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RESUMO  
 

 
As bactérias redutoras de sulfato (BRS) são microrganismos responsáveis 

por diversos problemas em sistemas de água em campos petrolíferos, acarretando 
em elevados prejuízos econômicos. A identificação das BRS relacionadas com 
processos de biocorrosão na indústria petrolífera é de extrema importância para a 
implementação de estratégias de detecção, controle e monitoramento destes 
microrganismos, permitindo tratamentos mais eficazes. O objetivo deste trabalho foi 
realizar a identificação molecular de bactérias redutoras de sulfato isoladas de 
amostras de água produzida de um campo de petróleo situado no Recôncavo 
Baiano (Brasil). Foram utilizadas 20 amostras, dentre elas um microrganismo de 
referência da espécie Desulfovibrio vulgaris (ATCC 29579). A análise das 
sequências amplificadas por PCR da região codificante para o rRNA 16S e para a 
enzima sulfito redutase (DSR) demonstrou ser imprescindível e promoveu uma 
avaliação mais detalhada das culturas principalmente nos casos de contaminação, 
permitindo a identificação de três espécies de BRS pertencentes ao gênero 
Desulfovibrio (Desulfovibrio dechloracetivorans, Desulfovibrio alaskensis e 
Desulfovibrio vulgaris) e de uma bactéria redutora de enxofre Thermovirga lienii. O 
estudo contribuiu para o aumento de informações no banco de dados acerca das 
BRS, principalmente das sequências de DSR, fornecendo sequências da enzima 
sulfito redutase pertencentes às bactérias Desulfovibrio dechloracetivorans, e 
Desulfovibrio alaskensis, não encontradas durante a análise no GenBank do BLAST 
(NCBI). 

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

16S, reação 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 INTRODUÇÃO  

 

 

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) constituem um grupo diversificado 

de microrganismos anaeróbicos, morfológica e filogeneticamente heterogêneos e 

com grande ubiquidade, que obtêm energia para seu crescimento através da 

oxidação de nutrientes orgânicos, com o íon sulfato sendo reduzido a sulfeto de 

hidrogênio (H2S), através do processo denominado redução desassimilativa de 

sulfato.  

Nas indústrias de petróleo e gás, a produção de sulfeto pelas BRS pode 

causar sérios problemas, como a corrosão, obstrução dos poços injetores e 

produtores pela deposição de FeS (sulfeto de ferro), redução da produtividade dos 

poços e da qualidade do petróleo produzido. Além disso, a elevada toxicidade do 

gás sulfídrico 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 superfícies metálicas, característica relacionada 

com a corrosão e o entupimento de linhas de tubulação citados e que dificulta a 

difusão e consequente ação de agentes antimicrobianos. 

Apesar da enorme preocupação para as indústrias de petróleo em todo o 

mundo, os métodos atualmente aplicados para controlar a geração de gás sulfídrico 

não alcançaram os resultados esperados, provavelmente devido à complexidade 

envolvida. A aplicação de biocidas para controle da biossulfetogênese tem sido 

amplamente adotada, no entanto, envolve custos elevados e a eficiência alcançada 

é baixa podendo gerar inclusive BRS resistentes após seu uso prolongado. É de 

extrema importância a identificação dos microrganismos sulfetogênicos relacionados 

com processos de biocorrosão na indústria petrolífera com o intuito de providenciar 

estratégias para detecção, controle e monitoramento, o que acarretará em 

tratamentos mais eficazes. 

O emprego de métodos moleculares na indústria petrolífera foi 

incorporada nas análises e identificação de microrganismos associados ao óleo e a 

utilização da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificação e 

análise das sequências das regiões codificantes de rRNA 16S permitiu o 

agrupamento das BRS em sete linhagens filogenéticas, cinco inclusas no domínio 
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Bacteria e duas dentro do Archaea. Entretanto, uma abordagem mais eficaz para a 

detecção de BRS é o uso dos chamados genes funcionais que codificam enzimas 

que desempenham um papel importante na via de redução de sulfato, tal como a 

enzima sulfito redutase (DSR). Essa enzima participa da última etapa da redução do 

sulfato, catalisando sua conversão a sulfeto sendo uma enzima chave na redução 

desassimilativa de sulfato, cujo fragmento responsável pela sua codificação pode ser 

amplificado por PCR em todas as linhagens conhecidas de BRS.  

Sendo assim, este trabalho visa a identificação molecular de bactérias 

redutoras de sulfato isoladas de amostras de água produzida de um campo de 

petróleo situado no Recôncavo Baiano, através da utilização de primers 

(oligonucleotídeos iniciadores) desenhados e descritos na literatura para amplificar 

regiões codificantes para o rRNA 16S bacteriano e para a enzima sulfito redutase 

(DSR) usando a técnica molecular de PCR tradicional desenvolvida para obter um 

padrão para todos os microrganismos sulfetogênicos. Desta forma, o estudo 

proporcionará informações que visam dar suporte a tratamentos mais específicos e 

eficazes e auxiliar em pesquisas futuras, contribuindo para o aumento do banco de 

dados referente às bactérias sulfetogênicas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 BACTÉRIAS REDUTORAS DE SULFATO: CONSIDERAÇÕES G ERAIS 
 

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) constituem um grupo morfológica 

e filogeneticamente heterogêneo que inclui bactérias e arqueobactérias (CASTRO; 

WILLIAMS; OGRAM, 2000). Estes microrganismos anaeróbicos apresentam grande 

ubiquidade e desempenham um importante papel no ciclo do enxofre e do carbono, 

sendo possível encontrá-los em diversos ambientes naturais e industriais aonde o 

sulfato encontra-se disponível (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 água 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 águas (BEN-DOV; BRENNER; KUSHMARO, 

2007); lagos permanentemente congelados na Antártida (KARR et al., 2005); na 

indústria petrolífera (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 

redução 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 orgânica com a concomitante produção de sulfeto (GILOTEAUX; GOÑI-

URRIZA; DURAN, 2010). Em outras palavras, o íon atua como agente oxidante para 

metabolização da matéria orgânica. Nesse processo apenas uma pequena parcela 

do enxofre reduzido é assimilada pelos microrganismos, a maior parte é excretada 

na forma de íon sulfeto normalmente hidrolisado a sulfeto de hidrogênio livre 

(POSTGATE, 1979).   

A redução do sulfato (SO42-) a sulfeto de hidrogênio (H2S) é um processo 

complexo, uma vez que o íon sulfato é estável e não pode ser reduzido antes de 

estar ativado. Basicamente, numa primeira etapa, tanto para o processo assimilativo 

quanto para o desassimilativo, ocorre ativação dos íons sulfato por ATP (adenosina 

trifosfato). A enzima ATP sulfurilase catalisa a ligação do íon sulfato ao fosfato da 

molécula de ATP, formando adenosina fosfosulfato (AFS), com a liberação de 
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pirofosfato (PPi). Na redução desassimilativa, a AFS é reduzida diretamente a sulfito 

(SO32-) pela ação da enzima AFS redutase, com a liberação de AMP (adenosina 

monofosfato). Na redução assimilativa, outro fosfato é incorporado à AFS, formando 

fosfoadenosina fosfosulfato (FAFS) e, só então o sulfato pode ser reduzido. Em 

ambos os processos, o sulfito é o primeiro produto da redução, e, uma vez formado, 

é transformado em sulfeto por intermédio da enzima sulfito redutase (MADIGAN; 

MARTINKO; PARKER, 2004) (Fig. 1).  

 

Figura 1: Bioquímica da redução do sulfato. (a) Duas formas de sulfato ativo podem ser produzidas: 

adenosina 5’-fosfosulfato (AFS) e fosfoadenosina 5’–fosfosulfato (FAFS). (b) Esquema das reduções 

assimilativa e desassimilativa ou dissimilativa de sulfato. 

 

Fonte: Madigan; Martinko; Parker (2004) 

 

O metabolismo de redução de sulfato apresenta uma enorme variedade 

de possíveis 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 orgânico e podem reduzir o nitrato e nitrito a amônio, sendo que até 

mesmo a respiração de oxigênio pode ser realizada por estes procariotos. Além 

disso, os autores ainda citam como aceptores finais de elétrons o ferro, urânio, 

pertecnetato, selenato, cromato, e arsenato, no entanto nem todos esses processos 

de redução são acoplados ao crescimento. Os compostos orgânicos, o fumarato, o 

dimetilsulfóxido e sulfonatos também podem atuar como aceptores finais de elétrons. 

As BRS também possuem a capacidade de utilizar vários compostos 

como doadores de elétrons (BARTON; TOMEI, 1995), como o gás hidrogênio, 

lactato, piruvato, malato, sulfonatos, alcoóis primários, succinato, benzonato, entre 

outros (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Vale ressaltar que estes 

microrganismos possuem a capacidade de degradar dentre uma vasta gama de 

substratos orgânicos, substâncias do petróleo como alcanos, tolueno, benzeno e 

hidrocarbonetos poliaromáticos (DHILLON et al., 2003).  

Os microrganismos sulfetogênicos realizam a redução de enxofre 

molecular, sulfito, tiosulfato e sulfato em uma ampla faixa de pH, pressão, 

temperatura e salinidade (ALMEIDA et al., 2006). Apesar da redução de sulfato ser 

inibida na presença de oxigênio, nitrato ou íons férricos e a taxa de redução de 

sulfatos ser limitada pela fonte de carbono, descobertas recentes (LEMOS et al., 

2001) mostram que bactérias sulfetogênicas anaeróbias com sistema citocrômico 

são também capazes de crescer na presença de oxigênio, complicando ainda mais o 

controle desses microrganismos. 

A maioria das BRS apresenta um crescimento ótimo entre 25 e 40°C, 

sendo classificadas desta forma como mesófilas. Entretanto algumas espécies 

toleram temperaturas de até –5ºC (psicrofílicas) ou possuem crescimento em 

temperaturas superiores a 75°C (hipertermofílicas) (SOUSA, 2009). Todas as 

características evidenciadas comprovam a habilidade desse grupo de procariotos de 

adaptação aos ambientes mais variados, inclusive com capacidade de proliferação 

em condições extremas como as citadas anteriormente. 

Considerando as condições de crescimento das BRS, não é 

surpreendente que estas bactérias possam encontrar um ambiente adequado em 

sistemas de água de campos petrolíferos, se os compostos orgânicos degradáveis e 

sulfato estão presentes (CORD-RUWISCH; KLEINITZ; WIDDEL, 1987). Cabe 

ressaltar que a origem microbiológica de sulfeto em campos de petróleo tem sido 
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reconhecida por mais de 75 anos (KJELLERUP et al., 2005) e as bactérias redutoras 

de sulfato já são apontadas como sendo responsáveis pela produção de H2S, dentro 

de reservatórios ou instalações, o que acarreta na redução da qualidade do óleo, 

corrosão de material de aço e ameaça a saúde dos trabalhadores, devido à sua 

elevada toxicidade (CORD-RUWISCH; KLEINITZ; WIDDEL, 1987). Tendo em vista 

seus efeitos deletérios, as BRS são o grupo bacteriano mais comumente estudado 

em águas de campo de petróleo (MAGOT; OLLIVIER; PATEL, 2000). 

 

2.2 IMPORTÂNCIA DA BIOSSULFETOGÊNESE E BIOCORROSÃO 
PROVOCADA POR BRS NA INDÚSTRIA PETROLÍFERA  

 
Existem três processos relacionados com a extração do petróleo: 

recuperação primária, correspondente à recuperação amparada pela pressão natural 

no interior da jazida que possibilita a saída do óleo e gás do reservatório para a 

superfície; recuperação secundária, que consiste na injeção de água ou gás com o 

intuito de manter a pressão interna do reservatório e melhorar a recuperação no 

momento em que a produção primária torna-se ineficiente pelo declínio de pressão; 

e métodos especiais de recuperação, que são diversas tecnologias para aumento do 

fator de recuperação do petróleo (OLLIVIER; MAGOT, 2005).  

Nas indústrias de gás e petróleo, as BRS vêm de microbiota autóctone ou 

pela introdução através de diversas operações de produção de petróleo. Fontes de 

contaminação do reservatório por microrganismos sulfetogênicos existem graças à 

lama natural do reservatório que vem da rocha sedimentar adjacente devido a falhas 

ou como um resultado da sua introdução durante as operações de perfuração e 

pelas técnicas de recuperação secundária do petróleo (ALMEIDA et al., 2006).  

As consequências econômicas das bactérias redutoras de sulfato são 

diversas e geralmente desvantajosas. Sua presença tem implicado na deterioração 

do petróleo armazenado além da corrosão anaeróbica de ferro e de aço. As 

atividades desses microrganismos em equipamentos de campos petrolíferos e 

reservatórios de petróleo durante muitos anos têm sido consideradas como uma 

fonte de perda econômica considerável (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993). A 

produção de H2S biogênico frequentemente indica a atividade e a presença das 
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BRS, sendo esse composto considerado o principal fator na atividade corrosiva 

desses microrganismos (LEÃO, 2009).   

O sulfeto originado graças à atividade microbiana durante a produção do 

petróleo torna-se um problema devido ao souring ou acidificação biogênica (SOUSA, 

2009), que consiste no aumento da massa de sulfeto de hidrogênio (H2S) por 

unidade de massa total de fluidos produzidos (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993). 

Atualmente já se é aceito que a redução de sulfato por BRS é um dos mecanismos 

mais importantes de produção de H2S no souring de reservatórios. Ocasionalmente, 

este fenômeno pode ocorrer durante a recuperação primária, em que o óleo é 

produzido sob a pressão do reservatório (AGRAWAL; LAL, 2009). Entretanto a 

acidificação biogênica é mais comumente associada aos processos de recuperação 

secundária do petróleo, que frequentemente envolve a injeção de água, seja ela 

água do mar (operações offshore) (Fig. 2) ou outro tipo de água (operações onshore) 

(Fig. 3) com o intuito de re-pressurizar o reservatório após a pressão natural diminuir 

durante o processo de recuperação primária e provocar a varredura do óleo para os 

poços de produção, prolongando a vida útil do campo petrolífero. As BRS que 

habitam ecossistemas petrolíferos sejam elas indígenas ou introduzidas, podem 

facilmente utilizar o sulfato disponível acarretando no aumento das concentrações 

de sulfeto (GIEG; JACK; FOGHT, 2011). Além disso, a intensificação do souring 

também está intimamente relacionada à reinjeção da água produzida durante o 

processo de produção de petróleo, já que esta contém nutrientes necessários para a 

proliferação de bactérias redutoras de sulfato, além de reintroduzir micro-organismos 

previamente adaptados às condições do reservatório (SOUSA; CAMMAROTA; 

SÉRVULO, 2010).  
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Figura 2: Esquema do processo de recuperação secundária do petróleo em campos offshore. 

 

Fonte: Sousa (2009) 

 

Figura 3: Esquema de re-injeção da água produzida comumente utilizado em campos petrolíferos 

continentais na recuperação secundária para estender a vida útil do campo.  

 

Fonte: Adaptado de Gieg; Jack; Foght (2011)  
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As BRS também possuem a capacidade de formar biofilmes nas 

superfícies metálicas da indústria de petróleo (LÓPEZ-JIMENEZ et al., 2011). O 

crescimento microbiano associado a superfícies, por exemplo, a formação de um 

biofilme, pode estimular o desenvolvimento da bioincrustação (biofouling), já que 

promove reações físico-químicas não favorecidas em condições abióticas, 

conduzindo à deterioração do material (BEECH, 2003). No caso de materiais 

metálicos, estas alterações nas características do material, devidas a um biofilme ou 

a uma capa de bioincrustação, denominam-se biocorrosão ou Corrosão Influenciada 

por Microrganismos (CIM) (BEECH; SUNNER; HIRAOKA, 2005). De fato, as 

Bactérias Redutoras de Sulfato são os principais microrganismos envolvidos na CIM 

na indústria de óleo e gás (ALMEIDA et al., 2006) e entre os microrganismos 

relacionados com a biocorrosão são apontadas como o grupo responsável pelos 

casos mais graves, sendo os principais culpados pela biocorrosão de materiais de 

ferro e aço usados na indústria (Fig. 4) (CORTEZ, 2009). A corrosão mediada por 

bactérias redutoras de sulfato pode ser atribuída especialmente aos três fatores 

seguintes: formação de biofilmes e produção de substâncias poliméricas 

extracelulares; produção de metabolitos corrosivos como o sulfeto de hidrogênio; e 

despolarização catódica (JAN-ROBLERO et al., 2004). Cabe ressaltar que biofilmes 

são verdadeiros conglomerados que dificultam a difusão e ação de agentes 

antimicrobianos (ALMEIDA et al., 2006). 

 

Figura 4: Exemplos de biocorrosão grave de (a) tubos de ferro num sistema de distribuição de água 

potável dentro de um prédio abandonado e (b) de aço carbono empilhando em um ambiente marinho 

na presença de biofilmes abrigando BRS. 

   

Fonte: Beech (2003) 
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As BRS, portanto, estão relacionadas com prejuízos na indústria do 

petróleo e os processos relacionados com a biodegradação de hidrocarbonetos e de 

biocorrosão são de extrema importância para esta indústria, uma vez que os custos 

provenientes destes eventos ocasionam gastos exacerbados na exploração, 

transporte e refino do petróleo (CARVALHO et al., 2007). Muitos esforços e 

despesas têm sido gerados com o intuito de controlar a biossulfetogênese, e apesar 

da preocupação das indústrias do óleo mundiais, os métodos aplicados não 

resultaram no efeito desejado provavelmente devido à complexidade envolvida 

(ALMEIDA et al., 2006). A utilização de biocidas não oxidantes tais como 

glutaraldeído, diaminas, sulfato de tetrakis(hidroximetil)fosfônio (THPS), têm sido 

utilizados para reduzir a atividade microbiana em instalações de produção de 

petróleo. A eficácia destes tratamentos, entretanto, depende das condições do 

reservatório, como a temperatura, a permeabilidade, e da química da água. Além 

disso, casos de resistência a biocidas não oxidantes após o uso prolongado têm sido 

relatados. Cabe ressaltar que os biocidas também podem representar riscos para os 

trabalhadores e para o ambiente (KJELLERUP et al., 2005) e sua aplicação envolve 

custos elevados além da eficiência alcançada ser baixa (SOUSA; CAMMAROTA; 

SÉRVULO, 2010). 

A produção intensiva de gás sulfídrico em reservatórios de petróleo tem 

incentivado a investigação científica (SOUSA, 2009). É importante para o controle 

cientifico da biossulfetogênese o conhecimento prévio de todos os microrganismos 

sulfetogênicos encontrados nas águas dos campos petrolíferos (ALMEIDA et al., 

2006). Devido ao grande impacto econômico na indústria petrolífera ocasionado 

pelas BRS, esforços consideráveis têm sido realizados nos últimos anos com o 

intuito de desenvolver métodos rápidos para a detecção e identificação destes 

microrganismos em ambientes industriais (CORTEZ, 2009).  

 

2.3 UTILIZAÇÃO DA TÉCNICA DE PCR ( POLYMERASE CHAIN REACTION) NA 
IDENTIFICAÇÃO DE BRS  

 
O desenvolvimento atual da análise molecular acarretou na superação de 

muitas limitações e o desenho e emprego de sondas e primers (oligonucleotídeos 
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iniciadores) cuidadosamente avaliados trouxeram um valor na identificação 

bacteriana de comunidades microbianas complexas (CORTEZ, 2009). 

A utilização de métodos moleculares na microbiologia do petróleo foi 

incorporada em análises de microrganismos associados ao óleo (ORPHAN et al., 

2000). Técnicas que se baseiam na análise de DNA e RNA bacterianos auxiliam a 

abordagem microbiológica convencional e são rotineiramente utilizadas com o intuito 

de determinar a presença e distribuição 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 quantitativa e 

de sondas de DNA tem se mostrado promissoras nos estudos de detecção e 

monitoramento de bactérias como as BRS na Corrosão Influenciada por 

Microrganismos (CIM) (VIDELA; HERRERA, 2005).  Atualmente está disponível um 

grande banco de dados da sequência do gene rRNA 16S de microrganismos graças 

ao progresso da ecologia microbiana e avanços em técnicas moleculares (VIDELA; 

HERRERA, 2005). O desenvolvimento e uso de técnicas na amplificação de 

sequências do gene rRNA 16S proporciona métodos para caracterizar comunidades 

de BRS (PHELPS; KERKHOF; YOUNG, 1998; MIRALLES et al., 2007). A 

amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction) e análise das sequências das 

regiões codificantes de rRNA 16S fornece o quadro mais geral para estudos de 

diversidade microbiana natural e abundância (DHILLON et al., 2003). A análise 

destas sequências permitiu o agrupamento das BRS em sete linhagens 

filogenéticas, cinco subdivisões pertencentes ao domínio Bacteria 

(Deltaproteobacteria, Nitrospirae, Clostridia, Thermodesulfobiaceae e 

Thermodesulfobacteria), além de 2 subdivisões pertencentes ao domínio Archaea 

(Euryarchaeota e Crenarchaeota) (Fig.5) (MUYZER; STAMS, 2008). 

 

 

 

 

 



 26

Figura 5: Árvore filogenética baseada em sequências de RNA ribossomal 16S descritas de bactérias 

redutoras de sulfato. 

. 

Fonte: Modificado de Muyzer e Stams (2008) 

 

No entanto, a análise baseada apenas no gene rRNA 16S não oferece 

uma conexão para a fisiologia ou capacidades metabólicas da bactéria, 

particularmente em linhagens filogenéticas recém descobertas sem isolados em 

cultura e fenótipos conhecidos (DHILLON et al., 2003). Com isso uma alternativa é o 

uso de genes que codificam enzimas importantes na respiração desassimilativa do 

sulfato e que estão 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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redução de sulfato a H2S ocorre por meio de algumas etapas envolvendo a 

transferência de oito elétrons (OLLIVIER; MAGOT, 2005; LEÃO, 2009) e a enzima 

sulfito redutase desassimilativa é uma enzima chave na redução desassimilativa de 

sulfato, uma etapa essencial no processo respiratório anaeróbio com sulfato 

(DHILLON et al., 2003). Essa enzima participa da última etapa da redução do 

sulfato, que após sofrer redução a sulfito por outras enzimas, sua conversão 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 polipeptídeos em uma estrutura α2β2 (GILOTEAUX; GOÑI-URRIZA; 

DURAN, 2010).  

A região de 1,9 Kb dos genes do DNA que codifica as subunidades α e β 

da sulfito redutase (drsAB), segundo os estudos até o momento, é encontrada 

somente em microrganismos capazes de fazer redução desassimilativa do sulfato. A 

comparação das sequências de aminoácidos do gene drsAB mostra um alto grau de 

conservação, permitindo a construção de oligonucleotídeos específicos para síntese 

in vitro de DNA utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

(WAGNER et al., 1998). A ubiquidade e a elevada conservação da DSR tornaram 

esta enzima ideal para acessar a biodiversidade de BRS em ambientes anóxicos 

(GILOTEAUX; GOÑI-URRIZA; DURAN, 2010). 

O emprego de técnicas moleculares em amostras ambientais baseadas 

no gene da enzima sulfito redutase pode auxiliar na detecção de procariotos 

redutores de sulfato em comunidades microbianas complexas e na avaliação do 

potencial para a produção biológica de sulfeto in situ através da 

respiração anaeróbica de sulfato por BRS. De fato, a análise de sequência 

de genes desta enzima foi usada com sucesso para 

detectar BRS em habitats complexos (NAKAGAWA; FUKUI, 2003).  

A utilização de oligonucleotídeos iniciadores específicos para 

amplificação do fragmento responsável pela codificação da enzima sulfito 

redutase (dsrAB) (Fig. 6) permitiu a caracterização molecular de cepas de BRS 

de culturas puras e consórcios bacterianos obtidos de sedimentos contaminados 

por petróleo. O estudo além de fornecer novas sequências para a DSR 

possibilitou a avaliação da estrutura, atividade e dinâmica de bactérias redutoras 
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de sulfato em processos anaeróbicos biodegradativos (PÉREZ-JIMÉNEZ; 

YOUNG; KERKHOF; 2001). Estudos utilizando a análise simultânea das regiões 

amplificadas por PCR referentes aos genes da enzima sulfito redutase (dsrAB) e 

rRNA 16S do sedimento contaminado por hidrocarbonetos do petróleo da bacia de 

Guaymas (Golfo da Califórnia) revelou um novo grupo de bactérias redutoras de 

sulfato que não foram  identificadas pelo sequenciamento do rRNA 16S (DHILLON et 

al.; 2003), demonstrando a importância da utilização de genes funcionais no acesso 

e consequentemente na identificação  desses microrganismos sulfetogênicos. 

 

 Figura 6: Representação gráfica dos genes da DSR e locais para amplificação por primers para 

dsrAB. Números baseados na DSR da D. vulgaris. 

 
Fonte: Pérez-Jiménez; Young; Kerkhof (2001) 

 

As técnicas moleculares têm colaborado expressivamente para pesquisas 

envolvendo comunidades bacterianas, proporcionando métodos rápidos e com 

elevada sensibilidade e precisão para analisar tais microrganismos e seus 

respectivos genes, permitindo, desta forma, uma caracterização das comunidades 

de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos e suas referentes adaptações 

celulares e fisiológicas à presença dos poluentes, além dos mecanismos de acesso 

e captação das substâncias 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, até o momento, são 

poucos os estudos que determinam as fontes atuais de sulfeto de hidrogênio, os 

tipos microbianos responsáveis por sua produção e os processos metabólicos 



 29

envolvidos na sulfetogênese (ALMEIDA et al., 2006). Desta forma, a utilização de 

técnicas moleculares como a PCR e sua padronização e aperfeiçoamento tem se 

mostrado imprescindível na identificação e consequente realização de estudos 

acerca das bactérias redutoras de sulfato (BRS) em amostras de águas da indústria 

petrolífera, 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 água produzida em campo 

petrolífero.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Isolar as BRS das amostras de água produzida coletadas através da 

técnica de cultivo utilizando o meio de cultura Postgate modificado 

(obtenção de culturas puras);  

2. Utilizar primers desenhados e descritos na literatura para amplificar 

regiões codificantes para o rRNA 16S bacteriano e para o gene da enzima 

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

3. Sequenciar geneticamente as amostras positivas e identificar as BRS 

através de análise no GenBank do BLAST (Basic Local Alignment Search 

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

 

4.1 AMOSTRAS DE ÁGUA PRODUZIDA 

Foram coletadas amostras de água produzida do poço BA-A e das 

estações Alvorada e Camboatá, localizados em um campo petrolífero situado no 

Recôncavo Baiano. As amostras foram transportadas em temperatura ambiente para 

o LABEM (Laboratório de Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos), localizado 

no Instituto de Ciências da Saúde, UFBA, em recipientes adequados. 

 

4.2 CULTIVO E ISOLAMENTO DAS BACTÉRIAS REDUTORAS DE  SULFATO    

Um volume de 100µL das amostras de água produzida transportadas, 

contendo cerca de 106 NMP/mL foi inoculado e enriquecido em meio Postgate 

modificado dentro da câmara de anaerobiose (Bactron VI, Shellab, Sheldon 

Manufacturing Inc.) em tubos de ensaio com tampa de rosca, sendo posteriormente 

incubados a 38ºC na estufa da própria câmara de anaerobiose. Vale ressaltar que a 

estufa mencionada foi a única utilizada durante todo o procedimento de cultivo e 

isolamento das BRS. O meio Postgate modificado no qual lactato de sódio é utilizado 

como fonte potencial de carbono e doador de elétron, contém (por litro) os reagentes 

demonstrados na tabela 1. Para meio sólido foi adicionado 1,5% de agar (15g para 1 

litro), para meio semi-sólido foi adicionado 0,15% de agar (1,5g para 1 litro). Todos 

os componentes foram dissolvidos em água destilada e o pH foi ajustado para 7,5-

8,0 utilizando as soluções de hidróxido de sódio (NaOH) e/ou ácido clorídrico (HCl). 

A solução foi homogeneizada por agitação e posteriormente esterilizada a 121ºC por 

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

concentrações 

 

Substâncias Quantidade  Concentração 
Cloreto de Sódio (NaCl) 15g 1,5% 

Fosfato de pótássio (KH2PO4) 0,5g  0,05% 

Cloreto de amônio (NH4Cl) 1,0g 0,1% 

Sulfato de sódio (Na2SO4) 1.0g  0,1% 

Cloreto de cálcio (CaCl2) 1,0g  0,1% 
Clorero de Magnésio hexahidratado 
(MgCl2.6H2O) 1,83g 0,183% 
Extrato de levedura  1,0g  0,1% 
Ácido ascórbico  0,1g 0,01% 
Tioglicolato de sódio  0,0129g 0,0013% 
Citrato de sódio  6,38g  0,638% 
Lactato de sódio  1,75mL 0,175% 
Resazurina 0,025% (p/v) 4mL 0,4% 

Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H2O) 0,5g  0,05% 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2013) 

 

Foram realizados dois repiques transferindo para tubos de ensaio com 

tampa de rosca contendo meio Postgate semi-sólido um volume de 100µL das 

culturas em cada repique. Os tubos foram incubados na estufa a 38ºC para 

crescimento bacteriano. O crescimento era evidenciado através da produção de 

sulfeto de ferro (FeS), que deixava o meio de cor naturalmente rosa totalmente 

enegrecido. Posteriormente ao segundo repique e ao crescimento em meio semi-

sólido, 100µL de cada cultura foi retirado e distribuído através da técnica de 

esgotamento por estrias em placas contendo o meio Postgate modificado sólido. As 

placas foram alocadas na estufa a 38ºC para crescimento bacteriano. As colônias 

visivelmente isoladas de cada placa foram transferidas para tubos tipo Eppendorf 

contendo 100µL de meio Postgate semi-sólido previamente identificados com o local 

a qual a placa se referia (BA-A, Camboatá ou Alvorada) e um número de série para 

controle da identificação e incubados na estufa a 38ºC. Após o crescimento das 

colônias nos tubos tipo Eppendorf, o volume foi transferido para tubos de ensaio 

com tampa de rosca com meio Postgate semi-sólido com a mesma identificação e 

incubados na estufa a 38ºC para crescimento. As culturas foram plaqueadas 
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novamente utilizando a técnica de esgotamento por estrias e incubadas na estufa 

para crescimento. Este procedimento foi realizado três 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 

 

 

 
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 propícios na câmara de 

anaerobiose dois microrganismos pertencentes à coleção de culturas bacterianas do 

LABEM: uma bactéria de referência 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 água produzida do mesmo campo petrolífero em meio 

Postgate modificado. 

 

4.3 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS E EXTRAÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO 

BACTERIANO 

A partir desta etapa da metodologia o estudo foi conduzido no LAPI 

(Laboratório de Pesquisa em Infectologia), situado no Hospital Universitário 

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 fisiológico com o intuito de retirar 

qualquer substância possivelmente inibidora de PCR. Os pellets (pequenas 

partículas tipicamente criadas por compressão de um material original) bacterianos 

foram então armazenados em tubos tipo Eppendorf no freezer -80°C até o momento 

da extração. As extrações foram realizadas com o kit da Mo Bio (Kit UltraClean 

Microbial DNA Isolation – Mo Bio) de acordo com as instruções do fabricante.  

 

4.4 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR – POLYMERAS E CHAIN 

REACTION)  

Para a amplificação dos fragmentos alvos, os protocolos de PCR 

contendo os reagentes e ciclo térmico sofreram modificações e os primers foram 
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avaliados até o desenvolvimento de uma reação eficaz. Foram realizados testes 

moleculares para padronizar as reações com o material genômico extraído da 

bactéria de referência (Desulfovibrio vulgaris) e da bactéria desconhecida 

pertencente ao grupo das BRS pertencentes à coleção de culturas bacteriana do 

LABEM. 

Após a padronização dos protocolos de PCR, os produtos obtidos pela 

extração de DNA das amostras foram amplificados por meio de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) que ocorreram na presença dos primers Euba-01-F: 5’- 

GAGTTTGMTCCTGGCTCA -3’ e Uni-1492-R: 5’- GGYTACCTTGTTACGACTT -3’, 

desenhados para amplificação do rRNA 16S bacteriano (REYSENBACH; 

LONGNECKER; KIRSHTEIN, 2000). Os primers liofilizados foram solubilizados e 

diluídos utilizando a solução de TE 1x para uma concentração final de 10 μM 

(concentração de uso na PCR). As condições e reagentes para a amplificação por 

reação foram: H2O livre de RNAse, PCR Buffer, sem Mg (10x) (Invitrogen), BSA 

(1mg/ml), dNTPs (4 x 2,5 mM), MgCl2 (50 mM), Primers (10 μM), Platinum Taq 

Polymerase (5U/μl) e o DNA-Template. As reações foram incubadas em um 

termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), e o programa de amplificação 

consistiu das seguintes etapas: 2 minutos a 94ºC (desnaturação inicial e ativação da 

enzima); 40 ciclos de 20 segundos a 94ºC (desnaturação), 1 minuto a 61ºC 

(anelamento dos primers) e 1 minuto a 72ºC (extensão); 4 minutos a 72º C 

(extensão final). Os resultados das amplificações foram analisados em gel de 

agarose (concentração 1%) em TAE 1x (Tris, Ácido acético glacial, EDTA) corados 

com SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen) e visualizados em um transiluminador de 

luz azul. No gel foi utilizada uma escada padrão de tamanho de DNA (marcador 

molecular) como referência 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 purificação tem como 

objetivo a remoção rápida e eficiente de primers soltos, dNTPs (desoxinucleotídeos 

trifosfato), enzimas, produtos de PCR falhos e curtos, e sais de produtos de PCR. Os 

produtos de PCR foram então enviados para procedimento de sequenciamento. 

Para a amplificação do fragmento de DNA responsável pela codificação 

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 sequências dos oligonucleotídeos 

iniciadores foram submetidas a uma busca no GenBank do BLAST (NCBI), com o 

objetivo de avaliar sequências previamente depositadas pertencentes ao fragmento 

alvo e garantir, dessa forma, a identificação de microrganismos sulfetogênicos com 

os primers escolhidos. As sequências 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 frequências foram obtidas 

através do programa NoteTab para que não houvessem fragmentos de bases 

repetidos na análise e na comparação com os primers. Através desta avaliação foi 

possível encontrar quatro novos primers: DSR-1F n1, DSR-1F n2, DSR-4R n1, DSR-

4R n2 (tabela 2). Um par de primers degenerados (normalmente chamados assim se 

em alguma das suas posições existem outras bases possíveis) também foi 

desenhado tendo como base os primers retirados da literatura (BISSESAR, 2005): 

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

 

Tabela 2 – Oligonucleotídeos iniciadores escolhidos para a amplificação do 

fragmento de DNA responsável pela codificação da enzima sulfito redutase 

Primer   Sequência 

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 SS CAY TGG AA R CAC G-3´ 

DSR-4R-all 5´-GTG TAR CAG TT Y CCR CA-3´  
 

Fonte: Elaborado pela autora (2013) 
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Os primers obtidos através da literatura foram utilizados segundo a 

metodologia do autor de referência: um mix com os primes foward (DSR-1F, DSR-

1Fa, DSR-1Fb) com concentração final de 10 μM e um mix com os primers reverse 

(DSR-4R, DSR-4Ra, DSR-4Rb, DSR-4Rc) com concentração final de 10 μM. Os 

primers foram solubilizados utilizando a solução de TE 1X.  

A PCR final possuía as seguintes condições e reagentes para a 

amplificação por reação: H2O livre de RNAse, PCR Buffer, sem Mg (10x) 

(Invitrogen), BSA (1mg/ml), dNTPs (4 x 2,5 mM), MgCl2 (50 mM), Primers mix (10 

μM), Platinum Taq Polymerase (5U/μl) e o DNA-Template. As reações foram 

incubadas em um termociclador Mastercycler gradient (eppendorf), e o programa de 

amplificação consistiu das seguintes etapas: 2 minutos a 94ºC (desnaturação inicial 

e ativação da enzima); 35 ciclos de 20 segundos a 94ºC (desnaturação), 40 

segundos a 59ºC (anelamento dos primers) e 2 minutos a 72ºC (extensão); 5 

minutos a 72º C (extensão final). Os resultados das amplificações foram analisados 

em gel de agarose (concentração 1%) em TAE 1x (Tris, Ácido acético glacial, EDTA) 

corados com SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen) e visualizados em um 

transiluminador de luz UV. No gel foi utilizada uma escada padrão de tamanho de 

DNA (marcador molecular) como referência e as bandas dos produtos de PCR das 

amostras puderam ser visualizadas, sendo os mesmos posteriormente purificados 

com o PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen) e enviados para procedimento de 

sequenciamento. 

 

4.5 SEQUENCIAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DAS BACTÉRIAS AT RAVÉS DA 

ANÁLISE 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 (1µL de primer para 6µL de amplicon) utilizados na 

PCR. Os resultados do sequenciamento foram recebidos em arquivos ABI e 
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correspondiam às fitas singulares 3´-5´ e 5´- 3´ de cada bactéria. Os fragmentos 

obtidos foram então 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 são gratuitos e disponibilizados na internet. As sequências 

consenso resultantes de cada bactéria após a manipulação realizada foram 

comparadas às depositadas no GenBank do BLAST (NCBI), determinando o seu 

nível de similaridade com fragmentos de bases de vários isolados bacterianos, o que 

possibilitou a identificação das espécies de BRS.  

 

4.6 CONSTRUÇÃO DAS ÁRVORES FILOGENÉTICAS 

As sequências obtidas foram alinhadas através do programa ClustalX2 

(LARKIN et al., 2007) juntamente com sequências 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 então originadas árvores utilizando o método 

Neighbor-Joining e modelo de substituição de nucleotídeos F84 (KISHINO; 

HASEGAWA, 1989; FELSENSTEIN; CHURCHILL, 1996) através do programa 

Phylip (Phylogeny Inference Package) versão 3.695 (FELSENSTEIN, 2013), análise 

de bootstrap com 1000 réplicas. Todos os programas citados são gratuitos e estão 

disponíveis na internet. 
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5 RESULTADOS 

5.1 CULTIVO E ISOLAMENTO DAS BACTÉRIAS REDUTORAS DE  SULFATO  

Ao realizar o cultivo das BRS, o resultado foi positivo para a proliferação 

bacteriana, sendo evidenciada através da produção de sulfeto de ferro, que 

acarretava no enegrecimento do meio de cultura de cor naturalmente rosa. Após um 

período entre 48 e 72 horas de incubação na estufa a 38°C, o crescimento 

bacteriano podia ser observado em meio de cultura semi-sólido e na placa, 

entretanto algumas placas necessitaram um tempo maior de incubação na estufa e 

apresentaram crescimento após 96 horas. Posteriormente a repetição do método 

para isolamento das BRS, placas com colônias 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 água produzida e (b) última placa referente a 

uma cultura pura de BRS após sucessivos procedimentos desempenhados para isolamento das 

colônias. 

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 
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Ao final do isolamento as culturas foram inoculadas em meio Postgate 

modificado semi-sólido 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-sólido. Pode-se observar o crescimento bacteriano através da produção de sulfeto 

de ferro (FeS). 

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 

 

Tabela 3 – Informações acerca das culturas puras de BRS e respectivos códigos 

Local da coleta: Código: 
Estação Camboatá C-001, C-002, C-003, C-004, C-005,  C-006 
Poço BA-A BA-001, BA-002, BA-003, BA-004 
Estação 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 à coleção de cultura bacteriana do LABEM: uma 

bactéria de referência 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 amplificação do fragmento codificante para rRNA 16S forneceu 

resultados positivos como pode ser observado nas figuras a seguir dos géis de 

agarose, onde notam-se bandas correspondentes a um fragmento de 

aproximadamente 1500 pb comparados com a escada padrão de tamanho de DNA 

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

 

Figura 10: Gel de agarose (concentração 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 padrão de tamanho de DNA são visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda 

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

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 
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Figura 11: Gel de agarose (concentração 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 padrão de 

tamanho de DNA são visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda mais forte na parte superior 

da escada corresponde a um fragmento de 2.000pb 

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 
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Figura 12: Gel de agarose (concentração 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 padrão de 

tamanho de DNA são visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda mais forte na parte superior 

da escada corresponde a um fragmento de 2.000pb. 

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 

 

De posse destes dados, os amplicons foram purificados e encaminhados 

para sequenciamento em uma placa contendo em cada poço 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 sequência consenso. A avaliação do 

cromatograma das sequências foi realizada, demonstrando a confiabilidade das 

bases após o sequenciamento, sendo descartadas as regiões com fragmentos 

contendo bases de identificação incertas que são muito comuns nas extremidades 

das cadeias de DNA sequenciadas devido à perda de sinal (Fig. 13). Após a análise 

e manipulação das sequências pelo Staden package, a fita consenso foi importada 

para o Bio Edit, e as bases foram avaliadas novamente de forma manual para ter 

uma segurança de que o programa automático não realizou nenhum incidente 

(Fig.14).  As sequências consenso resultantes serviram como base de consulta para 

o GenBank, aonde foram observados os seguintes aspectos: a cobertura de 
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sequência (query cover), que é a percentagem das sequências depositadas 

previamentes que se sobrepõe a sequência objeto (sequência avaliada); a 

identidade (identity), que é a percentagem de semelhança entre as sequências 

depositadas e a sequência objeto ao longo do comprimento da área de cobertura; e 

o valor E (E value), que representa a possibilidade da busca por sequências 

semelhantes aos isolados realizada no GenBanK apresentar resultados obtidos ao 

acaso, sendo que, quanto menor é este número, maior é esta probabilidade; 

determinando seu nível de similaridade com sequências de vários isolados 

bacterianos depositados previamente na GenBank da NCBI, o que possibilitou a 

identificação das espécies de BRS.  

 

Figura 13: Cromatograma das sequências 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 sequência.  

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 
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Figura 14: Cromatograma da sequência amplificada pelo primer EUBA-01-F (primer foward) do rRNA 

16S bacteriano analisada manualmente através do programa Bio Edit. 

 
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 não foram 

identificadas; além da bactéria de referência da espécie Desulfovibrio vulgaris, 

apontados na tabela a seguir (tabela 4). As sequências obtidas encontram-se no 

Apêndice A. Os isolados, segundo o GenBanK, apresentaram grande similaridade 

com alguns grupos já depositados, como pode ser observado na tabela 5. Cabe 

ressaltar que sequências de bactérias não cultivadas ou sem relevância para 

identificação das BRS não foram consideradas nas análises, entretanto encontram-

se na tabela. 
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Tabela 4 – Identificação das BRS e respectivas amostras através do fragmento 

codificante para o rRNA 16S e análise no GenBank do BLAST  

 
Fonte: Elaborado pela autora (2013) 

 

Tabela 5- Espécies de BRS identificadas através da utilização dos primers 

específicos para o rRNA 16S e similaridade entre as sequências dos isolados e dos 

microrganismos catalogados no GenBank  

Amostra:  Catalogado no Gen Bank:  Código  Query 
cover 

E 
value  

Ident  

AV-005 -Uncultured Thermovirga sp. clone NRB28 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
-Thermovirga lienii DSM 17291 strain Cas60314 
16S ribosomal RNA, partial sequence >gb|DQ0 
 
-Thermovirga lienii DSM 17291 strain DSM 17291 
16S ribosomal RNA, complete sequence 
 

HM041945.1 
 
 
NR_043522.1 
 
 
NR_074606.1 

99% 
 
 
100% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

AV-006 -Uncultured Thermovirga sp. clone NRB28 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
-Thermovirga lienii DSM 17291 strain Cas60314 
16S ribosomal RNA, partial sequence >gb|DQ0 
 
-Thermovirga lienii DSM 17291 strain DSM 17291 
16S ribosomal RNA, complete sequence 
 

HM041945.1 
 
 
NR_043522.1 
 
 
NR_074606.1 

99% 
 
 
100% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

AV -007 -Bacterium enrichment culture clone ecb5 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
-Desulfovibrio alaskensis strain HEB223 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
-Desulfovibrio alaskensis strain Jlac 16S ribosomal 

HQ395199.1 
 
 
DQ867001.1 
 
 
 
DQ517281.1 

100% 
 
 
100% 
 
 
 
100% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 
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RNA gene, partial sequence 
 

AV -008 -Bacterium enrichment culture clone ecb5 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
-Desulfovibrio alaskensis strain HEB223 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
-Desulfovibrio alaskensis strain Jlac 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
 

HQ395199.1 
 
 
DQ867001.1 
 
 
DQ517281.1 

99% 
 
99% 
 
 
 
 
99% 

0.0 
 
0.0 
 
 
 
 
0.0 

99% 
 
99% 
 
 
 
 
99% 

BA-001 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

BA-002 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
HE797785.1 

100% 
 
 
100% 
 
 
 99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

BA-003 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

BA-004 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

C-001 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 



 48

strain BerOC5 
 

C-002 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 

C-003 -Desulfovibrio sp. BerOc1 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 

EU137840.1 
 
 
HE797785.1 
 
 
AB546253.1 

100% 
 
 
100% 
 
 
100% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

C-004 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
 
99% 

C-005 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

C-006 -Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic42c03 
 
-Desulfovibrio dechloracetivorans gene for 16S 
rRNA, partial sequence, strain: Mic13c06 
 
-Desulfovibrio sp. BerOC5 partial 16 rRNA gene, 
strain BerOC5 
 

AB546253.1 
 
 
AB546251.1 
 
 
HE797785.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

DV-02 -Desulfovibrio vulgaris RCH1, complete genome 
 
-Desulfovibrio vulgaris gene for 16S rRNA, partial 
sequence, strain:A1 
 
-Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str. 
Hildenborough, complete genome 

CP002297.1 
 
 
AB252583.1 
 
 
AE017285.1 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

99% 
 
 
99% 
 
 
99% 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2013) 
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5.3 PCR E SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO CODIFICANTE P ARA A 

ENZIMA SULFITO REDUTASE 

Após a identificação das amostras utilizando primers para o rRNA 16S 

bacteriano, foi realizado o mesmo procedimento para identificação com primers 

específicos para amplificação do fragmento codificante para a enzima sulfito 

redutase. Os diferentes testes com PCR utilizando os primers degenerados DSR-1F-

all e DSR-4R-all não surtiram o efeito esperado, e não amplificaram fragmento algum 

na maioria dos testes ou amplificaram bandas com fragmentos diferentes do 

esperado, desta forma foram descartados das análises 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 análise: DSR-1F n1, DSR-1F n2, DSR-4R n1, 

DSR-4R n2. Os resultados demonstraram que os primers retirados da literatura e o 

protocolo de PCR elaborado e ajustado para a amplificação do fragmento alvo foram 

mais efetivos em comparação com os primers novos (Fig. 15), que foram 

descartados das análises moleculares.  

Para amplificação do fragmento codificante para a DSR com os primers 

selecionados e o protocolo de PCR devidamente padronizado, foram escolhidas de 

forma randômica uma amostra identificada como Thermovirga lienii, uma amostra 

identificada como Desulfovibrio alaskensis, uma amostra identificada como 

Desulfovibrio dechloracetivorans e todas as outras amostras não identificadas pela 

PCR com os primers específicos para o fragmento do rRNA 16S, além do controle 

positivo da bactéria de referência 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 padrão de 

tamanho de DNA (marcador molecular) (Fig. 16). 
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Figura 15: Gel de agarose (concentração 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 padrão de tamanho de DNA são visualizadas de 100 em 

100pb, sendo que banda mais forte na parte superior da escada corresponde a um fragmento de 

2.000pb. 

 
Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 

 

Tabela 6- Amostras identificadas pelo sequenciamento do fragmento codificante 

para rRNA 16S escolhidas randomicamente para identificação com primers para a 

DSR 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2013) 
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Figura 16: Gel de agarose (concentração de 1,0%) dos amplicons da PCR para BRS com as 

amostras BRS-01, DV-02 (cepa de referência), 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 padrão de tamanho de DNA são 

visualizadas de 100 em 100pb, sendo que banda mais forte na parte superior da escada corresponde 

a um fragmento de 2.000pb. 

BRS-01  DV-02 AV-01 AV-02 AV-03 Escada AV-04 AV-05 AV-07 BA-01 

 
 

Fonte: Acervo pessoal da autora (2013) 

 

Os amplicons foram purificados e encaminhados para sequenciamento, 

os resultados recebidos sofreram o mesmo processo de análise das sequências do 

rRNA 16S, utilizando os programas Staden Package e Bio Edit para a manipulação 

das mesmas. As sequências consenso foram comparadas às depositadas no 

GenBank do BLAST (NCBI), determinando o seu nível de similaridade com 

fragmentos de bases de vários isolados bacterianos, o que possibilitou a 

identificação das cepas de BRS. As cepas foram identificadas como Desulfovibrio 

alaskensis e Desulfovibrio vulgaris. A amostra BA-001  não foi identificada, como 

demostrado na tabela 6. As sequências obtidas encontram-se no Apêndice B. Os 

isolados, segundo o GenBanK, apresentaram grande similaridade com alguns 

grupos já descritos, como pode ser observado na tabela 7. Cabe ressaltar que 

sequências de bactérias não cultivadas ou sem relevância para identificação das 

cepas não foram consideradas nas análises, entretanto encontram-se na tabela. 
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Tabela 7- Identificação das BRS e respectivas amostras através do fragmento 

codificante para a DSR e análise no GenBank do BLAST  

 
Fonte: Elaborado pela autora (2013) 

 

Tabela 8- Espécies de BRS identificadas através da utilização dos primers 

específicos para a DSR e similaridade entre as sequências dos isolados e dos 

microrganismos catalogados no GenBank 

Amostra:  Catalogado no GenBank:  Código  Query 
cover 

E 
value  

Ident y 

AV-001 -Desulfovibrio alaskensis G20, 
complete genome 
 
-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-002 -Desulfovibrio alaskensis G20, 
complete genome 
 
-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-003 -Desulfovibrio alaskensis G20, 
complete genome 
 

CP000112.1 
 
 

99% 
 
 

0.0 
 
 

99% 
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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 G20, 
complete genome 
 
-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 G20, 
complete genome 
 
-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 G20, 
complete genome 
 
-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 vulgaris RCH1, 
complete genome 
 
-Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris 
str. Hildenborough, complete genome 

CP002297.1 
 
 
AE017285.1 
 

99% 
 
 
99% 
 

0.0 
 
 
0.0 
 

100% 
 
 
100% 
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-Desulfovibrio vulgaris dissimilatory 
sulfite reductase alpha (dsvA), 
dissimilatory sulfite reductase beta 
(dsvB) and dsvD genes, complete cds 
 

 
U16723.1 

 
99% 

 
0.0 

 
100% 
 

DV-02 -Desulfovibrio vulgaris RCH1, 
complete genome 
 
-Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris 
str. Hildenborough, complete genome 
 
-Desulfovibrio vulgaris dissimilatory 
sulfite reductase alpha (dsvA), 
dissimilatory sulfite reductase beta 
(dsvB) and dsvD genes, complete cds 

CP002297.1 
 
 
AE017285.1 
 
 
U16723.1 

100% 
 
 
100% 
 
 
100% 
 

0.0 
 
 
0.0 
 
 
0.0 

100% 
 
 
100% 
 
 
100% 
 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2013) 

 

5.4 ÁRVORES FILOGENÉTICAS  

De posse dos resultados em questão as árvores filogenéticas foram 

construídas utilizando as sequências obtidas e sequências previamente depositadas 

no GenBank da NCBI. Para bactérias cujo fragmento não possuía qualquer tipo de 

informação no GenBank, foram utilizadas sequências correspondentes ao genoma 

inteiro da bactéria em questão, alinhado juntamente com o fragmento obtido pelo 

sequenciamento para encontrar dentro do genoma inteiro a sequência alvo 

amplificada. 
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Figura 17: Árvore filogenética baseada na comparação das sequências do gene de rRNA 16S. A 

árvore foi construída pelo método de Neighbor-Joining e modelo de substituição de nucleotídeos F84, 

enraizada utilizando Escherichia coli como um grupo externo. Valores de bootstrap (expressas em 

percentagens) para 1000 repetições são mostradas 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2013) 
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Figura 18: Árvore filogenética baseada na comparação das sequências do gene da DSR. A árvore foi 

construída pelo método de Neighbor-Joining e modelo de substituição de nucleotídeos F84, enraizada 

utilizando Bilophila wadsworthia como um grupo externo. Valores de bootstrap (expressas em 

percentagens) para 1000 repetições são mostradas  

 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2013) 
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6 DISCUSSÃO 

O souring (acidificação biogênica) e os problemas de biocorrosão 

associados ao crescimento de BRS constituem uma problemática para as indústrias 

petrolíferas. Desta forma, a produção descomedida de gás sulfídrico em 

reservatórios de petróleo tem impulsionado o desenvolvimento de investigações 

científicas (SOUSA, 2009). Considerando que a corrosão ocasionada pela presença 

de bactérias redutoras de sulfato explana um dos fatores de deterioração e redução 

do rendimento em instalações industriais, é necessária a caracterização das 

populações microbianas responsáveis pela biocorrosão e das interações entre 

diferentes microrganismos com a superfície metálica com o intuito de implementar 

estratégias eficientes de detecção, monitorização e controle (ZHU; LUBECK; 

KILBANE II; 2003). O desenvolvimento de métodos rápidos de detecção e 

quantificação de microrganismos sulfetogênicos em ambientes naturais e industriais 

pode auxiliar na otimização do emprego de biocidas para o controle das populações 

destas bactérias (VIDELA; HERRERA, 2005), que muitas vezes são utilizados de 

forma indiscriminada ocasionando o surgimento de cepas de BRS resistentes 

(ALMEIDA et al., 2006).  

As BRS raramente são isoladas devido ao crescimento lento. As colônias 

aparecem após mais de três dias de incubação e seu isolamento requer meios de 

crescimento específicos ou seletivos (LOUBINOUX et al., 2003).  

O processo de cultivo e isolamento das BRS provenientes de amostras de 

água produzida conduzido neste estudo foi realizado sob condições ideais e 

utilização do meio de cultura Postgate modificado, que se mostrou muito eficiente 

em trabalhos anteriores realizados no Laboratório de Biotecnologia e Ecologia de 

Microrganismos (BERNARDEZ et al.; 2013).  

Os métodos baseados em culturas, apesar de serem extremamente úteis 

para a compreensão do potencial fisiológico dos organismos isolados, não 

providenciam necessariamente informações completas acerca da composição das 

comunidades microbianas. Desta forma, a aplicação de métodos moleculares na 

microbiologia do petróleo tem sido incorporada às análises de microrganismos 

associados ao óleo (ORPHAN et al.; 2000).  
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Os métodos moleculares aplicados posteriormente ao isolamento das 

bactérias para identificação dos isolados empregaram como alvos de busca e 

identificação 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 árvore filogenética realizada 

utilizando sequências parciais da dsrAB para avaliar a filogenia de diferentes 

linhagens de BRS revelou topologia congruente com a árvore filogenética baseada 

no gene rRNA 16S (ZVERLOV et al.; 2005). DAR e colaboradores (2007) realizaram 

a análise simultânea dos produtos de PCR obtidos da amplificação das sequências 

do rRNA 16S e dsrAB para avaliar a diversidade e atividade de comunidades 

sulfetogênicas em bioreatores. A análise comparativa das sequências das bandas 

obtidas pela técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) empregada 

após a realização da PCR também demonstrou congruência, revelando as mesmas 

populações de BRS. Além disso, a utilização do gene funcional da dsrAB como 

marcador molecular forneceu acesso à atividade metabólica das BRS presentes nos 

bioreatores. Neste estudo, entretanto, a análise comparativa dos resultados obtidos 

através do sequenciamento para o gene do rRNA 16S e para o gene da DSR não foi 

congruente, mas possibilitou uma avaliação mais detalhada das culturas de BRS, 

demonstrando ser imprescindível principalmente em casos de contaminação. 

A amplificação da região codificante para o rRNA 16S bacteriano forneceu 

a identificação das bactérias de 15 amostras como sendo Desulfovibrio 

dechloracetivorans, Desulfovibrio alaskensis, Thermovirga lienii, Desulfovibrio 

vulgaris (bactéria de referência), sendo que 5 amostras não foram identificadas 

devido a uma possível contaminação exacerbada na cultura que acarretou na 

amplificação de diferentes materiais genômicos bacterianos. Já a escolha randômica 

dentre as amostras identificadas e a inclusão das amostras não identificadas através 

da análise do rRNA 16S para o emprego da técnica de PCR utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores específicos para enzima sulfito redutase demonstrou 

uma incoerência com os resultados obtidos anteriormente, a amostra AV-005 

previamente identificada como Thermovirga lienii pela análise no GenBank do 

fragmento amplificado do rRNA 16S foi identificada como Desulfovibrio alaskensis 

pela análise no GenBank da amplificação do fragmento responsável pela codificação 

da DSR.  
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Os resultados foram contraditórios inclusive com a determinação da 

similaridade das sequências através da utilização do GenBank do BLAST (NCBI), 

uma vez que as sequências obtidas demonstraram possuir elevada similaridade com 

isolados previamente depositados tanto com as sequências do rRNA 16S quanto da 

DSR, possuindo em sua maioria uma cobertura de sequência (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 sequências 

semelhantes aos isolados realizada no GenBanK apresentar resultados obtidos ao 

acaso, sendo que, quanto menor é este número, maior é esta probabilidade, foi 

neste estudo de 0.0. É importante frisar que bactérias não cultivadas foram incluídas 

na tabela, mas não na análise da identificação das BRS, uma vez que não fornecem 

dados relevantes para tal.  

 A bactéria Thermovirga Lienii é uma cepa termofílica anaeróbica redutora 

de enxofre pertencente à família Synergistaceae e filo “Synergistetes” (GÖKER et 

al., 2012) isolada de amostras de água produzida de campos petrolíferos do Mar do 

Norte (Noruega). Foi demonstrado que provavelmente se tratava de uma bactéria 

que ocorria naturalmente em campos petrolíferos, uma vez que o campo em questão 

não era submetido à injeção com água do mar (o que elimina uma fonte comum de 

contaminação) (DAHLE; BIRKELAND, 2006).  

Após 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 sequência era quase 

imperceptível, deixando apenas uma sequência em evidência. Foi necessária uma 

avaliação extremamente minuciosa do cromatograma para ratificar que de fato 

existia uma contaminação. A bactéria Thermovirga lienii encontrava-se em maior 

quantidade na amostra, consequentemente havia uma abundância de seu material 

genômico. Após o sequenciamento do fragmento rRNA 16S, a presença do DNA da 

segunda bactéria Desulfovibrio alaskensis foi insignificante, acarretando na 

identificação da amostra como sendo exclusivamente a bactéria Thermovirga lienii. 

Entretanto, após o sequenciamento dos produtos de PCR referentes à região 

codificante para a DSR, específica para procariotos redutores de sulfato, apenas a 

bactéria Desulfovibrio alaskensis foi identificada. Posteriormente a estes achados, 

todos os cromatogramas das amostras contaminadas não identificadas através do 

sequenciamento do fragmento do rRNA 16S foram analisados, e foi possível 
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perceber que todos possuíam a mesma situação, contendo sequências pertencentes 

à bactérias diferentes, no entanto, nestas amostras o material genômico das 

bactérias apareciam com quantidades semelhantes, o que facilitou a identificação 

inicial de uma contaminação (o que não ocorreu com a amostra AV-005).  

Após o mesmo processo de sequenciamento dos amplicons referentes à 

região 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 identificação se deu graças às sequências do genoma completo 

desta bactéria depositado no GenBank, que foi alinhado com as sequências obtidas 

possibilitando encontrar o local de adequado do fragmento alvo da enzima dentro do 

genoma, este mesmo processo foi utilizado para a realização da árvore, uma vez 

que não foram encontradas sequências 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 não são 

procariotos redutores de sulfato, da mesma forma ocorrida na amostra AV-005, 

desta forma não possuem a enzima sulfito redutase, o que acarretou na identificação 

das BRS.  Existe a possibilidade que esteja ocorrendo um processo simbiótico 

bacteriano entre BRS e outras bactérias que não possuem a enzima sulfito redutase, 

uma vez que o processo de isolamento foi extremamente meticuloso e laborioso, 

mas ainda assim não separou as bactérias citadas, entretanto mais estudos devem 

ser realizados com o intuito de ratificar esta hipótese. 

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 petróleo da bacia de Guaymas (Golfo da 

Califórnia). A abordagem do sequenciamento do fragmento responsável pela 

codificação da dsrAB revelou um novo grupo de procariotos redutores de sulfato que 

não podiam ser identificadas pelo sequenciamento do rRNA 16S.  

Neste estudo, contudo, o sequenciamento do fragmento para rRNA 16S 

permitiu a identificação da amostra BA-001 como sendo da espécie Desulfovibrio 

dechloracetivorans, através da análise no GenBank do BLAST, sendo que o 

sequenciamento do fragmento referente à região codificante para a DSR não 

permitiu a identificação da bactéria. Este resultado foi elucidado através da 

construção das árvores filogenéticas, uma vez que foi possível encontrar sequências 
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referentes ao fragmento do rRNA 16S da bactéria previamente depositados no 

GenBank, porém não havia nenhuma sequência referente à 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 análise no GenBank do rRNA 16S como 

Desulfovibrio dechloracetivorans, forneceu novas informações acerca da DSR desta 

espécie, contribuindo desta forma, para o aumento do banco de dados praticamente 

limitado sobre microrganismos sulfetogênicos.  

As árvores filogenéticas construídas corroboraram com os achados, 

agrupando as sequências obtidas similares com sequências previamente 

depositadas no GenBank do BLAST (NCBI), além disso evidenciou a falta de 

informações acerca de enzima sulfito redutase, havendo poucas sequências que 

possibilitem a identificação de uma determinada espécie de BRS através da análise 

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 

mesofílicas mais frequentemente isoladas de campos petrolíferos pertencem ao 

gênero Desulfovibrio, único gênero de BRS encontrado no estudo em questão. 

Entretanto, esta ínfima diversidade nas cepas isoladas também pode ser devido ao 

uso indiscriminado de biocidas em campos de petróleo, o que acarretaria na 

mudança 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 população microbiana de um campo de petróleo 

utilizando a técnica de Sondagem Genômica por Amostragem Reversa (RSGP), uma 

técnica utilizada para rastrear várias bactérias de campos de petróleo em um único 

ensaio. Como resultado, os estudos utilizando a técnica de RSGP de populações 

microbianas sésseis obtidas de cupons de corrosão de instalações de campo de 

petróleo indicaram o domínio de Desulfovibrio spp, provavelmente devido ao 

tratamento com biocidas. Cabe ressaltar, que possivelmente as cepas isoladas de 

BRS neste estudo são de bactérias resistentes devido ao uso de biocidas nos 

campos petrolíferos, entretanto esta hipótese deve ser ratificada com o auxilio de 

testes de resistência, que não foi um objetivo proposto por esta pesquisa.  
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7 CONCLUSÃO  

1. Os métodos clássicos de cultura demonstraram-se falhos neste estudo, 

apresentando contaminações em algumas amostras por bactérias que não 

pertenciam ao grupo das BRS, mostrando ser imprescindível a utilização de 

uma abordagem molecular na identificação dos microrganismos 

sulfetogênicos. 

 

2. A análise simultânea das sequências amplificadas dos genes rRNA 16S e dsr 

permitiu uma avaliação mais detalhada das culturas e identificação de três 

espécies de BRS pertencentes ao gênero Desulfovibrio (Desulfovibrio 

dechloracetivorans, Desulfovibrio alaskensis e Desulfovibrio vulgaris) e da 

bactéria redutora de enxofre Thermovirga lienii. 

 

3. A avaliação das sequências do gene da DSR demonstrou que ainda existem 

poucas informações acerca da enzima sulfito redutase depositadas no 

GenBank do BLAST (NCBI), prevalecendo uma gama de sequências de DSR 

de bactérias não cultivadas, sem dar o suporte necessário para uma melhor 

identificação. 

 

4. O estudo contribuiu com o aumento de informações no banco de dados 

acerca das BRS, principalmente no que tange às sequências de DSR, além 

de fornecer sequências da enzima sulfito redutase pertencentes às bactérias 

Desulfovibrio dechloracetivorans, não encontrada no GenBank e 

Desulfovibrio alaskensis, encontrado apenas o genoma completo depositado. 
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APÊNDICE A – Sequências do fragmento codificante pa ra o rRNA 16S das BRS 

isoladas de água 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

GCCGCAGTTAACGCGTTAAATATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

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

TGAAACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCC

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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APÊNDICE B – Sequências do fragmento codificante pa ra a enzima sulfito 

redutase das BRS isoladas de água 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-Não identificada 

GTTATCGGCCGTTACTGTGACCAGCCCGAGATGTTCCCCGGCGTCGCTCACTTCCACACCGTCCGCGTGGCTCAGCCCAA

CGGCAAGTGGTACAACACCGAGCTGCTGCGCAACCTGGTCAAGATCTGGGAGCTTCGCGGTTCCGGCCTGACCAACATGC

ACGGCGCCACCGGCGACATCGTGTTCTTGGGCACCACCACCCCGCAGCTCGAGGAAATCTTCTGGGAGCTGACCCACGA

CCTCGAGATCGACCTCGGCGGTTCCGGCTCCAACCTGCGTACCCCGGCCACCTGCCTCGGCATGTCCCGTTGCGAGTAC

GCCTGCTACGACACCCAGGAGCTGTGCTACAACCTGACCCAGGAATACCAGGACGAGCTCCATCGCCCGGCGTTCCCCTA

CAAGTTCAAGTTCAAGTTCGACGGTTGCCCCAACGGCTGCGTGGCCGCCATCGCTCGTTCCGACCTCTCCTTCATCGGTAC

CTGGAAAGACCAGATCAAGGTCGACCAGGAAGCCGTCGCCGCCTATGTCGGCGGTGAGATCGCTCCCAACGCCGGCGCC

CACGCGGGCCGCGACTGGGGTGCGTTCGACATCCAGAAGGAAGTCGTTGACCTGTGTCCGTCCCAGTGCATCACCTACGA

AGGCGGCAAGCTGACCATCGACAACAAGGAATGCGTCCGCTGCATGCACTGCATCAACACCATGCCTCGCGCTCTGAAGG

TCGGTGACGAACGCGGCTGCTCCATCCTGTGCGGCGCCAAGGCCCCGATCCTCGACGGTCCCCAGATGGGCTCCCTGCT

CGTGCCTTTCATCGAAGTCAACAAGGACGACGATTACCAGGCCATCAAGGACATCATCGAAAACGTCTGGGATTGGTGGAT

GGAAGAAAGGCAAGAACCGTGAGCGTATCGGTGAGACCATGAAGCGTCTGGGCATGGCCGCCCTGATCGACGCCGCCGG

TGTCCCGGGTCGACGCCCGCCAGGTTCAGGAACCTCGCCACAACCCCTACATCTTCTGGAAAGCCGAAGATGTCGAAGGT

GGTTGGGAGCGCGACATCAACGATTTCCGCAAGCGTCACCAGCGCTAAAAAGAGGAGTGTATCAATATGGCTTTTATTTCT

TCTGGGTACAATCCCGACAAACCGATGGAAGGTCGGATTTCCGACATCGGACCTCGTCACTTCGGCGAGTATCTGCCCCC

GGTTATCAAAGAAAACTTTGGTAAATGGGACTACCATGAGATCATCGAGCCCGGCATCCTGCTGCACGTGGCCCAGTCCGG

CGACAAGACCTACACCGTCCGCGCCGGTACCGCCCGCCTGATGTCCGTCACTCATATCCGTGAAATCTGCGACATCGCCG

ACAAGTTCTCCGGCGGTTACGTCCGTTTCACCACCCGCAACAACCTCGAGTTCCAGGTCGAGACCGAAGAGGCCGCCAAG

GAACTGAAGGCCTTCCTGAACGAGCAGAAGTTCCCCGGCGGAGCCTACAAGTTCCCGGTCGGCGGCACCGGCGCCGGTG

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

CGGCGCTGGCGTGAGCAACATCGTTCACACCCAGGGCTGGGTACACTGCCACACCCCTGCGACCGACGCCTCCGGCCCG

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 


