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RESUMO

A Antartica, devido as suas condi¢des ambientais, constitui um ambiente Unico para o estudo
de organismos adaptados a condigdes extremas. Embora muitas bactérias ja tenham sido obtidas
de amostras do solo do continente, pouco se conhece sobre a microbiota associada a sua
vegetacdo nativa. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo isolar bactérias de
crescimento lento associadas a briofita Sanionia uncinata, com foco especial as pertencentes
ao filo Acidobacteriota. As amostras foram coletadas na Ilha King George durante o verao
austral de 2025, e os gametofitos congelados até chegar ao laboratério. Os gametofitos foram
descongelados e submetidos a procedimentos de lavagem em vortex em solugdo salina para
promover a liberagdo dos microrganismos associados. As suspensdes resultantes foram
inoculadas em meio seletivo VL-55, contendo xilana como fonte de carbono, desenvolvido para
o cultivo de bactérias que tém afinidade para condi¢des oligotroficas de cultivo. As amostras
foram incubadas por até quatro meses sob condi¢des controladas de temperatura e auséncia de
luz. A partir das culturas mistas, procedeu-se o isolamento pelo método de estriamento onde as
culturas puras tiveram seu DNA extraido para identificagdo molecular utilizando-se a sequéncia
do gene do RNAr 16S por meio de uma reacao em cadeia da polimerase, utilizando os primers
universais 27F e 1492R. A andlise da sequéncia de seis isolados revelou similaridade com
espécies pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes Actinobacteriota, nao sendo
encontrado representantes do filo Acidobacteriota. A andlise de filogenia corroborou a
classificagdo dos isolados, indicando similaridade com as espécies Lysinimonas soli (isolado
1b), Sphingomonas sp. P5-21 (isolados 3a, 3ar) e Paenibacillus baekrokdamisoli (isolado 5a,
5b, 5¢). Tanto a origem ambiental e fendtipos registrados para as espécies vizinhas se
mostraram coerentes com aquelas dos isolados obtidos, apesar de ndo serem suficientes para
discriminar os isolados de seus vizinhos, prejudicando identificacdo a nivel de espécie.

Palavras-chave: Extremofilos. Oligotroficos. Sanionia uncinata



ABSTRACT

Antarctica, due to its environmental conditions, constitutes a unique setting for the study of
organisms adapted to extreme environments. Although numerous bacteria have been obtained
from soil samples across the continent, limited information is available regarding the
microbiota associated with its native vegetation. In this context, the present study aimed to
isolate slow-growing bacteria associated with the bryophyte Sanionia uncinata, with special
emphasis on members of the phylum Acidobacteriota. Samples were collected on King George
Island during the austral summer of 2025, and the gametophytes were kept frozen until arrival
at the laboratory. The gametophytes were subsequently thawed and subjected to vortex-assisted
washing procedures in saline solution to promote the release of associated microorganisms.
The resulting suspensions were inoculated onto selective VL-55 medium containing xylan as a
carbon source, developed for the cultivation of bacteria adapted to oligotrophic growth
conditions. The samples were incubated for up to four months under controlled temperature
conditions and in the absence of light.From the mixed cultures, isolation was performed using
the streak plate method, and pure cultures had their DNA extracted for molecular identification
based on 165 rRNA gene sequencing, obtained through polymerase chain reaction using the
universal primers 27F and 1492R. Sequence analysis of six isolates revealed similarity to
species belonging to the phyla Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteriota, with no
representatives of the phylum Acidobacteriota being detected. Phylogenetic analysis confirmed
that the isolates were closely related to Lysinimonas soli (isolate 1b), Sphingomonas sp. P5-21
(isolates 3a and 3ar), and Paenibacillus baekrokdamisoli (isolates 5a, 5b, and 5c). Both the
environmental origin and the phenotypic characteristics described for the closest related
species were consistent with those observed for the isolates obtained in this study. However,
these data were not sufficient to discriminate the isolates from their closest relatives, thereby
limiting species-level identification.

Keywords: Extremophiles. Oligotrophic. Sanionia uncinata.
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1 INTRODUCAO

A Antartica representa um dos ambientes mais extremos do planeta, caracterizado por
temperaturas negativas durante a maior parte do ano, intensos ciclos de congelamento e
descongelamento, elevada radiagdo ultravioleta durante os meses de verdo e solos com escassa
disponibilidade de nutrientes e agua liquida (LO GIUDICE; FANI, 2015). Apesar dessas
adversidades, diversas formas de vida conseguem ndo apenas persistir, mas também
desempenhar papéis ecoldgicos essenciais. Essas condigdes indspitas, associadas ao seu
isolamento geografico, tornam o continente antartico um verdadeiro laboratorio natural para a
investigacdo de adaptacdes fisioldgicas e ecoldgicas de microrganismos que conseguem
sobreviver em tais ambientes (MCLEAN; ROCK, 2016)

Uma das regides mais estudadas da Antartica ¢ a Ilha King George, localizada no
arquipélago das Shetland do Sul (Figura 1). Essa ilha ndo apenas foi uma das primeiras terras
descobertas na Antartica, como também ¢ reconhecida como o local onde foram feitas as
primeiras observacdes sobre a flora deste bioma (OCHYRA, 1998). Sua acessibilidade
relativamente maior, facilitada pela baia do Almirantado, favoreceu o estabelecimento de
diversas estagdes cientificas, como a estagdo brasileira Comandante Ferraz, o que, por sua vez,
impulsionou as pesquisas sobre sua biodiversidade microbiana e vegetal (DZIEMBOWSKI;

BIALIK, 2022).

Figura 1. Mapa do arquipélago das Shetland do Sul. De vermelho a Ilha King George.

Fonte: Autor



A ilha abriga comunidades microbianas associadas a vegetacdo presente, que se
distinguem daquelas encontradas em areas desprovidas de cobertura vegetal (CAMARA;
CARVALHO-SILVA; STECH, 2021). Entre os diversos organismos que integram esse
ecossistema particular, destacam-se as bridfitas, como a espécie Sanionia uncinata, que
desempenham um papel ecologico relevante ao formar comunidades vegetais resilientes
(CAMARA; CARVALHO-SILVA; STECH, 2021).

Essas briofitas estabelecem associagdes intimas e complexas com diferentes
organismos ¢ embora estudos tenham descrito as comunidades microbianas utilizando-se
métodos de Barcoding (CAMARA et al., 2021; BOTTOS et al., 2013; CARY et al., 2010;
PARK et al., 2013), poucos se dedicaram ao isolamento e estudos de ecofisiologia desses
microrganismos. Dentre os filos mais abundantes em solos antérticos estd o Acidobacteriota
onde sua plasticidade adaptativa a confere a habilidade de colonizar ambientes de condi¢des
ambientais extremas, como pH baixo e baixa disponibilidades de nutrientes, dessa forma, sdao
facilmente detectadas em diversos ambientes do planeta e ja foram detectados em estudo de
barcoding na microbiota de S. uncinata (CAMARA et al., 2021). Apesar disso, essas bactérias
sdo consideradas de dificil cultivo em laboratério, € até o momento ndo foram isoladas
linhagens a partir dessa regido.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo principal obter grupos
bacterianos, em especial as do filo Acidobacteriota, associados a briofita Sanionia uncinata na
Antartica, concentrando-se no processo de isolamento e caracterizacdo dessas bactérias sob
condi¢cdes de cultivo em laboratério. Essa abordagem se alinha com os objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel 15, uma vez que a compreensdo da diversidade microbiana
associada a esses organismos se faz necessaria para sua conservagao. Além disso, o avanco do
conhecimento sobre os limites da vida em ambientes extremos se alinha ao objetivo 13, de
modo que, pode contribuir para a produgdo de ferramentas biotecnoldgicas que reforcem a

capacidade de adaptacdo as mudancas climaticas.

1.1 Referencial Tedrico

1.1.1 Caracteristicas ambientais da Peninsula da Antartica

A Antartica, continente mais ao sul do planeta, abrange cerca de 14 milhdes de
quilémetros quadrados, com 98% de sua superficie permanentemente coberta por gelo

(CAMARA et al., 2021). Dentre suas regides, a Peninsula da Antartica se localiza na porgao
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mais proxima a América do Sul e, portanto, apresenta condigdes ambientais relativamente
menos severas, como temperaturas mais amenas € maior extensao de areas livres de gelo.

Essa regido ¢ subdividida nas regidoes biogeograficas Nordeste, Noroeste ¢ Sul que
apresentam gradientes ambientais e de biodiversidade distintos (TERAUDS et al., 2012). A
regido Noroeste ¢ constituida por uma area de 5.183 km?, altitude média de 572 m e temperatura
anual média de —6,9 °C. Distingue-se por suas condi¢des relativamente mais amenas € maior
extensao de areas livres de gelo, fatores que se traduzem em elevada riqueza biologica e densa
malha de infraestrutura cientifica. (TERAUDS; LEE, 2016). Adicionalmente, os solos da regiao
apresentam grande heterogeneidade, mas compartilham caracteristicas determinadas por
processos de intemperismo fisico, resultando predominantemente em texturas arenosas com
baixa reten¢do de nutrientes (BOTTOS et al., 2013). Na regido da Ilha King George, sao
comuns solos 4cidos sulfatados, com presenca de minerais como jarosita e ferrihidrita,
coloracdo amarelada e baixos teores de calcio e magnésio trocaveis. A acidez ¢ mais
pronunciada em solos turfeiros (ricas em musgos), ornitogénicos (gerados pela presenca de
aves) ou sulfatados, enquanto solos desenvolvidos sobre rochas igneas ou sedimentares tendem
a alcalinidade (CARY et al., 2010).

Assim, a Peninsula Antartica configura-se como uma regido de particular relevancia
no contexto ambiental do continente, reunindo condi¢des geograficas e climdticas que

favorecem a presenga de biodiversidade e o estabelecimento de atividades cientificas.

1.1.2 Criptégamas e comunidades vegetais antarticas

Na peninsula da Antartica, a vegetacao ¢ dominada por bridfitas que constituem o
grupo vegetal dominante, se organizando frequentemente em associagdes musgo-liquen ou
tapetes de musgos. Estas formam densos tapetes em solos umidos, hidromorficos e
relativamente estaveis, frequentemente alimentados pelo degelo. A distribuicdo dessas
comunidades varia ao longo das costas norte e sul da ilha, refletindo diferengas edaficas,
disponibilidade hidrica e influéncia da fauna, com a Sanionia uncinata sendo a espécie mais
proeminente nesses ecossistemas (VICTORIA et al., 2013). A costa sul apresenta maior
cobertura vegetal, com musgos abundantes e ocorréncia esparsa das plantas vasculares
Deschampsia antarctica e Colobanthus quitensis, a costa norte ¢ marcada pela predominancia
de liquens, especialmente em areas de colonias de pinguins, onde os musgos sdo restritos a
pequenas manchas periféricas (OCHYRA, 1998). No caso da Ilha do King George, os

criptogamas predominantes apresentam distribuicio ampla em ambientes costeiros, com
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destaque para espécies como Sanionia uncinata, Calliergon sarmentosum, Hypnum revolutum
e Bartramia patens (PEREIRA et al., 2007).

Esses ecossistemas formam a base das cadeias troficas locais e estdo associadas a
microbiota edafica (ORTIZ-RIVERO et al., 2023). Essas plantas possuem capacidade de
adaptacdo a condigdes ambientais extremas e sao fundamentais para as dindmicas do ciclo de
nutrientes, especialmente em areas onde plantas vasculares sdo escassas, uma vez que sustentam
as cadeias alimentares ao ofertar maior viabilidade de nutrientes e condigOes fisicas mais
favoraveis, influenciando diretamente a estrutura e diversidade das comunidades microbianas

(YERGEAU et al., 2007).
1.1.3 Diversidade microbiana em briofitas da Antartica

Apesar de as comunidades bacterianas associadas a criptdgamas ainda ndo serem
amplamente descritas na literatura, alguns estudos recentes tém contribuido para o
entendimento de sua estrutura, Rouskl (2022) observa que musgos sdo frequentemente
colonizados por uma diversidade de grupos bacterianos, incluindo os filos Acidobacteriota,
Verrucomicrobiota, Planctomycetota, Cyanobacteria e Pseudomonadota. Adicionalmente, em
uma revisao conduzida por Bottos et al., (2013) descreve a composi¢ao microbiana de solos da
regido peninsular da Antartica, a partir do sequenciamento do gene do RNAr 16S
(metabarcoding), onde foi demonstrado o predominio de Alphaproteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteriota e Gemmatimonadota. Em outro estudo, realizado por Teixeira et al., (2010),
foi investigado os solos rizosféricos das duas Unicas plantas com flores nativas da Antartica,
Deschampsia antarctica e Colobanthus quitensis, na Ilha King George, onde foi demonstrado
que esses solos sustentam comunidades bacterianas semelhantes entre si, porém distintas
daquelas encontradas em solos ndo vegetados da mesma regido. Nessas rizosferas, observou-se
o predominio de representantes dos filos Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria.

Em um estudo mais especifico sobre musgos antarticos, Park et al., (2013),
investigaram a comunidade bacteriana endofitica, ou seja, que coloniza sistematicamente o
interior de uma planta, associados a bridfita Sanionia uncinata. Os resultados revelaram uma
diversidade microbiana maior do que a esperada, sugerindo a existéncia de relagdes especificas
entre os endofitos e o habitat do musgo hospedeiro, onde as bactérias do grupo
Alphaproteobacteria foram as mais abundantes, mas também foram detectados representantes
dos filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Gammaproteobacteria € Betaproteobacteria,

reforcando o papel potencial desses microrganismos na adaptagdo das briofitas as condigdes
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ambientais severas da Antartica. E possivel entdo, identificar um padrdo na composigdo das
comunidades microbianas associadas a plantas antarticas, sejam elas criptogamas, como
musgos, ou angiospermas nativas, observam-se comunidades dominadas por filos bacterianos
adaptados a ambientes oligotroficos e frios, como Acidobacteriota, Actinobacteria,
Proteobacteria e, em alguns casos, Firmicutes ¢ Planctomycetota.

Adicionalmente, grande parte das linhagens pertencentes a esses filos apresentam
crescimento lento por adotarem uma estratégia de colonizagdo do tipo K, priorizando a
eficiéncia metabolica ¢ a resisténcia a condi¢des ambientais adversas em detrimento de altas
taxas de multiplicagao celular (WU et al., 2021). Como consequéncia, o cultivo dessas bactérias
em laboratdrio requer periodos prolongados até que o crescimento de colonias seja visivel,
exigindo protocolos de incubacdo estendidos para o isolamento e caracterizagdo adequada de
seus representantes.

Apesar disso, avancos em técnicas de cultivo seletivo tém viabilizado a recuperagdo
de linhagens oligotroficas. O principal meio utilizado para essa finalidade ¢ o VLS55,
inicialmente descrito por Sait; Hugenholtz; Janssen, (2002), onde formulagdes de baixo teor
nutricional, pH levemente acido (pH 5,5) e xilana como fonte de carbono permitiram de
linhagens pertencentes aos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Proteobacteria,
partir de amostras de solo, até entdo conhecida apenas por sequéncias clonadas do gene do 16S.

Desde entdo essa formulagdo vem sendo empregada para o isolamento de linhagens
com poucos ou nenhum representantes cultivados, sendo usada, por exemplo, para isolar
acidobacterias de diferentes regides do mundo, como o Cerrado (DE CASTRO et al., 2013;
GONCALVES; SANTANA, 2023), Amazonia (NAVARRETE ef al., 2013), savanas
australianas (CHEN et al., 2022), florestas subtropicais perenes chinesas (ZHANG et al., 2022),
solos aquecidos geotermicamente por vulcdes havaianos (MYERS; KING, 2016) e tundras

siberianas (OSHKIN et al., 2019).

1.1.4. Acidobacteriota

O filo Acidobacteriota constitui um grupo altamente diverso de bactérias pertencente
ao dominio Bacteria, atualmente existem 62 espécies distribuidas em 29 géneros reconhecidos,
refletindo uma ampla heterogeneidade fisiologica, metabodlica e genética (QUI; CAO, 2025).
Sdo gram-negativas e apresentam morfologias variadas, como bastonetes curtos, formas

cocoides e até filamentos delgados (KALAM et al., 2020). Essa diversidade acompanha uma
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notavel heterogeneidade fisioldgica e genética, refletida na ampla distribui¢do filogenética do
grupo.

Quanto as suas caracteristicas metabolicas, Acidobacteriota apresenta um repertorio
versatil. Um estudo metagendmico conduzido por Eichorst et al., (2018) revelou que dentro do
grupo hé genes dedicados para utilizar hidrogénio atmosférico, diferentes fontes de nitrogénio,
tanto organicas, como aminoacidos e compostos de alto peso molecular, quanto inorganicas,
como amonia, nitrato e nitrito, além da degradacao de uma ampla gama de carboidratos. Muitas
linhagens também apresentam capacidade de crescimento sob concentragdes variaveis de
oxigénio, o que sugere uma plasticidade metabolica relevante para adaptacdo a ambientes em
constante mudanga. Em termos fisiologicos, o pH 6timo de crescimento varia entre espécies,
mas em geral ¢ 4cido, embora haja registros de crescimento em faixas de pH neutro em
linhagens especificas (SAIT; HUGENHOLTZ; JANSSEN, 2002).

Essa diversidade metabolica pode ser explicada pela caracteristica cosmopolita do filo,
que se encontra amplamente distribuido em diversos ecossistemas terrestres, sendo
particularmente abundante em ambientes oligotroéficos, com baixos niveis de carbono
disponivel (KIELAK et al., 2016), essa caracteristica sendo o principal limitante para seu
cultivo em laboratorio. Isso porque, muitas linhagens apresentam crescimento lento e
exigéncias especificas para cultivo, sendo necessarios meios que simulem a os ambientes
oligotroficos que sdo adaptadas, desse modo, meios quimicamente definidos com baixa
concentracdo de nutrientes, pH acido e, em alguns casos, enriquecimento com CO2, sdo
necessarios para o crescimento de bactérias do filo (KALAM et al., 2020). Como consequéncia,
embora Acidobacteriota sejam frequentemente detectadas em altas abundancias por métodos
moleculares, permanecem sub-representadas em bancos de culturas, o que ainda limita o
entendimento sobre seu papel funcional nos ecossistemas.

O Filo Acidobacteriota ¢ encontrado predominante em solos e ¢ frequentemente
associado a ambientes naturais pouco perturbados e, ainda que existam poucos estudos focados
especificamente em Acidobacteriota da Antértica, evidéncias indiretas sugerem suas
caracteristicas e importancia em ecossistemas polares similares. Por exemplo, em solos da
tundra 4cida do norte da Finlandia, Acidobacteriota, especialmente da familia
Acidobacteriotaceae (Subgroup 1), dominam a comunidade bacteriana (RAWAT et al., 2013).
Em um estudo prévio, Rawat et al., (2012) postularam que sua ubiquidade em ambientes frios
esteja relacionada a sua tolerancia a condi¢des severas, como variagdes térmicas extremas e

ciclos de congelamento e descongelamento. Além disso, essas bactérias desempenham papel
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ativo na degrada¢do de matéria organica e na ciclagem do carbono nesse ecossistema, indicando
as suas possiveis fungdes ecologicas em ecossistemas similares.

Por fim, Acidobacteriota desperta um grande interesse biotecnologico por sua
capacidade de produzir enzimas como celulases, quitinases e outras hidrolases, que sao de
grande interesse em processos industriais que demandam eficiéncia, como na industria
alimenticia, farmacéutica e no tratamento de residuos organicos (GONCALVES; SANTANA,
2023). Além disso, linhagens de Acidobacteriota adaptadas ao frio, podem apresentar
caracteristicas interessantes para bioprospeccao, podendo apresentar genes relacionados a
producdo de enzimas psicroativas, mecanismos de prote¢do contra estresse oxidativo e

manuten¢do da fluidez da membrana celular (RIZZO; GIUDICE, 2020).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Geral

Isolar, cultivar e caracterizar acidobacterias associadas a briofita Sanionia uncinata

coletada na Antartica.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter coldnias puras de bactérias associadas a S. uncinata, em meio VL-55;
e Identificar bactérias, por meio da analise do gene do RNAr 16S

e Realizar comparacdo com tadxons vizinhos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de amostras

As amostras de S. uncinata foram coletadas durante o verdo austral de 2024/2025
(janeiro de 2025) em King George Island, South Shetland Islands (62° 13’ 19,27962” S 59°
11°54,60537” W) pelos membros da equipe Briotech (Universidade Catolica de Brasilia - UCB)
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em parceria com o projeto BryoAntar liderado pelo professor doutor Paulo Camara
(Universidade de Brasilia - UnB). Os gametofitos foram congelados em solugao salina 0,9 %

(p/v) na Universidade Catolica de Brasilia.

3.2 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para isolamento e manuten¢ao das bactérias foi o VL-55,
visto que este se demonstrou eficaz no cultivo de bactérias de lento crescimento como
demonstrado inicialmente por Sait; Hugenholtz; Janssen, (2002). Dessa maneira, o meio
preparado possui uma composicao de 3,9 g/L de 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES), 0,4
mM/L de MgSO4, 0,6 mM/L de CaClz, 0,4 mM/L de (NH4)>HPO4, 2 mL/L de solu¢do de
tungstato/selenito, 2 mL/L de solugio vitaminica Wolfe (Biotina, 2 mg/L; Acido folico 2 mg/L;
Piridoxina-HCI 10 mg/L; Tiamina - HC1 5 mg/L; Riboflavina 5 mg/L; Acido nicotinico 5 mg/L;
Acido pantoténico 5 mg/L; Cianocobalamina 0,1 mg/L e Acido lipéico 5 mg/L), 2 mL/L de
solucdo de elementos-traco modificada SL-10 (Acido nitroacético, 1.5 g/L; FeSO4-7H>0, 0.556
g/L; MgS0s4, 0.5 g/L; MnSO4-7H20, 0.5 g/L; NaxMoOs, 0.24 g/L; NiCl,-6H>0, 0.1 g/L;
CoCl26H20, 0.1 g/L; ZnSO4-7H20, 0.1 g/L; CuSO4-5H20, 0.01 g/L; AIK(SO4)2 , 0.01 g/L;
H3BO3, 0.01 g/L) (DE CASTRO et al., 2013) e 0,05% (p/v) de xilana. Para o meio sélido foi
adicionado 0,8% de gelana.

Inicialmente foi preparada a parte liquida com os sais MgSO., CaClz e (NH4)HPOa ¢
xilana nas concentracoes descritas acima, em seguida foi realizado o ajuste do pH para 5,5.
Paralelamente, a gelana foi dissolvida em agua ultrapura aquecida. As partes liquida e solida
sdo esterilizadas separadamente em autoclave a 121 °C por 20 minutos, combinadas apods
resfriamento a aproximadamente 50 °C em um banho maria, estas foram distribuidas em placas
de Petri estéreis para solidificacdo a temperatura ambiente. As placas foram entdo, incubadas
por 48 horas para controle de esterilidade antes do uso experimental. Com a finalidade de obter-
se 0 DNA, foi preparado meio VL-55 liquido suplementado com 0,1% de extrato de levedura

para promover aumento de biomassa bacteriana.

3.3 Isolamento das bactérias

Fragmentos do gametofito, foram submetidos a agitagdo por 10 minutos utilizando um
agitador tipo vortex, com o objetivo de separar os microrganismos associados. O sobrenadante

resultante foi utilizado para a preparacdo de dilui¢des seriadas, em razao de 1:10. Aliquotas de
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100 pL das dilui¢des 10~ e 10~ foram inoculadas em placas contendo meio de cultivo VL-55,
com o uso de uma al¢a de Drigalski. Adicionalmente, foram preparadas placas inoculadas
diretamente com fragmentos do gametoéfito, de cerca de 1 cm. Apds a inoculagdo, as placas
foram mantidas em incubadora BOD, a temperatura de 25 °C, considerando que a temperatura
observada nos ambientes associados a tapetes de musgos ¢ geralmente mais amena, quando
comparados aos observados externamente a estes (BLOCK; LEWIS; SMITH; KENNEDY,
2009). O periodo de incubag¢do ocorreu por um periodo de dois meses. As placas foram
mantidas no escuro durante todo o periodo de incubagao, cobertas com papel aluminio para
garantir a completa auséncia de luz.

Para a execugdo deste projeto, foram preparadas quarenta placas de cultivo, das quais
trinta e cinco foram inoculadas a partir de dilui¢des seriadas e cinco diretamente a partir do
gametofito. As colonias com fenotipos diferentes dentro de uma mesma placa, foram
identificadas com o numero da placa em que foram obtidas seguidas de letras como a, b e ¢, por
exemplo, se em uma placa numerada de 1, foram observadas duas colonias, uma sera chamada
de la e outra de 1b. Para as colonias com apenas um fenotipo observado, foram realizadas
réplicas, de modo a garantir que havia apenas uma colonia. As réplicas tiveram o sufixo -r
adicionado ao final da nomenclatura.

Apo6s a obtencdo das culturas mistas, efetuou-se o isolamento das bactérias pelo
método de estriamento por esgotamento, com o objetivo de obtencdo de culturas puras. As
placas foram incubadas por um periodo de quatro semanas. A partir das colonias isoladas, foram
inoculados meios liquidos de VL-55, e cultivadas as mesmas condigdes mencionadas
previamente, porém, por um periodo de uma semana, de modo a se obter uma taxa de

crescimento maior.

3.4 Amplificacio e sequenciamento do gene do RNAr 16S

Apds uma semana de incubacdo em meio liquido, o DNA gendmico foi extraido
utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit da Promega, as células foram obtidas
a partir de centrifugacao a 13000 G por 2 minutos, as restantes das etapas seguiram o protocolo
descrito pelo fabricante.

Uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional foi conduzida utilizando os
primers universais 27F e 1492R, para amplificagdo do gene do RNAr 16S do DNA extraido.
Esse procedimento foi realizado em duplicata, de modo, se obter um volume suficiente para as

demais etapas. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1%, e sua
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purificacdo foi realizada a partir do kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System
da Promega, seguindo o protocolo do fabricante. Para a quantificagdo do DNA obtido, foi
utilizado o kit Quant-iT™ dsDNA da Promega em um Qubit 2.0 da Invitrogen, de acordo com
o protocolo fornecido pelo fabricante.

O sequenciamento de DNA foi realizado no sequenciador ABI 3130xl da Applied
Biosystems, do Laboratério de Sequenciamento de DNA/Gendmica do Departamento de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia. Foi
utilizado os primers 27F, 1492R e 338F, a concentracao de 3,2 pmol/reagdo. O processamento
das sequéncias e a montagem do gene do gene do RNAr 16S foi realizado utilizando o Bioedit

5.0.9 (Apéndice A).

3.5 Identificacio e filogenia das bactérias

A atribuicdo taxonOmica foi realizada a partir da ferramenta SILVA ACT
(https://www.arb-silva.de/aligner), comparadas ao banco de dados SILVA SSU. A classificagdo
foi conduzida com a ferramenta Search and classify ativada, adotando-se um valor minimo de
95% de identidade. As sequéncias filogeneticamente proximas recuperadas na analise foram
selecionadas e alinhadas em conjunto com as sequéncias obtidas neste estudo por meio do
método ClustalX2, no software MEGA (12.1.2). Posteriormente foi produzido um dendrograma
pelo método Neighbor-Joining, empregando-se o modelo de substituicdo Kimura de dois
parametros (K2P) e parcimOnia maxima. A robustez dos agrupamentos foi avaliada por meio
de andlise de bootstrap com 1.000 réplicas. Demais visualizagdes foram realizadas a partir do

Python (3.14).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de bactérias associadas a S. uncinata

Dentre as 40 placas inoculadas, observou-se crescimento exclusivamente nas placas
inoculadas diretamente com o gametofito, ndo sendo detectado desenvolvimento microbiano
nas placas provenientes das dilui¢des (Figura 2). Esse resultado ndo representa a diversidade ja

observada em estudos moleculares, por exemplo, em um estudo realizado por Camara et al.,
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(2021) que buscou caracterizar o microbioma associado a um transplante de Sanionia uncinata,
foi encontrado um total de 20.111 sequéncias, distribuidas em 189 taxa putativos (ou Amplicon
Sequence Variants), sendo essa uma quantidade expressiva o suficiente para se inferir maior
diversidade. Em um outro estudo Cui et al., (2023) buscou analisar a diversidade de solos da
peninsula da Antartica e Ilhas Shetland do Sul, mais especificamente na ilha Deception e Ilha
do King George, a partir técnicas de metabarcoding e técnicas dependentes de cultivo. O estudo
concluiu que tanto a riqueza quanto a diversidade das comunidades bacterianas da ilha do King
George foram superiores a observada nas outras amostras, com 519 taxa putativos associadas
ao solo dessa regido. Adicionalmente, nesse estudo foram isoladas 30 linhagens retiradas da
regido, confirmando observacdes anteriores de que o numero de taxa em cultivo é sempre
inferior ao niimero de taxa observado por metabarcoding, considerando-se as condi¢des de
cultivo selecionadas e recalcitrancia de algumas bactérias de se multiplicar em laboratério
(EKKERS et al., 2011).

Ao observar a metodologia utilizada por Cui et al., (2023), todos as amostras coletadas
foram obtidas a temperatura de 4 °C, dessas 58% foram classificadas como psicrofilas, com
temperatura 6tima de crescimento menor do que 20 °C. Comparativamente, no presente estudo
foi utilizado temperatura ambiente de 25 °C para o cultivo, pois, evidéncias sugerem que
proximo aos tapetes de musgos, comumente formados por S. uncinata, a temperatura observada
¢ frequentemente maior do que a temperatura no ar (BLOCK; LEWIS SMITH; KENNEDY,
2009), levando a sugerir que a temperatura do microambiente associado a essas briofitas
também seria maior. Porém, ¢ possivel que esta ndo seja a temperatura apropriada para o cultivo
desses microrganismos em laboratorio, levando a uma possivel sub-representacdo da
diversidade presente. Dessa forma, seria importante utilizar-se diferentes temperaturas de
incubagdo para aumentar as chances de se obter mais espécies bacterianas a partir da amostra
de gametofito.

Um outro aspecto importante a ser considerado ¢ a escolha do meio VL-55 ¢ um meio
quimicamente definido com apenas uma fonte de carbono, xilana. Outros meios utilizados por
Cui, et al., 2013, por exemplo, como o R2A sdo meios complexos e apresentam mais fontes
macro e micronutrientes necessarios para o crescimento de diferentes espécies. A escolha do
meio VL-55, porém justifica-se por ser o meio mais utilizado para obtencdo de bactérias de
crescimento lento e aquelas que adotam estratégias do tipo K de crescimento, como as

acidobacterias (SAIT; HUGENHOLTZ; JANSSEN, 2002).
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Figura 2. Crescimento microbiano observado em cinco placas de Petri contendo meio VL-55
apés inoculacio direta do gametofito. As setas indicam coldnias fenotipicamente distintas

identificadas em cada placa.

Fonte: Autor

4.2 Descricio morfolégicas dos isolados bacterianos

A partir das placas contendo o gametofito de S. uncinata, foi realizada uma passagem
por estriamento sendo obtidas de onze colonias presumivelmente puras (Figura 3). Na Placa 1,
foram observadas duas colonias distintas: a colonia la, com pigmentacdo amarelo-intensa,
aspecto opaco, elevagdo convexa e bordas irregulares; e a colonia 1b, com tonalidade mais
alaranjada, também opaca, porém com morfotipo irregular e superficie aparentemente mais
rugosa. Nas Placas 2 e 3, foi identificado apenas um morfotipo denominado respectivamente
como 2a e 3a, em ambas, se observa pigmentagdo amarela, crescimento elevado e margens
irregulares. A Placa 4 apresentou crescimento nas regides 4a e 4b, com discretas variagdes de

tonalidade e textura entre as colonias, onde a 4a apresentou uma pigmentacdo laranja e a 4b
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uma pigmentacdo amarelada. J4 na Placa 5, observou-se maior diversidade aparente, com trés
morfotipos distintos: a colonia 5a apresentou pigmentacdo amarela e a 5b uma pigmentacao
branca. J4 a coldnia Sc, ndo apresentou pigmentacgao, tendendo a um aspecto translucido e com
padrao de crescimento rizoide.

De modo geral, os morfotipos observados nas placas estriadas mantiveram
correspondéncia com aqueles descritos nas respectivas placas de origem (Figura 2 e Figura 3),
preservando as caracteristicas fenotipicas individuais previamente registradas quanto a
pigmentagao, textura superficial, elevacao e padrdo de crescimento. Entretanto, todas as estrias
derivadas da Placa 5 apresentaram padroes morfologicos variados, nos quais, além de colonias
circulares com pigmentagdes compativeis com as amostras originais 5a e Sb, também foi
observada a presenca de morfologia translicida com padrao rizoéide, semelhante a descrita para
a amostra 5c na placa primaria. Sugerindo entdo, uma possivel contaminacdo cruzada do
morfotipo 5c nas placas consideradas puras de 5a e 5b. Adicionalmente, foram realizadas
réplicas das amostras provenientes das Placas 2 e 3, que inicialmente apresentaram apenas um
fenotipo detectavel, com o objetivo de garantir que a amostragem contemplasse adequadamente
toda a possivel diversidade microbiana presente na amostra original e minimizar a
probabilidade de subestimacao de morfotipos minoritarios, em ambas as réplicas foi observado
um padrdo fenotipico similar entre si, demonstrando possivelmente que havia de fato apenas

uma coldnia nas placas iniciais.
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Figura 3. Crescimento microbiano observado apds passagem por estriamento a partir dos

morfotipos isolados das placas primarias.

Fonte: Autor

4.3 Identificacao dos isolados pelo uso do gene do RNAr 16S

Com o intuito de identificar taxonomicamente os isolados em nivel de género
bacterianos, o DNA gendmico foi extraido e submetido a amplificagdo do gene do 16S rRNA.
A analise por eletroforese em gel de agarose evidenciou a presen¢a de bandas tinicas e bem
definidas em aproximadamente 1.500 pb para a maioria das amostras, tamanho esperado para
a amplificagdo quase completa do gene 16S rRNA, dos onze isolados apenas as amostras 1a,
4a e 4b ndo apresentaram quantidade suficiente de DNA para o sequenciamento.

Apds o sequenciamento utilizando os primers universais 27F e 1492R, observou-se
que apenas seis sequéncias apresentaram qualidade adequada para prosseguimento nas etapas
subsequentes de andlise. As sequéncias correspondentes as amostras la, 2a e 2ar exibiram
valores médios de base calling abaixo do threshold estabelecido para confiabilidade, além da
presenga de multiplos picos concomitantes com intensidades semelhantes ao longo do

cromatograma, padrdo sugestivo de mistura de moldes ou contaminag¢do durante a amplificagdo
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ou preparo da amostra. Esse perfil comprometeu a interpretacio da sequéncia consenso,
inviabilizando sua utilizagdo nas analises filogenéticas e de similaridade taxondmica.

A analise de alinhamento e comparagado entre sequéncias revelou elevada similaridade
entre as réplicas técnicas, onde as amostras 3a e 3ar apresentaram 97% de identidade
nucleotidica. Porém, as amostras 5a, 5b e 5¢ exibiram similaridade de 98% entre si, um
resultado ndo esperado visto que essas apresentavam morfotipos variados, esses resultados
sugerem que os isolados derivados da Placa 5 podem corresponder ao mesmo tdxon bacteriano,
apesar das diferencas fenotipicas observadas em cultivo, corroborando para a hipotese de
contaminagdo. Além disso, essa elevada similaridade pode estar associada ao fato de ter sido
realizada apenas uma Unica passagem por estriamento, aliada a observagdo de mais de um
fenotipo nas placas correspondentes, indicando que, nesse caso especifico, uma Unica etapa de
purificacdo pode nao ter sido suficiente para assegurar a completa obten¢do de culturas puras.

A analise das sequéncias do gene 16S rRNA permitiu classificar todos os isolados
como pertencentes ao dominio Bacteria (Tabela 1, Apéndice B), com resoluciao taxondmica
consistente até o nivel de género para a maioria das amostras, com excecao do isolado 1b, cuja
identificacdo permaneceu restrita ao nivel de familia, sendo afiliado a Microbacteriaceae,
dentro do filo Actinobacteriota. O parente mais proximo no banco de dados para essa amostra

foi Lysinimonas soli (acesso JN378395), apresentando 86,9% de similaridade do 16S rRNA.

Tabela 1. Identificacido taxondmica e caracterizacio fenotipica dos isolados bacterianos com

base no gene 16S rRNA.

Isolado Afiliacao filogenética Parente mais proximo % ldentidade

no banco de dados

1b Microbacteriaceae JN378395 86,9
3a Sphingomonas AB288314 90,0
3ar Sphingomonas HQ767706 87,6
S5a Paenibacillus LC082229 87,3
5b Paenibacillus LC082229 87,7
5c Paenibacillus LC082229 87,4

Fonte: Autor

No caso das amostras 3a e 3ar foram atribuidas ao género Sphingomonas, pertencente

ao filo Proteobacteria, apresentando como parentes mais proximos Sphingomonas sp. P5-21
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(acesso AB288314) e um organismo nao cultivado uncultured organism (acesso HQ767706),
com similaridades de 90% e 87,6%, respectivamente. Aqui € interessante notar, que apesar de
evidéncias que indicavam que essas amostras eram réplicas, estas apresentaram similaridades
com vizinhos diferentes, o que pode indicar um variagdes de linhagem, ou de que as trés
espécies sdo relativamente parecidas entre si.

Os isolados 5a, 5b e 5c foram identificados como pertencentes ao género Paenibacillus,
do filo Firmicutes, apresentando como parente mais proximo Paenibacillus baekrokdamisoli
(acesso LC082229), com valores de similaridade variando entre 87,3% e 87,7%. Apesar das
diferengas fenotipicas observadas entre esses isolados, incluindo variagdo de pigmentagdo
(laranja, branco e incolor) e padrdes distintos de crescimento, os dados moleculares indicaram
forte proximidade filogenética, indicando inconsisténcia entre os fenotipos observados e os
dados moleculares, o que pode ser resultado de uma contaminagdo posterior ao procedimento
de isolamento. Os taxons identificados, Actinobacteriota (Microbacteriaceae), Proteobacteria
(Sphingomonas) e Firmicutes (Paenibacillus), sio amplamente descritos como componentes
frequentes da microbiota de solos e de musgos em ambientes terrestres, estando de acordo com
o perfil microbiano esperado para o ecossistema estudado (CAMARA et al., 2021; CARY et
al., 2010; CUI et al., 2023; PARK et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2010). Por exemplo, em um
estudo realizado por Camara et al., (2021) foi demonstrado que dentro dos filos mais presentes
no microambiente associados a tapetes de S. uncinata, sdo Actinobacteriota (25%) e
Proteobacteria (20%), sendo dois dos isolados encontrados aqui pertencentes a esses filos,
adicionalmente, Firmicutes teve uma abundéncia relativa de menos que 5%, indicando que,
apesar de ndo ter sido possivel encontrar Acidobacterias, a metodologia empregada foi capaz
de isolar microrganismos de abundéncia relativamente baixa.

De maneira geral, embora o foco do estudo incluisse a prospec¢ao de representantes do
filo Acidobacteriota, nenhum isolado pertencente a esse grupo foi recuperado nas condi¢des de
cultivo empregadas, mesmo apods otimiza¢do dos parametros experimentais. Uma possivel
explicagdo para esse resultado ¢ de que ainda que o filo Acidobacteriota esteja presente nas
amostras ambientais, sua abundancia relativa pode ser suficientemente baixa para comprometer
o sucesso do isolamento, especialmente em um contexto no qual o nimero total de colonias
recuperadas ja foi reduzido, limitando a probabilidade de recuperagao de linhagens com baixa
representatividade e menor carga inicial de DNA. Adicionalmente, ¢ conhecido que
acidobacterias necessitam de um isolamento a partir de dilui¢do, de modo que a redugdo da
carga de material bioldgico inicial de espécies mais abundantes, permita que haja o

desenvolvimento de coldnias pertencentes ao filo (DE CASTRO et al., 2013). Dessa forma,
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como nao foi encontrado coldnias dentro das dilui¢des, dificilmente seria possivel isola-las a
partir do gametofito, ainda sim, mesmo nas condi¢des de cultivo empregadas, existe a
possibilidade do isolamento, caso houvesse um maior nimero de placas inoculadas, de modo a
aumentar a probabilidade de algum organismo pertencente ao filo fosse capaz de colonizar a
placa.

Outra hipotese que pode explicar esse resultado, ¢ de que € possivel que as linhagens de
Acidobacteria descritas em solos antarticos nao correspondam necessariamente a grupos
acidofilos cléassicos, o que implica que meios tradicionalmente empregados para seu
isolamento, como o VL55, podem nao ser adequados para essas cepas especificas. Isso porque,
evidéncias apresentadas por Eichorst et al., (2018) indicam que, embora estratégias de cultivo
para esse grupo, frequentemente enfatizem meios com limitagcdo nutricional, alguns isolados
demonstram capacidade de crescimento em concentragdes mais elevadas de carbono, sugerindo
que a oligotrofia ndo ¢ uma caracteristica universal do filo. Desse modo, considerando que
nenhum isolado desse filo foi obtido a partir de solos e criptogramas da antartica, € possivel
que as adaptagdes necessarias para a sobrevivéncia nesse ambiente, gerou condi¢des de cultivo
suficientemente diferentes, para que o VL-55 ndo seja tdo eficaz quanto para outras cepas

encontradas em outros habitats.

4.4 Dendrograma dos isolados

4.4.1 Dendrograma do isolado 1b

O dendrograma construido para o isolado 1b (Figura 4) demonstrou maior dispersao
topoldgica em comparagcdo aos demais isolados analisados, resultado compativel com a
resolugdo taxonOmica limitada ao nivel de familia (Microbacteriaceae). Para essa andlise,
foram incluidos 30 taxons filogeneticamente proximos, dos quais aproximadamente 20%
pertenciam ao género Galbitalea, 17% ao género Parafrigoribacterium, cerca de 13% aos
géneros Frigoribacterium e Pseudolysinimonas, 7% para os géneros Lysinimonas,
Diaminobutyricimonas, Labedella, Amnibacterium e 3% para Incertae Sedis, Cryobacterium e

Jonesia.
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Figura 4. O dendrograma baseada no gene 16S rRNA do isolados bacterianos 1b obtidos a partir
do gametofito. Os nimeros nos nos dos ramos sdo valores de bootstrap, expressos como porcentagens
em 1000 réplicas. A esquerda um grafico de barras que mostra a prevaléncia dos géneros presentes,

onde de azul claro se destaca os géneros mais proximos ao isolado.
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Lysinimonas uncultured bacterium (EU937963)
Diaminabutyricimonas 96 uncultured actinobacterium (HQ622737)
Labedella Microbacteriaceae bacterium Tibet-IT11 (DQ177485)
Amnibacterium 55 uncultured bacterium (JF179916)
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Fonte: Autor
O taxon com maior similaridade ao isolado 1b foi Lysinimonas soli, seguido por

sequéncias depositadas como wuncultured Microbacteriaceae bacterium (relacionada a
Pseudolysinimonas), uncultured actinobacterium (associada a Galbitalea) e Lysinimonas
kribbensis (Pseudolysinimonas) (Tabela 2). A espécie Lysinimonas soli foi descrita por Jang et
al., (2013) a partir de solo de arrozal na Republica da Coreia, sendo caracterizada como uma
bactéria Gram-positiva, ndo formadora de esporos e ndo motil. Em meio R2A, apresenta
coldnias circulares, convexas e de coloragdo marrom-clara e seu crescimento ocorre em ampla
faixa de temperatura (10 a 37 °C) e pH (5,0 2 9,0), configurando-a como espécie-tipo do género
Lysinimonas. Nesse mesmo estudo a espécie Lysinimonas kribbensis, foi definida como a
espécie mais proxima da L. soli, isolada a partir de uma amostra de solo retirada da ilha de
Bigeumdo, também na Coreia, presenta coloracdo amarela, ¢ Gram-positiva, ndo mével, com
colonias circulares, pequenas, opacas e de margem inteira em R2A, com crescimento a

temperaturas entre 20 e 37 °C e faixa de pH entre 6 e 11, eventualmente foi demonstrado uma
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divergéncia entre ambas espécies levando a uma reclassificagdo da Lysinimonas kribbensis para
o género Pseudolysinimonas, configurando sua espécie tipo (HEO et al., 2019).

Além disso, ambas as amostras uncultured Microbacteriaceae bacterium e uncultured
actinobacterium, originadas de amostras de aquiferos na Alemanha, sao resultados de analises
metagendmicas e ndo se tem informagdes relacionadas ao cultivo e morfologia. Apesar disso,
uncultured Microbacteriaceae bacterium pertence ao género Pseudolysinimonas, € se supoe
que apresente caracteristicas semelhantes a L. kribbensis por ser a espécie tipo do género. Por
fim, uncultured actinobacterium, pertence ao género Galbitalea, que ao ser comparada com a
sua espécie tipo apresenta motilidade, crescimento ocorre a temperaturas variando de 10 a 37

C°epH de 4 a9, também apresentando coloracdo amarela (KIM et al., 2014).

Tabela 2. Propriedades fisiologicas da amostra 1b e dos vizinhos mais proximos.

Caracteristica 1 2 3 4

Cor da colonia Amarelo Marrom-claro ~ Amarelo Amarelo

Motilidade - - - +

Temperatura 6tima (°C) 25 * 28 28 28-30

pH 6timo 55% 7 8 7

Origem das amostras Rizosfera ~ S. Solo Solo Solo
uncinata

* representa condigdes de cultivo empregadas e ndao determinagdo da temperatura ou pH 6timos. 1; 1b;
2: Lysinimonas soli sp.; 3: Lysinimonas kribbensis sp.; 4. Galbitalea soli sp.; +, positivo; -, negativo;
Fonte: Autor

Apesar da baixa resolugdo dentre para a definicdo taxondmica da amostra, os trés
géneros que tiveram maior similaridade com a amostra sdo géneros bastante proximos entre si,
onde L. kribbensis e L. soli, pertenciam ao mesmo género sendo agora classificadas como
espécie tipo dos seus respectivos géneros, onde no caso do Lysinimonas € a Unica espécie
isolada com taxonomia confirmada até o presente momento. Paralelamente, o género
Galbitalea ¢ relativamente proximo tanto de Lysinimonas quanto de Pseudolysinimonas,
e também apresenta apenas a espécie tipo G. Soli atualmente isolada. Dessa forma, a pouca
representatividade de isolados dentro desses géneros e sua proximidade, pode ser o principal
indicativo do porqué ndo foi possivel alcancar maior resolu¢do para essas amostras.
Adicionalmente, as diferencas fenotipicas entre os géneros ndo sao expressivas, levando com
que a identificagdo de espécie para os isolados obtidos, ndo seja possivel, visto que, as principais

diferengas entre os géneros esta presente em seus componentes bioquimicos.
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Quanto a origem ambiental das sequéncias mais proximas, observou-se que trés delas
eram provenientes da Antdrtica, incluindo registros anotados como uncultured bacterium
(acesso FJ380136), uncultured bacterium (acesso KY190754) e Antarctic bacterium G081,
originalmente encontrados, respectivamente em solo ornitogénico da regido do Mar de Ross,
Rizosfera de Deschampsia antarctica na geleira Collins e de solo poluido por hidrocarbonetos
na Ilha King George. Outras quatro sequéncias estavam associadas a ambientes frios ou de
condi¢gdes ambientais extremas, como geleiras (Austre Lovénbreen), permafrost do planalto
Qinghai-Tibet, turfeiras na Russia e rejeitos de mineragdo em regides da Africa e Europa,
incluindo Botsuana, Alemanha e Suécia. Além disso, quatro sequéncias relacionadas
apresentavam origem associada a vegetagao, como Galbitalea soli, uncultured Leifsonia sp. e
Microbacteriaceae bacterium SAP1061.3. Desse modo, os vizinhos presentes na arvore

refletem de forma condizente com a origem ambiental desse estudo.

4.4.2 Dendrograma dos isolados 3a e 3ar

O dendrograma construida para os isolados 3a e 3ar (Figura 5) foi produzida a partir
dos 15 vizinhos mais proximos das amostras. Em geral, a maioria das sequé ncias tiveram
origem ambiental em regides frias sendo elas, Sphingomonas glacialis; glacier bacterium
FXS25; Sphingomonas sp. Abs9; Sphingomonas sp. Czal3; wuncultured bacterium;
Sphingomonas sp. PAMC 26621. Além disso, as sequéncias Sphingomonas sp. UVI2 e
Sphingomonas glacialis foram coletadas a partir do solo antartico e Sphingomonas sp. Abs9,
Sphingomonas sp. Cza6, Sphingomonas sp. Czal3, uncultured bacterium coletadas a partir de
vegetacdo. Essa presenca frequente de géneros associados a plantas e solos sugere possivel
envolvimento em processos como ciclagem de nutrientes, degradacdo de matéria organica e

interacdo com o hospedeiro vegetal.
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Figura 5. O dendrograma baseada no gene 16S rRNA do isolados bacterianos 3a e 3ar obtidos a
partir do gametofito. Os ramos foram coloridos de acordo com a origem ambiental das sequéncias, e
os isolados em vermelho. Os nimeros nos n6s dos ramos sdo valores de bootstrap, expressos como

porcentagens em 1000 réplicas.

53| 3a

Sphingomonas sp. P5-21 (AB288314)

3ar

73 uncultured organism (HQ767706)
Sphingomonas glacialis (MF467873)

59 Sphingomonas sp. UV12 (KX085041)
Sphingomonas sp. BF14 (Z23157)

68 — Sphingomonas glacialis (GQ253122)

uncultured organism (HQ767721)

glacier bacterium FXS25 (AY315166)

63| Sphingomonas sp. PDD-47b-1 (JN176589)
91 Sphingomonas sp. Abs9 (JQ977308)
93 Sphingomonas sp. Cza6 (JQ977254)

Sphingomonas sp. Cza13 (JQ977633)
uncultured bacterium (FN421652)
91

Sphingomonas sp. PC5.28 (X89909)
Sphingomonas sp. PAMC 26621 (AIDW01000026)
Blastomonas natatoria (AB024288)

0.01 ~
Vegetagao B Clima Frio Antartica

Fonte: Autor

A espécie Sphingomonas sp. P5-21 ¢ uma célula gram-negativa, sem motilidade, de
coloracdo amarela, isolada a partir de drenagens & cidas de uma mina de carvdo abandonada
(KIM; KASAHARA; WHANG, 2001). J& a espécie uncultured organism foi isolada a partir de
tecidos gastrointestinais, com o Homo sapiens como hospedeiro, porém, ndo foi cultivada em
laboratdrio e ndo ha informagdes sobre seu fendtipo. Além disso, as espécies Sphingomonas
glacialis e Sphingomonas sp. UV 12 também apresentaram similaridade com as amostras. Onde
a Sphingomonas sp. UV 12, isolada a partir de uma geleira localizada na ilha do King George,
demonstrou resisténcia a irradiagdo por luz ultravioleta (MARIZCURRENA ET AL., 2017).
Quanto a Sphingomonas glacialis esta foi isolada a partir de crioconitas, uma combinagdo de
rochas, fuligem e microrganismos, da geleira Hamtah, Himalaia (ZHANG ET AL., 2022).

Novamente, quando se compara o fendtipo encontrado para essas espécies, € possivel
identificar, uma semelhanga muito grande entre todos os parametros avaliados (Tabela 3), onde
a temperatura de cultivo 25 °C e o pH de 5.5, encaixa dentro das sequéncias mais proximas.
Desse modo, novamente as informacgdes coletadas no presente estudo ndo seriam suficientes
para diferenciar ou afirmar o pertencimento dos isolados a espécies ja descritas, ou indicar uma

nova espécie.
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Tabela 3. Propriedades fisiologicas da amostra 3a, 3ar e dos vizinhos mais proximos.

Caracteristica 1 2 3 4

Cor da colonia Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo/Laranja
Motilidade - - - -

Temperatura 6tima  25%* 25% 25% 1-25

°C)

pH otimo 5.5% 5.5% 7* 7-8

Origem das Rizosfera s. Rizosfera s. Drenagem  Crioconitas
amostras uncinata uncinata acida

* representa condigoes de cultivo empregadas e ndo estudo de temperatura ou pH o6timos. 1: 3a; 2: 3ar;
3: Sphingomonas sp. P5-21; 4: Sphingomonas glacialis; +, positivo; 2, negativo;
Fonte: Autor

4.4.3 Dendrograma dos isolados 5a, 5b e 5c

O dendrograma construida para os isolados 5a, 5b e 5¢ (Figura 6) foi produzida com
base nos 33 vizinhos mais proximos recuperados por similaridade do gene 16S rRNA. O taxon
mais proximo para as trés amostras foram Paenibacillus baekrokdamisoli (acesso LC082229),
originalmente descrito a partir de solo de lago de cratera, seguido por Paenibacillus sp. 9-3 19
(acesso KP233877), isolado de solo artico, e Paenibacillus sp. JSC-N2-612-4 (JF958142).

Entre os vizinhos incluidos na andlise, observou-se predominancia de espécies
associadas a ambientes edaficos. Foram identificadas dez espécies provenientes de solos ndo
polares, incluindo Paenibacillus xanthinilyticus (solo agricola), Paenibacillus tarimensis (areia
em Xinjiang, China), Paenibacillus harenae (areia de deserto), Paenibacillus thailandensis
(solos da Tailandia), Paenibacillus agarexedens e Paenibacillus agaridevorans (ambas
isoladas de solo na Alemanha), além de Paenibacillus humicus (composto organico derivado
de residuos), Paenibacillus granivorans (associado a degrada¢do de amido), Paenibacillus
abyssi (sedimento do Oceano Indico) e Paenibacillus darwinianus (solo antértico). Entre esses,
destaca-se um representante proveniente especificamente de solo da Antartica, P. darwinianus.
Essa prevaléncia de vizinhos isolados a partir de solos, indica proximidade dos isolados 5a, 5b

e 5c com linhagens adaptadas a esse ambiente.
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Figura 6. O dendrograma baseada no gene 16S rRNA do isolados bacterianos 5a, Sb e Sc obtidos
a partir do gametofito. Os ramos foram coloridos de acordo com a origem ambiental das sequéncias,
e os isolados em vermelho. Os niimeros nos nds dos ramos sdo valores de bootstrap, expressos como

porcentagens em 1000 réplicas.
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Fonte: Autor

Foram também identificadas duas espécies associadas a ambientes frios ou condicdes
extremas, incluindo P. sp. 9-3 19 (solo artico) e Paenibacillus marinum (fonte termal no norte
da Tunisia). Adicionalmente, cinco espécies estavam relacionadas a associagdes com plantas,
incluindo Paenibacillus phyllosphaerae (filosfera de Phoenix dactylifera), Paenibacillus
oenotherae (raizes de plantas herbéaceas), Paenibacillus mendelii (sementes esterilizadas de
Pisum sativum), Paenibacillus pinihumi (rizosfera de Pinus densiflora) e Paenibacillus
castaneae (filosfera de Castanea sativa). Indicando que os isolados t€ém uma maior semelhanga
com espécies do solo do que aquelas isoladas de biomas frios, apesar disso, seus vizinhos
frequentemente sdo associados a plantas, o que indica que tanto a associacdo a S. uncinata como
o microambiente do solo, foram fatores de diferenciagdo mais importantes para esses isolados
do que o bioma presente.

A caracterizacdo fenotipica das amostras 5a, Sb e 5c (Tabela 4) revela distingdes

relevantes quando comparadas com as espécies filogeneticamente mais proximas, onde para as
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amostras 5a e 5b foi observada colonias de coloragdo amarela e branca, respectivamente, ambas
ndo apresentam motilidade, enquanto a amostra 5c forma colOnias transparentes e apresenta
motilidade positiva. Em contraste, P. baekrokdamisoli e P. taihuensis exibem colonias brancas
e motilidade positiva. A auséncia de motilidade nas amostras 5a e 5b constitui uma diferenca
fenotipica importante em relagdo as espécies de referéncia, ao passo que a motilidade observada

em Sc aproxima esta amostra do perfil descrito para os vizinhos mais proximos.

Tabela 4. Propriedades fisiologicas da amostra 3a, 3ar e dos vizinhos mais proximos.

Caracteristica 1 2 3 4 5
Cor da colonia Amarelo Branca Transparente Branca Branca
Motilidade - - + + +
Temperatura 6tima
25% 25% 25% 25 30-37
(°O
pH 6tima 5.5% 5.5% 5.5% 7 6-7
) Rizosferas.  Rizosferas.  Rizosferas. Lago
Origem das amostras solo
uncinata uncinata uncinata Eutrofizado

* representa condigdes de cultivo empregadas e ndo resultado de temperatura ou pH 6timos. 1: 5a; 2:
5b; 3: 5¢; 4: Paenibacillus baekrokdamisoli; 5: Paenibacillus taihuensis; +, positivo; -, negativo;
Fonte: Autor

Em termos fisiologicos, P. baekrokdamisoli apresenta temperatura de crescimento
entre 10 e 30 °C e pH entre 6 e 9, enquanto P. taihuensis cresce entre 20 e 40 °CepH 5¢ 9
(LEE ET AL., 2016; ZHANG ET AL., 2011). Para as amostras 5a, Sar e 5c, ndo foram
determinados, até 0 momento, apresenta crescimento nos intervalos de temperatura e pH, o que

limita comparagdes s com seus vizinhos, assim como a determinacdo da espécie.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que, embora tenha sido possivel isolar e cultivar
bactérias associadas ao gametofito de Sanionia uncinata proveniente da Antértica, ndo foram
recuperados representantes do filo Acidobacteriota nas condigdes experimentais empregadas.

O crescimento restrito as placas inoculadas diretamente com o gamet6fito, aliado a auséncia de
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desenvolvimento de colonias nas dilui¢des seriadas, sugere que a estratégia de isolamento pode
ndo ter sido adequada para recuperar esses microrganismos. A utilizagdo do meio VL-55 e
incubagdo a 25 °C, embora fundamentada em evidéncias de microambientes mais quentes
proximos aos tapetes de musgo, possivelmente favoreceu o crescimento de bactérias mais
competitivas e metabolicamente versateis, em detrimento de grupos oligotroficos ou psicrofilos
estritos.

Apesar disso, as analises filogenéticas evidenciaram que os isolados apresentam maior
proximidade com linhagens associadas a solos, ambientes frios e nichos vegetais, incluindo
registros provenientes da propria Antartica, geleiras e solos polares, reforcando a coeréncia
ecoldgica dos resultados e indicando que, apesar da ndo recuperagdo de Acidobacteriota, 0s
microrganismos isolados sdo compativeis com a microbiota previamente descrita para tapetes
de musgos antarticos.

Dentre esses isolados, ¢ possivel inferir que estes pertencem a linhagens pouco
representadas dentro dos bancos de dados, como Lysinimonas e Pseudolysinimonas que tiveram
proximidade com o isolado 1b, representando uma possivel nova espécie que pode contribuir
para a compreensao desses géneros. Além disso, os isolados derivados da placa 3 ndo tiveram
proximidade molecular grande com a maioria das sequé ncias representadas, possivelmente
indicando que pertencem a uma espécie nova.

Contudo, como o gene 16S rRNA ¢ insuficiente para delimitagcdo precisa de espécie,
especialmente em grupos proximos filogeneticamente; a confirmagdo taxondmica requer uma
abordagem polifésica que inclua analises que vao além daqueles fenotipicos, a fim de obter uma

caracterizacdo mais completa dos isolados aqui descritos.
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APENDICE A

Sequéncias do gene do RNAr 16S dos isolados

>1b
GCCCGTGGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACCGGATATGCGAC
GCGAAGGCATCTTCAGCGTCGGGAAAGAACTTCGGTCCAGGATCATCTCGCGGCC
TATCAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCC
TGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCCGC
GTGAGGGACGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGCGAA
AGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGC
GGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGT
ACGGGCAAACTAGAGTGCCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGG
AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGNATACCCTGGT
AGTCCATGCCGTAAACGTTGGGAACTAGATGTGGGGGCCATTCCACGGCTTCCGT
GTCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCTGAAAAGGCTGGAA
ACAGTCTCCCCGCAAGGCAGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTNGTTCTATGTTGCC
AGCGCGTTATGGCGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGG
TGGGGNTGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTNTTGGGCTTCACGCNTGCTAC
AATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTAAGGTGGNGCGAATCCCAAAAAGC
CGGTCTCAGTTNGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTA
GTAATCGTGGATCAGCAACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAN
>3a
ATCTACCCTTAGGTTCGGAATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGATG
ACGTAAGTCCAAAGATTTATCGCCTAGGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTT
GGTGTGGTAAAGGCGCACCAAGGCGACNATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGNCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
NAATATTGGACAATGGGCNAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAA
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GGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGA
ATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGC
GTTATTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTAAGAGG
TGAAAGCCTGGTGCTCAACACCAGAACTGCCTTTTAGACTGCATCGCTTGAATCC
AGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GATAACTAGCTGTCGGGGCTCTTCGAGCTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGT
TATCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGGTTATAAACTTCAAATGAATTGACGGG
GGCCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTT
ACCAGCGTTTGACATGTCCGGACGATTTCGGGAGACCGATCTCTTCCCTTCGGGG
ACTGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTACCATCATTCAGTTGGGGA
CTCTAAAGGAACCGCCGGTGATAAGCCGGAAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CCTCATGGCCCTTACGCGCTGGGCTACACACGTGCTACCAATGGCGGTGACAGTG
GGCAGCAATCCTGCAAGGGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTG
TTCTCTGCAACTCGAGAGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
ATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAGGCCTTGTACACACCGCCCGT

>3ar
GGAATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATGATGACGTAAGTCCAAAGA
TTTATCGCCTAGGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAAGGCG
CACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAA
AGCTCTTTTACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTATTCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTAAGAGGTGAAAGCCTGGTGCTC
AACACCAGAACTGCCTTTTAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGA
ATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTCACTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCGGGG
CTCTTCGAGCTTCGGTGGCGCACCTAACGCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCTGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCGTTTGACATGTCCG
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GACGATTTCGGGAGACCGATCTCTTCCCTTCGGGGACTGGAACACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTCGCCTTTAGTTACCATCATTCAGTTGGGGACTCTAAAGGAACCGCCGGTG
ATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTTCATGGCCCTTACGCGCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGCAGCAATCCTGCAAGGGTG
AGCTAATCTCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTTCTCTGCAACTCGAGAGCAT
GAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CAGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA

>5a
TAACACGTAGGCAACCTGCCTACAAGATCGGGATAACATTCGGAAACGAATGCT
AATACCGGATACACAACTTGGCTGCATGGCCGAGTTGGGAAAGGCGGAGCAATC
TGCCGCTTGTAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA
CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
GCTCTGTTGCCAGGGAAGAACAGCGAGGAGAGTAACTGCTCCTCGTGTGACGGT
ACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTTGT
AAGTCTAGTGTTTAATCTCGGAGCTCAACTCCGATTCGCATTGGAAACTGCAAAG
CTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAATGCTAGGTGGTTAGGGGTTTCAATACCCTTGGTGCCAAAGTTAA
CACATTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGCTCTTGACATCCCAATGAAAGTATTAGAGATAGTACCCCT
CTTCGGAGCATTGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCAGGTT
AAGCTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTAATGAGCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCG
GTACAACGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCTTAAAAGCCGGTCTCA
GTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC
>5b
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GTAACACGTAGGCAACCTGCCTACAAGATCGGGATAACATTCGGAAACGNATGC
TAATACCGGATACACAANTTGGCTGCATGGCNGAGTTGGGAAAGGCGGAGCAAT
CTGCCGCTTGTAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTNTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACAGCGAGGAGAGTAACTGCTCCTCGTGTGACGG
TACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTTG
TAAGTCTAGTGTTTAATCTCGGAGCTCAACTCCGATTCGCATTGGAAACTGCAAA
GCTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCT
AAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAAATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCAATACCCTTGGTGCCAAAGTTA
ACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGCTCTTGACATCCCAATGAAAGTATTAGAGATAGTACCCCT
CTTCGGAGCATTGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCAGGTT
AAGCTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAGCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCC
GGTACAACGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCTTAAAAGCCGGTCTC
AGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACC

>5¢
GTAACACGTAGGCAACCTGCCTACAAGATCGGGATAACATTCGGAAACGNATGC
TAATACCGGATACACAANTTGGCTGCATGGCNGAGTTGGGAAAGGCGGAGCAAT
CTGCCGCTTGTAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTNTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACAGCGAGGAGAGTAACTGCTCCTCGTGTGACGG
TACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
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GGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTTG
TAAGTCTAGTGTTTAATCTCGGAGCTCAACTCCGATTCGCATTGGAAACTGCAAA
GCTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAA
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCT
GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCAATANCCCTTGGTGCCGAAGTT
AACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGCTCTTGACATCCCAATGAAAGTATTAGAGATAGTACCCC
TCTTCGGAGCATTGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCAGGT
TAAGCTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTAATGAGCTGGGCTACACACGTACTACAATGG
CCGGTACAACGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCTTAAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT
C



APENDICE B
Taxonomia dos isolados

%
semelhanca 86,9 90 87,6 87,3 87,7 87,4
16S rRNA
i‘ég;‘s*:;"dﬁe N3; AB2  HQ7 LCO  LCO  LCO
parente mais 2395 8831 6770 8222 8222 8222
proximo 4 6 ? 9 ?
Lysi ipl: iphl Paen Paen Paen
Género nimo £ £9 ibaci ibaci ibaci
mon mon
nas* lus Ilus [lus
as as
Micr ipl: ip}: Paen Paen Paen
. obact '8 & ibaci  ibaci ibaci
Familia . mon mon
eriac llace llace llace
adac adac
eae ae ae ae
eae eae
Sphi Sphi
Micr ngo ngo Paen Paen Paen
Ordem ococ mon mon ibaci ibaci ibaci
cales adale adale llales llales llales
S S
Acti Alph Alph
noba aprot aprot Bacil Bacil Bacil
Classe . eoba eoba ) . .
cteri } ! li li li
a cterl cterl
a a
Acti Pseu Pseu
Filo nom dom dom Bacil Bacil Bacil
yceto onad onad lota lota lota
ta ota ota
Dominio Bact Bact Bact Bact Bact Bact
eria eria eria eria eria eria
Isolado 1b 3a 3ar S5a 5b 5c




