UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA

MILA DE OLIVEIRA HUGHES VEIGA DO ROSARIO

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE
BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO DE AMOSTRAS
DE AGUA PRODUZIDA EM CAMPO DE PETROLEO

SALVADOR
2014



MILA DE OLIVEIRA HUGHES VEIGA DO ROSARIO

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE
BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO DE AMOSTRAS
DE AGUA PRODUZIDA EM CAMPO DE PETROLEO

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagcdo em Biotecnologia, do
Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Fernando de
Almeida

SALVADOR
2014



Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Universitaria de Saude,
SIBI - UFBA.

R789 Roséario, Mila de Oliveira Hughes Veiga do
Isolamento e identificacdo molecular de bactérias
redutoras de sulfato de amostras de 4gua produzida em
campo de petréleo / Mila de Oliveira Hughes Veiga do
Rosério. — Salvador, 2014.
82 f.
Orientador: Prof. Dr. Paulo Fernando de Almeida.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal da
Bahia. Instituto de Ciéncias da Saude, 2014.

1. Bactérias. 2. Petroleo. 3. DSR. 4. rRNA 16S. 4.
Agua. |. Almeida, Paulo Fernando de. II. Universidade
Federal da Bahia. Ill. Titulo.

CDU 561.23




MILA DE OLIVEIRA HUGHES VEIGA DO ROSARIO

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE
BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO DE AMOSTRAS
DE AGUA PRODUZIDA EM CAMPO DE PETROLEO

Dissertacdo apresentada como requisito para obtencao do grau de Mestre em
Biotecnologia, Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia.

Aprovada em 14 de margo de 2014.

BANCA EXAMINADORA:

[~

{ ". \’/’—__
Paulo Fernando de Almeida — Orientador N \[/‘\ a\l \

Doutor em Engenharia de Alimentos pela Universidade Es!adual de Campinas,

UNICAMP, Brasil.
Universidade Federal da Bahia.

Lilia Ferreira de Moura Costa ///%/%/4%///(

Doutora em Imunologia pela Universidade Federal da Bahia,
UFBA, Brasil.
Universidade Federal da Bahia.

Edgard Bacic de Carvalho _ ¢ (LU0 L Db C gy Sy
Doutor em Engenharia Quimica pela The/ Pennsyivanla State Unlversny

PSU, Estados Unidos.

Universidade Salvador.




AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as oportunidades de aprendizado, crescimento pessoal e
profissional que me proporcionou, pelas pessoas maravilhosas que conheci durante

esta jornada e por me dar forgas para a concretizacao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Paulo Almeida por ter possibilitado esta oportunidade profissional e pela

confianca creditada a mim.

Ao Dr. Andreas Stocker pelo auxilio e orientacdo nas técnicas de biologia molecular

desempenhadas neste estudo.

Aos amigos do LAPI, pessoas fantasticas com as quais convivi e compartilhei todas

as felicidades e os momentos angustiantes da pesquisa em processo

Ao meu namorado maravilhoso, Breno Dominguez (que tive a felicidade de conhecer
também no LAPI), pelo seu apoio dentro e fora do laboratério, pelo carinho e
palavras de incentivo e pelos abracos que se fizeram tdo necessarios diversas

vezes.

Aos colegas do LABEM, em especial a Roberta Santoro, por ter me dado o respaldo
mais do que necessario no processo de isolamento das BRS e “padecido” comigo na

camara de anaerobiose.

A minha mae guerreira, Jandira Hughes, que sempre ouviu todos 0S meus

desabafos e me deu colo cada vez que eu voltava para casa desanimada e com



medo de ndo conseguir superar mais um obstaculo que aparecia, me incentivando a

prosseguir.

A todos os profissionais do ICS pela paciéncia, ajuda e apoio.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacéo deste trabalho.

A FAPESB (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia) pela bolsa

concedida

A PETROBRAS/UN-BA por ter cedido as amostras de agua produzida de petréleo



Rosario, Mila de Oliveira Hughes Veiga do. Isolamento e identificagcdo molecular de
bactérias redutoras de sulfato de amostras de agua produzida em campo de
petréleo. 82 f. 2014. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

RESUMO

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sao microrganismos responsaveis
por diversos problemas em sistemas de agua em campos petroliferos, acarretando
em elevados prejuizos econdmicos. A identificacdo das BRS relacionadas com
processos de biocorrosdo na industria petrolifera é de extrema importancia para a
implementacdo de estratégias de deteccdo, controle e monitoramento destes
microrganismos, permitindo tratamentos mais eficazes. O objetivo deste trabalho foi
realizar a identificacdo molecular de bactérias redutoras de sulfato isoladas de
amostras de agua produzida de um campo de petrdleo situado no Recbncavo
Baiano (Brasil). Foram utilizadas 20 amostras, dentre elas um microrganismo de
referéncia da espécie Desulfovibrio vulgaris (ATCC 29579). A analise das
sequéncias amplificadas por PCR da regido codificante para o rRNA 16S e para a
enzima sulfito redutase (DSR) demonstrou ser imprescindivel e promoveu uma
avaliacdo mais detalhada das culturas principalmente nos casos de contaminacao,
permitindo a identificacdo de trés espécies de BRS pertencentes ao género
Desulfovibrio  (Desulfovibrio  dechloracetivorans, Desulfovibrio alaskensis e
Desulfovibrio vulgaris) e de uma bactéria redutora de enxofre Thermovirga lienii. O
estudo contribuiu para o aumento de informacgcdes no banco de dados acerca das
BRS, principalmente das sequéncias de DSR, fornecendo sequéncias da enzima
sulfito redutase pertencentes as bactérias Desulfovibrio dechloracetivorans, e
Desulfovibrio alaskensis, ndo encontradas durante a analise no GenBank do BLAST
(NCBI).

Palavras-chave : Bactérias redutoras de sulfato, petrdleo, DSR, rRNA

16S, reacdo em cadeia da polimerase
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ABSTRACT

The sulfate reducing bacteria (SRB) are microorganisms responsible for
several problems in oilfield water systems, resulting in high economic losses. The
identification of SRB related with processes of biocorrosion in the oil industry is very
important for the implementation of strategies for the detection, control and
monitoring of these microorganisms, allowing for more effective treatments. The aim
of this work was the molecular identification of sulfate-reducing bacteria isolated from
samples of water produced from an oil field located in the Reconcavo Baiano (Brazil).
Twenty samples were used, among them a reference microorganism of the species
Desulfovibrio vulgaris (ATCC 29579). Sequence analysis of the PCR-amplified
coding region for the 16S rRNA and dissimilatory sulfite reductase (DSR) genes
proved to be essential and promoted a more detailed assessment of cultures
especially in cases of contamination, allowing the identification of three species of
SRB belonging to the genus Desulfovibrio (Desulfovibrio dechloracetivorans,
Desulfovibrio alaskensis and Desulfovibrio vulgaris) and a sulfur-reducing bacteria
Thermovirga lienii. The study contributed to the increase of information in the
database about the SRB mainly for the sequences of DSR, providing sequences of
the enzyme dissimilatory sulfite reductase belonging to the bacteria Desulfovibrio
dechloracetivorans and Desulfovibrio alaskensis, not found during BLAST analysis in
GenBank (NCBI).

Keywords : Sulfate-reducing bacteria, oil, DSR, 16S rRNA, polymerase
chain reaction
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1 INTRODUCAO

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) constituem um grupo diversificado
de microrganismos anaerébicos, morfolégica e filogeneticamente heterogéneos e
com grande ubiquidade, que obtém energia para seu crescimento através da
oxidacdo de nutrientes organicos, com o ion sulfato sendo reduzido a sulfeto de
hidrogénio (H2S), através do processo denominado reducdo desassimilativa de

sulfato.

Nas industrias de petréleo e gés, a producdo de sulfeto pelas BRS pode
causar sérios problemas, como a corrosdo, obstrucdo dos pocos injetores e
produtores pela deposicdo de FeS (sulfeto de ferro), reducdo da produtividade dos
pocos e da qualidade do petrdleo produzido. Além disso, a elevada toxicidade do
gas sulfidrico também representa um perigo eminente para o ambiente circundante,
bem como para os trabalhadores da plataforma. As BRS possuem também a
capacidade de formar biofilmes em superficies metalicas, caracteristica relacionada
com a corrosao e o entupimento de linhas de tubulagéo citados e que dificulta a
difusdo e consequente acéo de agentes antimicrobianos.

Apesar da enorme preocupacédo para as industrias de petréleo em todo o
mundo, os métodos atualmente aplicados para controlar a geracao de gas sulfidrico
nao alcancaram os resultados esperados, provavelmente devido a complexidade
envolvida. A aplicacdo de biocidas para controle da biossulfetogénese tem sido
amplamente adotada, no entanto, envolve custos elevados e a eficiéncia alcancada
é baixa podendo gerar inclusive BRS resistentes ap6s seu uso prolongado. E de
extrema importancia a identificagcdo dos microrganismos sulfetogénicos relacionados
com processos de biocorrosao na industria petrolifera com o intuito de providenciar
estratégias para deteccdo, controle e monitoramento, 0 que acarretara em

tratamentos mais eficazes.

O emprego de métodos moleculares na industria petrolifera foi
incorporada nas analises e identificagdo de microrganismos associados ao 6leo e a
utilizacdo da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificacdo e
analise das sequéncias das regibes codificantes de rRNA 16S permitiu o

agrupamento das BRS em sete linhagens filogenéticas, cinco inclusas no dominio
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Bacteria e duas dentro do Archaea. Entretanto, uma abordagem mais eficaz para a
deteccdo de BRS € o0 uso dos chamados genes funcionais que codificam enzimas
gue desempenham um papel importante na via de reducdo de sulfato, tal como a
enzima sulfito redutase (DSR). Essa enzima participa da ultima etapa da reducéao do
sulfato, catalisando sua conversao a sulfeto sendo uma enzima chave na reducéo
desassimilativa de sulfato, cujo fragmento responsavel pela sua codificacdo pode ser

amplificado por PCR em todas as linhagens conhecidas de BRS.

Sendo assim, este trabalho visa a identificacdo molecular de bactérias
redutoras de sulfato isoladas de amostras de agua produzida de um campo de
petréleo situado no Recbncavo Baiano, através da utilizacdo de primers
(oligonucleotideos iniciadores) desenhados e descritos na literatura para amplificar
regides codificantes para o rRNA 16S bacteriano e para a enzima sulfito redutase
(DSR) usando a técnica molecular de PCR tradicional desenvolvida para obter um
padrdo para todos o0s microrganismos sulfetogénicos. Desta forma, o estudo
proporcionara informacdes que visam dar suporte a tratamentos mais especificos e
eficazes e auxiliar em pesquisas futuras, contribuindo para o aumento do banco de

dados referente as bactérias sulfetogénicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO: CONSIDERACOES G ERAIS

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) constituem um grupo morfologica
e filogeneticamente heterogéneo que inclui bactérias e arqueobactérias (CASTRO;
WILLIAMS; OGRAM, 2000). Estes microrganismos anaerdbicos apresentam grande
ubiquidade e desempenham um importante papel no ciclo do enxofre e do carbono,
sendo possivel encontra-los em diversos ambientes naturais e industriais aonde o
sulfato encontra-se disponivel (MUYZER; STAMS, 2008), como por exemplo, em
sedimentos marinhos (JORSENSEN, 1977; JORSENSEN, 1982); na rizosfera de
algumas plantas (CIFUENTES et al.,, 2003); sedimentos de lagos de agua doce,
apesar da quantidade reduzida de sulfato (COOK; KELLY, 1992; SASS; CYPIONKA;
BABENZIEN, 1997), em solos diversos (BISSESAR, 2005; MILETTO; BODELIER;
LAANBROEK, 2007); tratamento de aguas (BEN-DOV; BRENNER; KUSHMARO,
2007); lagos permanentemente congelados na Antartida (KARR et al., 2005); na
industria petrolifera (GITTEL et al.,, 2009; KJELLERUP et al., 2005; MAGOT,;
OLLIVIER; PATEL, 2000), entre outros.

Com o intuito de obter energia para seu crescimento, as BRS realizam a
redugdo desassimilativa de sulfato (KLEIKEMPER, 2003; POSTGATE, 1979;
WIDDEL, 1988). Este grupo de procariotos fisiologicamente diferentes compartilha a
habilidade de utilizar o sulfato como aceptor terminal de elétron durante o consumo
da matéria organica com a concomitante producéo de sulfeto (GILOTEAUX; GONI-
URRIZA; DURAN, 2010). Em outras palavras, o0 ion atua como agente oxidante para
metabolizacdo da matéria organica. Nesse processo apenas uma pequena parcela
do enxofre reduzido € assimilada pelos microrganismos, a maior parte € excretada
na forma de ion sulfeto normalmente hidrolisado a sulfeto de hidrogénio livre
(POSTGATE, 1979).

A reducéo do sulfato (SO4?) a sulfeto de hidrogénio (H2S) é um processo
complexo, uma vez que o ion sulfato é estavel e ndo pode ser reduzido antes de
estar ativado. Basicamente, numa primeira etapa, tanto para o processo assimilativo
quanto para o desassimilativo, ocorre ativacado dos ions sulfato por ATP (adenosina
trifosfato). A enzima ATP sulfurilase catalisa a ligagcdo do ion sulfato ao fosfato da

molécula de ATP, formando adenosina fosfosulfato (AFS), com a liberacdo de
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pirofosfato (PPi). Na reducdo desassimilativa, a AFS é reduzida diretamente a sulfito
(SOs%) pela acdo da enzima AFS redutase, com a liberacdo de AMP (adenosina
monofosfato). Na reducao assimilativa, outro fosfato é incorporado a AFS, formando
fosfoadenosina fosfosulfato (FAFS) e, s6 entdo o sulfato pode ser reduzido. Em
ambos 0s processos, o sulfito € o primeiro produto da reducéo, e, uma vez formado,
é transformado em sulfeto por intermédio da enzima sulfito redutase (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004) (Fig. 1).

Figura 1: Bioquimica da reducgédo do sulfato. (a) Duas formas de sulfato ativo podem ser produzidas:
adenosina 5'-fosfosulfato (AFS) e fosfoadenosina 5'—fosfosulfato (FAFS). (b) Esquema das reducdes

assimilativa e desassimilativa ou dissimilativa de sulfato.
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Fonte: Madigan; Martinko; Parker (2004)

O metabolismo de reducdo de sulfato apresenta uma enorme variedade
de possiveis compostos que podem ser utilizados pelas BRS como aceptores finais
de elétrons. Segundo Muyzer e Stams (2008), as bactérias redutoras de sulfato

podem reduzir outros compostos de enxofre a sulfeto, como o tiossulfato, o sulfito e
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o enxofre organico e podem reduzir o nitrato e nitrito a aménio, sendo que até
mesmo a respiracdo de oxigénio pode ser realizada por estes procariotos. Além
disso, os autores ainda citam como aceptores finais de elétrons o ferro, uranio,
pertecnetato, selenato, cromato, e arsenato, no entanto nem todos esses processos
de reducéo sdo acoplados ao crescimento. Os compostos organicos, o fumarato, o
dimetilsulféxido e sulfonatos também podem atuar como aceptores finais de elétrons.

As BRS também possuem a capacidade de utilizar varios compostos
como doadores de elétrons (BARTON; TOMEI, 1995), como o gas hidrogénio,
lactato, piruvato, malato, sulfonatos, alcodis primarios, succinato, benzonato, entre
outros (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Vale ressaltar que estes
microrganismos possuem a capacidade de degradar dentre uma vasta gama de
substratos organicos, substancias do petrdleo como alcanos, tolueno, benzeno e
hidrocarbonetos poliaromaticos (DHILLON et al., 2003).

Os microrganismos sulfetogénicos realizam a redugdo de enxofre
molecular, sulfito, tiosulfato e sulfato em uma ampla faixa de pH, pressao,
temperatura e salinidade (ALMEIDA et al., 2006). Apesar da reducéao de sulfato ser
inibida na presenca de oxigénio, nitrato ou ions férricos e a taxa de reducdo de
sulfatos ser limitada pela fonte de carbono, descobertas recentes (LEMOS et al.,
2001) mostram que bactérias sulfetogénicas anaerdbias com sistema citocrémico
sdo também capazes de crescer na presenca de oxigénio, complicando ainda mais o

controle desses microrganismos.

A maioria das BRS apresenta um crescimento 6timo entre 25 e 40°C,
sendo classificadas desta forma como mesdfilas. Entretanto algumas espécies
toleram temperaturas de até —5°C (psicrofilicas) ou possuem crescimento em
temperaturas superiores a 75°C (hipertermofilicas) (SOUSA, 2009). Todas as
caracteristicas evidenciadas comprovam a habilidade desse grupo de procariotos de
adaptacdo aos ambientes mais variados, inclusive com capacidade de proliferacéo

em condi¢des extremas como as citadas anteriormente.

Considerando as condicbes de crescimento das BRS, ndo ¢é
surpreendente que estas bactérias possam encontrar um ambiente adequado em
sistemas de agua de campos petroliferos, se 0s compostos organicos degradaveis e
sulfato estdo presentes (CORD-RUWISCH; KLEINITZ; WIDDEL, 1987). Cabe

ressaltar que a origem microbiolégica de sulfeto em campos de petrdleo tem sido
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reconhecida por mais de 75 anos (KJELLERUP et al., 2005) e as bactérias redutoras
de sulfato ja sdo apontadas como sendo responsaveis pela produ¢édo de H2S, dentro
de reservatorios ou instalacbes, o que acarreta na reducdo da qualidade do 6leo,
corrosdo de material de aco e ameaca a saude dos trabalhadores, devido a sua
elevada toxicidade (CORD-RUWISCH; KLEINITZ; WIDDEL, 1987). Tendo em vista
seus efeitos deletérios, as BRS sédo o0 grupo bacteriano mais comumente estudado
em aguas de campo de petroleo (MAGOT; OLLIVIER; PATEL, 2000).

2.2 IMPORTANCIA DA BIOSSULFETOGENESE E BIOCORROSAO
PROVOCADA POR BRS NA INDUSTRIA PETROLIFERA

Existem trés processos relacionados com a extragdo do petroleo:
recuperacgao primaria, correspondente a recuperacdo amparada pela pressao natural
no interior da jazida que possibilita a saida do 6leo e gas do reservatorio para a
superficie; recuperacao secundaria, que consiste na injecdo de agua ou gas com o
intuito de manter a pressao interna do reservatorio e melhorar a recuperacao no
momento em que a producdo primaria torna-se ineficiente pelo declinio de presséao;
e métodos especiais de recuperacao, que sdo diversas tecnologias para aumento do
fator de recuperacao do petroleo (OLLIVIER; MAGOT, 2005).

Nas industrias de gas e petroleo, as BRS vém de microbiota autéctone ou
pela introducdo através de diversas operacfes de producdo de petroleo. Fontes de
contaminacdo do reservatorio por microrganismos sulfetogénicos existem gracgas a
lama natural do reservatorio que vem da rocha sedimentar adjacente devido a falhas
ou como um resultado da sua introducdo durante as operacdes de perfuracdo e

pelas técnicas de recuperacdo secundéria do petroleo (ALMEIDA et al., 2006).

As consequéncias econOmicas das bactérias redutoras de sulfato séo
diversas e geralmente desvantajosas. Sua presenca tem implicado na deterioracéo
do petroleo armazenado além da corrosdo anaerdbica de ferro e de aco. As
atividades desses microrganismos em equipamentos de campos petroliferos e
reservatorios de petréleo durante muitos anos tém sido consideradas como uma
fonte de perda econdémica consideravel (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993). A

produgcdo de H2S biogénico frequentemente indica a atividade e a presenca das
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BRS, sendo esse composto considerado o principal fator na atividade corrosiva
desses microrganismos (LEAO, 2009).

O sulfeto originado gracas a atividade microbiana durante a producéo do
petréleo torna-se um problema devido ao souring ou acidificacdo biogénica (SOUSA,
2009), que consiste no aumento da massa de sulfeto de hidrogénio (H2S) por
unidade de massa total de fluidos produzidos (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993).
Atualmente ja se é aceito que a reducéo de sulfato por BRS é um dos mecanismos
mais importantes de producdo de H2S no souring de reservatérios. Ocasionalmente,
este fendbmeno pode ocorrer durante a recuperacdo primaria, em que o Oleo é
produzido sob a pressdo do reservatorio (AGRAWAL; LAL, 2009). Entretanto a
acidificacao biogénica € mais comumente associada aos processos de recuperacéo
secundaria do petroleo, que frequentemente envolve a injecdo de agua, seja ela
agua do mar (operacdes offshore) (Fig. 2) ou outro tipo de agua (operagcdes onshore)
(Fig. 3) com o intuito de re-pressurizar o reservatério apds a pressao natural diminuir
durante o processo de recuperacao primaria e provocar a varredura do 6leo para os
pocos de producédo, prolongando a vida util do campo petrolifero. As BRS que
habitam ecossistemas petroliferos sejam elas indigenas ou introduzidas, podem
facilmente utilizar o sulfato disponivel acarretando no aumento das concentractes
de sulfeto (GIEG; JACK; FOGHT, 2011). Além disso, a intensificacdo do souring
também esta intimamente relacionada a reinjecdo da agua produzida durante o
processo de producao de petréleo, ja que esta contém nutrientes necessarios para a
proliferacdo de bactérias redutoras de sulfato, além de reintroduzir micro-organismos
previamente adaptados as condi¢cdes do reservatério (SOUSA; CAMMAROTA,;
SERVULO, 2010).



Figura 2: Esquema do processo de recuperacdo secundaria do petréleo em campos offshore.

Fonte: Sousa (2009)
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Figura 3: Esquema de re-injecdo da agua produzida comumente utilizado em campos petroliferos

continentais na recuperacao secundaria para estender a vida util do campo.
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Fonte: Adaptado de Gieg; Jack; Foght (2011)
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As BRS também possuem a capacidade de formar biofilmes nas
superficies metéalicas da industria de petroleo (LOPEZ-JIMENEZ et al., 2011). O
crescimento microbiano associado a superficies, por exemplo, a formacdo de um
biofilme, pode estimular o desenvolvimento da bioincrustacdo (biofouling), j& que
promove reagfes fisico-quimicas ndo favorecidas em condi¢cdes abioticas,
conduzindo a deterioracdo do material (BEECH, 2003). No caso de materiais
metalicos, estas alteracdes nas caracteristicas do material, devidas a um biofilme ou
a uma capa de bioincrustacédo, denominam-se biocorrosdo ou Corroséo Influenciada
por Microrganismos (CIM) (BEECH; SUNNER; HIRAOKA, 2005). De fato, as
Bactérias Redutoras de Sulfato sdo os principais microrganismos envolvidos na CIM
na industria de 6leo e gas (ALMEIDA et al., 2006) e entre 0s microrganismos
relacionados com a biocorrosdo sdo apontadas como o grupo responsavel pelos
casos mais graves, sendo os principais culpados pela biocorrosdo de materiais de
ferro e aco usados na industria (Fig. 4) (CORTEZ, 2009). A corrosdo mediada por
bactérias redutoras de sulfato pode ser atribuida especialmente aos trés fatores
seguintes: formacdo de biofimes e producdo de substancias poliméricas
extracelulares; producdo de metabolitos corrosivos como o sulfeto de hidrogénio; e
despolarizacdo catddica (JAN-ROBLERO et al., 2004). Cabe ressaltar que biofilmes
sdo verdadeiros conglomerados que dificultam a difusdo e acdo de agentes
antimicrobianos (ALMEIDA et al., 2006).

Figura 4: Exemplos de biocorrosédo grave de (a) tubos de ferro num sistema de distribuicdo de agua

potavel dentro de um prédio abandonado e (b) de ago carbono empilhando em um ambiente marinho

na presenca de biofilmes abrigando BRS.

Fonte: Beech (2003)
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As BRS, portanto, estdo relacionadas com prejuizos na induastria do
petrdleo e os processos relacionados com a biodegradacdo de hidrocarbonetos e de
biocorrosdo sao de extrema importancia para esta industria, uma vez que 0s custos
provenientes destes eventos ocasionam gastos exacerbados na exploracao,
transporte e refino do petréleo (CARVALHO et al., 2007). Muitos esforcos e
despesas tém sido gerados com o intuito de controlar a biossulfetogénese, e apesar
da preocupacdo das industrias do 6leo mundiais, os meétodos aplicados né&o
resultaram no efeito desejado provavelmente devido a complexidade envolvida
(ALMEIDA et al.,, 2006). A utlizagdo de biocidas n&o oxidantes tais como
glutaraldeido, diaminas, sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfénio (THPS), tém sido
utilizados para reduzir a atividade microbiana em instalacbes de producdo de
petréleo. A eficacia destes tratamentos, entretanto, depende das condi¢cdes do
reservatorio, como a temperatura, a permeabilidade, e da quimica da agua. Além
disso, casos de resisténcia a biocidas ndo oxidantes apds o uso prolongado tém sido
relatados. Cabe ressaltar que os biocidas também podem representar riscos para 0s
trabalhadores e para o ambiente (KJELLERUP et al., 2005) e sua aplicacédo envolve
custos elevados além da eficiéncia alcancada ser baixa (SOUSA; CAMMAROTA,;
SERVULO, 2010).

A producdo intensiva de gés sulfidrico em reservatorios de petréleo tem
incentivado a investigacéo cientifica (SOUSA, 2009). E importante para o controle
cientifico da biossulfetogénese o conhecimento prévio de todos os microrganismos
sulfetogénicos encontrados nas aguas dos campos petroliferos (ALMEIDA et al.,
2006). Devido ao grande impacto econ6mico na industria petrolifera ocasionado
pelas BRS, esforcos consideraveis tém sido realizados nos ultimos anos com o
intuito de desenvolver métodos rapidos para a deteccdo e identificacdo destes

microrganismos em ambientes industriais (CORTEZ, 2009).

2.3 UTILIZACAO DA TECNICA DE PCR ( POLYMERASE CHAIN REACTION) NA
IDENTIFICACAO DE BRS

O desenvolvimento atual da analise molecular acarretou na superacao de

muitas limitacdes e o desenho e emprego de sondas e primers (oligonucleotideos
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iniciadores) cuidadosamente avaliados trouxeram um valor na identificacdo

bacteriana de comunidades microbianas complexas (CORTEZ, 2009).

A utilizacdo de métodos moleculares na microbiologia do petroleo foi
incorporada em analises de microrganismos associados ao 0leo (ORPHAN et al.,
2000). Técnicas que se baseiam na andlise de DNA e RNA bacterianos auxiliam a
abordagem microbioldgica convencional e sdo rotineiramente utilizadas com o intuito
de determinar a presenca e distribuicdo de espécies bacterianas individuais,
compreendendo as BRS, em comunidades complexas como aquelas em biofilmes
bacterianos (SANTEGOEDS et al., 1998)

Pesquisas que utilizam tecnologias como PCR, DGGE, PCR guantitativa e
de sondas de DNA tem se mostrado promissoras nos estudos de deteccédo e
monitoramento de bactérias como as BRS na Corrosdo Influenciada por
Microrganismos (CIM) (VIDELA; HERRERA, 2005). Atualmente esta disponivel um
grande banco de dados da sequéncia do gene rRNA 16S de microrganismos gracas
ao progresso da ecologia microbiana e avangcos em técnicas moleculares (VIDELA;
HERRERA, 2005). O desenvolvimento e uso de técnicas na amplificacdo de
sequéncias do gene rRNA 16S proporciona métodos para caracterizar comunidades
de BRS (PHELPS; KERKHOF; YOUNG, 1998; MIRALLES et al., 2007). A
amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) e analise das sequéncias das
regides codificantes de rRNA 16S fornece o quadro mais geral para estudos de
diversidade microbiana natural e abundancia (DHILLON et al.,, 2003). A analise
destas sequéncias permitiu o agrupamento das BRS em sete linhagens
filogenéticas, cinco  subdivisbes pertencentes ao dominio  Bacteria
(Deltaproteobacteria, Nitrospirae, Clostridia, Thermodesulfobiaceae e
Thermodesulfobacteria), além de 2 subdivisbes pertencentes ao dominio Archaea
(Euryarchaeota e Crenarchaeota) (Fig.5) (MUYZER; STAMS, 2008).
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Figura 5: Arvore filogenética baseada em sequéncias de RNA ribossomal 16S descritas de bactérias

redutoras de sulfato.
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Fonte: Modificado de Muyzer e Stams (2008)

No entanto, a analise baseada apenas no gene rRNA 16S nado oferece
uma conexdo para a fisiologia ou capacidades metabdlicas da bactéria,
particularmente em linhagens filogenéticas recém descobertas sem isolados em
cultura e fenétipos conhecidos (DHILLON et al., 2003). Com isso uma alternativa € o
uso de genes que codificam enzimas importantes na respiragdo desassimilativa do
sulfato e que estdo presentes em todas as BRS, como por exemplo, a enzima sulfito
redutase. Esta abordagem permite o conhecimento da diversidade das BRS e

também as descobertas de novas linhagens filogenéticas. (RAMPINELLI, 2007). A
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reducdo de sulfato a H2S ocorre por meio de algumas etapas envolvendo a
transferéncia de oito elétrons (OLLIVIER; MAGOT, 2005; LEAO, 2009) e a enzima
sulfito redutase desassimilativa € uma enzima chave na reducédo desassimilativa de
sulfato, uma etapa essencial no processo respiratério anaerébio com sulfato
(DHILLON et al.,, 2003). Essa enzima participa da Ultima etapa da reducdo do
sulfato, que apds sofrer reducdo a sulfito por outras enzimas, sua conversdo em
sulfeto é catalisada pela enzima sulfito redutase (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004). A enzima sulfito redutase possui subunidades que contém em sua estrutura
um grupo siroheme e centros prostéticos [Fe4-S4] e consiste de pelo ao menos dois
diferentes polipeptideos em uma estrutura o2z (GILOTEAUX; GONI-URRIZA;
DURAN, 2010).

A regido de 1,9 Kb dos genes do DNA que codifica as subunidades a e 3
da sulfito redutase (drsAB), segundo os estudos até o momento, é encontrada
somente em microrganismos capazes de fazer redugcao desassimilativa do sulfato. A
comparacao das sequéncias de amino4cidos do gene drsAB mostra um alto grau de
conservacgao, permitindo a construcao de oligonucleotideos especificos para sintese
in vitro de DNA utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(WAGNER et al., 1998). A ubiquidade e a elevada conservacdo da DSR tornaram
esta enzima ideal para acessar a biodiversidade de BRS em ambientes andxicos
(GILOTEAUX; GONI-URRIZA; DURAN, 2010).

O emprego de técnicas moleculares em amostras ambientais baseadas
no gene da enzima sulfito redutase pode auxiliar na deteccdo de procariotos
redutores de sulfato em comunidades microbianas complexas e na avaliacdo do
potencial paraa producdo biolégica de sulfetoin  situ através da
respiracdo anaerdbica de sulfato por BRS. De fato, a analise de sequéncia
de genes desta enzima foi usada com sucesso para
detectar BRS em habitats complexos (NAKAGAWA; FUKUI, 2003).

A utilizagdo de oligonucleotideos iniciadores especificos para
amplificacdo do fragmento responsavel pela codificagdo da enzima sulfito
redutase (dsrAB) (Fig. 6) permitiu a caracterizagdao molecular de cepas de BRS
de culturas puras e consorcios bacterianos obtidos de sedimentos contaminados
por petréleo. O estudo além de fornecer novas sequéncias para a DSR

possibilitou a avaliacdo da estrutura, atividade e dinamica de bactérias redutoras
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de sulfato em processos anaerébicos biodegradativos (PEREZ-JIMENEZ;
YOUNG; KERKHOF; 2001). Estudos utilizando a anélise simultdnea das regides
amplificadas por PCR referentes aos genes da enzima sulfito redutase (dsrAB) e
rRNA 16S do sedimento contaminado por hidrocarbonetos do petréleo da bacia de
Guaymas (Golfo da California) revelou um novo grupo de bactérias redutoras de
sulfato que nao foram identificadas pelo sequenciamento do rRNA 16S (DHILLON et
al.; 2003), demonstrando a importancia da utilizagdo de genes funcionais no acesso

e consequentemente na identificacdo desses microrganismos sulfetogénicos.

Figura 6: Representacdo gréafica dos genes da DSR e locais para amplificacdo por primers para
dsrAB. Numeros baseados na DSR da D. vulgaris.
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Fonte: Pérez-Jiménez; Young; Kerkhof (2001)

As técnicas moleculares tém colaborado expressivamente para pesquisas
envolvendo comunidades bacterianas, proporcionando métodos rapidos e com
elevada sensibilidade e precisdo para analisar tais microrganismos e seus
respectivos genes, permitindo, desta forma, uma caracterizacdo das comunidades
de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos e suas referentes adaptacoes
celulares e fisioldgicas a presenca dos poluentes, além dos mecanismos de acesso
e captacao das substancias pelas células microbianas. Além disso, contribui para o
crescimento dos bancos de dados, oferecendo confiabilidade aos pesquisadores em
afirmar que uma determinada espécie encontra-se na comunidade pesquisada
(WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2011). No Brasil, at¢é 0 momento, sao
poucos o0s estudos que determinam as fontes atuais de sulfeto de hidrogénio, os

tipos microbianos responsaveis por sua producdo e 0s processos metabolicos
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envolvidos na sulfetogénese (ALMEIDA et al., 2006). Desta forma, a utilizacdo de
técnicas moleculares como a PCR e sua padronizacdo e aperfeicoamento tem se
mostrado imprescindivel na identificacdo e consequente realizacdo de estudos
acerca das bactérias redutoras de sulfato (BRS) em amostras de aguas da industria
petrolifera, contribuindo expressivamente para um maior conhecimento acerca

desses microrganismos e no aumento do banco de dados referente aos mesmos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar através de ferramentas da biologia molecular bactérias

redutoras de sulfato provenientes de amostras de agua produzida em campo

petrolifero.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Isolar as BRS das amostras de agua produzida coletadas através da
técnica de cultivo utilizando o meio de cultura Postgate modificado

(obtencéo de culturas puras);

Utilizar primers desenhados e descritos na literatura para amplificar
regioes codificantes para o rRNA 16S bacteriano e para o gene da enzima

sulfito redutase (DSR) usando a técnica de PCR para as BRS isoladas;

Sequenciar geneticamente as amostras positivas e identificar as BRS
através de analise no GenBank do BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE AGUA PRODUZIDA

Foram coletadas amostras de agua produzida do poco BA-A e das
estacfes Alvorada e Camboata, localizados em um campo petrolifero situado no
Reconcavo Baiano. As amostras foram transportadas em temperatura ambiente para
o LABEM (Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos), localizado

no Instituto de Ciéncias da Saude, UFBA, em recipientes adequados.

4.2 CULTIVO E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

Um volume de 100uL das amostras de agua produzida transportadas,
contendo cerca de 10° NMP/mL foi inoculado e enriquecido em meio Postgate
modificado dentro da camara de anaerobiose (Bactron VI, Shellab, Sheldon
Manufacturing Inc.) em tubos de ensaio com tampa de rosca, sendo posteriormente
incubados a 38°C na estufa da propria camara de anaerobiose. Vale ressaltar que a
estufa mencionada foi a Unica utilizada durante todo o procedimento de cultivo e
isolamento das BRS. O meio Postgate modificado no qual lactato de sédio é utilizado
como fonte potencial de carbono e doador de elétron, contém (por litro) os reagentes
demonstrados na tabela 1. Para meio soélido foi adicionado 1,5% de agar (15¢g para 1
litro), para meio semi-solido foi adicionado 0,15% de agar (1,59 para 1 litro). Todos
os componentes foram dissolvidos em agua destilada e o pH foi ajustado para 7,5-
8,0 utilizando as solugdes de hidroxido de sodio (NaOH) e/ou &cido cloridrico (HCI).
A solucéo foi homogeneizada por agitagéo e posteriormente esterilizada a 121°C por

30 minutos.
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Tabela 1 - Substancias do meio Postgate modificado e respectivas quantidades e

concentracoes

Substancias Quantidade | Concentragcao
Cloreto de Sédio (NaCl) 15¢g 1,5%
Fosfato de pétassio (KH2PO4) 0,59 0,05%
Cloreto de amoénio (NH4Cl) 1,09 0,1%
Sulfato de sédio (Na2S0a4) 1.0g 0,1%
Cloreto de célcio (CaCly) 1,09 0,1%
Clorero de Magnésio hexahidratado
(MgCl2.6H20) 1,839 0,183%
Extrato de levedura 1,09 0,1%
Acido ascorbico 0,1g 0,01%
Tioglicolato de sadio 0,0129¢g 0,0013%
Citrato de sédio 6,389 0,638%
Lactato de sodio 1,75mL 0,175%
Resazurina 0,025% (p/v) 4mL 0,4%
Sulfato ferroso heptahidratado (FeS0O4.7H20) 0,59 0,05%

Fonte: Elaborado pela autora (2013)

Foram realizados dois repiques transferindo para tubos de ensaio com
tampa de rosca contendo meio Postgate semi-sélido um volume de 100uL das
culturas em cada repique. Os tubos foram incubados na estufa a 38°C para
crescimento bacteriano. O crescimento era evidenciado através da producdo de
sulfeto de ferro (FeS), que deixava o0 meio de cor naturalmente rosa totalmente
enegrecido. Posteriormente ao segundo repique e ao crescimento em meio semi-
sélido, 100uL de cada cultura foi retirado e distribuido através da técnica de
esgotamento por estrias em placas contendo o meio Postgate modificado solido. As
placas foram alocadas na estufa a 38°C para crescimento bacteriano. As colonias
visivelmente isoladas de cada placa foram transferidas para tubos tipo Eppendorf
contendo 100uL de meio Postgate semi-sélido previamente identificados com o local
a qual a placa se referia (BA-A, Camboata ou Alvorada) e um numero de série para
controle da identificacdo e incubados na estufa a 38°C. ApOs o0 crescimento das
colonias nos tubos tipo Eppendorf, o volume foi transferido para tubos de ensaio
com tampa de rosca com meio Postgate semi-sélido com a mesma identificacdo e

incubados na estufa a 38°C para crescimento. As culturas foram plagqueadas



33

novamente utilizando a técnica de esgotamento por estrias e incubadas na estufa
para crescimento. Este procedimento foi realizado trés vezes ao todo com o intuito
de obter culturas puras. Todas as amostras e os procedimentos de cultivo em tubos

de ensaio/placa (Fig. 7) foram realizados em duplicata.

Figura 7: Esquema do cultivo e isolamento das BRS

Estufa da camara de
mmmp anaerobiose (temperatura
de 38°C)

Céamara de anaeroblose

Repique 1 Repique 2 \
100uL 100p|_ 100uL 100uL
= —_—

Amostra de agua Tubos de ensaio Tubos de ensaio Tubos de ensaio
produzida de um com rosca e meio com rosca € meio com rosca e meio
dos 3 pontos de Postgate meodificado Postgate modificado Postgate modificado
coleta (Alvorada, semi-sélido (9mL) semi-sélido (9mL) semi-sélido (9mL)
Camboata ou pogo

BA-A) }\

Coldnias
isoladas

Placas contendo o meio Tubos tipo Eppendorf com Tubos de ensaio com rosca
Postgate modificado solido meio Postgate modificado e meio Postgate modificado
(técnica de esgotamento por semi-sélido (100uL) semi-sélido (9mL)

estrias)

| l 100uL

Procedimento realizado 3X

A estufa da cAmara de anaerobiose (38°C) foi utilizada para incubar os tubos
de ensaio/placas durante o processo de cultivo e isolamento para crescimento
das BRS

Fonte: Elaborado pela autora (2013)
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Ao final do isolamento foram obtidas 18 amostras ao todo em duplicata.
Além das amostras isoladas, foram reativadas em meios propicios na camara de
anaerobiose dois microrganismos pertencentes a colecdo de culturas bacterianas do
LABEM: uma bactéria de referéncia da espécie Desulfovibrio vulgaris (ATCC 29579)
foi utilizada como controle positivo para os testes moleculares, reativada em meio
Desulfovibrio (DSMZ-Medium 63) e uma bactéria desconhecida pertencente ao
grupo das BRS isolada de agua produzida do mesmo campo petrolifero em meio

Postgate modificado.

4.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO
BACTERIANO

A partir desta etapa da metodologia o estudo foi conduzido no LAPI
(Laboratério de Pesquisa em Infectologia), situado no Hospital Universitario
Professor Edgard Santos. Os tubos de ensaio com tampa de rosca com as culturas
puras de BRS e com as duas culturas das bactérias cedidas pelo LABEM foram
submetidos a lavagens com Tween 80 e soro fisiolégico com o intuito de retirar
qualquer substancia possivelmente inibidora de PCR. Os pellets (pequenas
particulas tipicamente criadas por compressao de um material original) bacterianos
foram entdo armazenados em tubos tipo Eppendorf no freezer -80°C até o momento
da extracdo. As extracOes foram realizadas com o kit da Mo Bio (Kit UltraClean

Microbial DNA Isolation — Mo Bio) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR — POLYMERAS E CHAIN
REACTION)

Para a amplificacdo dos fragmentos alvos, os protocolos de PCR

contendo os reagentes e ciclo térmico sofreram modificagcdes e os primers foram
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avaliados até o desenvolvimento de uma reacdo eficaz. Foram realizados testes
moleculares para padronizar as reagbes com o material gendmico extraido da
bactéria de referéncia (Desulfovibrio vulgaris) e da bactéria desconhecida
pertencente ao grupo das BRS pertencentes a colecdo de culturas bacteriana do
LABEM.

Apés a padronizacdo dos protocolos de PCR, os produtos obtidos pela
extracdo de DNA das amostras foram amplificados por meio de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) que ocorreram na presenca dos primers Euba-01-F: 5'-
GAGTTTGMTCCTGGCTCA -3’ e Uni-1492-R: 5- GGYTACCTTGTTACGACTT -3,
desenhados para amplificagdo do rRNA 16S bacteriano (REYSENBACH,;
LONGNECKER; KIRSHTEIN, 2000). Os primers liofilizados foram solubilizados e
diluidos utilizando a solucdo de TE 1x para uma concentracdo final de 10 uM
(concentracao de uso na PCR). As condicOes e reagentes para a amplificacdo por
reagdo foram: H20 livre de RNAse, PCR Buffer, sem Mg (10x) (Invitrogen), BSA
(Img/ml), dNTPs (4 x 2,5 mM), MgCl2 (50 mM), Primers (10 yM), Platinum Taq
Polymerase (5U/ul) e o DNA-Template. As reacbes foram incubadas em um
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), e o programa de amplificacédo
consistiu das seguintes etapas: 2 minutos a 94°C (desnaturacao inicial e ativagao da
enzima); 40 ciclos de 20 segundos a 94°C (desnaturagéo), 1 minuto a 61°C
(anelamento dos primers) e 1 minuto a 72°C (extensdo); 4 minutos a 72° C
(extensdo final). Os resultados das amplificacbes foram analisados em gel de
agarose (concentracdo 1%) em TAE 1x (Tris, Acido acético glacial, EDTA) corados
com SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen) e visualizados em um transiluminador de
luz azul. No gel foi utilizada uma escada padrdo de tamanho de DNA (marcador
molecular) como referéncia e as bandas dos produtos de PCR das amostras
puderam ser visualizadas, sendo os mesmos posteriormente purificados com o
PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen). O processo de purificagdo tem como
objetivo a remocéo rdpida e eficiente de primers soltos, dNTPs (desoxinucleotideos
trifosfato), enzimas, produtos de PCR falhos e curtos, e sais de produtos de PCR. Os

produtos de PCR foram entdo enviados para procedimento de sequenciamento.

Para a amplificacdo do fragmento de DNA responséavel pela codificacdo
da enzima sulfito redutase, foram selecionados os primers foward: DSR-1F, DSR-
1Fa, DSR-1Fb e os primers reverse: DSR-4R, DSR-4Ra, DSR-4Rb, DSR-4Rc
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apontados na tabela 2 (BISSESAR, 2005). As sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores foram submetidas a uma busca no GenBank do BLAST (NCBI), com o
objetivo de avaliar sequéncias previamente depositadas pertencentes ao fragmento
alvo e garantir, dessa forma, a identificacdo de microrganismos sulfetogénicos com
os primers escolhidos. As sequéncias obtidas através da busca individual dos
primers no BLAST foram avaliadas e alinhadas através do programa Bio Edit
(Biological Sequence Alignment Editor) e suas respectivas frequéncias foram obtidas
através do programa NoteTab para que ndo houvessem fragmentos de bases
repetidos na analise e na comparacdo com os primers. Através desta avaliacdo foi
possivel encontrar quatro novos primers: DSR-1F nl1, DSR-1F n2, DSR-4R nl1, DSR-
4R n2 (tabela 2). Um par de primers degenerados (normalmente chamados assim se
em alguma das suas posicOes existem outras bases possiveis) também foi
desenhado tendo como base os primers retirados da literatura (BISSESAR, 2005):

DSR-1F-all e DSR-4R-all, também incluidos na tabela a seguir:

Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores escolhidos para a amplificacdo do

fragmento de DNA responsavel pela codificacdo da enzima sulfito redutase

Primer Sequéncia

DSR-1F 5-ACS CAC TGG AAG CAC G-3
DSR-1Fa |5-ACC CAY TGG AAA CAC G-3
DSR-1Fb |5-GGC CAC TGG AAG CAC G-3
DSR-4R 5-GTG TAG CAG TTA CCG CA-3
DSR-4Ra |5-GTG TAA CAG TTT CCA CA-3
DSR-4Rb |5-GTG TAA CAG TTA CCG CA-3
DSR-4Rc |5-GTG TAG CAG TTT CCG CA-3°
DSR-1F n1 |5-ACG CAC TGG AAG CTC G-3'
DSR-1F n2 |5-ACA CAC TGG AAG CAC G-3
DSR-4R n1|5-GTG TAG CAG TCA CCG CA-3'
DSR-4R n2|5-GTG TAG CAG TGA CCG CA-3
DSR-1F-all |5-R SSCAY TGG AARCAC G-3
DSR-4R-all |5-GTG TAR CAG TT Y CCRCA-3

Fonte: Elaborado pela autora (2013)
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Os primers obtidos através da literatura foram utilizados segundo a
metodologia do autor de referéncia: um mix com os primes foward (DSR-1F, DSR-
1Fa, DSR-1Fb) com concentracao final de 10 yuM e um mix com 0s primers reverse
(DSR-4R, DSR-4Ra, DSR-4Rb, DSR-4Rc) com concentracao final de 10 pM. Os

primers foram solubilizados utilizando a solucéo de TE 1X.

A PCR final possuia as seguintes condicbes e reagentes para a
amplificagdo por reagdo: H20 livre de RNAse, PCR Buffer, sem Mg (10x)
(Invitrogen), BSA (1mg/ml), dNTPs (4 x 2,5 mM), MgClz (50 mM), Primers mix (10
MM), Platinum Taq Polymerase (5U/ul) e o DNA-Template. As reacfes foram
incubadas em um termociclador Mastercycler gradient (eppendorf), e o programa de
amplificacdo consistiu das seguintes etapas: 2 minutos a 94°C (desnaturacéo inicial
e ativacdo da enzima); 35 ciclos de 20 segundos a 94°C (desnaturacédo), 40
segundos a 59°C (anelamento dos primers) e 2 minutos a 72°C (extensdo); 5
minutos a 72° C (extensao final). Os resultados das amplificacdes foram analisados
em gel de agarose (concentracéo 1%) em TAE 1x (Tris, Acido acético glacial, EDTA)
corados com SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen) e visualizados em um
transiluminador de luz UV. No gel foi utilizada uma escada padrao de tamanho de
DNA (marcador molecular) como referéncia e as bandas dos produtos de PCR das
amostras puderam ser visualizadas, sendo 0os mesmos posteriormente purificados
com o PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen) e enviados para procedimento de

sequenciamento.

4.5 SEQUENCIAMENTO E IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS AT RAVES DA
ANALISE NO GENBANK DO BLAST (NCBI)

O sequenciamento foi realizado em um ABI Prism 3730 DNA analyzer,
utilizando o kit Big Dye Terminate na empresa StarSEQ (Mainz, Alemanha). Para
isso, os amplicons (produtos de PCR) purificados foram pipetados em uma placa
com os primers foward e reverse (1uL de primer para 6pL de amplicon) utilizados na

PCR. Os resultados do sequenciamento foram recebidos em arquivos ABI e
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correspondiam as fitas singulares 3°-5" e 5°- 3" de cada bactéria. Os fragmentos
obtidos foram entdo manipulados e analisados tanto automaticamente utilizando o
programa Staden package quanto manualmente através do programa Bio Edit
(Biological Sequence Alignment Editor). Cabe ressaltar que todos os programas
citados na metodologia sao gratuitos e disponibilizados na internet. As sequéncias
consenso resultantes de cada bactéria apos a manipulagdo realizada foram
comparadas as depositadas no GenBank do BLAST (NCBI), determinando o seu
nivel de similaridade com fragmentos de bases de varios isolados bacterianos, o que

possibilitou a identificacdo das espécies de BRS.

4.6 CONSTRUCAO DAS ARVORES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas foram alinhadas através do programa ClustalX2
(LARKIN et al.,, 2007) juntamente com sequéncias previamente publicadas no
GenBank (NCBI). O alinhamento gerado pelo ClustalX2 foi avaliado pelo programa
BioEdit e editado através do programa GeneDoc (NICHOLAS, K. B; NICHOLAS, H.
B; DEERFIELD, 1997). Foram entdo originadas arvores utilizando o método
Neighbor-Joining e modelo de substituicdo de nucleotideos F84 (KISHINO;
HASEGAWA, 1989; FELSENSTEIN; CHURCHILL, 1996) através do programa
Phylip (Phylogeny Inference Package) versao 3.695 (FELSENSTEIN, 2013), andlise
de bootstrap com 1000 réplicas. Todos os programas citados sdo gratuitos e estédo

disponiveis na internet.
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5 RESULTADOS

5.1 CULTIVO E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

Ao realizar o cultivo das BRS, o resultado foi positivo para a proliferacéo
bacteriana, sendo evidenciada através da producdo de sulfeto de ferro, que
acarretava no enegrecimento do meio de cultura de cor naturalmente rosa. Apos um
periodo entre 48 e 72 horas de incubacdo na estufa a 38°C, o crescimento
bacteriano podia ser observado em meio de cultura semi-sélido e na placa,
entretanto algumas placas necessitaram um tempo maior de incubacédo na estufa e
apresentaram crescimento ap0s 96 horas. Posteriormente a repeticdo do método
para isolamento das BRS, placas com colbnias mais isoladas foram obtidas (Fig. 8).

Figura 8: Placas contendo meio Postgate modificado e crescimento de BRS, (a) primeira placa
realizada com culturas mistas de BRS das amostras de agua produzida e (b) ultima placa referente a
uma cultura pura de BRS ap6és sucessivos procedimentos desempenhados para isolamento das
colénias.

=

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)
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Ao final do isolamento as culturas foram inoculadas em meio Postgate
modificado semi-sélido em tubos de ensaio com tampa de rosca (Fig. 9). Ao todo

foram obtidas 18 amostras de culturas puras em duplicata conforme a tabela 3.

Figura 9: Culturas puras de BRS em tubo de ensaio com tampa de rosca em meio Postgate
modificado semi-sélido. Pode-se observar o crescimento bacteriano através da producao de sulfeto
de ferro (FeS).

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)

Tabela 3 — Informacgdes acerca das culturas puras de BRS e respectivos codigos

Local da coleta: Cdédigo:
Estacdo Camboatd  |C-001, C-002, C-003, C-004, C-005, C-006
Poco BA-A BA-001, BA-002, BA-003, BA-004

Estacao Alvorada AV-001, AV-002, AV-003, AV-004, AV -005,
AV-006, AV -007, AV -008

Fonte: Elaborado pela autora (2013)

Juntamente com as culturas puras de BRS obtidas, foram reativadas com
sucesso as duas bactérias (em duplicata) previamente cultivadas e armazenadas em
freezer -80°C, pertencentes a colecdo de cultura bacteriana do LABEM: uma
bactéria de referéncia de Desulfovibrio vulgaris (ATCC 29579), e uma bactéria

desconhecida pertencente ao grupo das BRS isolada do mesmo campo.
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5.2 PCR E SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO CODIFICANTE P ARA RNA
RIBOSSOMAL 16S

A amplificacdo do fragmento codificante para rRNA 16S forneceu
resultados positivos como pode ser observado nas figuras a seguir dos geéis de
agarose, onde notam-se bandas correspondentes a um fragmento de
aproximadamente 1500 pb comparados com a escada padrédo de tamanho de DNA

(marcador molecular) (Fig. 10, Fig. 11 e Fig. 12).

Figura 10: Gel de agarose (concentracdo de 1,0%) dos amplicons da PCR para BRS com as
bactérias da espécie Desulfovibrio vulgaris em duplicata (DV-01 e DV-02) e de uma BRS
desconhecida também em duplicata (BRS-01 e BRS-02). Pré-corado com SYBR safe. Primers EUBA-
01-F/UNI-1492-R. Bandas positivas evidenciando um fragmento de aproximadamente 1.500 pb. As
bandas da escada padrao de tamanho de DNA sao visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda

mais forte na parte superior da escada corresponde a um fragmento de 2.000pb.

Escada Dvol | DVO2 | BRSA01 EE5-02

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)
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Figura 11: Gel de agarose (concentracdo de 1,0%) dos amplicons da PCR para BRS com as
amostras BA-001 a C-002. Pré-corado com SYBR safe. Primers EUBA-01-F/UNI-1492-R. Bandas
positivas evidenciando um fragmento de aproximadamente 1.500 pb. As bandas da escada padrao de
tamanho de DNA séo visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda mais forte na parte superior

da escada corresponde a um fragmento de 2.000pb

BAL | BADUD | BAOOS | BADOS | AVL | AV-02 | V03 | Escada | AVAO4 | VS | AV | AVAOT [ AVA08 | CA01

& ,--.
,Il.w. N

i 1I'JI|--.J I|--||--- : . 1 . 'I |,.c, |'I’|

B L (e
- ,,.--. I--|.‘~_”‘“‘"‘l

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)
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Figura 12: Gel de agarose (concentracdo de 1,0%) dos amplicons da PCR para BRS com as
amostras C-003 a C-006. Pré-corado com SYBR safe. Primers EUBA-01-F/UNI-1492-R. Bandas
positivas evidenciando um fragmento de aproximadamente 1.500 pb. As bandas da escada padrao de
tamanho de DNA séo visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda mais forte na parte superior

da escada corresponde a um fragmento de 2.000pb.

C-003 C-004 C-005 C-006 | Escada

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)

De posse destes dados, os amplicons foram purificados e encaminhados
para sequenciamento em uma placa contendo em cada po¢o um dos primers
(foward ou reverse) e os amplicons das amostras.

Os resultados do sequenciamento foram recebidos em arquivos ABI e
correspondiam a fitas singulares (fitas 3'- 5'e 5’- 3") de cada bactéria iniciadas pelo
primer foward ou primer reverse, alinhadas automaticamente com o programa
Staden package, sendo gerada também uma sequéncia consenso. A avaliacdo do
cromatograma das sequéncias foi realizada, demonstrando a confiabilidade das
bases apés o sequenciamento, sendo descartadas as regibes com fragmentos
contendo bases de identificagdo incertas que sao muito comuns nas extremidades
das cadeias de DNA sequenciadas devido a perda de sinal (Fig. 13). Apds a analise
e manipulacdo das sequéncias pelo Staden package, a fita consenso foi importada
para o Bio Edit, e as bases foram avaliadas novamente de forma manual para ter
uma seguranca de que o programa automatico ndo realizou nenhum incidente
(Fig.14). As sequéncias consenso resultantes serviram como base de consulta para

o GenBank, aonde foram observados 0s seguintes aspectos: a cobertura de
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sequéncia (query cover), que é a percentagem das sequéncias depositadas
previamentes que se sobrepde a sequéncia objeto (sequéncia avaliada); a
identidade (identity), que é a percentagem de semelhanca entre as sequéncias
depositadas e a sequéncia objeto ao longo do comprimento da area de cobertura; e
o valor E (E value), que representa a possibilidade da busca por sequéncias
semelhantes aos isolados realizada no GenBanK apresentar resultados obtidos ao
acaso, sendo que, quanto menor é este numero, maior € esta probabilidade;
determinando seu nivel de similaridade com sequéncias de varios isolados
bacterianos depositados previamente na GenBank da NCBI, o que possibilitou a

identificacdo das espécies de BRS.

Figura 13: Cromatograma das sequéncias amplificadas do rRNA 16S bacteriano pelos primers foward
e reverse analisadas através do programa Staden package. As barras azuis indicam a confiabilidade

das bases na sequéncia.
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Figura 14: Cromatograma da sequéncia amplificada pelo primer EUBA-01-F (primer foward) do rRNA

16S bacteriano analisada manualmente através do programa Bio Edit.
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H ‘Em ™ j B 1 total sequences
otk ’_5 T, Sekcton seguence sk None et
— P 1AVt onteg ke |
- mu ér:&GMGM TTHE ; Seral J_| J
gIDL 2 Gy E@ ﬂﬁg II I Tt CATCAT @\HE speed s o f
TTTT|TTTT|TTT'I|TTT'I|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TI'TT|TI'TT|TTTT|TTTT|TTTT|T1TT|T1TT|T1TT|J
- 10 20 30 40 a0 60 10 B0
I G T CGECGGCTACCATGCAGTCGTACGECGTGARTTTGCGEAACCTTTCAGGT TGAAGCT GACTTACCTAGTGECARACCRETCA
37 4B Chrometogems e\ Uscaric Do Ml Metedo - Coia equenciamento 0L -07- B AVND\AVANL-FubaF 1 AVO0L-ub-F 78
,Il‘%” B o Sample: AV-001-Eube-F |l C: Users Usvarto Desktop Nila-Mestrado - Copta Sequenciamento 2013-07-13 AV-00T AV-001 Enda-Fab]
1 il 4 | 0 il il %

ATGCAGTCOTACGGOGTGAGTTTO COGAAGCTTTC AGGTTGAAGCTGACTTACCTAGT GGCCGACGGOTCAATAACG

“'A‘O“m‘l Tk JL N‘A i .‘M‘ma%‘ ‘,‘Yl\.ﬂl\ ’L ix\ mln_nwm

d

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)

Os resultados do sequenciamento foram: 10 amostras identificadas como
Desulfovibrio dechloracetivorans; 2 amostras identificadas como Desulfovibrio
alaskensis; 2 amostras identificadas como Thermovirga lienii; 5 amostras ndo foram
identificadas; além da bactéria de referéncia da espécie Desulfovibrio vulgaris,
apontados na tabela a seguir (tabela 4). As sequéncias obtidas encontram-se no
Apéndice A. Os isolados, segundo o GenBanK, apresentaram grande similaridade
com alguns grupos ja depositados, como pode ser observado na tabela 5. Cabe
ressaltar que sequéncias de bactérias néo cultivadas ou sem relevancia para
identificacdo das BRS néo foram consideradas nas analises, entretanto encontram-

se na tabela.
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Tabela 4 — Identificacdo das BRS e respectivas amostras através do fragmento
codificante para o rRNA 16S e analise no GenBank do BLAST

Desulfovibrio dechloracetivorans BA-001, BA-002, BA-003, BA-004, C-001,
C-002, C-003, C-004, C-005, C-006

Desulfovibrio alaskensis AV -007 e AV -008

Thermovirga lienii AV-005 e AV-006
Desulfovibrio vulgaris DV-02

Nao identificada AV-001, AV-002, AV-003, AV-004 e BRS-01

Fonte: Elaborado pela autora (2013)

Tabela 5- Espécies de BRS identificadas através da utilizagdo dos primers
especificos para o rRNA 16S e similaridade entre as sequéncias dos isolados e dos
microrganismos catalogados no GenBank

Amostra: Catalogado no Gen Bank: Cadigo Query | E Ident

cover | value

AV-005 -Uncultured Thermovirga sp. clone NRB28 16S | HM041945.1 | 99% 0.0 99%

ribosomal RNA gene, partial sequence

-Thermovirga lienii DSM 17291 strain Cas60314 | NR 043522.1 | 100% | 0.0 99%
16S ribosomal RNA, partial sequence >gb|DQO

-Thermovirga lienii DSM 17291 strain DSM 17291 | NR_074606.1 | 99% 0.0 99%
16S ribosomal RNA, complete sequence

AV-006 -Uncultured Thermovirga sp. clone NRB28 16S | HM041945.1 | 99% 0.0 99%

ribosomal RNA gene, partial sequence

-Thermovirga lienii DSM 17291 strain Cas60314 | NR 043522.1 | 100% | 0.0 99%
16S ribosomal RNA, partial sequence >gb|DQO

-Thermovirga lienii DSM 17291 strain DSM 17291 | NR_074606.1 | 99% 0.0 99%
16S ribosomal RNA, complete sequence

AV -007 -Bacterium enrichment culture clone ecb5 16S | HQ395199.1 | 100% | 0.0 99%

ribosomal RNA gene, partial sequence

-Desulfovibrio  alaskensis strain HEB223 16S | DQ867001.1 | 100% | 0.0 99%
ribosomal RNA gene, partial sequence

-Desulfovibrio alaskensis strain Jlac 16S ribosomal

DO517281.1 | 100% | 0.0 99%
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RNA gene, partial sequence

AV -008 | -Bacterium enrichment culture clone ecb5 16S | HQ395199.1 | 99% | 0.0 99%
ribosomal RNA gene, partial sequence
99% 0.0 99%
-Desulfovibrio alaskensis strain HEB223 16S | DQ867001.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
-Desulfovibrio alaskensis strain Jlac 16S ribosomal | DO517281.1
. 99% 0.0 99%
RNA gene, partial sequence
BA-001 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
0, 0,
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE/97785.1 99% 0.0 99%
strain BerOC5
BA-002 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 100% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 100% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
0, 0,
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE/97785.1 9% | 0.0 99%
strain BerOC5
BA-003 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain; Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
0, 0,
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE/97785.1 99% 0.0 99%
strain BerOC5
BA-004 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
0, 0,
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE/97785.1 99% 0.0 99%
strain BerOC5
C-001 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE797785.1 99% 0.0 99%
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strain BerOC5

C-002 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene,
o BorOCs part g HE797785.1 |99% |0.0 | 99%
C-003 -Desulfovibrio sp. BerOcl 16S ribosomal RNA | EU137840.1 | 100% | 0.0 99%
gene, partial sequence
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, | HE797785.1 | 100% | 0.0 99%
strain BerOC5
0, 0,
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 100% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
C-004 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
-De_sulfowbrlo sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE797785.1 99% 0.0 99%
strain BerOC5 -
C-005 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
0, 0,
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE797785.1 99% 0.0 99%
strain BerOC5
C-006 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S | AB546253.1 | 99% | 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S AB546251.1 99% 0.0 99%
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06
0, 0,
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, HE797785.1 99% 0.0 99%
strain BerOC5
Dv-02 -Desulfovibrio vulgaris RCH1, complete genome CP002297.1 | 99% | 0.0 99%
-Desulfovibrio vulgaris gene for 16S rRNA, patrtial AB252583.1 99% 0.0 99%
sequence, strain:Al AD£9£909.2 0 : 0
-Desulfovibrio  vulgaris  subsp. vulgaris  str. AEOL7285.1 99% 0.0 99%

Hildenborough, complete genome

Fonte: Elaborado pela autora (2013)
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5.3 PCR E SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO CODIFICANTE PARA A
ENZIMA SULFITO REDUTASE

Apés a identificacdo das amostras utilizando primers para o rRNA 16S
bacteriano, foi realizado o mesmo procedimento para identificagdo com primers
especificos para amplificacdo do fragmento codificante para a enzima sulfito
redutase. Os diferentes testes com PCR utilizando os primers degenerados DSR-1F-
all e DSR-4R-all ndo surtiram o efeito esperado, e ndo amplificaram fragmento algum
na maioria dos testes ou amplificaram bandas com fragmentos diferentes do
esperado, desta forma foram descartados das analises moleculares. Diferentes
protocolos foram realizados com os primers retirados da literatura (BISSESAR,
2005): DSR-1F, DSR-1Fa, DSR-1Fb, DSR-4R, DSR-4Ra, DSR-4Rb e DSR-4Rc e
com os primers encontrados durante a analise: DSR-1F n1, DSR-1F n2, DSR-4R n1,
DSR-4R n2. Os resultados demonstraram que os primers retirados da literatura e 0
protocolo de PCR elaborado e ajustado para a amplificacdo do fragmento alvo foram
mais efetivos em comparagdo com o0s primers novos (Fig. 15), que foram

descartados das analises moleculares.

Para amplificacdo do fragmento codificante para a DSR com os primers
selecionados e o protocolo de PCR devidamente padronizado, foram escolhidas de
forma randémica uma amostra identificada como Thermovirga lienii, uma amostra
identificada como Desulfovibrio alaskensis, uma amostra identificada como
Desulfovibrio dechloracetivorans e todas as outras amostras nao identificadas pela
PCR com os primers especificos para o fragmento do rRNA 16S, além do controle
positivo da bactéria de referéncia da espécie Desulfovibrio vulgaris, colocados na
tabela a seguir (tabela 5). Os resultados foram positivos como pode ser observado
na figura a seguir do gel de agarose, onde notam-se bandas correspondentes a um
fragmento de aproximadamente 1900 pb comparados com a escada padrao de
tamanho de DNA (marcador molecular) (Fig. 16).
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Figura 15: Gel de agarose (concentracdo de 1,0%) dos amplicons da PCR para BRS com as cepas
da Desulfovibrio vulgaris em duplicata (DV-01 e DV-02) e de BRS desconhecida também em
duplicata (BRS-01 e BRS-02). Pré-corado com SYBR safe. Primers DSR-1Fmix/DSR-4Rmix e DSR-
1Fnn/DSR-4Rnn. As bandas da escada padrdo de tamanho de DNA sao visualizadas de 100 em
100pb, sendo que banda mais forte na parte superior da escada corresponde a um fragmento de
2.000pb.

DSR-IFmiD3R-4Rmix DSR-1FanD3R-4Rnn
BAL Bﬁ-ﬂl D‘J—M Emda BAAl Bﬁ-ﬂl D‘t’-ﬂ! Dv-2

e o

= )

.3
& !!
e ol
i

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)

Tabela 6- Amostras identificadas pelo sequenciamento do fragmento codificante

para rRNA 16S escolhidas randomicamente para identificacdo com primers para a
DSR

Identlflcagao Amostras

Desulfovibrio dechloracetivorans @ BA-002, BA-003, BA-004, C-001,
-002, C-003, C-004, C-005, C-006
Desulfovibrio alaskensis e AV -008

Thermovirga lienii AV-005 e AV-006
Desulfovibrio vulgaris
Nao identificada @@ BRS-0

Fonte: Elaborado pela autora (2013)
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Figura 16: Gel de agarose (concentracdo de 1,0%) dos amplicons da PCR para BRS com as
amostras BRS-01, DV-02 (cepa de referéncia), AV-01, AV-02, AV-03, AV-04, AV-05, AV-07, BA-01.
Pré-corado com SYBR safe. Primers DSR-1Fmix/DSR-4Rmix. Bandas positivas evidenciando um
fragmento de aproximadamente 1.900 pb. As bandas da escada padrdao de tamanho de DNA sao
visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda mais forte na parte superior da escada corresponde

a um fragmento de 2.000pb.

BRSOL | DV-02 | Av-01 | AV-02 | AV-03 | Escada | Av-04 | Av-05 | AV-07 | BA-0L

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013)

Os amplicons foram purificados e encaminhados para sequenciamento,
os resultados recebidos sofreram 0 mesmo processo de andlise das sequéncias do
rRNA 16S, utilizando os programas Staden Package e Bio Edit para a manipulacao
das mesmas. As sequéncias consenso foram comparadas as depositadas no
GenBank do BLAST (NCBI), determinando o seu nivel de similaridade com
fragmentos de bases de varios isolados bacterianos, o que possibilitou a
identificacdo das cepas de BRS. As cepas foram identificadas como Desulfovibrio
alaskensis e Desulfovibrio vulgaris. A amostra BA-001 nao foi identificada, como
demostrado na tabela 6. As sequéncias obtidas encontram-se no Apéndice B. Os
isolados, segundo o GenBanK, apresentaram grande similaridade com alguns
grupos j& descritos, como pode ser observado na tabela 7. Cabe ressaltar que
sequéncias de bactérias néo cultivadas ou sem relevancia para identificacdo das

cepas nao foram consideradas nas analises, entretanto encontram-se na tabela.
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Tabela 7- Identificacdo das BRS e respectivas amostras atraves do fragmento
codificante para a DSR e analise no GenBank do BLAST

Identificacao Amostras

Desulfovibrio alaskensis AV-001, AV-002, AV-003, AV-004, AV-005, AV-007

Desulfovibrio vulgaris BRS-01 e DV-02

Nao identificada BA-001

Fonte: Elaborado pela autora (2013)

Tabela 8- Espécies de BRS identificadas através da utilizagdo dos primers
especificos para a DSR e similaridade entre as sequéncias dos isolados e dos
microrganismos catalogados no GenBank

Amostra: Catalogado no GenBank: Cadigo Query | E Identy
cover | value
AV-001 -Desulfovibrio alaskensis G20, | €P000112.1 | 100% | 0.0 99%

complete genome

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone RH.dsrA-208-49-2 dissimilatory | EF052888.1 | 99% | 0.0 | 99%
sulfite reductase subunit A-like (dsrA)
gene, partial sequence

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone LGWK12 dissimilatory sulfite | EF065074.1
reductase alpha subunit (dsrA) and
dissimilatory sulfite reductase beta
subunit (dsrB) genes, partial cds

98% 0.0 83%

AV-002 -Desulfovibrio alaskensis G20, | CP000112.1 | 100% | 0.0 99%
complete genome

-Uncultured sulfate-reducing bacterium . .
clone RH.dsrA-208-49-2 dissimilatory | EF052888.1 | 99% | 0.0 99%
sulfite reductase subunit A-like (dsrA)
gene, partial sequence

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone LGWK12 dissimilatory sulfite | EFp65074.1 % %
reductase alpha subunit (dsrA) and 98% 0.0 83%
dissimilatory sulfite reductase beta
subunit (dsrB) genes, partial cds

AV-003 -Desulfovibrio alaskensis G20, | CP000112.1 | 99% | 0.0 99%
complete genome
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-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone RH.dsrA-208-49-2 dissimilatory
sulfite reductase subunit A-like (dsrA)
gene, partial sequence

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone LGWK12 dissimilatory sulfite
reductase alpha subunit (dsrA) and
dissimilatory sulfite reductase beta
subunit (dsrB) genes, partial cds

EF052888.1

EF065074.1

98%

98%

0.0

0.0

99%

83%

AV-004

-Desulfovibrio alaskensis

complete genome

G20,

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone RH.dsrA-208-49-2 dissimilatory
sulfite reductase subunit A-like (dsrA)
gene, partial sequence

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone LGWK12 dissimilatory sulfite
reductase alpha subunit (dsrA) and
dissimilatory sulfite reductase beta
subunit (dsrB) genes, partial cds

CP000112.1

EF052888.1

EF065074.1

100%

99%

98%

0.0

0.0

0.0

99%

99%

83%

AV-005

-Desulfovibrio alaskensis

complete genome

G20,

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone RH.dsrA-208-49-2 dissimilatory
sulfite reductase subunit A-like (dsrA)
gene, partial sequence

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone LGWK12 dissimilatory sulfite
reductase alpha subunit (dsrA) and
dissimilatory sulfite reductase beta
subunit (dsrB) genes, partial cds

CP000112.1

EF052888.1

EF065074.1

99%

98%

98%

0.0

0.0

0.0

99%

99%

83%

AV -007

-Desulfovibrio alaskensis

complete genome

G20,

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone RH.dsrA-208-49-2 dissimilatory
sulfite reductase subunit A-like (dsrA)
gene, partial sequence

-Uncultured sulfate-reducing bacterium
clone LGWK12 dissimilatory sulfite
reductase alpha subunit (dsrA) and
dissimilatory sulfite reductase beta
subunit (dsrB) genes, partial cds

CP000112.1

EF052888.1

EF065074.1

100%

99%

98%

0.0

0.0

0.0

99%

99%

83%

BRS-01

-Desulfovibrio
complete genome

vulgaris RCH1,

-Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris
str. Hildenborough, complete genome

CP002297.1

AE017285.1

99%

99%

0.0

0.0

100%

100%




-Desulfovibrio vulgaris  dissimilatory | U16723.1 99% | 0.0 100%
sulfite  reductase alpha (dsvA),
dissimilatory sulfite reductase beta
(dsvB) and dsvD genes, complete cds

Dv-02 -Desulfovibrio vulgaris RCH1, | CP002297.1 | 100% | 0.0 100%

complete genome
-Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris | AE017285.1 | 100% | 0.0 100%
str. Hildenborough, complete genome
0, 0,
-Desulfovibrio  vulgaris  dissimilatory | U16723.1 100% | 0.0 100%
sulfite  reductase alpha  (dsvA),
dissimilatory sulfite reductase beta
(dsvB) and dsvD genes, complete cds

Fonte: Elaborado pela autora (2013)

5.4 ARVORES FILOGENETICAS

De posse dos resultados em questdo as arvores filogenéticas foram
construidas utilizando as sequéncias obtidas e sequéncias previamente depositadas
no GenBank da NCBI. Para bactérias cujo fragmento ndo possuia qualquer tipo de
informagédo no GenBank, foram utilizadas sequéncias correspondentes ao genoma
inteiro da bactéria em questao, alinhado juntamente com o fragmento obtido pelo
sequenciamento para encontrar dentro do genoma inteiro a sequéncia alvo

amplificada.
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Figura 17: Arvore filogenética baseada na comparacédo das sequéncias do gene de rRNA 16S. A
arvore foi construida pelo método de Neighbor-Joining e modelo de substituicdo de nucleotideos F84,
enraizada utilizando Escherichia coli como um grupo externo. Valores de bootstrap (expressas em

percentagens) para 1000 repeticdes sdo mostradas

Escherichia coli ATCC 11775 (X80725)
Thermovirga lienil DSM 17291 (NR-074606)

100 HAV-OOE-Thenﬂo virga lienii

92| AV-006-Thermovirga lienii
Desulfovibrio gigas DSM 1382 (AY726757)

;‘ Desulfovibrio africanus ATCC 19997 (NR-074860)

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774 (M34113)

Desuifovibrio vulgaris DSMB44 (AF418179)

91 100 |

100
| DV-002-Desuifovibrio vulgaris

AV-008-Desulfovibrio alaskensis

& . {jv-ouv-oesuffowbrfo alaskensis

Desulfovibrio alaskensis DSM 16109 (Y11984)

| Desulfovibrio salexigens DSM 2638 (NR-102801)

«
100 Desulfovibrio hydrothermalis DSM 14728 (AF428778)

Desuifovibrio piezophilus C1TLV30 (NR-102518)

100

Desulfovibrio dechloracetivorans ATCCT00912 (NR-025078)

100

C-003-Desulfovibrio dechloracetivorans

100
BA-002-Desulfovibrio dechloracetivorans

% | c-006-Desulfovibrio dechioracetivorans
C-004-Desulfovibrio dechloracetivorans
BA-003-Desulfovibrio dechloracetivorans
C-001-Desulfovibrio dechloracetivorans
BA-001-Desulfovibrio dechloracetivorans
C-002-Desulfovibrio dechloracetivorans

BA-004-Desulfovibrio dechloracetivorans

C-005-Desulfovibrio dechloracetivorans
01

Fonte: Elaborado pela autora (2013)
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Figura 18: Arvore filogenética baseada na comparacéo das sequéncias do gene da DSR. A arvore foi
construida pelo método de Neighbor-Joining e modelo de substituicdo de nucleotideos F84, enraizada
utilizando Bilophila wadsworthia como um grupo externo. Valores de bootstrap (expressas em
percentagens) para 1000 repeticdes sdo mostradas

Bilophila wadsworthia (AF269147)

Desulfovibrio desulfuricans (AJ249777)

Desulfovibrio gigas DSM1382 (AUBO01000001)

Desulfovibrio africanus (AF271772)

BA-001-Nao identificada

|| 100 Desulfovibrio piezophilus C1TLV30 (FO203427)

97 99

Desulfovibrio salexigens DSM 2633 (CP001649)

100 Desulfovibrio hydrothermalis DSM14728 (AUDB01000001)

57 DV-002-Desulfovibrio vulgaris

100 | BRS-001-Desulfovibrio vulgaris

Desulfovibrio vulgaris (DQ826729)

62 Desulfovibrio alaskensis G20 (CP000112)

AV-004-Desulfovibrio alaskensis
100

AV-003-Desulfovibrio alaskensis
AV-007-Desulfovibrio alaskensis
AV-005-Desulfovibrio alaskensis

AV-001-Desulfovibrio alaskensis

AV-002-Desulfovibrio alaskensis
01

Fonte: Elaborado pela autora (2013)
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6 DISCUSSAO

O souring (acidificacdo biogénica) e os problemas de biocorrosao
associados ao crescimento de BRS constituem uma problemética para as industrias
petroliferas. Desta forma, a producdo descomedida de gas sulfidrico em
reservatorios de petréleo tem impulsionado o desenvolvimento de investigacfes
cientificas (SOUSA, 2009). Considerando que a corrosdo ocasionada pela presenca
de bactérias redutoras de sulfato explana um dos fatores de deterioracéo e reducéo
do rendimento em instalacfes industriais, € necessaria a caracterizacdo das
populacbes microbianas responsaveis pela biocorrosdo e das interacdes entre
diferentes microrganismos com a superficie metélica com o intuito de implementar
estratégias eficientes de deteccdo, monitorizacdo e controle (ZHU; LUBECK;
KILBANE 1I; 2003). O desenvolvimento de métodos rapidos de deteccdo e
quantificacdo de microrganismos sulfetogénicos em ambientes naturais e industriais
pode auxiliar na otimizagdo do emprego de biocidas para o controle das populagbes
destas bactérias (VIDELA; HERRERA, 2005), que muitas vezes sao utilizados de
forma indiscriminada ocasionando o surgimento de cepas de BRS resistentes
(ALMEIDA et al., 2006).

As BRS raramente s&o isoladas devido ao crescimento lento. As colonias
aparecem apos mais de trés dias de incubacdo e seu isolamento requer meios de
crescimento especificos ou seletivos (LOUBINOUX et al., 2003).

O processo de cultivo e isolamento das BRS provenientes de amostras de
dgua produzida conduzido neste estudo foi realizado sob condi¢cbes ideais e
utilizacdo do meio de cultura Postgate modificado, que se mostrou muito eficiente
em trabalhos anteriores realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Ecologia de
Microrganismos (BERNARDEZ et al.; 2013).

Os métodos baseados em culturas, apesar de serem extremamente Gteis
para a compreensdo do potencial fisiolégico dos organismos isolados, nao
providenciam necessariamente informacfes completas acerca da composicdo das
comunidades microbianas. Desta forma, a aplicacdo de métodos moleculares na
microbiologia do petréleo tem sido incorporada as andlises de microrganismos
associados ao 6leo (ORPHAN et al.; 2000).
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Os métodos moleculares aplicados posteriormente ao isolamento das
bactérias para identificacdo dos isolados empregaram como alvos de busca e
identificacdo os genes referentes ao rRNA 16S e DSR. Diversos estudos utilizaram
essa mesma abordagem com o intuito de acessar a diversidade e caracterizar
molecularmente as bactérias redutoras de sulfato de ambientes diversificados.
Estudos realizados previamente comparando a arvore filogenética realizada
utiizando sequéncias parciais da dsrAB para avaliar a filogenia de diferentes
linhagens de BRS revelou topologia congruente com a arvore filogenética baseada
no gene rRNA 16S (ZVERLOV et al.; 2005). DAR e colaboradores (2007) realizaram
a andlise simultanea dos produtos de PCR obtidos da amplificacdo das sequéncias
do rRNA 16S e dsrAB para avaliar a diversidade e atividade de comunidades
sulfetogénicas em bioreatores. A analise comparativa das sequéncias das bandas
obtidas pela técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) empregada
apos a realizagdo da PCR também demonstrou congruéncia, revelando as mesmas
populacbes de BRS. Além disso, a utilizagdo do gene funcional da dsrAB como
marcador molecular forneceu acesso a atividade metabdlica das BRS presentes nos
bioreatores. Neste estudo, entretanto, a andlise comparativa dos resultados obtidos
através do sequenciamento para o gene do rRNA 16S e para o gene da DSR néo foi
congruente, mas possibilitou uma avaliagdo mais detalhada das culturas de BRS,
demonstrando ser imprescindivel principalmente em casos de contaminacéao.

A amplificacdo da regiao codificante para o rRNA 16S bacteriano forneceu
a identificacdo das bactérias de 15 amostras como sendo Desulfovibrio
dechloracetivorans, Desulfovibrio alaskensis, Thermovirga lienii, Desulfovibrio
vulgaris (bactéria de referéncia), sendo que 5 amostras ndo foram identificadas
devido a uma possivel contaminacdo exacerbada na cultura que acarretou na
amplificac@o de diferentes materiais genémicos bacterianos. Ja a escolha randémica
dentre as amostras identificadas e a inclusdo das amostras néo identificadas através
da analise do rRNA 16S para o emprego da técnica de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para enzima sulfito redutase demonstrou
uma incoeréncia com o0s resultados obtidos anteriormente, a amostra AV-005
previamente identificada como Thermovirga lienii pela analise no GenBank do
fragmento amplificado do rRNA 16S foi identificada como Desulfovibrio alaskensis
pela analise no GenBank da amplificagdo do fragmento responsavel pela codificacéo
da DSR.
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Os resultados foram contraditérios inclusive com a determinagdo da
similaridade das sequéncias através da utilizacdo do GenBank do BLAST (NCBI),
uma vez que as sequéncias obtidas demonstraram possuir elevada similaridade com
isolados previamente depositados tanto com as sequéncias do rRNA 16S quanto da
DSR, possuindo em sua maioria uma cobertura de sequéncia (query cover) superior
ou igual a 98% e valores para a identidade (identity) sendo iguais ou superiores a
99%. O valor E (E value), que representa a possibilidade da busca por sequéncias
semelhantes aos isolados realizada no GenBanK apresentar resultados obtidos ao
acaso, sendo que, quanto menor € este numero, maior é esta probabilidade, foi
neste estudo de 0.0. E importante frisar que bactérias néo cultivadas foram incluidas
na tabela, mas ndo na analise da identificacdo das BRS, uma vez que ndo fornecem
dados relevantes para tal.

A bactéria Thermovirga Lienii € uma cepa termofilica anaerdbica redutora
de enxofre pertencente a familia Synergistaceae e filo “Synergistetes” (GOKER et
al., 2012) isolada de amostras de agua produzida de campos petroliferos do Mar do
Norte (Noruega). Foi demonstrado que provavelmente se tratava de uma bactéria
gue ocorria naturalmente em campos petroliferos, uma vez que o campo em questéo
ndo era submetido a injecdo com 4gua do mar (o que elimina uma fonte comum de
contaminacgao) (DAHLE; BIRKELAND, 2006).

ApOs os resultados obtidos se mostrarem incongruentes, o cromatograma
da amostra AV-005 foi avaliado novamente pelo Bio Edit demonstrando que de fato
havia duas bactérias na mesma amostra, todavia, a segunda sequéncia era quase
imperceptivel, deixando apenas uma sequéncia em evidéncia. Foi necessaria uma
avaliacdo extremamente minuciosa do cromatograma para ratificar que de fato
existia uma contaminagcdo. A bactéria Thermovirga lienii encontrava-se em maior
guantidade na amostra, consequentemente havia uma abundancia de seu material
gendmico. Apos o sequenciamento do fragmento rRNA 16S, a presenca do DNA da
segunda bactéria Desulfovibrio alaskensis foi insignificante, acarretando na
identificacdo da amostra como sendo exclusivamente a bactéria Thermovirga lienii.
Entretanto, apdés o sequenciamento dos produtos de PCR referentes a regido
codificante para a DSR, especifica para procariotos redutores de sulfato, apenas a
bactéria Desulfovibrio alaskensis foi identificada. Posteriormente a estes achados,
todos os cromatogramas das amostras contaminadas néo identificadas através do

sequenciamento do fragmento do rRNA 16S foram analisados, e foi possivel
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perceber que todos possuiam a mesma situagdo, contendo sequéncias pertencentes
a bactérias diferentes, no entanto, nestas amostras o material genbmico das
bactérias apareciam com quantidades semelhantes, o que facilitou a identificacao
inicial de uma contaminacédo (o que ndo ocorreu com a amostra AV-005).

Apds 0 mesmo processo de sequenciamento dos amplicons referentes a
regido codificante da enzima sulfito redutase, as amostras AV-001, AV-002, AV-003,
AV-004 foram identificadas como Desulfovibrio alaskensis, sendo interessante
ressaltar que esta identificacdo se deu gracas as sequéncias do genoma completo
desta bactéria depositado no GenBank, que foi alinhado com as sequéncias obtidas
possibilitando encontrar o local de adequado do fragmento alvo da enzima dentro do
genoma, este mesmo processo foi utilizado para a realizacdo da arvore, uma vez
que nao foram encontradas sequéncias pertencentes a DSR desta bactéria. A
amostra BRS-01, por sua vez, foi identificada como Desulfovibrio vulgaris.
Possivelmente as outras bactérias pertencentes a estas amostras ndo sao
procariotos redutores de sulfato, da mesma forma ocorrida na amostra AV-005,
desta forma ndo possuem a enzima sulfito redutase, o que acarretou na identificacéo
das BRS. Existe a possibilidade que esteja ocorrendo um processo simbibtico
bacteriano entre BRS e outras bactérias que ndo possuem a enzima sulfito redutase,
uma vez que o processo de isolamento foi extremamente meticuloso e laborioso,
mas ainda assim ndo separou as bactérias citadas, entretanto mais estudos devem
ser realizados com o intuito de ratificar esta hipotese.

Dhillon e colaboradores (2003) exploraram a diversidade filogenética e
funcional das bactérias redutoras de sulfato caracterizando amplificados pela PCR
dos genes da enzima sulfito redutase reductase (dsrAB) e rRNA 16S do sedimento
contaminado por hidrocarbonetos do petréleo da bacia de Guaymas (Golfo da
Califérnia). A abordagem do sequenciamento do fragmento responsavel pela
codificacdo da dsrAB revelou um novo grupo de procariotos redutores de sulfato que
nao podiam ser identificadas pelo sequenciamento do rRNA 16S.

Neste estudo, contudo, o sequenciamento do fragmento para rRNA 16S
permitiu a identificacdo da amostra BA-001 como sendo da espécie Desulfovibrio
dechloracetivorans, através da analise no GenBank do BLAST, sendo que o
sequenciamento do fragmento referente a regido codificante para a DSR néo
permitiu a identificacdo da bactéria. Este resultado foi elucidado através da

construcdo das arvores filogenéticas, uma vez que foi possivel encontrar sequéncias
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referentes ao fragmento do rRNA 16S da bactéria previamente depositados no
GenBank, porém nao havia nenhuma sequéncia referente a enzima sulfito redutase
nem referente ao genoma completo desta bactéria. Este fato sugere que o
sequenciamento do fragmento da enzima obtido a partir desta amostra
anteriormente identificada pela analise no GenBank do rRNA 16S como
Desulfovibrio dechloracetivorans, forneceu novas informacdes acerca da DSR desta
espécie, contribuindo desta forma, para o aumento do banco de dados praticamente
limitado sobre microrganismos sulfetogénicos.

As arvores filogenéticas construidas corroboraram com os achados,
agrupando as sequéncias obtidas similares com sequéncias previamente
depositadas no GenBank do BLAST (NCBI), além disso evidenciou a falta de
informacbes acerca de enzima sulfito redutase, havendo poucas sequéncias que
possibilitem a identificagdo de uma determinada espécie de BRS através da anélise
dos produtos de PCR do gene funcional da DSR.

Foi observada também uma diversidade demasiadamente pequena de
cepas pertencentes ao grupo das bactérias redutoras de sulfato isoladas neste
estudo. Segundo Magot, Ollivier e Patel (2000), as bactérias redutoras de sulfato
mesofilicas mais frequentemente isoladas de campos petroliferos pertencem ao
género Desulfovibrio, Unico género de BRS encontrado no estudo em questéo.
Entretanto, esta infima diversidade nas cepas isoladas também pode ser devido ao
uso indiscriminado de biocidas em campos de petrdleo, 0 que acarretaria na
mudanca abrupta da biodiversidade microbiana pertencente ao campo da pesquisa.
Um estudo realizado por Telang e colaboradores (1998) investigaram os efeitos de
biocidas a base de diamina na populacdo microbiana de um campo de petréleo
utilizando a técnica de Sondagem Gendmica por Amostragem Reversa (RSGP), uma
técnica utilizada para rastrear varias bactérias de campos de petr6leo em um Unico
ensaio. Como resultado, os estudos utilizando a técnica de RSGP de populacdes
microbianas sésseis obtidas de cupons de corrosdo de instalacbes de campo de
petréleo indicaram o dominio de Desulfovibrio spp, provavelmente devido ao
tratamento com biocidas. Cabe ressaltar, que possivelmente as cepas isoladas de
BRS neste estudo sdo de bactérias resistentes devido ao uso de biocidas nos
campos petroliferos, entretanto esta hipdtese deve ser ratificada com o auxilio de

testes de resisténcia, que ndo foi um objetivo proposto por esta pesquisa.
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7 CONCLUSAO

1. Os métodos classicos de cultura demonstraram-se falhos neste estudo,
apresentando contaminacfes em algumas amostras por bactérias que nao
pertenciam ao grupo das BRS, mostrando ser imprescindivel a utilizacdo de
uma abordagem molecular na identificacdo dos microrganismos

sulfetogénicos.

2. A analise simultadnea das sequéncias amplificadas dos genes rRNA 16S e dsr
permitiu uma avaliacdo mais detalhada das culturas e identificagédo de trés
espécies de BRS pertencentes ao género Desulfovibrio (Desulfovibrio
dechloracetivorans, Desulfovibrio alaskensis e Desulfovibrio vulgaris) e da
bactéria redutora de enxofre Thermovirga lienii.

3. A avaliacdo das sequéncias do gene da DSR demonstrou que ainda existem
poucas informacfes acerca da enzima sulfito redutase depositadas no
GenBank do BLAST (NCBI), prevalecendo uma gama de sequéncias de DSR
de bactérias ndo cultivadas, sem dar o suporte necesséario para uma melhor

identificagéo.

4. O estudo contribuiu com o aumento de informagdes no banco de dados
acerca das BRS, principalmente no que tange as sequéncias de DSR, além
de fornecer sequéncias da enzima sulfito redutase pertencentes as bactérias
Desulfovibrio  dechloracetivorans, nao encontrada no GenBank e

Desulfovibrio alaskensis, encontrado apenas o genoma completo depositado.
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APENDICE A — Sequéncias do fragmento codificante pa  ra o rRNA 16S das BRS
isoladas de agua produzida

>AV-005-Thermovirga-lienii
GCAGTCGGACGGGGTGAGTTAGTGGAAGCTTTCGGGTTGAAGCTGACTTACCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
AATTACCTACCCTAGGGAGGGGGATAACGCCTGGAAACGGGTGCTAATACCCCATAGGCCGGGAGGTTAAAGGGAGAAAT
CTGCCCTAGGATGGGTTCGCGTCCTATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGAAGACGGGTAGCCGGTCTG
AGAGGATGTACGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGGCAATG
GGCGCAAGCCTGACCCAGCGACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAACCTCTGTTGTACGGGAAGAAGGC
AGTGACGGTACCGTACGAGGAAGCCCCGGCAAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCC
GGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGATATGCAAGTCTGCTGTGTAATGTCATGGCTCAACCGTGTCATTGCGG
TGGAAACTGCATATCTGGAGTACTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCAGTTACTGACGCTCATGCGCGAAAGCTGGGGGAGCGAACCGGATTAGATAC
CCGGGTAGTCCCAGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTGGGTGTCGTAGGGCATCTGTGCCGCAGTTAACGCGATAAGCA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCACGTGGT
TTAATTCGATGCAAACCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTACGTGGTACTGACCTGAAAGGGGAGGGACCCATACTT
CGGTATGGGAGCGTACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCCTGCATCTAGTTGCCAACGGGTGAAGCTGGGCACTCTAGATGGACTGCCGGCGACAAGCCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGTCCAGGGCGACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGCGGGAAGCGAAGG
GGAGACCTGGAGCGGATCTCTGAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCCAAGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACCCGAGTTGG
GTGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTATGGG

>AV-006-Thermovirga-lienii
CAGTCGGACGGGGTGAGTTAGTGGAAGCTTTCGGGTTGAAGCTGACTTACCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAA
TTACCTACCCTAGGGAGGGGGATAACGCCTGGAAACGGGTGCTAATACCCCATAGGCCGGGAGGTTAAAGGGAGAAATCT
GCCCTAGGATGGGTTCGCGTCCTATCAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGAAGACGGGTAGCCGGTCTGA
GAGGATGTACGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGGCAATGG
GCGCAAGCCTGACCCAGCGACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAACCTCTGTTGTACGGGAAGAAGGCA
GTGACGGTACCGTACGAGGAAGCCCCGGCAAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCG
GAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGATATGCAAGTCTGCTGTGTAATGTCATGGCTCAACCGTGTCATTGCGGT
GGAAACTGCATATCTGGAGTACTGGAGAGGGGAGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCAGTTACTGACGCTCATGCGCGAAAGCTGGGGGAGCGAACCGGATTAGATACC
CGGGTAGTCCCAGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTGGGTGTCGTAGGGCATCTGTGCCGCAGTTAACGCGATAAGCAT
TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCACGTGGTT
TAATTCGATGCAAACCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGTACGTGGTACTGACCTGAAAGGGGAGGGACCCATACTTC
GGTATGGGAGCGTACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCCTGCATCTAGTTGCCAACGGGTGAAGCTGGGCACTCTAGATGGACTGCCGGCGACAAGCCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGTCCAGGGCGACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAGCGGGAAGCGAAGGG
GAGACCTGGAGCGGATCTCTGAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGTAGTTTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCCAAGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACCCGAGTTGGGT
GCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTAATGGG

>AV-007-Desulfovibrio-alaskensis

GTCGTACGCGAAAGTTCCTTCGGGGATGAGTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATTATCTACCTGCATCACCG
GAATAACGGTTGGAAACGACTGCTAATGCCGGATAGTCTTGAAAGGGTAAAGGGGGCCTCTGCTTGCAAGCTTCCGGGTG
CTGATGAGTCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATCAGTAGCAGGTTTGAGAGGAT
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GACCTGCCACACTGGGACTGGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAA
GCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTCCTGTCAAGAGGGAAGAACCGTATGCGG
AATAATACGCCGCATGCCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTGGTAAGTCAGGTGTGAAAGCCCCCGGCCC
AACCGGGGAATTGCACTTGATACTGCTAGGCTAGAGTTCAGGAGAGGGTGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCG
TAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTCGGGGACTTGATCCTCGGTGCCGTAG
CTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCGGAGAATCCCTCCGAAAAGAGGG
AGTGCCCTTCGGGGAGCTCCGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCCTATCTTCAGTTGCCATCAGGTAATGCTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCCCGGTTAACGGGGAGG
AAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGCGCATACAAAGGGTTG
CGATACCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGTGCGTCTCAGTCCGGATTGCAGTCTGCAACTCGACTGCATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCCCGTATCATCATGACGGGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAG
TTGGTTCTGCCCGACGCCGATGAGCTAACCCGCAAGGGAGGCAG

>AV-008-Desulfovibrio-alaskensis
GCAGTCGTACGCGAAAGTTCCTTCGGGGATGAGTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATTATCTACCTGCATCA
CCGGAATAACGGTTGGAAACGACTGCTAATGCCGGATAGTCTTGAAAGGGTAAAGGGGGCCTCTGCTTGCAAGCTTCCGG
GTGCTGATGAGTCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATCAGTAGCAGGTTTGAGAG
GATGACCTGCCACACTGGGACTGGAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCG
AAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTCCTGTCAAGAGGGAAGAACCGTATG
CGGAATAATACGCCGCATGCCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTTGGTAAGTCAGGTGTGAAAGCCCCCGG
CCCAACCGGGGAATTGCACTTGATACTGCTAGGCTAGAGTTCAGGAGAGGGTGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAAT
CCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACTGACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGT
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTCGGGGACTTGATCCTCGGTGCCG
TAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCGGAGAATCCCTCCGAAAAGA
GGGAGTGCCCTTCGGGGAGCTCCGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTCAGTTGCCATCAGGTAATGCTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCCCGGTTAACGGGG
AGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGCGCATACAAAGGG
TTGCGATACCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGTGCGTCTCAGTCCGGATTGCAGTCTGCAACTCGACTGCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCCCGTATCATCATGACGGGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
AAGTTGGTTCTGCCCGACGCCGATGAGCTAACCCGCAAGGGAGGCAG

>BA-001-Desulfovibrio-dechloracetivorans
GCAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAA
GATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACAT
GTACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
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ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGT

>BA-002-Desulfovibrio-dechloracetivorans
GTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAAGATC
GGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACATGTAC
GCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCA
ATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAAGAA
ACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGAAAG
CCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTAGGA
GTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGAAAG
CGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTCGGT
GCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCLCCGC
ACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCCGAA
ACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCAACC
GGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATACAAA
GGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGA
AGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTAG

>BA-003-Desulfovibrio-dechloracetivorans
CAGTCGAGCGAGAAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAA
GATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACAT
GTACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTA

>BA-004-Desulfovibrio-dechloracetivorans
GCAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAA
GATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACAT
GTACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
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GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTAG

>C-001-Desulfovibrio-dechloracetivorans
CAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAAG
ATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACATG
TACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCG

>C-002-Desulfovibrio-dechloracetivorans
GCAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAA
GATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACAT
GTACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
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TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTAG

>C-003-Desulfovibrio-dechloracetivorans
GAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAAGATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAAT
ACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACATGTACGCTATCACTTTTGGATGAGTCCGCGTCTC
ATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGAC
TGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCC
GCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAAGAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCT
GACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGA
ATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTT
GAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTCGGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCCGAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCA
GTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTG
CTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCAACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCA
ATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCA
GCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC

>C-004-Desulfovibrio-dechloracetivorans
CAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAAG
ATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACATG
TACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTAG

>C-005-Desulfovibrio-dechloracetivorans
CAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAAG
ATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACATG
TACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
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GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTAG

>C-006-Desulfovibrio-dechloracetivorans
CAGTCGAGCGAGAAGCTCTCTTCGGAGAGTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTGCCCTGAAG
ATCGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCGTATAATCTGCATATTTAACTTTATGTGGGAAAGATGGCCTCTACATG
TACGCTATCGCTTTTGGATGAGTCCGCGTCTCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGAGTAGCT
GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
GCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGTAGGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAACTACTGTCAAGAGGGAA
GAAACCGTAGAGCATTAATACGGCTCTGCGCTGACGGTACCTCTAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCGTATCAAGTCAGGCGTGA
AAGCCCTCGGCTCAACCGGGGAATTGCGCTTGAAACTGGTATGCTAGAGTCTCGGAGAGGTTGGCGGAATTCCAGGTGTA
GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCAACTGGACGAGTACTGACGCTGAGGTACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATATTAGGTGTCGGGGTTTTACTTC
GGTGCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACATCCTGAGAACCCTCCC
GAAACGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAATTCAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGCTAGTTGCCATCACATAATGGTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCCGGGTCA
ACCGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGTGCATAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCGAGCCAATCCCAGAAAATGCATCCCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCG
TGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCGGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCACGAAAGCTGGTTCTACCCGACAACGGCGGACTAACCCTTCGGGAGGTAG
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APENDICE B — Sequéncias do fragmento codificante pa  ra a enzima sulfito
redutase das BRS isoladas de agua produzida

>AV-001-Desulfovibrio_alaskensis
CGTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAATGTTCCCCGGCGTGGCACATTTCCACACCGTCCGCGTGAACCAGCCTG
CAGGTAAGTTCTACACCTCCGAATACCTGCGCAAGCTCTGCGATATCTGGGACCTGCGCGGTTCCGGCCTGACCAACATG
CACGGCTCCACCGGTGACATCGTTCTGCTGGGTACCACCACTCCCCAGCTGGAAGAGATTTTCTGGGAACTGACCCACGA
TCTGGAAACCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCTGCTGCCTGTATGGGTGAATCGCGCTGCGAATACG
CATGTTACGATTCCCAGCAGATGTGCTACGATCTTACTCAGGAATATCAGGACGAACTTCACCGTCCCGCATTCCCCTACAA
GTTCAAGTTCAAGTTCGATGCCTGCCCCAACGGCTGCGTTGCTTCCATCGCACGTTCCGACTTCTCCGTGATCGGTACATG
GAAAGACTCCATCAAGATCGATCAGGACGCAGTTGCCGAATACGTTGCCGGCAAGATCGCACCCAACGCCGGTGCACACT
CCGGCCGCGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCTGAAGTTGTTAACCGTTGCCCCTCCAAGGCTCTTAGCTGGGACGGT
TCCAAGCTGTCCGTGAACGCCAAGGACTGCGTACGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCCAAGGCTGTTCGCATCGG
TGACGAGCGCGGCGCCTCCATTCTGGTCGGCGCAAAGGCTCCCATTCTCGACGGCGCCCAGATGGGCTCCCTGCTGGTT
CCCTTCATCGAAGCCAAGGACCCCTGGGACGAAGTCAAGGAAGTCATTGAGAACATCTGGGACTGGTGGATGGAAGAAAG
GCAAGAACCGCGAACGTGTGGGTGAAACCATCAAGCGCCTCAGCCTGCAGAAGCTGCTTGAAGTTACCAATACGGCTCCC
CAGCCGCAGCACGTTGTCGAGCCTCGTTCCAACCCCTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTTCCCGGTGGTTGGGATCGT
GACATCACGGAATACCGTAAGAGACACCAGCGCTAAACTTAAGAGGGGTACCCAAAAATGGCATTCATCTCTTCTGGATAC
AATCCCGAAAAACCGATGGAAGGTCGGATTACCGACATTGGCCCGCAGCATTACGCACAGTTCTACCCGCCTGTTATCGCA
CGTAACAAGGGTAAGTGGCTGTACCACGAAATCATCGAACCCGGCGTTCTGGTGCACGTGGCTGAATCCGGCGAAAAAGT
GTACACCGTCCGTGTGGGCGCTGCACGTCTGATGTCCATCACCCACATTCGCGAAATCTGCGAAATCGCAGACAAGCATTG
CGGCGGACATCTGCGTTTCACCACCCGTAACAACGTTGAATTCATGGTGGAAACCGAAGAAGCCATGAAAGCTCTGCGTGA
CGACCTTGCTTCGCGCAAGTTCGACGGCGGTTCCAAGAAGTTCCCCGTGGGCGGCACCGGTGCTGGTATTTCCAACATCG
TGCACACTCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCCGCCACCGACGCTTCCGGTCCGGTTAAGGCCATCATGGACGAAGTC
TTCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCCGTGCGTATTTCGCTGGCCTGCTGCATCAACATGTGCGGCGCCGT
TCACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACGCATGGACCGACCAGCTGTGCG
AAATCCCGCTGGCCGTTGCTTCCTGCCCCACCGCCGCTGTTCGTCCCACCAAGGTTGAAACTGGACGGCAAAAAGGTAAA
CAG

>AV-002-Desulfovibrio_alaskensis
CGTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAATGTTCCCCGGCGTGGCACATTTCCACACCGTCCGCGTGAACCAGCCTG
CAGGTAAGTTCTACACCTCCGAATACCTGCGCAAGCTCTGCGATATCTGGGACCTGCGCGGTTCCGGCCTGACCAACATG
CACGGCTCCACCGGTGACATCGTTCTGCTGGGTACCACCACTCCCCAGCTGGAAGAGATTTTCTGGGAACTGACCCACGA
TCTGGAAACCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCTGCTGCCTGTATGGGTGAATCGCGCTGCGAATACG
CATGTTACGATTCCCAGCAGATGTGCTACGATCTTACTCAGGAATATCAGGACGAACTTCACCGTCCCGCATTCCCCTACAA
GTTCAAGTTCAAGTTCGATGCCTGCCCCAACGGCTGCGTTGCTTCCATCGCACGTTCCGACTTCTCCGTGATCGGTACATG
GAAAGACTCCATCAAGATCGATCAGGACGCAGTTGCCGAATACGTTGCCGGCAAGATCGCACCCAACGCCGGTGCACACT
CCGGCCGCGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCTGAAGTTGTTAACCGTTGCCCCTCCAAGGCTCTTAGCTGGGACGGT
TCCAAGCTGTCCGTGAACGCCAAGGACTGCGTACGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCCAAGGCTGTTCGCATCGG
TGACGAGCGCGGCGCCTCCATTCTGGTCGGCGCAAAGGCTCCCATTCTCGACGGCGCCCAGATGGGCTCCCTGCTGGTT
CCCTTCATCGAAGCCAAGGACCCCTGGGACGAAGTCAAGGAAGTCATTGAGAACATCTGGGACTGGTGGATGGAAGAAGG
CAAGAACCGCGAACGTGTGGGTGAAACCATCAAGCGCCTCAGCCTGCAGAAGCTGCTTGAAGTTACCAATACGGCTCCCC
AGCCGCAGCACGTTGTCGAGCCTCGTTCCAACCCCTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTTCCCGGTGGTTGGGATCGTG
ACATCACGGAATACCGTAAGAGACACCAGCGCTAAACTTAAGAGGGGTACCCAAAAATGGCATTCATCTCTTCTGGATACAA
TCCCGAAAAACCGATGGAAGGTCGGATTACCGACATTGGCCCGCAGCATTACGCACAGTTCTACCCGCCTGTTATCGCACG
TAACAAGGGTAAGTGGCTGTACCACGAAATCATCGAACCCGGCGTTCTGGTGCACGTGGCTGAATCCGGCGAAAAAGTGT
ACACCGTCCGTGTGGGCGCTGCACGTCTGATGTCCATCACCCACATTCGCGAAATCTGCGAAATCGCAGACAAGCATTGC
GGCGGACATCTGCGTTTCACCACCCGTAACAACGTTGAATTCATGGTGGAAACCGAAGAAGCCATGAAAGCTCTGCGTGAC
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GACCTTGCTTCGCGCAAGTTCGACGGCGGTTCCAAGAAGTTCCCCGTGGGCGGCACCGGTGCTGGTATTTCCAACATCGT
GCACACTCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCCGCCACCGACGCTTCCGGTCCGGTTAAGGCCATCATGGACGAAGTCT
TCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCCGTGCGTATTTCGCTGGCCTGCTGCATCAACATGTGCGGCGCCGTT
CACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACGCATGGACCGACCAGCTGTGCGA
AATCCCGCTGGCCGTTGCTTCCTGCCCCACCGCCGCTGTTCGTCCCACCAAGGTTGAAACTGGACGGCAAAAAGGTAAAC
AG

>AV-003-Desulfovibrio_alaskensis
CAAGCTCGTCGCGGCGGCGTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAATGTTCCCCGGCGTGGCACATTTCCACACCGT
CCGCGTGAACCAGCCTGCAGGTAAGTTCTACACCTCCGAATACCTGCGCAAGCTCTGCGATATCTGGGACCTGCGCGGTT
CCGGCCTGACCAACATGCACGGCTCCACCGGTGACATCGTTCTGCTGGGTACCACCACTCCCCAGCTGGAAGAGATTTTC
TGGGAACTGACCCACGATCTGGAAACCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCTGCTGCCTGTATGGGTGA
ATCGCGCTGCGAATACGCATGTTACGATTCCCAGCAGATGTGCTACGATCTTACTCAGGAATATCAGGACGAACTTCACCG
TCCCGCATTCCCCTACAAGTTCAAGTTCAAGTTCGATGCCTGCCCCAACGGCTGCGTTGCTTCCATCGCACGTTCCGACTT
CTCCGTGATCGGTACATGGAAAGACTCCATCAAGATCGATCAGGACGCAGTTGCCGAATACGTTGCCGGCAAGATCGCAC
CCAACGCCGGTGCACACTCCGGCCGCGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCTGAAGTTGTTAACCGTTGCCCCTCCAAG
GCTCTTAGCTGGGACGGTTCCAAGCTGTCCGTGAACGCCAAGGACTGCGTACGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCC
CAAGGCTGTTCGCATCGGTGACGAGCGCGGCGCCTCCATTCTGGTCGGCGCAAAGGCTCCCATTCTCGACGGCGCCCAG
ATGGGCTCCCTGCTGGTTCCCTTCATCGAAGCCAAGGACCCCTGGGACGAAGTCAAGGAAGTCATTGAGAACATCTGGGA
CTGGTGGATGGAAGAAGGCAAGAACCGCGAACGTGTGGGTGAAACCATCAAGCGCCTCAGCCTGCAGAAGCTGCTTGAAG
TTACCAATACGGCTCCCCAGCCGCAGCACGTTGTCGAGCCTCGTTCCAACCCTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTTCC
CGGTGGTTGGGATCGTGACATCACGGAATACCGTAAGAGACACCAGCGCTAAACTTAAGAGGGGTACCCAAAAATGGCATT
CATCTCTTCTGGATACAATCCCGAAAAACCGATGGAAGGTCGGATTACCGACATTGGCCCGCAGCATTACGCACAGTTCTA
CCCGCCTGTTATCGCACGTAACAAGGGTAAGTGGCTGTACCACGAAATCATCGAACCCGGCGTTCTGGTGCACGTGGCTG
AATCCGGCGAAAAAGTGTACACCGTCCGTGTGGGCGCTGCACGTCTGATGTCCATCACCCACATTCGCGAAATCTGCGAAA
TCGCAGACAAGCATTGCGGCGGACATCTGCGTTTCACCACCCGTAACAACGTTGAATTCATGGTGGAAACCGAAGAAGCCA
TGAAAGCTCTGCGTGACGACCTTGCTTCGCGCAAGTTCGACGGCGGTTCCAAGAAGTTCCCCGTGGGCGGCACCGGTGCT
GGTATTTCCAACATCGTGCACACTCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCCGCCACCGACGCTTCCGGTCCGGTTAAGGC
CATCATGGACGAAGTCTTCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCCGTGCGTATTTCGCTGGCCTGCTGCATCAA
CATGTGCGGCGCCGTTCACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACGCATGGA
CCGACCAGCTGTGCGAAATCCCGCTGGCCGTTGCTTCCTGCCCCACCGCCGCTGTTCGTCCCACCAAGGTTGAACTGGAC
GGCAAAAAGGTGAACAGCAT

>AV-004-Desulfovibrio_alaskensis
GCGTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAATGTTCCCCGGCGTGGCACATTTCCACACCGTCCGCGTGAACCAGCCT
GCAGGTAAGTTCTACACCTCCGAATACCTGCGCAAGCTCTGCGATATCTGGGACCTGCGCGGTTCCGGCCTGACCAACAT
GCACGGCTCCACCGGTGACATCGTTCTGCTGGGTACCACCACTCCCCAGCTGGAAGAGATTTTCTGGGAACTGACCCACG
ATCTGGAAACCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCTGCTGCCTGTATGGGTGAATCGCGCTGCGAATAC
GCATGTTACGATTCCCAGCAGATGTGCTACGATCTTACTCAGGAATATCAGGACGAACTTCACCGTCCCGCATTCCCCTACA
AGTTCAAGTTCAAGTTCGATGCCTGCCCCAACGGCTGCGTTGCTTCCATCGCACGTTCCGACTTCTCCGTGATCGGTACAT
GGAAAGACTCCATCAAGATCGATCAGGACGCAGTTGCCGAATACGTTGCCGGCAAGATCGCACCCAACGCCGGTGCACAC
TCCGGCCGCGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCTGAAGTTGTTAACCGTTGCCCCTCCAAGGCTCTTAGCTGGGACGG
TTCCAAGCTGTCCGTGAACGCCAAGGACTGCGTACGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCCAAAGCTGTTCGCATCGG
TGACGAGCGCGGCGCCTCCATTCTGGTCGGCGCAAAGGCTCCCATTCTCGACGGCGCCCAGATGGGCTCCCTGCTGGTT
CCCTTCATCGAAGCCAAGGACCCCTGGGACGAAGTCAAGGAAGTCATTGAGAACATCTGGGACTGGTGGATGGAAGAAAG
GCAAGAACCGCGAACGTGTGGGTGAAACCATCAAGCGCCTCAGCCTGCAGAAGCTGCTTGAAGTTACCAATACGGCTCCC
CAGCCGCAGCACGTTGTCGAGCCTCGTTCCAACCCCTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTTCCCGGTGGTTGGGATCGT
GACATCACGGAATACCGTAAGAGACACCAGCGCTAAACTTAAGAGGGGTACCCAAAAATGGCATTCATCTCTTCTGGATAC
AATCCCGAAAAACCGATGGAAGGTCGGATTACCGACATTGGCCCGCAGCATTACGCACAGTTCTACCCGCCTGTTATCGCA
CGTAACAAGGGTAAGTGGCTGTACCACGAAATCATCGAACCCGGCGTTCTGGTGCACGTGGCTGAATCCGGCGAAAAAGT
GTACACCGTCCGTGTGGGCGCTGCACGTCTGATGTCCATCACCCACATTCGCGAAATCTGCGAAATCGCAGACAAGCATTG
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CGGCGGACATCTGCGTTTCACCACCCGTAACAACGTTGAATTCATGGTGGAAACCGAAGAAGCCATGAAAGCTCTGCGTGA
CGACCTTGCTTCGCGCAAGTTCGACGGCGGTTCCAAGAAGTTCCCCGTGGGCGGCACCGGTGCTGGTATTTCCAACATCG
TGCACACTCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCCGCCACCGACGCTTCCGGTCCGGTTAAGGCCATCATGGACGAAGTC
TTCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCCGTGCGTATTTCGCTGGCCTGCTGCATCAACATGTGCGGCGCCGT
TCACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACGCATGGACCGACCAGCTGTGCG
AAATCCCGCTGGCCGTTGCTTCCTGCCCCACCGCCGCTGTTCGTCCCACCAAGGTTGAACTGGACGGCAAAAAGGTGAAC
AG

>AV-005-Desulfovibrio_alaskensis
CAACGCTTCGTCGCGGCGGCGTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAATGTTCCCCGGCGTGGCACATTTCCACACC
GTCCGCGTGAACCAGCCTGCAGGTAAGTTCTACACCTCCGAATACCTGCGCAAGCTCTGCGATATCTGGGACCTGCGCGG
TTCCGGCCTGACCAACATGCACGGCTCCACCGGTGACATCGTTCTGCTGGGTACCACCACTCCCCAGCTGGAAGAGATTTT
CTGGGAACTGACCCACGATCTGGAAACCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCTGCTGCCTGTATGGGTG
AATCGCGCTGCGAATACGCATGTTACGATTCCCAGCAGATGTGCTACGATCTTACTCAGGAATATCAGGACGAACTTCACC
GTCCCGCATTCCCCTACAAGTTCAAGTTCAAGTTCGATGCCTGCCCCAACGGCTGCGTTGCTTCCATCGCACGTTCCGACT
TCTCCGTGATCGGTACATGGAAAGACTCCATCAAGATCGATCAGGACGCAGTTGCCGAATACGTTGCCGGCAAGATCGCAC
CCAACGCCGGTGCACACTCCGGCCGCGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCTGAAGTTGTTAACCGTTGCCCCTCCAAG
GCTCTTAGCTGGGACGGTTCCAAGCTGTCCGTGAACGCCAAGGACTGCGTACGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCC
CAAGGCTGTTCGCATCGGTGACGAGCGCGGCGCCTCCATTCTGGTCGGCGCAAAGGCTCCCATTCTCGACGGCGCCCAG
ATGGGCTCCCTGCTGGTTCCCTTCATCGAAGCCAAGGACCCCTGGGACGAAGTCAAGGAAGTCATTGAGAACATCTGGGA
CTGGTGGATGGAAGAAGGCAAGAACCGCGAACGTGTGGGTGAAACCATCAAGCGCCTCAGCCTGCAGAAGCTGCTTGAAG
TTACCAATACGGCTCCCCAGCCGCAGCACGTTGTCGAGCCTCGTTCCAACCCCTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTTC
CCGGTGGTTGGGATCGTGACATCACGGAATACCGTAAGAGACACCAGCGCTAAACTTAAGAGGGGTACCCAAAAATGGCA
TTCATCTCTTCTGGATACAATCCCGAAAAACCGATGGAAGGTCGGATTACCGACATTGGCCCGCAGCATTACGCACAGTTC
TACCCGCCTGGTTATCGCACGTAACAAGGGTAAGTGGCTGTACCACGAAATCATCGAACCCGGCGTTCTGGTGCACGTGG
CTGAATCCGGCGAAAAAGTGTACACCGTCCGTGTGGGCGCTGCACGTCTGATGTCCATCACCCACATTCGCGAAATCTGC
GAAATCGCAGACAAGCATTGCGGCGGACATCTGCGTTTCACCACCCGTAACAACGTTGAATTCATGGTGGAAACCGAAGAA
GCCATGAAAGCTCTGCGTGACGACCTTGCTTCGCGCAAGTTCGACGGCGGTTCCAAGAAGTTCCCCGTGGGCGGCACCG
GTGCTGGTATTTCCAACATCGTGCACACTCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCCGCCACCGACGCTTCCGGTCCGGTT
AAGGCCATCATGGACGAAGTCTTCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCCGTGCGTATTTCGCTGGCCTGCTG
CATCAACATGTGCGGCGCCGTTCACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACG
CATGGACCGACCAGCTGTGCGAAATCCCGCTGGCCGTTGCTTCCTGCCCCACCGCCGCTGTTCGTCCCACCAAAGGTTGA
AACTGGACGGCAAAAAAGGTAA

>AV-007-Desulfovibrio_alaskensis
CGTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAATGTTCCCCGGCGTGGCACATTTCCACACCGTCCGCGTGAACCAGCCTG
CAGGTAAGTTCTACACCTCCGAATACCTGCGCAAGCTCTGCGATATCTGGGACCTGCGCGGTTCCGGCCTGACCAACATG
CACGGCTCCACCGGTGACATCGTTCTGCTGGGTACCACCACTCCCCAGCTGGAAGAGATTTTCTGGGAACTGACCCACGA
TCTGGAAACCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCTGCTGCCTGTATGGGTGAATCGCGCTGCGAATACG
CATGTTACGATTCCCAGCAGATGTGCTACGATCTTACTCAGGAATATCAGGACGAACTTCACCGTCCCGCATTCCCCTACAA
GTTCAAGTTCAAGTTCGATGCCTGCCCCAACGGCTGCGTTGCTTCCATCGCACGTTCCGACTTCTCCGTGATCGGTACATG
GAAAGACTCCATCAAGATCGATCAGGACGCAGTTGCCGAATACGTTGCCGGCAAGATCGCACCCAACGCCGGTGCACACT
CCGGCCGCGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCTGAAGTTGTTAACCGTTGCCCCTCCAAGGCTCTTAGCTGGGACGGT
TCCAAGCTGTCCGTGAACGCCAAGGACTGCGTACGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCCAAGGCTGTTCGCATCGG
TGACGAGCGCGGCGCCTCCATTCTGGTCGGCGCAAAGGCTCCCATTCTCGACGGCGCCCAGATGGGCTCCCTGCTGGTT
CCCTTCATCGAAGCCAAGGACCCCTGGGACGAAGTCAAGGAAGTCATTGAGAACATCTGGGACTGGTGGATGGAAGAAGG
CAAGAACCGCGAACGTGTGGGTGAAACCATCAAGCGCCTCAGCCTGCAGAAGCTGCTTGAAGTTACCAATACGGCTCCCC
AGCCGCAGCACGTTGTCGAGCCTCGTTCCAACCCCTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTTCCCGGTGGTTGGGATCGTG
ACATCACGGAATACCGTAAGAGACACCAGCGCTAAACTTAAGAGGGGTACCCAAAAATGGCATTCATCTCTTCTGGATACAA
TCCCGAAAAACCGATGGAAGGTCGGATTACCGACATTGGCCCGCAGCATTACGCACAGTTCTACCCGCCTGTTATCGCACG
TAACAAGGGTAAGTGGCTGTACCACGAAATCATCGAACCCGGCGTTCTGGTGCACGTGGCTGAATCCGGCGAAAAAGTGT
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ACACCGTCCGTGTGGGCGCTGCACGTCTGATGTCCATCACCCACATTCGCGAAATCTGCGAAATCGCAGACAAGCATTGC
GGCGGACATCTGCGTTTCACCACCCGTAACAACGTTGAATTCATGGTGGAAACCGAAGAAGCCATGAAAGCTCTGCGTGAC
GACCTTGCTTCGCGCAAGTTCGACGGCGGTTCCAAGAAGTTCCCCGTGGGCGGCACCGGTGCTGGTATTTCCAACATCGT
GCACACTCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCCGCCACCGACGCTTCCGGTCCGGTTAAGGCCATCATGGACGAAGTCT
TCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCCGTGCGTATTTCGCTGGCCTGCTGCATCAACATGTGCGGCGCCGTT
CACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACGCATGGACCGACCAGCTGTGCGA
AATCCCGCTGGCCGTTGCTTCCTGCCCCACCGCCGCTGTTCGTCCCACCAAGGTTGAACTGGACGGCAAAAAGGTGAACA
G

>BA-001-N&o identificada
GTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAGATGTTCCCCGGCGTCGCTCACTTCCACACCGTCCGCGTGGCTCAGCCCAA
CGGCAAGTGGTACAACACCGAGCTGCTGCGCAACCTGGTCAAGATCTGGGAGCTTCGCGGTTCCGGCCTGACCAACATGC
ACGGCGCCACCGGCGACATCGTGTTCTTGGGCACCACCACCCCGCAGCTCGAGGAAATCTTCTGGGAGCTGACCCACGA
CCTCGAGATCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCGGCCACCTGCCTCGGCATGTCCCGTTGCGAGTAC
GCCTGCTACGACACCCAGGAGCTGTGCTACAACCTGACCCAGGAATACCAGGACGAGCTCCATCGCCCGGCGTTCCCCTA
CAAGTTCAAGTTCAAGTTCGACGGTTGCCCCAACGGCTGCGTGGCCGCCATCGCTCGTTCCGACCTCTCCTTCATCGGTAC
CTGGAAAGACCAGATCAAGGTCGACCAGGAAGCCGTCGCCGCCTATGTCGGCGGTGAGATCGCTCCCAACGLCLCGGLG L
CACGCGGGCCGCGACTGGGGTGCGTTCGACATCCAGAAGGAAGTCGTTGACCTGTGTCCGTCCCAGTGCATCACCTACGA
AGGCGGCAAGCTGACCATCGACAACAAGGAATGCGTCCGCTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCTCGCGCTCTGAAGG
TCGGTGACGAACGCGGCTGCTCCATCCTGTGCGGCGCCAAGGCCCCGATCCTCGACGGTCCCCAGATGGGCTCCCTGCT
CGTGCCTTTCATCGAAGTCAACAAGGACGACGATTACCAGGCCATCAAGGACATCATCGAAAACGTCTGGGATTGGTGGAT
GGAAGAAAGGCAAGAACCGTGAGCGTATCGGTGAGACCATGAAGCGTCTGGGCATGGCCGCCCTGATCGACGCCGLCCGG
TGTCCCGGGTCGACGCCCGCCAGGTTCAGGAACCTCGCCACAACCCCTACATCTTCTGGAAAGCCGAAGATGTCGAAGGT
GGTTGGGAGCGCGACATCAACGATTTCCGCAAGCGTCACCAGCGCTAAAAAGAGGAGTGTATCAATATGGCTTTTATTTCT
TCTGGGTACAATCCCGACAAACCGATGGAAGGTCGGATTTCCGACATCGGACCTCGTCACTTCGGCGAGTATCTGCCCCC
GGTTATCAAAGAAAACTTTGGTAAATGGGACTACCATGAGATCATCGAGCCCGGCATCCTGCTGCACGTGGCCCAGTCCGG
CGACAAGACCTACACCGTCCGCGCCGGTACCGCCCGCCTGATGTCCGTCACTCATATCCGTGAAATCTGCGACATCGCCG
ACAAGTTCTCCGGCGGTTACGTCCGTTTCACCACCCGCAACAACCTCGAGTTCCAGGTCGAGACCGAAGAGGCCGCCAAG
GAACTGAAGGCCTTCCTGAACGAGCAGAAGTTCCCCGGCGGAGCCTACAAGTTCCCGGTCGGCGGCACCGGCGLCGGTG
TGACGAACATCGTCCACACCCAGGGTTGGGTCCACTGCCACACCCCGGCCACCGACGCTTCGGGTACCGTCAAGGCCAC
CATGGACGTCGTCTTCGACGACTTCACCGACATGAAGCTGCCCGCCCCGGTGCGCATCTCCATGGCCTGCTGCCTGAACA
TGTGCGGCGCGGTGCACTGCTCCGATATCGCCATTCTCGGTATCCACCGCAAACCGCCCCTCATCGACCACAAGTTCCTC
GACAACCTGTGCGAGATTCCCCTGGCCGTGGCCGCCTGCCCCACCGGTGCAGTCCGTCCGTCCAAGGTCGAGCTCGACG
GCGAGACCTACAAGACCG

>BRS-001-Desulfovibrio_vulgaris
ATGGATCGTCGCGGCGGCGTCATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAAAGTTCCCCGGCGTGGCGCACTTCCATACCGT
GCGCGTGGCCCAGCCTTCCGGCAAGTACTACTCTGCCGACTACCTGCGCCAGCTGTGCGACATCTGGGACCTGCGCGGT
TCCGGTCTGACCAACATGCACGGCTCCACGGGTGACATCGTTCTCCTCGGCACGCAGACCCCCCAGCTCGAAGAAATCTT
CTTCGAACTGACCCACAACCTGAACACCGACCTTGGTGGTTCCGGTTCGAACCTGCGTACCCCTGAATCGTGCCTCGGCAA
GTCGCGTTGCGAATTCGCCTGCTACGACTCTCAGGCCGCCTGCTACGAACTGACCATGGAATACCAGGACGAACTGCACC
GTCCGGCGTTCCCCTACAAGTTCAAGTTCAAGTTCGACGCCTGCCCCAACGGCTGCGTGGCCTCCATCGCCCGTTCCGAC
TTCTCGGTCATCGGTACCTGGAAGGACGACATCAAGATCGACGCCGAAGCCGTCAAGGCCTACGTGGCCGGTGAGTTCAA
GCCCAACGCCGGTGCCCACTCCGGTCGTGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCCGAAGTCGTCAATCGCTGCCCCTCC
AAGTGCATGAAGTGGGACGGTTCCAAGCTGTCGATCGACAACAAGGAATGCGTCCGTTGCATGCACTGCATCAACACCATG
CCCCGCGCCCTGCACATCGGCGACGAGCGTGGCGCCTCCATCCTCTGCGGTGCGAAGGCTCCCATCCTCGACGGTGCCC
AGATGGGCTCTCTGCTGGTTCCCTTCGTCGCCGCCGAAGAGCCCTTCGACGAGATCAAGGAAGTCGTCGAGAAGATCTGG
GACTGGTGGATGGAAGAAGGCAAGAACCGCGAGCGCCTCGGCGAGACCATGAAGCGCCTCAGCTTCCAGAAGCTGCTCG
AAGTGACCGAAATCGCTCCGGTGCCCCAGCATGTCAAGGAACCCCGCACCAACCCGTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAA
GTACCTGGTGGCTGGGATCGCGACATCACGGAATACCGCAAGAGACACCTGAGATAAGAAGAGGGGTGCAGAAAGATGG
CATTCATATCTTCCGGGTACAATCCCGAAAAGCCGATGGCAAACCGTATCACGGACATCGGCCCCCGCAAGTTCGACGAGT
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TCTTCCCGCCGGTCATTGCCAAGAACTTCGGTTCGTGGCTGTACCATGAGATCCTCGAGCCCGGCGTGCTCATGCACGTG
GCCGAGTCCGGCGACAAGGTGTACACCGTACGCGTTGGTGCTGCTCGCCTGATGTCGATCACCCACATCCGCGAGATGTG
CGACATCGCCGACAAGTACTGCGGCGGTCACCTGCGCTTCACCACGCGTAACAACGTGGAATTCATGGTCGCCGACGAGG
CTAGCCTCAAGGCCCTGAAGGAAGACCTCGCCAGCCGCAAGTTCGACGGCGGCTCGCTCAAGTTCCCCATCGGCGGCAC
CGGCGCTGGCGTGAGCAACATCGTTCACACCCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCTGCGACCGACGCCTCCGGLCCG
GTCAAGGCGATCATGGACGAAGTCTTCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCGGTTCGCATCTCGCTGGCTTG
CTGCATCAACATGTGCGGCGCCGTTCACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACC
ACGAGTGGACCGACCAGCTGTGCGAAATCCCGCTGGCCGTTGCCTCCTGTCCCACCGCTGCGGTGCGTCCCACCAAGCT
GGAAATCGGCGACAAGAAGGTCAACACCAT

>DV-002-Desulfovibrio vulgaris
TCATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAAAAGTTCCCCGGCGTGGCGCACTTCCATACCGTGCGCGTGGCCCAGCCTTCC
GGCAAGTACTACTCTGCCGACTACCTGCGCCAGCTGTGCGACATCTGGGACCTGCGCGGTTCCGGTCTGACCAACATGCA
CGGCTCCACGGGTGACATCGTTCTCCTCGGCACGCAGACCCCCCAGCTCGAAGAAATCTTCTTCGAACTGACCCACAACC
TGAACACCGACCTTGGTGGTTCCGGTTCGAACCTGCGTACCCCTGAATCGTGCCTCGGCAAGTCGCGTTGCGAATTCGCC
TGCTACGACTCTCAGGCCGCCTGCTACGAACTGACCATGGAATACCAGGACGAACTGCACCGTCCGGCGTTCCCCTACAA
GTTCAAGTTCAAGTTCGACGCCTGCCCCAACGGCTGCGTGGCCTCCATCGCCCGTTCCGACTTCTCGGTCATCGGTACCT
GGAAGGACGACATCAAGATCGACGCCGAAGCCGTCAAGGCCTACGTGGCCGGTGAGTTCAAGCCCAACGCCGGTGCCCA
CTCCGGTCGTGACTGGGGCAAGTTCGACATCGAAGCCGAAGTCGTCAATCGCTGCCCCTCCAAGTGCATGAAGTGGGACG
GTTCCAAGCTGTCGATCGACAACAAGGAATGCGTCCGTTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCCCGCGCCCTGCACATC
GGCGACGAGCGTGGCGCCTCCATCCTCTGCGGTGCGAAGGCTCCCATCCTCGACGGTGCCCAGATGGGCTCTCTGCTGG
TTCCCTTCGTCGCCGCCGAAGAGCCCTTCGACGAGATCAAGGAAGTCGTCGAGAAGATCTGGGACTGGTGGATGGAAGAA
GGCAAGAACCGCGAGCGCCTCGGCGAGACCATGAAGCGCCTCAGCTTCCAGAAGCTGCTCGAAGTGACCGAAATCGCTC
CGGTGCCCCAGCATGTCAAGGAACCCCGCACCAACCCGTACATCTTCTTCAAGGAAGAAGAAGTACCTGGTGGCTGGGAT
CGCGACATCACGGAATACCGCAAGAGACACCTGAGATAAGAAGAGGGGTGCAGAAAGATGGCATTCATATCTTCCGGGTA
CAATCCCGAAAAGCCGATGGCAAACCGTATCACGGACATCGGCCCCCGCAAGTTCGACGAGTTCTTCCCGCCGGTCATTG
CCAAGAACTTCGGTTCGTGGCTGTACCATGAGATCCTCGAGCCCGGCGTGCTCATGCACGTGGCCGAGTCCGGCGACAAG
GTGTACACCGTACGCGTTGGTGCTGCTCGCCTGATGTCGATCACCCACATCCGCGAGATGTGCGACATCGCCGACAAGTA
CTGCGGCGGTCACCTGCGCTTCACCACGCGTAACAACGTGGAATTCATGGTCGCCGACGAGGCTAGCCTCAAGGCCCTGA
AGGAAGACCTCGCCAGCCGCAAGTTCGACGGCGGCTCGCTCAAGTTCCCCATCGGCGGCACCGGCGCTGGCGTGAGCAA
CATCGTTCACACCCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCTGCGACCGACGCCTCCGGCCCGGTCAAGGCGATCATGGAC
GAAGTCTTCGAAGACTTCCAGAGCATGCGCCTTCCCGCTCCGGTTCGCATCTCGCTGGCTTGCTGCATCAACATGTGCGG
CGCCGTTCACTGCTCCGACATCGGCGTTGTGGGTATCCACCGCAAGCCCCCGATGATCGACCACGAGTGGACCGACCAG
CTGTGCGAAATCCCGCTGGCCGTTGCCTCCTGTCCCACCGCTGCGGTGCGTCCCACCAAGCTGGAAATCGGCGACAAGAA
GGTCAACACCA



