0.5x foi
aquecido no sistema de DGGE até atingir uma temperatura de 60°C. Findo este passo,
os géis foram montados numa cassete especifica e colocados no interior do sistema.
Foi realizada uma pré-corrida de 30 minutos, de modo a testar a migracdo a realizar,
pois foram colocados nos pogos do gel 5uL de tampao de depdsito contendo Azul de
Bromofenol (C19H10Brs0sS, Sigma-Aldrich®).

Os volumes dos produtos de PCR a depositar foram determinados apds a
anadlise electroforética referida em 5.4. Assim foram utilizadas para a migra¢do 7 uL de
cada produto de PCR obtido para o grupo Desulfovibrio/Desulfomicrobium e 8 uL para
os produtos de PCR relativos ao Phylum Firmicutes e classe B-Proteobacteria. No caso
dos produtos de PCR obtidos pela abordagem direta, foram usados 10 pL. Os produtos
de PCR foram homogeneizados com tampdo de depdsito (4 uL e 5 plL) e depositados
nos pocos do gel.

Apds a corrida, cada gel foi colocado numa tina com brometo de etidio (0.5
mg/L) durante 2 minutos, visualizado no transiluminador e fotografado com o software
Kodak Gel Logic 200 (Kodak, EUA).

O programa Imagel®, desenvolvido pelo NIH (National Institute of Health, USA),
foi usado para a determinacao da darea e intensidade relativa das bandas obtidas, por
analise das imagens obtidas em formato tiff.

5.6.Excisao de bandas e purificacao
As bandas de interesse foram excisadas a partir dos géis com uma lamina de
bisturi estéril, sob luz UV e trituradas com bisturi ou uma ponta estéril. Adicionaram-se
50 uL de tampado TE aos tubos contendo as bandas. Os tubos sdo submetidos a ciclos
de variacdo térmica entre -20 e 65°C de modo a libertar o DNA da acrilamida. Apds
centrifugacdo a 12 000 g durante 3 min, 5 puL do sobrenadante sdo utilizados para
reamplificacdo por PCR com primers de sequéncia idéntica a da dos primers usados na
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ultima etapa da estratégia de nested-PCR, exceto que o primer forward nao possui
qgualquer extensdo GC.

As reacOes de PCR foram efetuadas num volume total de 50 pL com tampao de
PCR 1x, 0.2 mM dNTPs, 0.6 uM de cada primer e 0.3 puL de Dream Taq 5U/uL
(Fermentas®, EUA). Inicialmente o DNA é desnaturado a 95°C durante 2 min e seguem-
se 35 ciclos, cada um com trés etapas: uma desnaturag¢ao a 95°C 30 seg, seguida do
emparelhamento dos primers a temperatura de annealing respetiva (ver tabela 2)
durante 30 seg, e de extensdo a 72°C a 30 seg. Apds o ultimo ciclo, foi efetuada uma
extensdo adicional a 72°C durante 5 min.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit Gel Band Purification® (GE
Healthcare, EUA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e visualizados apds
eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v). Apds estimagdo da sua concentragdo, foram
enviados para sequenciacdo automatica executada nos laboratérios da empresa
Macrogen®.

Para uma identificacdo preliminar das sequéncias obtidas foi feita uma analise
comparativa com as sequéncias de genes 16S rRNA presentes na base de dados
GEnBank, NCBI (National Center for Biotechnology Information) com recurso ao Blast
(Basic Local Alignment Search Tool).
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Resultados e discussao

1. Parametros fisico-quimicos

Os resultados dos parametros fisico-quimicos, conforme dados do Laboratério
Quimico-Agricola da Universidade de Evora, encontram-se na tabela 3:

Tabela 3: Parametros fisico-quimicos das amostras recolhidas no solo do olival

Amostras T-DC T-EC NT-DC NT-EC
Fgsie (20 7.326x10" 5.494x10™ 6.199x10™ 2.958x10™
(mol/kg)
Nitrato (NOs) 7.257x10° 7.257x10° 1.128x10™ 1.048x10™
(mol/kg)
Foizzssin 0] 4.980x10° 1.860x10° 1.990x10° 1.120x10°
(mol/kg)
Cobre (Cu) (mol/kg) 1.640x10° 2.187x10™ 1.510x10° 5.507x10°
Textura Média Média Média Média
pH (H20) 6.80 6.60 7.30 7.50

O solo do olival sob estudo apresenta textura média, o que significa que
apresenta um equilibrio entre os teores de areia, silte e argila. Normalmente, estes
solos apresentam boa capacidade de drenagem, bem como de retencdo de agua e
indice médio de erodibilidade. Assim, ndo requerem cuidados especiais, adequando-se
a todos os métodos de irrigagcdo. As amostras das zonas tratadas com Cuprital® (T-DC;
T-EC) revelaram-se ligeiramente acidas, o que pode indicar um efeito deste composto
(que apresenta pH 6.5 a 1% em agua) sobre o pH do solo.

Pela analise da tabela verifica-se que as concentracdes de nitrato nas amostras
dos solos tratados eram inferiores as dos solos ndo tratados. Este resultado podera
estar relacionado com algum efeito direto do tratamento, por exemplo, um aumento
da lixiviacdo do nitrato, causada por repulsdo com cargas negativas acumuladas no
solo, e/ou indireto, pela proliferacdo de bactérias resistentes ao cobre que usam o
nitrato.

O valor mais elevado de concentracdo de cobre foi medido na amostra
composta do solo tratado, recolhida debaixo de copa, como era esperado. De facto, o
tratamento com Cuprital® é realizado por projecdo sobre a copa das 4arvores,
ocorrendo fendmenos de deposicao de fungicida por lixiviacdo da copa e escorrimento
pelo tronco. Apesar de se tratar de um solo de textura média, com boa drenagem,
foram encontrados niveis de cobre entre 5,507x 10 (NT-EC) e 1,6 x 10 mol/Kg (T-DC)
este Ultimo valor é superior ao valor de referéncia (ca 2x 10 mol/kg), utilizado em
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laboratérios de analises de solos usado para classificar um solo como “de teor elevado
em cobre” (Manual de fertilizagdo das culturas, 22 Ed. 2006). Este valor foi obtido,
apesar de se terem passado aproximadamente 30 dias, entre o tratamento
fitossanitario e a recolha das amostras, podendo ja ter ocorrido assimilacdo pela
comunidade microbiana presente e pelas plantas.

A amostra de solo NT-DC apresenta aqui um valor mais elevado que a amostra
T-EC, o que é questionavel, dado que no “setor NT” ainda ndo tinha sido efetuado o
tratamento fitossanitario. Sendo o tratamento feito sobre as copas das oliveiras e de
modo rotativo (isto é, solos ndo tratados sdo sujeitos periodicamente a novo
tratamento), poderia prever-se uma semelhan¢a de valores para alguns elementos
entre estas amostras, dependendo da diferente capacidade de reten¢dao do solo em
relacao a diferentes elementos. Neste contexto, é importante recordar que a recolha
das amostras foi feita em solo humido, devido a ocorréncia de precipitacdo nos dias
anteriores, o que pode ter levado a uma diluigao dos ides no solo. O alto teor em cobre
pode ser portanto um resultado pontual, devido a algum fator localizado. Contudo, s6
a recolha de um ndmero muito maior de amostras permitiria alguma indicagao sobre o
valor de cobre determinado.

2 Quantifica¢do nos enriquecimentos

2.1 Producao de amoénio
A quantificagdo de amodnio presente foi efetuada nos enriquecimentos
seletivos, de modo a avaliar o efeito do cobre e da temperatura. Os resultados estdo
expressos na Figura 9.
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Figura 9: Quantificagdo de amodnio nos enriquecimentos seletivos A) Producdo absoluta de aménio B)
Produg¢do de aménio normalizada por unidades formadoras de colonias

Letras diferentes (a,b, a’, b’, etc) e algarismos diferentes (1, 2,1’, 2, etc) representam diferencas estatisticamente
significativas para o fator temperatura e concentragdo de cobre respetivamente (p <0.05).

37




Todos os enriquecimentos apresentaram uma produgao similar de amoénio
(figura 9, A) embora ligeiramente inferior a 80°C. As comunidades microbianas
implicadas nessa produgdo serao distintas a 30°C e a 50°C, e ambas produzem amadnio
na mesma amplitude. Dado que os enriquecimentos a 80°C s3ao obtidos pela
transferéncia das culturas a 50°C, o decréscimo observado estard associado a um
decréscimo metabdlico dessa comunidade microbiana a 80°C, sugerindo que essa
comunidade sera constituida na base por microrganismos moderadamente
termofilicos e nao hipertermofilicos.

Experiéncias similares efetuadas por Portillo et al (2012), e apenas focando o
efeito da temperatura, 25°C versus 50°C, revelaram resultados diferentes, tendo sido
observado um incremento da produc¢dao a 50°C ou ndo, de acordo com o tipo de solo
agricola (recolhas em solo florestal ou pastagem, por exemplo). Este fendmeno sugere
gue ndo sO o tipo de solo como a natureza da espécie agricola cultivada pode
influenciar os resultados obtidos. Uma caracteristica ndo poderd ser dissociada da
outra e é possivel, por exemplo, que a absorcdo preferencial de algumas culturas
agricolas de amdnio versus nitrato, ou o inverso, influencie a dindmica da comunidade

microbiana do solo.

Ao avaliarmos a produg¢do de amédnio normalizada por unidades formadoras de
coldénias, é notério um aumento de producdo de amodnio nos enriquecimentos a
concentragdo de cobre mais elevada. Antes de mais, convém lembrar que a
determinacdo de cfu termofilicos foi feita por plagueamento a 50°C. Isso significa que
as coldnias obtidas serdo maioritariamente as formadas por termofilicos moderados,
gue conseguem proliferar ou sobreviver as restantes temperaturas sob estudo. Por
motivos técnicos, foi-nos impossivel quantificar a proteina total nestes
enriguecimentos ou realizar uma contagem das células totais nos mesmos, por
intermédio da qual teriamos resultados distintos. Assim, os resultados observados
traduzem a natureza da populacdo termofilica que estd sob selecio em cada
enriquecimento, donde os valores obtidos para os enriquecimentos com maior
concentracdo de cobre, indicardao a presenca de bactérias terméfilicas produtoras de
amonia e resistentes ao cobre.

2.2 Producao de sulfato
A quantificacdo do sulfato presente nos enriquecimentos foi também avaliada
pela normalizagao por unidades formadoras de coldnias.

Os resultados estdo expressos na Figura 10:
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Figura 10: Quantificacdo de sulfato nos enriquecimentos seletivos A) Produgdo absoluta de sulfato B) Produgdo
de sulfato normalizada por unidades formadoras de coldnias.

Letras diferentes (a,b, a’, b’, etc) e algarismos diferentes (1, 2,1’, 2’, etc) representam diferencas estatisticamente
significativas para o fator temperatura e concentragdo de cobre respetivamente (p <0.05).
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E importante referir a dificuldade inerente ao método de quantificacdo do
sulfato; € um método sensivel, muito dependente do tempo de agitacdo aquando da
adicdo de cloreto de bario e sujeito a variacdes importantes de absorvancia, variacoes
essas que tendem a aumentar com a concentracdo de sulfato (Kolmert et al, 2000).
Isso obriga a um numero elevado de ensaios e leituras, que de facto ndo efetuamos,
nao tendo mesmo havido a possibilidade de determinar o desvio padrao no caso do
enriquecimento a 80°C e 500 uM de cobre. Os ensaios efetuados mostraram uma
tendéncia de aumento da producdo de sulfato com a temperatura, em particular a
80°C e a uma concentracao de cobre de 100 uM de cobre.

Em estudos similares descritos por Portillo et al (2012), relativos ao efeito da
temperatura, foi também observado um aumento da producado de sulfato a 50°C,
sendo esse aumento muito mais significativo. Esta diferenca poderd estar associada ao
tempo de incubacao, o qual foi de 4 dias no estudo referido, ao invés de 24 h, como no
nosso caso. Santana et al (ndo publicado) descreveram um aumento na producdo de
sulfato por isolados termofilicos, em fase estacionaria de crescimento, o que pode
estar na base desta diferenca.

Curiosamente, a producdo de sulfato normalizada por unidades formadoras de
coldnias, segue um padrdo similar ao registado para a producdo de amodnio.
Atendendo, ao mencionado na sec¢do precedente, também aqui os valores obtidos
para os enriquecimentos com maior concentracdo de cobre, indicardo a presenca de
bactérias termofilicas produtoras de sulfato (e amodnio) e resistentes ao cobre. Em
suma, os dados sugerem a presenca de microrganismos termofilicos resistentes ao
cobre e capazes de processar o enxofre e azoto organicos presentes no meio de
cultura, produzindo sulfato e aménio.
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A presencga de bactérias termofilicas nos enriquecimentos ocorreu, apesar de a
temperatura média registada, aquando da recolha da amostra composta NT-EC, ter
sido de apenas 10°C. Os solos temperados podem, no entanto, apresentar valores
muito superiores, tendo ja sido registados valores de 60°C (Portillo et al, 2012).
Também em Evora, j& foram registados valores préximos de 40°C a 4 cm de
profundidade em solo de olival, durante o verdo (Santana et al., ndo publicado). Sera
nesta estacdo mais quente, que as bactérias termofilicas poderao proliferar.

3 Caracterizacao fenotipica, fisiologica e molecular do isolado

3.1 Analise fenotipica e fisiologica
Dado que foi nos enriquecimentos com maior concentracdo de cobre que se
registaram valores elevados de producdo de sulfato, a qual se manteve alta a 80°C, o
enriquecimento em meio NB 80°C Cu 500uM foi utilizado para a obteng¢do de isolados
potencialmente capazes de participar na produgdo observada. Assim, procedeu-se ao
isolamento como indicado na sec¢dao 3 da metodologia; obtiveram-se varias coldnias
isoladas, no entanto apenas uma foi capaz de crescer em meio NB e NB Cu500uM.

Quando plaqueado, o isolado obtido formou coldnias grandes com cerca de
0.8cm de didametro apds cerca de 20 horas de incubacdo a 50°C. As coldnias
apresentavam formato irregular, superficie lisa e cor bege. Esta morfologia de colénias
foi também detetada pelo plagueamento do enriquecimento, realizado para a
contagem de unidades formadoras de coldnias (ver seccao 2 da metodologia). Quando
observadas ao microscépio verificou-se que as células tinham forma de bastonete e
encontravam-se frequentemente aos pares ou formando cadeias mais longas, com
maior numero de células. Algumas células apresentavam grande mobilidade. Em
culturas do isolado, foi observada a formacdao de enddsporos durante a fase
estaciondria de crescimento. Esta formacgao estd associada a limitagdo de nutrientes no
meio, durante esta fase de crescimento; os esporos estardo metabolicamente inativos
mas em continua monitorizacdo das condi¢Oes externas (Nicholson et al, 2009).

A coloracgao diferencial de Gram identificou o isolado como Gram-Positivo. Em
fase estacionadria, tal como acontece com as bactérias Gram-positivas nesta fase, as
células ndo coravam tdo intensamente, (assemelhando-se a células Gram-negativas)
devido a diminuicdo da espessura da camada de peptidoglicano nas células mais
velhas. Também aqui eram visiveis os enddsporos, que maduros, ndo absorvem o
corante, devido a sua estrutura resistente e hidrofdbica; os enddsporos surgiam assim
como zonas dilatadas ndo coradas dentro da célula vegetativa (ver Figura 11).
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Figura 11: Visualizagdo do isolado ao Microscépio 6tico Olympus BX41 apés coloragdo diferencial de
Gram.

As setas indicam enddsporos em diferentes fases de maturagdo

Quando o isolado cresceu em NB a 50°C sem qualquer adi¢do de cobre, o
rendimento de crescimento foi cerca de trés vezes superior aquele obtido em presenca
de 500 uM de cobre. Para investigar o efeito do cobre no crescimento, bem como para
determinar se o isolado obtido contribui para a producdo de sulfato na presenca de
cobre realizaram-se varios ensaios.

O isolado foi inoculado em meio NB Cu 500uM a 50°C, 180 rpm durante 25
horas, e de seguida a cultura foi transferida a 80°C, sem agitacdo. Foram retiradas
amostras ao fim dos tempos T; 20 h, T, 25 h, T35 28 h e T4 44 h. Portanto, as amostras
T1 e T2 correspondem ao periodo de incubacdo a 50°C, e T3 e T4 ao periodo de
incubacdo a 80°C. Para cada tempo foi medida a densidade dtica da cultura e feitas
observagdes ao microscépio Atico a fresco e apds coloracdo de Gram. Foi quantificada
a presenca de esporos a cada tempo como descrito em 3.2.1., procedeu-se também a
quantificacdo do sulfato e de proteina nas amostras, tal como indicado em 2.2. e 3.2.2,
respetivamente.

Verificou-se que a producdo de sulfato aumentou de T; a Ty, tal como indicado
na Figura 12:
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Figura 13: Visualiza¢ao do isolado ao Microscépio 6tico Olympus BX41 ao tempo T;. a) Preparagdo a
fresco, b)) apods coloragdo diferencial de Gram

A leitura da densidade 6tica ndo mostrou diferencas significativas entre T;-Ts.
Em T; a cultura ja se encontrava em fase estacionaria, e apenas em T, se registou uma
queda de 24% no valor lido em relagao ao valor maximo encontrado em T,. O ensaio
de choque térmico, bem como a observagdao microscépica revelaram a total auséncia
de esporos. Quer nas preparagdes frescas, como nas resultantes de Gram, as células
apresentavam-se muito segmentadas. Nas prepara¢cées Gram, as células tinham zonas
coradas intervaladas com zonas ndo coradas, em particular aos tempos T3 e T4 (ver
Figura 13), e ndo foram observadas cadeias longas. Nas preparacdes a fresco ndo se
observaram células mdveis. Estas observacdes sugerem que o isolado termofilico
obtido, produtor de sulfato, estd sujeito a stress celular na presenca de sulfato de
cobre a 500 uM. A resisténcia ao cobre observada, acarreta custos celulares, ja que se
verificou uma diminuicdo do rendimento de crescimento; a morfologia das células
também foi alterada: ndo foram observadas longas cadeias de células e a coloracdo de
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Gram sugere uma distribuicdo irregular dos componentes da parede celular. Além
disso, ndo foram observados esporos; o efeito inibitério do cobre na esporulacao ja foi
referido para outros membros da classe Bacilli (Rodriguez et al, 2010).

Quanto ao aumento da producdo de sulfato, que é excretado no meio, é
também provavel que este aumento esteja relacionado ao processamento de
moléculas organicas para a manutencgao celular em condi¢Bes de stress. Portillo et al
(2011) e Santana et al (ndo publicado) ja tinham relatado uma dependéncia da
producdo de sulfato com a temperatura, que é distinta para diferentes isolados
termofilicos, alguns apresentam maior producdo de sulfato & temperatura 6tima de
crescimento, outros, contudo, podem apresenta-la a temperaturas préoximas dos
limites maximos e/ou minimos de crescimento.

3.2.Analise molecular
Para obter uma atribuicao filogenética preliminar do isolado, foi feita a analise
da sequéncia de 16SrDNA obtida, de 259 bp, com recurso ao Blast.

A tabela 4 apresenta o resultado obtido. Embora o valor E obtido, bem como a
percentagem de identidade indiguem uma igualdade absoluta entre o fragmento
sequenciado e outros do género Bacillus e Geobacillus, ndo podemos concluir
seguramente quanto a uma afiliacdo taxondmica a um ou outro género e muito menos
a qualquer espécie. Seria necessario efetuar uma analise filogenética por comparacao
com sequéncias de genes 16S rRNA préximos destes grupos, de modo a estabelecer
um dendograma filogenético. A obtencdao de um fragmento maior seria desejavel para
uma maior robustez da andlise Contudo, e em associacdo com os testes fenotipicos,
sabemos tratar-se de uma bactéria da classe Bacilli, Phylum Firmicutes.

Tabela 4: Resultados da analise Blast da sequéncia parcial do gene 16S rDNA do isolado

Niumero de Maxima
Microrganismo Valor E
acesso Identidade

Bacillus subtilis estirpe P38 1Q669676.1 0.0 100%
Clone procar|7c;ta nao cultivadoMB7- JQ693078.1 0.0 100%
Bacillus sp. MBK-z1 JQ729680.1 0.0 100%
Bacillus sp. MBK-d2 JQ729678.1 0.0 100%
Bacillus subtilis ASC582 JQ796006.1 0.0 100%
Bacillus tequilensis BVC67 JQ660650.1 0.0 100%
Bacillus amyloliquefaciens BVC48 JQ660631.1 0.0 100%
Bacillus tequilensis CRRI-HN4 JQ695931.1 0.0 100%
Geobacillus sp. estirpe CRRI-HN1 JQ695928.1 0.0 100%
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4. Analise dos géis de DGGE e sequenciacao

4.1. PCR-DGGE de amostras de DNA do solo
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Figura 14: Géis de DGGE das amostras resultantes de amplificagcao por nested-PCR sobre o DNA extraido das
amostras compostas do solo A- Gel resultante da amplificagdo com os primers para os géneros Desulfovibrio e
Desulfomicrobium; B - Gel resultante da amplificacdo com os primers para a classe 8-Proteobacteria.

A)1-TDCII; 2—=TECII; 3—NTDC; 4 — NTEC. B) M —marcador; 1 —TDC; 2-TDC Il; 3—TEC Il; 4 = NTDC; 5 — NTEC

Foram efetuados géis de DGGE com os produtos de PCR resultantes de
amplificacdo sobre o DNA extraido das amostras de solo. A amplificacdo foi feita quer
com uso dos primers universais, quer pela estratégia de nested-PCR (ver Esquema 2
seccdo 5.1). No primeiro caso, a resolucdo dos géis foi muito fraca para todas as
condi¢cbes de corrida testadas, sendo contudo percebido um fingerprint diferente
entre amostras provenientes de solos tratados, por um lado, e nao tratado com cobre,
por outro (resultados ndo apresentados). O uso de primers dirigidos para grupos
taxondmicos especificos, levou a uma melhoria da resolucdo dos géis, em particular no
gue se refere as B-Proteobacteria, abundantes no solo (Figura 14).

O gel resultante da amplificacdo com os primers para os géneros
Desulfovibrio/Desulfomicrobium apresenta uma fraca resolucdo, sendo possivel
verificar que as amostras recolhidas em solo tratado, tanto debaixo de copas como
entre copas, apresentam um fingerprint semelhante, embora a analise da intensidade
relativa entre algumas bandas, efetuada com recurso ao Imagel®, seja distinta nos dois
casos. Isto sugere que o tratamento fitossanitario efetuado no setor de solo definido
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para tal, levou a uma selegdo de microrganismos resistentes ao tratamento. As
amostras de solo ndo tratado tém fingerprint distinto das amostras tratadas, e
semelhante entre si, como ja referido; no caso das B-Proteobacteria verificou-se
também que a amostra NT-EC apresentou o fingerprint mais distinto, entre todas as
amostras, ndo apresentando algumas das bandas dominantes presentes em todos os
fingerprints. Por outro lado, NT-DC apresenta uma maior similaridade no fingerprint
com o das amostras T, o que ndo pode deixar de nos lembrar os resultados obtidos
aquando da medicao dos teores em cobre para esta amostra, a qual apresentava um
teor também elevado para este elemento (ver tabela 3).

Acreditamos que uma maior quantidade de DNA molde, bem como o ensaio de
mais condi¢des de corrida poderiam ter levado a obtencdo de informagdao mais
detalhada a partir destas amostas. A quantidade limitante de DNA molde levara a
amplificacdo de genes 16SrRNA dominantes na populacao. Contudo, sabe-se que o uso
do Kit PowerSoil®, resulta numa eficiente na remocdo de contaminantes que podem
limitar a reacdo de amplificacdo da Polimerase, mas em contrapartida na diminuicdo
do rendimento de DNA extraido (Dineen et al, 2010).

4.2.PCR-DGGE de amostras de DNA extraido dos enriquecimentos

A realizagdao de enriquecimentos seletivos diminuiu a representatividade dos
microrganismos do solo, enquanto permitiu o aumento da resolucdo dos géis.
Contudo, os enriquecimentos foram perspetivados precisamente para que fossem
representados os grupos alvo que queramos estudar; os enriquecimentos tinham
como propodsito a obtencdo de bactérias termofilicas do Phylum Firmicutes, grupo,
como ja referido, heterotréfico e produtor de amédnio e sulfato. As 8-Proteobacteria,
também alvo do nosso estudo, serdo capazes de proliferar no mesmo meio, por
utilizagdo direta deste e/ou dos produtos metabdlicos produzidos pelas bactérias
termofilicas, provavelmente incluindo as bactérias oxidativas da amdnia, pertencentes
a esta classe. Do mesmo modo, poderdo ser encontrados sulfato-redutores, que
inicialmente presentes no solo vao proliferar nos enriquecimentos, gracas a producao
de sulfato pelas bactérias termofilicas. As 8-Proteobacteria oxidativas de amdnia, bem
como os sulfato-redutores poderdo ser encarados como microrganismos competidores
de amdnia e sulfato, tornando-os menos disponiveis para as plantas, em especial para
aquelas que utilizam preferencialmente a amodnia.

Os enriquecimentos procuravam também estudar o efeito do cobre e
identificar quais os microrganismos resistentes dentro dos grupos taxondmicos
escolhidos. Caso esses ndo incluam bactérias termofilicas, isso indicara um efeito
negativo do tratamento Ge cobre sobre este grupo e levara a uima diminuicdo do teor
em sulfato e amédnio no solo, a menos que se trate de solos submetidos a adicdo de
fertilizantes. A concentracdo maxima de cobre escolhida (500 uM) é, grosso modo, trés
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vezes inferior a concentracdo maxima registada para a amostra recolhida T-DC (Tabela
3). A escolha das concentragGes a usar baseou-se na maior disponibilidade do cobre
em solugdo, quando comparada com aquela do solo, onde o cobre se encontra
associado 4 carga negativa do humus, bem como em referéncias bibliograficas varias
sobre o estudo de bactérias resistentes ao cobre (Chillappagari et al, 2009).

Figura 15: Gel de DGGE das amostras resultantes de amplificacdo direta sobre o DNA extraido dos

enriquecimentos.

1-NB30; 2 — NB30 Cul100; 3 —NB30 Cu500; 4 — NB50; 5 — NB50 Cu100; 6 — NB50 Cu500; M — marcador 7 — NB80; 8 —
NB80 Cu100; 9 — NB80 Cu500;

A Figura 15 mostra um agrupamento de fingerprints similares segundo a
temperatura, o que sugere ter ocorrido um efeito mais seletivo da temperatura e ndo
do cobre sobre a comunidade microbiana. No entanto, o efeito da adicdo de cobre
sobre a diversidade foi mais drdastico para valores mais elevados de temperatura, e a
concentra¢dao mais elevada de cobre.

Os resultados sugeriram também que poderiam ser revelados, pelo uso da
estratégia de nested-PCR, presenca de micrébios resistentes ao cobre para os distintos
grupos taxondmicos, dada a presenca de bandas correspondentes a microrganismos
resistentes ao cobre para as diferentes temperaturas.
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4.2.1. Phylum Firmicutes

O gel de DGGE com os produtos de PCR resultantes da amplificagdo com os
primers especificos para o Phylum Firmicutes sobre o DNA extraido dos
enriquecimentos esta na figura 16.

Lp Pseudomonas
aeruginosa

L Escherichia coli

k12
Paenibacillus sp.
A —> DSM 34
1 2 3 4 5 6 W 8 M

Figura 16: Gel de DGGE das amostras de DNA extraido dos enriquecimentos seletivos, amplificadas com o par de
primers especificos para o subgrupo filogenético Firmicutes.

M — Marcador; 1 - NB30 Cu100; 2 - NB30 Cu500, 3 — NB50, 4 — NB50 Cu100; 5 — NB50 Cu500; 6 — NB80; 7 — NB80
Cul00; 8 — NB80 Cu500. As setas a vermelho representam as bandas que foram sequenciadas.

Foram escolhidas as bandas assinaladas para posterior sequenciacdo. A analise
conjunta das sequéncias- com recurso ao Blast- e da sua intensidade relativa em cada
enriquecimento-com recurso ao Imagel® - permitiu a identificagdo preliminar dos
microrganismos sob efeito da temperatura e do cobre (ver Tabela 5).

A utilizacdo do programa Imagel® permitiu-nos de facto inferir da proporc¢ao
relativa de cada banda, dentro da mesma amostra e comparativamente as amostras
restantes, por comparacdo da area de cada uma, determinada apds descontar o “ruido
de fundo” (Figura 17), Deste modo, qualquer erro resultante da deposicio de
diferentes quantidades de DNA obtido nas distintas amplificacdes, é eliminado.
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Figura 17: Perfil dos picos obtidos para as bandas da amostra NB30 Cu100, e da amostra NB30 Cu500; o calculo da
area de algumas bandas esta indicado

As identidades encontradas foram exploradas, pela consulta dos nimeros de
acesso fornecidos pelo Blast. Lysinibacillus sp. e Bacillus cereus sao mesofilicos,
frequentemente encontrados no solo, o que estd de acordo com o padrdo obtido
pelas bandas correspondentes, consequente ao aumento da temperatura. Também se
encontra em concordancia com os dados conhecidos, a presenca de bandas
correspondentes a estes microrganismos na presenca de cobre; a base de dados do
EMBL revela a existéncia de proteinas de resisténcia ao cobre nos dois casos.

A temperaturas mais elevadas, sdo identificados os géneros Brevibacillus e
Geobacillus. Isolados pertencentes a estes géneros ja foram descritos como
importantes na mineralizacdo do enxofre e azoto, produzindo sulfato e amodnia
(Portillo et al, 2012; Santana, nao publicado (ver seccdo 6)) Atendendo a distribuicdo
das sequéncias apresentada na tabela 5, poderdao ser membros destes géneros que
intervém na produc¢dao de aménio e sulfato, nos enriquecimentos a 50°C com e sem
cobre. Em membros deste género, foi encontrado o gene codificante da molécula
chaperone CopZ, responsavel no efluxo de cobre (ver seccdo 8). E importante referir
que o facto de se ter observado o aumento de intensidade de algumas bandas na
presenca de cobre, ndo significa que haja um estimulo a proliferacdo de um dado
microrganismo pela acao direta do cobre, mas sim uma inibicdo da competi¢do ao seu
crescimento por parte de outros microbios ndo resistentes.
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Dentro das sequéncias obtidas, é de salientar, as correspondentes as bandas 8
e 9, com grande intensidade a NB80Cu500. A sequéncia da banda 9 é idéntica a
sequéncia do isolado obtido (ver sec¢do 3.2), alinhando exatamente entre as posi¢oes
201 e 449 pb desta ultima, e corroborando a abundancia do isolado no enriquecimento
mencionado. Por outro lado, é idéntica a de Bacillus vallismortis, uma espécie isolada a
partir de dunas de areia no Vale da Morte, Califérnia. (Roberts et al, 1996). A
sequenciacdo total do gene 16SrRNA do isolado ird revelar se esta espécie podera
também estar presente no solo htimido de um olival em Evora.
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Tabela 5: Tabela resultante da analise conjunta da sequéncia e da intensidade relativa de bandas selecionadas no gel-Figural6

Bandas Valor E NB30 NB30 NB50 NB50 NB80 Aumento da Aumento de
(amostras) L LBl Cul00 Cu500 NBSO Cul00 Cu500 NB8O Cul00 NB8O Cu500 temperatura [Cu] no meio
NB30 Lysinibacillus fusiformis strain 126
1 cui00 UIm26 be * +) +) +) v
NB30 Bacillus cereus strain YAP13 126
2 Cu500 Bacillus cereus strain SPD 20 ) * v T
Uncultured bacterium clone
NB50 ncd957e10c1 123
5 Cu500 Brevibacillus limnophilus strain 3e +) * +) T T
DSM 6472
Uncultured bacterium clone
NB50 ncd957e10c1 125
- - + + + =
: Cu500 Brevibacillus limnophilus strain 2e t) ) ) ) ) T
DSM 6472
Uncultured organism clone
NB80 Anoxybacillus sp. 3nP4 -126
7 Cu500 Geobacillus sp. JAM-FM0901 2e ) (+) * T T
Geobacillus sp. MKK-2005
Bacillus atrophaeus strain Uz1106
Bacillus subtilis QB928
Bacillus vallismortis strain UAC-21
NB80 . X . . -120
8 Cu500 Bacillus amyloliquefaciens strain 7e (-) (-) (+) + 1t 0
u UAC-19
Brevibacterium halotolerans strain
UAC-13
Bacillus atrophaeus strain
Uz1106
Bacillus subtilis QB928
Bacillus vallismortis strain
g NBEO UAC-21 20 (+) (-) + + (-) + + 0N
Cu500 . . .
Bacillus amyloliquefaciens
strain UAC-19
[Brevibacterium] halotolerans
strain UAC-13

Nota: Os simbolos (+) e (-) simbolizam uma diminuig¢do de intensidade e grande diminuigdo de intensidade, relativa ao total de bandas para cada pogo, respetivamente

50



4.2.2. Subgrupo filogenético B-Proteobacteria

Foram efetuados géis de DGGE com os produtos de PCR resultantes da
amplificacdo por nested-PCR, com os primers especificos para as B8-Proteobacteria
(figura 18).

\ i Pseudomonas
. aeruginosa
-~
3
‘4
~
.9
| \ : Escherichia coli
4 k12
u N —> Paenibacillus sp.
DSM34
6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

Figura 18: Gel de DGGE das amostras de DNA extraido dos enriquecimentos seletivos, amplificadas com
o par de primers especificos para o subgrupo filogenético 8-Proteobacteria

M — marcador composto por uma mistura bacteriana; 6 — NB30; 7 — NB30 Cu100; 8 — NB30 Cu500; 9 —
NB50; 10 — NB50 Cul00; 11 — NB50 Cu500; 12 — NB80; 13 — NB80 Cul100; 14 — NB80 Cu500. As setas a vermelho
representam as bandas que foram sequenciadas.

Foram escolhidas as bandas assinaladas para posterior sequenciacdo. A analise
conjunta das sequéncias- com recurso ao Blast- e da sua intensidade relativa em cada
enriquecimento-com recurso ao /magel®- permitiu a identificacdo preliminar dos
microrganismos sob efeito da temperatura e do cobre (ver Tabela 6).

As identidades encontradas foram exploradas, pela consulta dos nimeros de
acesso fornecidos por Blast. O género Massilia pertence a classe B-Proteobacteria,
ordem Burkhoderiales, familia Oxalobacteraceae. Esta inclui grande numero de
bactérias saprofitas, de enorme versatilidade; muitas sdo utilizadas como agentes de
controlo antifungico e de bioremediacdo, dada a sua capacidade de metabolizacdo de
inimeros compostos organicos, incluindo herbicidas (Sangodkar et al, 1988). Os
relatos sobre a resisténcia ao cobre por parte de membros da classe B- Proteobacteria
sdo escassos. Recentemente foram isolados duas espécies de Massilia a partir de
superficies metdlicas de cobre (Espirito Santo et al, 2010). Esta descoberta é
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consistente com os nossos resultados, os quais incluiram o género Massilia nas
sequéncias derivadas dos enriquecimentos com cobre.

Ochrobactrum foi um género igualmente identificado nas sequéncias obtidas.
Surpreendentemente, apenas surge no enriquecimento efetuado a 50°C, n3o se tendo
encontrado qualquer registo bibliografico desse género a essa temperatura. Trata-se
de um género da ordem Rhizobiales, familia Brucellacea, cujos membros sdo
quimiorganotroéficos aerdbios. Contrariamente ao esperado é uma a-Proteobacteria,
mas, Muhling et al (2008) obtiveram também com a estratégia de nested-PCR
mencionada, 17% de sequéncias ndo-pertencentes ao grupo alvo 8-Proteobacteria. A
base de dados UniProt (EMBL) regista a presenca de proteinas de resisténcia ao cobre
similares ao sistema Cop ja descrito (ver sec¢do 8), também em Ochrobactrum. Este
organismo também ja foi detetado aquando do isolamento de bactérias oxidativas da
amonia com metabolismo mixotrofico. Algumas espécies serdo assim capazes de
crescer sob modo heterotréfico e autotréfico, oxidando a amdnia com producdo de
nitrito (Kouki et al, 2011). Assim, a proliferacdo de bactérias termofilicas podera estar
associada a proliferacdo de bactérias de crescimento mixotréfico, oxidando a aménia
disponibilizada pelas primeiras.
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Tabela 6: Tabela resultante da andlise conjunta da sequéncia e da intensidade relativa de bandas, selecionadas no Gel-Figura 18

Bandas Valor NB30 NB30 NB50 NB50 NB80 NB80 Aumento da Aumento de
Resul BLAST NB NB
(amostras) LS EDLES E Cul00  Cu500 0 cu100  cusoo 80 U100 Cu500  temperatura  [Cu] no meio
1 NB30 Nao Determinado
Uncultured bacterium
NB30
2 Cu100 clone YJ-114 167 + (+) (-) J 1

Massilia sp. C1804

Unculture bacterium clone
NB30 YJ-114

3 cut00 Massilia sp. C1804 9™ * () J N
Naxibacter sp. UFLAO 4-292
4 NB50 Similar a banda 5 265 (-) + ()

Ochrobactrum sp. FDK2
Ochrobactrum sp. He-Xw
Uncultured bacterium
. - + -
5 NB50 isolate 2™ () ()
Uncultured beta
proteobacterium

Ochrobactrum sp. FDK2

6 NS Ochrobactrum sp. He-Xw 2 * (+) " +) T

S . . 4 . ! )
Massilia sp. C1804

3 NBSO Pantoea agzg;?_r::rans strain L -) (+) o (+) 1

9 Ciaod  oumopacuumsp e 36 o ) "

NOTA - a banda 5 apresenta comigracdo de duas sequéncias distintas. Os simbolos (+) e (-) simbolizam uma diminui¢do de intensidade e grande diminui¢do de intensidade, relativa ao total de bandas para cada

pogo, respetivamente
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Paenibacillus sp.

DSM 34

4.2.3. Subgrupo filogenético Desulfovibrio/Desulfomicrobium
Foram também efetuados géis de DGGE com os produtos de PCR resultantes da

amplificagdo com os primers especificos para o subgrupo filogenético

Desulfovibrio/Deslfomicrobium sobre o DNA extraido dos enriquecimentos (figura 19).
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Figura 19: Montagem do gel de DGGE das amostras de DNA extraido dos enriquecimentos seletivos,
amplificadas com o par de primers especificos para os géneros Desulfovibrio/Desulfomicrobium.

M — Marcador; 1 - NB30 Cu500; 2 - NB30 Cu100, 3 — NB30, 4 — NB50 Cu500; 5 — NB50 Cu100; 6 — NB50 C; 7 — NB80; 8 — NB8O
Cul00; 9 — NB80 Cu500. As setas a vermelho representam as bandas que foram sequenciadas.

Foram escolhidas as bandas assinaladas para posterior sequenciacdo. Os
resultados obtidos através da andlise das sequéncias pelo Blast, foram, ndo obstante,
distintos dos esperados. Obtiveram-se sequéncias correspondentes a microrganismos,
todos eles da classe Bacilli, familia Paenibacillaceae. Em particular, varias sequéncias
mostravam identidade com membros do género Paenibacillus, género nao detetado
na estratégia prévia de nested-PCR usada para o Phylum Firmicutes. Verificou-se de
facto, com uso do Primer-Blast (NCBI), que os primers DSV (ver seccdo 5.2) podem
emparelhar com o gene 16SrRNA de Brevibacillus e Paenibacillus, originando um
fragmento de tamanho similar ao esperado pelo emparelhamento com o gene
16SrRNA de membros do grupo-alvo. Esta observacdo esta alids associada a
degenerescéncia dos primers usados. Assim, estes primers descritos por Dar et al
(2005), na definicdo de uma estratégia para a detecdo de baixos nimeros de bactérias
sulfato-redutoras em comunidades microbianas complexas, revelam-se Uteis apenas
guando usados para aquelas condicdes que favorecam a proliferacdo de sulfato-
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redutores. Este foi alids, o caso estudado pelos autores, que analisaram a diversidade
microbiana em reatores de tratamento de aguas residuais.

Ao conjugar os resultados do Blast com os do Imagel® (Tabela 7), varias
informagdes importantes foram colhidas. Além da detegdo de Paenibacillus sp., como
acima mencionado, anaerdbios facultativos, mesofilicos e esporulantes,
frequentemente encontrados no solo, em particular na rizosfera, encontramos
membros do género Brevibacillus, com um padrao de resposta similar ao observado
anteriormente (ver tabela 5). De reparar por exemplo, nas sequéncias das bandas 8 e
9, reportando identidade a Brevibacillus, presentes nos enriquecimentos a 50°C e na
presenca de cobre, tal como ja tinha sucedido quando da andlise em 4.2.1.

Apenas uma banda (banda 11) correspondia a uma sequéncia de um clone
bacteriano ndo cultivado, a qual pode corresponder a um membro do género
Desulfomicrobium.
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Tabela 7: Tabela resultante da andlise conjunta da sequéncia e da intensidade relativa de bandas, selecionadas no Gel-Figura 19

Bandas NB30 NB30 NB50 NB50 NB80 Aumento da Aumento de
(amostras) LTI LERLHA TS R Cul00 Cu500 NBS0 Cul00 Cu500 NB8O Cul00 NB8O Cu300 temperatura  [Cu] no meio
NB30 - .
3 Cu100 N3o determinado
Paenibacillus sp.
NB30 CAU1055 -66
4 Cul00 Paenibacillus glebae 3e i i () \Z
strain EA14
5 NB50 Brevibacillus ge "3 + (+) T
borstelensis strain MA5
Paenibacillus residui
NB50 strain R8-313 -66
6 Cul00 Paenibacillus sp. R- 3e () + () T T
27413
NB50 Brevibacillus 71
7 CulO0 Dborstelensis strain MAS 1e + (+)
NB50 Uncultured bacterium 71
8 Cu500 clone ncd957e10c1 le (+) (+) + (-) 0 T
Uncultured compost
NB50 bacterium partial -59
9 Cu500 Brevibacillus limnophilus 2e (+) (+) + (_) T T
strain E10
10 Brevibacillus sp. U\
NB80  enrichment culture clone 3¢’ (+) +
phylotype P25
NB8O Uncultured bacterium 73
11 Cul00 clone 65_51 2e (_) + (+) 'P
NB80 - .
12 Cus00 N3o determinado
NB80O - .
13 CuS00 N3o determinado
NB80 Paenibacillus 72
14 Cu500 barengoltzii 16S 3e () (-) (-) u 0 T

NOTA: Os simbolos (+) e (-) simbolizam uma diminuicdo de intensidade e grande diminuicdo de intensidade, relativa ao total de bandas para cada pogo, respetivamente

56



Conclusoes e perspetivas futuras

A descoberta recente do papel das bactérias termofilicas como produtoras de
amonio e sulfato, incita a varios estudos sobre a sua potencial aplicagdo como bio-
fertilizantes ou adjuvantes na fertilizacdao dos solos e a considera-las como elementos
de importancia na elaboracao de futuros modelos agricolas, mais sustentdveis. Num
trabalho recente, Santana et al, (ndo publicado) mostraram um efeito do
sobrenadante de cultura de alguns isolados termofilicos do Phylum Firmicutes, na
estimulacdo da germinacgdo de sementes de Nicotiana benthamiana in vitro. E assim
possivel conceber uma utilizagdo para as bactérias termofilicas a médio prazo, em
ambientes controlados, como em estufa, e em etapas iniciais do desenvolvimento de
plantas agricolas. Contudo, o seu uso direto em solos agricolas requer um estudo
deveras aprofundado. Esse estudo deve ter em consideragao a influéncia de varios
fatores fisico-quimicos, aqueles inerentes a composicdao mineral do solo e fatores
climdticos, bem como fatores associados a quantidade, atividade e diversidade
microbiana do solo, que agem sobre os primeiros.

Serd sempre impossivel de compreender a interacdo global entre os varios
microrganismos do solo, mas é possivel visar grupos especificos e realizar iniumeros
ensaios em campo, quando for desejada uma futura aplicacdo dos resultados
laboratoriais. Assim, na execucdo deste trabalho focamo-nos sobre grupos
taxondmicos de interesse: as bactérias termofilicas supramencionadas, e as bactérias
oxidativas de amonia (B-Proteobacteria) e redutoras de sulfato (Desulfovibrio e
Desulfomicrobium), potencialmente competidoras com as plantas na absorcdo de
amonio e sulfato, respetivamente, estes produzidos pelas primeiras. Foi estudado o
efeito da temperatura e do cobre sobre a dindmica desses grupos. A temperatura tem
uma importancia evidente sobre a proliferacdao das bactérias termofilicas. O cobre,
amplamente usado como elemento fitossanitario, a maioria das vezes sob a forma de
sulfato de cobre, pode ser extremamente téxico como referido na sec¢ao 8. As
alteragdes na comunidade microbiana foram avaliadas sobre enriquecimentos
seletivos, obtidos a partir de uma amostra composta de solo de olival, visando
primariamente o enriquecimento em bactérias termofilicas presentes na amostra. A
técnica molecular de fingerprint — PCR-DGGE, foi a utilizada para tal estudo, ja que
constitui uma ferramenta poderosa no estudo da diversidade microbiana, ao permitir
incluso a identificacdo de membros da comunidade, impossiveis de obter com os
tradicionais métodos de cultivo.

Entre os resultados obtidos, consequentes a esta analise, sdo importantes de
referir:
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— O aumento da temperatura e do cobre permitiram a proliferacdo de membros
do Phylum Firmicutes, dos géneros Bacillus, e em particular de Brevibacillus,
géneros com genes codificantes de proteinas resistentes ao cobre. Estes sdo
também os géneros reportados como produtores de amodnio e sulfato, o que
mostrou que o tratamento com cobre (o qual foi usado nos ensaios em teor
similar ao encontrado no solo sob tratamento) nao foi limitativo para o
crescimento destes microrganismos.

— O teor de sulfato produzido foi aumentado a temperatura mais elevada, e em
particular a maior concentragdo de cobre utilizada, mostrando que o
tratamento com cobre ndo limita a producdo de sulfato. Esse aumento,
concomitante a atividade dos géneros Bacillus e Brevibacillus detetados,
podera estar associado a um mecanismo de stress despoletado pelo cobre, ja
gue um isolado produtor de sulfato, obtido a partir de um enriquecimento a
concentragdao de 500 uM de cobre, mostrou uma diminui¢ao do rendimento de
crescimento.

— O tratamento com cobre ndo influencia a producdo total de aménia, a qual é
similar nos vdrios enriquecimentos.

— A maior proliferacdo das bactérias termofilicas produtoras de sulfato e amodnia

a temperatura mais elevada levou também a detecdo de Proteobacteria
(género Ochrobactrum) capazes de utilizar aménio em crescimento mixotrofico.

Estes dados sugerem algumas estratégias a ter em conta no tratamento dos
solos agricolas com cobre. Se considerarmos o potencial das bactérias termofilicas na
fertilizacdao e que estas incluem membros resistentes ao cobre, entdao uma aplicacao
preventiva deste elemento durante um periodo sazonal quente, teria menos impacto
sobre a populacdo termofilica do solo, a qual, embora resistente ao cobre, terd um
fator limitante adicional ao seu crescimento durante uma estacdo fria (o fator
temperatura). Dado que a proliferacdo das bactérias termofilicas incentivard a
proliferacdo de popula¢gdes mixotréficas com a consequente formacdo de nitrito e
nitrato, o uso potencial destas espécies enddgenas como fertilizantes seria mais
adequado para aa culturas agricolas que utilizem o nitrato, bem como a amdnia.

Pretendemos, num futuro préximo, repetir ensaios de DGGE similares, todavia
com recurso a primers para genes codificantes de enzimas, como os genes codificantes
da amdnia monooxigenase (AMO) e da sulfito reductase (DSR), para deste modo
proceder a uma andlise comparativa, bem como a eliminar a frequente comigracao
nos géis de DGGE, associada a existéncia de cdpias multiplas dos genes de RNA
ribossomal. Também perspetivamos a elaboracdo de bancos gendmicos a partir do
DNA extraido dos enriquecimentos, e a utilizacdo dos fragmentos sequenciados como
sondas a hibridar nesses bancos, de modo a obter a sequéncia total dos genes
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16SrRNA aqui amplificados parcialmente. Por fim, a realizagdo de PCR quantitativo em
tempo real, com recurso a primers especificos para os géneros aqui determinados
fornecera uma informag¢do mais completa sobre a sua interdinamica.

59



Referéncias Bibliograficas

Ahmed, I., A Yokota, A., Yamazoe, A., Fujiwara, T. (2007): “Proposal of Lysinibacillus
boronitolerans gen. nov. sp. nov., and transfer of Bacillus fusiformis to Lysinibacillus
fusiformis comb. nov. and Bacillus sphaericus to Lysinibacillus sphaericus comb. nov”.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 57, p. 1117-1125

Appl, M. (2006): “Ammonia. Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry”, Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KgaA, DOI: 10.1002/14356007.a02_143.pub?2.

Benites, V., Madari, B. (2003):” Extra¢dao e Fracionamento Quantitativo de Substancias
Hdmicas do Solo”. Embrapa Solos. Rio de Janeiro, Brasil.

Bradford, M. M. (1976):”Protein Concentration Determination by the Bradford Assay”.
Analysis Biochemical. 72, p. 248.

Brady, N., Weil, R. (2010): Elements of the Nature and Properties of Soil. Upper Saddle
River, NJ.Prentice-Hall Inc.

Chillappagari, S., Miethke, M., Trip H., Kuipers O. P., Marahiel, M. A. (2009): “Copper
Acquisition Is Mediated by Ycn) and Regulated by YcnK and CsoR in Bacillus subtilis”, J.
Bacteriol. 2009, 191, (7), p. 2362-2370.

Cha. J., Cooksey, D.A. (1993):” Copper hypersensitivity and uptake in Pseudomonas
syringae containing cloned components of the copper resistance operon”. Appl Environ
Microbiol, 59, p. 1671-1674.

Cha. J., Cooksey, D.A. (1991):”Copper resistance in Pseudomonas syringae mediated by
periplasmic and outer membrane proteins”. Proc. Nat. Acad. Sci. USA ,Vol. 88, p. 8915-
8919

Correia, A. (1986):” Bioquimica dos Solos, nas Pastagens e Forragens”. Edigées da
Fundacdo Calouste Gulbenkian. Porto. p. 789

Dahllof I., Baillie H., Kjelleberg S. (2000): “rpoB-based microbial community analysis
avoids limitations inherent in 16S rRNA gene intraspecies heterogeneity”. Appl.
Environ. Microbiol, 66, p. 3376-3380.

Daly, K., Sharp, R., McCarthy, A. (2000): “Development of oligonuclotide probes and
PCR primers for detecting phylogenetic subgroups of sulfate-reducing bacteria”.
Microbiology, 146, p. 1693-1705.

Dar, S. A, Yao, L., Dongon, U., Kuenen, J.G., Muyer, G. (2007):” Analysis of Diversity
and Activity of Sulfate-Reducing Bacterial Communities in Sulfidogenic Bioreactors

60



Using 16S rRNA and dsrB Genes as Molecular Markers”. Applied and Environmental
Microbiology. Vol. 73, No. 2, p. 594-604.

Dar, S., Kuenen, G., Muyzer, G. (2005): “Nested PCR-Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis Aprroach To Determine the Diversity of Sulfate-Reducing Bacteria in
Complex Microbial Communites. Applied and Environmental Microbiology”,Vol. 71, No
5, p. 2325-233

De Boer, W., Tietema, A., Klein Gunnewiek, P.J.A., Laanbroek, H.J. (1992): “The
autotrophic ammonium-oxidizing community in a nitrogen-saturated acid forest soil in
relation to pH-dependent nitrifying activity”. Soil Biology & Biochemistry 24, p. 229-
234,

De Boer, W., Kowalchuk, G.A. (2001): “Nitrification in acid soils: micro-organisms and
mechanisms “. Soil Biology & Biochemistry 33, p. 853-866

Dineen, S.M., Aranda, R., Anders, D.L., Robertson, J.M. (2010):” An evaluation of
commercial DNA extraction kits for the isolation of bacterial spore DNA from soil”.
Journal of Applied Microbiology 109, (6), p. 1886—1896

Dilling, W., Cypionka, H. (1990).” Aerobic respiration in sulphate-reducing bacteria”.
Arch. Microbiol. 71, p. 123-128

Eriksen, J. (1996): “Incorporation of S into soil organic matter in the field as
determined by the natural abundance of stable S isotopes”. Biol. Fertil. Soils. 22, p.
149-155.

Eriksen, J. (2008): “Soil sulfur cycling in temperate agricultural systems”. Em: Jez J (ed)
Sulfur: a missing link between soils, crops and nutrition. American Society of Agronomy
Inc., Madison, WI, p. 25-44

Espirito Santo, C., Morais, P. V., Grass, G. (2010): “Isolation and characterization of
bacteria resistant to metallic copper surfaces”. Applied and Environmental
Microbiology, 76, p. 1341-1348.

Ghani, A., Mclaren, R. G., Swift, R. S. (1993): “Mobilization of recently-formed soil
organic sulphur”. Soil Biol. Biochem., 25, p. 1739-1744.

Ghosh, W., Dam B. (2009): “Biochemistry and molecular biology of lithotrophic
sulfuroxidation by taxonomically and ecologically diverse bacteria and Archaea”. FEMS
Microbiol Rev., 33 p. 999-1043

Gonzalez, J. M., Portillo, M.C. (2012): “Microbial organic-S oxidation in terrestrial
environments is enhanced by global warming”. Instituto de Recursos Naturais e
Agrobiologia, Sevilha, Espanha.

61



Gonzalez, J., Portillo, M., Belda-Ferre, P., Mira, A. (2012): “Amplification by PCR
Artificially Reduces the Proportion of the Rare Biosphere in Microbial Communities.”
PLosONE. Vol. 7.

Green, S. (2005): “A guide to Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”. Version 2.

Huber, C.,, Loy, A., Nickel, M., Arnosti, C., Baranyi, C., Briichert, V., Ferdelman,T.,
Finster, K., Christensen, F. M., de Rezende, J. R., Vandieken, V., Jgrgensen, B. B. (2009)
“A constant flux of diverse thermophilic bacteria into the cold arctic seabed”. Science,
325, p. 1541-1544

Huber. C, Arnosti, C., Briichert, V., Loy, A., Vandieken, V., Jgrgensen, B. B. (2010)
“Thermophilic anaerobes in arctic marine sediments induced to mineralize complex
organic matter at high temperature”. Environ Microbiol, 12, p. 1089-1104

Janssen, P. (2006): “Identifying the Dominant Soil Bacterial Taxa in Libraries of 16S
rRNA and 16S rRNA Genes”. Applied and Environmental Microbiology ,72, p. 1719-
1728.

Jones, D. L. (1999):”Amino acid biodegradation and its potential efects on organic
nitrogen capture by plants”. Soil Biology and Biochemistry, 31, p. 613-622

Jones, D.L. Healey, J.R., Willett, V. B., Farrar, J. F., Hodge, A. (2005): “Dissolved organic
nitrogen uptake by plants—an important N uptake pathway?” Soil Biology &
Biochemistry, 37, p 413423

Juretschko, S., Timmermann, G., Schmid, M., Schleifer, K. H., Pommerening-Roser, A.,
et al. (1998): “Combined molecular and conventional analyses of nitrifying bacterium
diversity in activated sludge: Nitrosococcus mobilis and Nitrospira-like bacteria as
dominant populations”. Appl. Environ. Microbiol., 64, p. 3042-51

Kartal, B., Koleva, M., Arsov, R., van der Star, W., Jetten, M.S.M., Strous, M. (2006):
“Adaptation of a freshwater anammox population to high salinity wastewater”. J
Biotechnol, 126, p. 546553

Khammar, N., Malhautier, L., Degrange, V., Lensi, R., Godon, J.J., Fanlo, J.L. (2005):”
Link between spatial structure of microbial communities and degradation of a complex
mixture of volatile organic compounds in peat biofilters”. J Appl Microbiol, 98, p. 476-
490.

Kiikkila, O., Pennanen, T., Pietikainen, J., Hurme, K.R., Fritze, H.. (2000).” Some
observations on the copper tolerance of bacterial communities determined by (3H)-
thymidine incorporation method in heavy metal polluted humus”. Soil Biology and
Biochemistry. 32(6), p. 883-885.

62



Kolmert, A., Wikstrom, P., Hallberg, K. B. (2000): “A fast and simple turbidimetric
method for the determination of sulfate in sulfate-reducing bacterial cultures”. Journal
of Microbiological and Methods, 41, p. 179-184.

Konstantinidis, K.T., Isaacs, N., Fett, J., Simpson, S., Long, D.T. & Marsh T.L. (2003):
“Microbial Diversity and Resistance to Copper in Metal-Contaminated Lake Sediment”.
Microbial Ecology, 45, (2), p. 191-202

Kowalchuk, G. A., Stephen, J. R. (2001): “AMMONIA-OXIDIZING BACTERIA: A Model for
Molecular Microbial Ecology”. Annu. Rev. Microbiol., 55, P. 485-529

Krekeler, D., Sigalevich, P., Teske, A., Cohen, Y., Cypionka, H. (1997):” A sulfate-
reducing bacterium fromthe oxic layer of a microbial mat from Solar Lake (Sinai),
Desulfovibrio oxyclinae sp”. Nov Arch Microbiol, 167, p. 369-375.

Kouki, S., Saidi, N. (2011): “Isolation and characterization of facultative mixotrophic

ammonia-oxidizing bacteria from constructed wetlands”. J. Env. Sci, 23, p. 1699-1708.

Lim, C. K., Cooksey, D. A. (1993):”Characterization of chromosomal homologs of the
plasmid-borne copper resistance operon of Pseudomonas syringae”. Journal of
Bacteriology. 175(14), p. 4492-4498.

Lejon, D.P.H., Pascault, N., Ranjard, L. (2010):” Differential copper impact on density,
diversity and resistance of adapted culturable bacterial population according to
8026so0il organic status”. European Journal of Soil Biology, 46(2), p. 168-174.

Macomber, L., Imlay, J.A. (2009):” The iron-sulfur clusters of dehydratases are primary
intracelular targets of copper toxicity”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 108, p. 8344-
8349.

Madigan, M., Martinko, J.M., Parker, J. (2003): Brock biology of microorganisms.
112Edicdo. Prentice Hall Inc., New Jersey.

Manual de fertilizacdo das culturas (22 Edicdo) (2006). Laboratdrio Quimico Agricola
Rebelo da Silva. Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e das Pescas, MADRP.
Lisboa. p. 282.

Marchant, R., Banat, I. M., Rahman, T. J., Berzano, M. (2002): “The frequency and
characteristics of highly thermophilic bacteria in cool soil environments.” Environ.
Microbiol. Vol.4, p. 595-602.

Marchant, R., Franzetti, A., Pavlostathis, S. G., Tas, D. O., Erdbrigger, I., Unyayar, A.,
Mazmanci, M. A,, Banat, I. M. (2008): “Thermophilic bacteria in cool temperate soils:
are they metabolically active or continually added by global atmospheric transport ?”.
Appl Microbiol Biotechnol , 78, p. 841-852

63



Marschner, H. (1995)” Mineral Nutrition of Higher Plants”. London: Academic Press

Meincke, M., Kreig, E., Bock, E. (1989): “Nitrosovibrio spp., the dominant ammonia
oxidizing bacteria in building stones.” Appl. Environ. Microbiol. 55, p. 2108-2110

Meincke, M., Bock, E., Kastrau, D., Kroneck, P. M. H. (1992). "Nitrite oxidoreductase
from Nitrobacter hamburgensis: redox centers and their catalytic role". Arch
Microbiol., 158, (2), p. 127-131

Meyer, B., Kuever, J. (2007): “Phylogeny of the alpha and beta subunits of the
dissimilatory adenosine-59 phosphosulfate (APS) reductase from sulfate-reducing
prokaryotes — origin and evolution of the dissimilatory sulfate-reduction pathway”.
Microbiology, 153, p. 2026—2044

Muhling, M., Woolve-Allen, J., Murrell, J., Joint, I. (2008): “Improved group-specific PCR
primers for denaturing gradient gel electrophoresis analysis of the genetic diversity of
complex microbial communities”. International Society for Microbial Ecology. Paper 2,
p. 379-392.

Muyzer, G., Waal, E., Uitterlinden, A. (1993): “Prolifiling of Complex Microbial
Populations by Denaturing Gradient Gel Electrophoresis Analysis of Polymerase Chain
Reaction-Amplified Genes Coding for 16S rRNA”. Applied and Environmental
Microbiology, Vol. 59, numero 3, p. 695-700.

Muyzer, G,. Stams, A.J.M.(2008):” The ecology and biotechnology of sulphate-reducing
bacteria”. Nature Reviews — Microbiology, 26, p. 441-454

Mutzel, A., Reinscheid, U. M., Antranikian, G., Mdller, R (1996):” Isolation and
characterization of a thermophilic Bacillus strain that degrades phenol and cresols as
sole carbon and energy source at 70°C”. Appl! Microbiol Biotechnol , 46, p. 593-596

NanoDrop Produts — Spectrophometers and Fluorospectrometeres, ThermoScientific
Inc. (2012) (www.nanodrop.com).

Nicholson, W. L., Munakata, N., Horneck, G., Melosh, H. J., Setlow, P. (2000):”
Resistance of Bacillus endospores to extreme terrestrial and extraterrestrial
environments”. Microbiol. Mol. Biol. Rev, 64, p. 548-572

Portillo, M.C., Gonzalez, J.M. (2008): “Microbial communities and immigration in
volcanic environments of Canary Islands (Spain)”. Naturwissenschaften., 95, p. 307-
315.

Portillo, M.C., Santana, M., Gonzalez, J.M. (2011): “Presence and potencial role of
thermophilic bacteria in temperate terrestrial environments”. Naturwissenschaften.,
99, p. 43-53.

64



Postgate, J.R. (1984) The Sulphate-Reducing Bacteria (2nd ed.) Cambridge University
Press, Cambridge, London

Ramsing, N. B., Kiihl, M. & Jgrgensen, B. B. (1993):” Distribution of sulfate-reducing
bacteria, 02, and H2S in photosynthetic biofilms determined by oligonucleotide probes
and microelectrodes”. Appl. Environ. Microbiol. 59, p. 3840-3849

Ridge, P. G., Zhang, Y., Gladyshev, V.N. (2008) “Comparative genomic analyses of
copper transporters and cuproproteomes reveal evolutionary dynamics of copper
utilization and its link to oxygen”. PLoS One, 3,(1), p. 1378

Roberts, M. S., Nakamura, L. K., Cohan, F. M. (1996): "Bacillus vallismortis sp. nov., a
close relative of Bacillus subtilis, isolated from soil in Death Valley, California"
International Journal of Systematic Bacteriology, 46, p. 470-475.

Rotthauwe, J., Witzel, K., Liesack, W. (1997). “The Ammonia Monooxygenase Structural
Gene amoA as a Functional Marker: Molecular Fine-Scale Analysus of Natural
Ammonia-Oxidizing Populations”. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 63, No
12, p. 4704-4712.

Rodriguez, L. M., Alatossava, T. (2010):”Effects of copper on germination, growth and
sporulation of Clostridium tyrobutyricum”. Food Microbiology, 27, p. 434 - 437

Saffary, R., Nandakumar, R., Spencer, D., Robb, F. T., Davila, J. M., Swartz, M., Ofman,
L., Thomas, R. J., DiRuggiero, J. (2002):”Microbial survival of space vacuum and
extreme ultraviolet irradiation: strain isolation and analysis during a rocket flight”.
FEMS Microbiol Lett., 215 (1), p. 163-168

Sangodkar, U., Chapman, P., Chakrabarty, A. (1988): “Cloning physical mapping and
expression of chromosomal genes specifying degradation of the herbicide 2.4.5-T by
Pseudomonas cepacia “. AC110, 71, p. 267-277.

Santana, M., Portillo, M. C., Gonzalez, J. M., Clara, |. “Characterization of new soil
thermophilic bacteria potentially involved in soil fertilization”. J. Plant Nut&Soil Sci. In
press.

Sauvé, V., Bruno S., Berks B.C., Hemmings, A.M. (2007):"The SoxYZ complex carries
sulfur cycle intermediates on a peptide swinging arm”. J Bio Chem., 282, p. 23194-
23204

Singer, M.J., Munns, D.N. (1987):” Soils: An Introduction”. New York, NY: Macmillan
Publishing

Sklarz, M., Angel, R., Gillor, O., Soares, MIM. (2009):” Evaluating amplified rDNA
restriction analysis assay for identification of bacterial communities”. Ant van
Leeuwenhoek , 96, p. 659-664

65



Solioz, M., Stoyanov, J.V. (2003):” Copper homeostasis in Enterococcus hirae.” FEMS
Microbiol Rev, 27, p. 183—-195.

Solioz, M., Abicht, H. K., Mermod, M. (2010): “Response of Gram-positive bacteria to
copper stress”. J. Biol. Inorg. Chem., 15, p. 3-14.

Stahl, D.A., Fishbain, S., Klein, M., Baker, B., Wagner, M. (2002): “Origins and
diversification of sulfate-respiring microorganisms”. Antonie van Leeuwenhoek, 81, p.
189-195

Suzuki, I., Dular, U., Kwok, S. C. (1974):” Ammonia or Ammonium lon as Substrate for
Oxidation by Nitrosomonas europaea Cells and Extracts”. J. Bacteriol., 120(1), p. 556-
558

Teske, A., Alm, E., Regan, J. M., Toze, S., Rittmann, B. E., Stahl, D. A. (1994):
“Evolutionary relationships among ammonia and nitrite-oxidizing bacteria”. J.
Bacteriol., 176(21), p. 6623.

Torsvik, V., Goksgyr, J., Daae, F. L. (1990): “High diversity in DNA of soil bacteria”. Appl.
Environ. Microbiol. 56 (3), p. 782 — 787.

Von Wirén, N., Gazzarrini, S., Frommer, W. B. (1997): “Regulation of mineral nitrogen
uptake in plants”. Plant and Soil, 196, p. 191-199

Wagner, M., Roger A. J., Flax JL, Brusseau GA & Stahl DA (1998):” Phylogeny of
dissimilatory sulfite reductases supports an early origin of sulfate respiration”. J.
Bacteriol, 180, p. 2975—-2982.

Whitehead, T. R., Cotta, M. A. (2004):” Isolation and identification of hyper-ammonia
producing bacteria from swine manure storage pits”. Curr. Microbiol. 48, p. 20-26.

Wiegel, J., Ljungdahl, L. G., Rawson, J. R. (1979):” Isolation from soil and properties of
the extreme thermophile Clostridium thermohydrosulfuricum”. J Bacteriol, 139, p. 800—
810

Willey, J., Sherwood, L., Woolverton, C. (2009): Precott’s Principles of Microbiology.
McGraw-Hill Higher Education.

66



Anexos

Tabelas referentes a quantificagdo de sulfato e amodnia nos

enriquecimentos

Tabela 8 - Quantificagdo de amonio nos enriquecimentos.

Desvio padrao

Desvio padrao

Stock (mM) Média [NH;] mM (£) Média [NH,]/(CFU/ml) (£)
NB30 8.048 0.365836523 1.13349E-08 5.15263E-10
NB50 7.628 1.852541115 7.62812E-09 1.85254E-09
NB80 5.579 1.27166156 1.85977E-07 4.23887E-08

NB 30 Cul00

7.990 1.827855889 3.99484E-07 9.13928E-08

NB50 Cul100

8.228 2.008670577 8.22846E-09 2.00867E-09
NB80 Cul00

4.852 1.411358757 N3do determinado
NB30 Cu500

7.777 1.229623121 2.59223E-07 4.09874E-08
NB50 Cu500

7.297 1.507482157 2.43233E-07 5.02494E-08
NB 80 Cu500

4.267 1.401566585 1.42239E-07 4.67189E-08
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Tabela 9 - Quantificagdo de sulfato nos enriquecimentos

NB30 0.287 0.153512882 4.0359E-10 2.16215E-10
NB50 0.392 0.171473394 3.9225E-10 1.71473E-10
NBS80 0.615 0.092744125 2.0486E-08 3.09147E-09
NB 30 Cul00 0.288 0.089236876 1.4405E-08 4.46184E-09
NB50 Cul00 0.238 0.178120198 2.3795E-10 1.7812E-10
NB80 Cul00 0.735 0.301298199 N3ao determinado
NB30 Cu500 2.254 0.025950819 7.5145E-08 8.65027E-10
NB50 Cu500 2.219 0.035143207 7.3962E-08 1.17144E-09
Nao - .
NB 80 Cu500 1.271 4.2368E-08 Ndo determinado

determinado

ii.

Sequéncia do 16S rDNA do isolado

Tabela 10 — Sequéncia 16S rDNA do isolado obtido a partir do enriquecimento.

Amostra Sequéncia

Isolado

AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTC
GAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT
TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACT
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iii. Sequénci

as das bandas recolhidas do gel DGGE

a. Firmicutes
Tabela 11 - Sequéncias obtidas a partir das bandas recolhidas do gel de DGGE.

Bandas Amostras

Sequéncias

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAAAGTGGAATTCCA GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT TGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG*

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCA
AAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGTTA
AAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTACGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCA
GAAGAGGAAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCG CT TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGTTA
AAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTACGCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCA
GAAGAGGAAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG

AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

CCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

CCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCKCGCAGGCGGTTYCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGYGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGRCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGM
GCGAAAGCGTGGGGAGCRAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

1 NB30 Cul00
2 NB30 Cu500
5 NB50 Cu500
6 NB50 Cu500
7 NB80 Cu500
8 NB80 Cu500
9 NB80 Cu500

CCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTICTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGA
GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

NOTA - a sublinhado encontra-se a sequéncia do primer Reverse (785R) usada na amplifica¢do

por PCR das bandas recolhidas.
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b. B-Proteobacteria

Tabela 12 - Sequéncias obtidas a partir das bandas recolhidas do gel de DGGE.

Bandas Amostras

1

NB30

Sequéncias

NB30 Cul00

TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTC
TGTCGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCGATGGAGACTGC
AAGGCTTGAATCTGGCAGWGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGT
GAAATGCGT

NB30 Cul00

T ATCGGAATTACTGGGCGTA AGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTC
TGTCGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCGATGGAGACTGC
AAGGCTTGAATCTGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTG
AAATGCGT

NB50

Similar a banda 5.

NB50

TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGYGCGCAGGCGGYTMTGTAAGTCT
GGTGTTAAAGCCCSGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTA
GCTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGTATTCCIVICGTGTRKCASTGAAA
TGCGT

NB50

TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTG
GTGTTAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATCGGAAACTGTGTAG
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGTATTCCACGTGTAGCAGTGAAAT
GCGT

~N

NB50 Cul00

TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTC
TGTCGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCGATGGAGACTGC
AAGGCTTGAATCTGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTG
AAATGCGT

NB8O

TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCGGGTAAGTCT

GATGTCAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTACGCATTGGAAACTGCTCG
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAA
TGCGT

©o

NB80 Cul00

TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTG
GTGTTAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTICGCATCGGAAACTGTGTAG
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGG\WATTCCACGTGTAGCAGTGAAAT
GCGT

NOTA - a sublinhado encontra-se a sequéncia do primer Reverse (682R) usada na amplificacdo

por PCR das bandas recolhidas.
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¢. Desulfovibrio/Desulfomicrobium

Tabela 13 - Sequéncias obtidas a partir das bandas recolhidas do gel de DGGE.

Bandas Amostras

3

NB30 Cul00

Sequéncias

NB30 Cul00

GYCKGAMTARAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAARGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAA
GGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAAT*

NB50

SAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTG
TAAAGTTCTGTTGTCAGAGACGAACAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGT
ACCTTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCARCA
GCCGCGGTAAT

NB50 Cul00

GCCTGACAGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTGCCAGAGAAGAAAGCTAAGGAGAGTCACTGCTCTTTGG
TTGACGGTATCTGARAAGAAAGCCCCGGCTAACTACSTGCCAGCAGCC
SCGGTAAT

NB50 Cul00

GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAARGTCTTCGGATTGTAA
AGTTCTGTTGTCAGAGACGAACAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGTACC
TTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAAT

NB50 Cu500

GAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAARGTCTTCGGATT
GTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACAAGTACTGTTCGAATARGGCAG
TACCTTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAAT

NB50 Cu500

GCGGAATAAGSACGCCGCGTGCACGATKATAGTCTTCGGATTGTAAAG
TTCTGTTGTCAGGGACGAACAAGTACCGTTTGAACAAGGCGGTACCTT
GACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAAT

10

NB80O

GAAGGAGCAACGCCGCGTGAACGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGT
TCTGTTGTCAGGGACGAACAAGTACCGTTCGAACAGGGCGGTACCTTG
ACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTAAGTGCCAGCAGCCGC
GGTAAT

11

NB80 Cul00

GACGAAAGTCTGATGAAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAAGTCTTCG
GATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACAAGTACCGTTCGAACAGG
GCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAAT

12

NB80 Cu500

13

NB80 Cu500

14

NB80 Cu500

AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGARCGTCCGTTAGAGTAACTGCTAACG
GAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAAT

NOTA - a sublinhado encontra-se a sequéncia do primer Reverse (518R) usada na amplificacdo

por PCR das bandas recolhidas.
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