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RESUMO

Caracterizacao da bactéria Anoxybacillus sp. PC2

Anoxybacillus sp. PC2 é uma bactéria proveniente de uma amostra de solo da
Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro. Anoxybacillus sp. PC2 pertence a
familia Bacillaceae que apresenta como principais caracteristicas ser Gram-positiva,
ter forma de bastonete, produzir esporos, ser aerébio ou anaerdbio facultativo. Sdo
produtores de enzimas com interesses industriais, como as xilanases e as celulases
lignoceluloliticas. Bactérias do género Anoxybacillus sédo termdfilas. Apresenta, em
sua maior parte, temperatura étima de crescimento num intervalo entre 50 °C e 65
°C. Séo alcalino-tolerantes e, na sua maioria, crescem em pH neutro. O objetivo
desse trabalho é caracterizar a cepa Anoxybacillus sp. PC2, visando classifica-la
como uma nova espécie. Foram realizadas curvas de crescimento para identificar o
pH e a temperatura O6tima, ensaios bioquimicos, extracdo, purificacdo e
sequenciamento do gene 16S rRNA, testes para anaerobiose e verificacdo de
producao de esporos. Foi possivel observar crescimento bacteriano num intervalo de
pH entre 6,0 e 8,0 e num intervalo de 45 °C e 60°C. O pH 6timo ficou entre 6,0 e 7,0
e a temperatura 6tima € igual ou acima a 60 °C. Os resultados também
demostraram que Anoxybacillus sp. PC2 € um bastonete Gram-positivo, anaerdbio
facultativo, produtor de esporos, fermenta acucares, € capaz de hidrolisar a uréia,
nao apresenta motilidade nem é capaz de descarboxilar a lisina. Em relagdo ao
sequenciamento do gene 16S rRNA, a cepa apresentou similaridade de 98% com
Anoxybacillus tepidamans, porém diferiu em algumas caracteristicas bioquimicas.
Por esses motivos, Anoxybacillus sp. PC2 possivelmente € uma nova espécie.

Palavras-chave: Anoxybacillus, 16S rRNA, Caatinga.



ABSTRACT

Characterization of bacteria Anoxybacillus sp. PC2

Anoxybacillus sp. PC2 is an isolated from a soil sample from Caatinga, exclusively
brazilian biome. Anoxybacillus sp. PC2 belongs to the family Bacillaceae that has
some main features: being Gram-positive, rod-shaped, produce spores, being
aerobic or anaerobic optional. Produce enzymes with industrial interests such as
xylanases and cellulases lignocellulolytic. Bacteria of the genus Anoxybacillus are
thermophilic. In the most part, present optimum growth temperature between 50 °C
and 65 °C. Alkali-tolerant and in the most part grow at neutral pH. The objective of
this work is to characterize the strain Anoxybacillus sp. PC2, aiming to describe it as
a new species. Growth curves were performed to identify optimum temperature and
pH, biochemical assays, extraction, purification and sequencing of gene 16S rRNA,
verification tests for anaerobiosis and spores production. Bacterial growth was
observed in the pH range 6,0 to 8,0 and in a range of 45 °C to 60 °C. The optimum
pH was between 6,0 and 7,0 and the optimum temperature is up to or equal to 60 °C.
The results also showed that Anoxybacillus sp. PC2 is a Gram-positive rod,
facultative anaerobic, spore-producer, utilizes glucose, sucrose and lactose, makes
urea hydrolysis, has no motility and do not make lysine decarboxylation. Regarding
the 16S rRNA gene sequencing, the strain showed 98% similarity with Anoxybacillus
tepidamans but differ in some biochemical characteristics. For these reasons,

Anoxybacillus sp. PC2 is possibly a new species.

Keyworks: Anoxybacillus, 16S rRNA, Caatinga.
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1 — INTRODUCAO

1.1 - Familia Bacillaceae

A Bacillaceae é representada por bactérias Gram-positivas em forma de
bastonetes e caracterizam-se, em sua maior parte, por produzirem esporos em
meios adversos. Sao micro-organismos aerébios e anaerdbios facultativos, alguns
apresentam flagelos. Segundo o UniPort Taxonomy, a familia consiste num total de
mais de 25 mil micro-organismos (até junho de 2014), incluindo espécies descritas,
subespécies e cepas ainda nao descritas adequadamente. Alguns micro-organismos
dessa familia sdo produtores de um grande numero de enzimas com importantes
aplicacdes industriais, como as xilanases (Nagar et al., 2010) e as celulases

lignoceluloliticas (lbrahim et al., 2007).

1.2 - Género Anoxybacillus

No ano de 2000, Pikuta e colaboradores isolaram uma nova cepa anaerdbia
proveniente de esterco animal. Neste estudo, Anoxybacillus foi sugerido como um
novo género dentro da familia Bacillaceae. Apesar da denominacao Anoxybacillus,

0s membros deste género ndo sao estritamente anaerébios (Pikuta et al. 2009).

Bactérias do género Anoxybacillus sédo bacilos Gram-positivos, termdfilos,
anaerodbios facultativos e sao isolados principalmente de fontes termais, estrume e
alimentos processados (Pikuta E, et al. 2000, Gul R, et al. 2008, Saw JH, et al.
2008). Varias enzimas, tais como a xilanase e a-amilase, sdo produzidas por este
género (Goh et al.,, 2013). As espécies de Anoxybacillus, em sua maior parte,
possuem temperatura étima de crescimento no intervalo entre 50 °C e 65 °C, com
excecao da cepa TBS-6 que tem temperatura 6tima de 37 °C (Paul et al. 2012). Sao
alcalino-tolerantes e, na sua maioria, sdo capazes de crescer em pH neutro, uma

excecao € Anoxybacillus amylolyticus, cujo pH 6timo é de 5,6 (Poli et al. 2006).
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1.3 - Anoxybacillus sp. PC2

Anoxybacillus sp. PC2 é um isolado proveniente de uma amostra de solo da
Caatinga. A Caatinga € o unico bioma exclusivamente brasileiro, assim o patriménio
biol6gico desse bioma nao é encontrado em nenhum outro lugar do mundo além do
Nordeste do Brasil. O clima é semiarido, a temperatura média anual da regiao é de
27,5 ° C (Alves et al., 2011), a umidade € baixa e a precipitacdo média anual é de
250-500 mm (Basso et al., 2005). Os solos sao férteis, bem drenados e oxigenados
(Basso et al., 2005). A Caatinga ocupa uma area de cerca de 844.453 quilobmetros
quadrados, o equivalente a 11% do territério nacional. Ela engloba os estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais (http://www.mma.gov.br/biomas/caatinga).

1.4 - Bactérias termofilas

Bactérias termdfilas, como Anoxybacillus, sdo produtoras de enzimas
termoestaveis. Essas enzimas sofrem desnaturagao irreversivel apenas em altas
temperaturas. Além disso, também possuem estabilidade em condi¢cées extremas
como pHs altos e baixos, baixas concentracées de agua, solventes organicos e
agentes desnaturantes. Por apresentar essas caracteristicas, essas enzimas

tornam-se Uteis a diversas aplicacdes (Bruins, et al., 2001).

1.5 - Potencial biotecnolégico

O género de Anoxybacillus produz xilanases. O interesse na producao dessas
enzimas deve-se as suas inumeras aplicagdes na industria, tais como o
biobranqueamento (Dwivedi et al., 2010) e, principalmente, a conversao de
materiais lignocelulésicos em substratos fermentaveis para a producdo de
biocombustiveis econémicos e sustentaveis (Nagar et al. 2010).
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Anoxybacillus sp. PC2 é produtor de queratinase (Reis, V. S. 2014), podendo
fazer a conversado da queratina em hidrolisados proteicos. As queratinases podem
ser usadas na bioconversdo de residuos de queratina em racgdes, fertilizantes e
filmes (Brandelli et al., 2010).

1.6 - Objetivos

Identificar as principais caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas
e genéticas da bactéria denominada PC2, visando classificar uma nova espécie de
Anoxybacillus.

1.7 - Objetivos Especificos

e Determinar a temperatura e o pH 6timo da bactéria Anoxybacillus sp. PC2

através da curva de crescimento;

e Verificar a producéo de esporos, submetendo o isolado a um meio de cultura

pobre em nutrientes;

e Definir se 0 oxigénio é essencial para o crescimento de Anoxybacillus sp.

PC2, com o auxilio do teste para anaerobiose;

e C(lassificar os dados moleculares;

e Avaliar a utilizagdo de agucares com o ensaio TSI (“Triple Sugar Iron”);
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Constatar a presenca / auséncia das enzimas urease e lisina descarboxilase
utilizando os testes bioquimicos para hidrélise da uréia e a descarboxilacéo
da lisina (LIA);

Verificar a presenca de flagelo através do ensaio bioquimico para motilidade.
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2 - METODOLOGIA

2.1 - Local de trabalho

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Peptideos e
Enzimas Proteoliticas — Departamento de Producédo de Matéria-Prima — Centro de

Biotecnologia da UFRGS, entre marco e junho de 2014.

2.2 — Isolado

Neste trabalho, foi utilizado 1 (um) micro-organismo pertencente a colecéo do
laboratério, previamente de uma amostra de solo do bioma Caatinga (Brasil). Esse
micro-organismo estava preservado em leite desnatado com 15% de glicerol (v/v) a -
20 °C. O isolado é produtor de queratinase, demonstrando ser um micro-organismo
com caracteristicas potencialmente Uteis para aplicagdes biotecnolégicas e
industriais, que fazem uso da hidrélise de queratina (Reis, V. S. 2014). A bactéria foi
semeada em agar leite, incubada a temperatura de 60 °C por um periodo de 24
horas e submetida a coloracdao de Gram. Apdés, foi visualizada em microscépio 6ptico
com aumento de 1000x. A cepa foi repicada semanalmente.

2.3 - Experimento para anaerobiose

Utilizou-se o kit Anaerocult® A, reagente que fornece condicées anaerdbicas

em jarra de anaerobiose, conforme instrucées de uso do fabricante.
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2.4 - Provas bioquimicas

Foram realizados o0s seguintes testes bioquimicos: hidrélise da uréia,
motilidade, triplice agucar ferro (TSI) e descarboxilacdo de lisina (LIA). Os meios de
cultura utilizados foram concedidos pelo Laboratério de Analises Clinicas (LAC) da
Faculdade de Farmacia da UFRGS.

2.5 - Curva de crescimento

O isolado foi transferido para frasco de Erlenmayer de 250 mL, contendo 30
mL de meio Luria - Bertani (LB). O indculo, realizado em triplicata, foi incubado a
temperatura de 60 °C com agitacao (180 r.p.m.) por 16 horas. Apds esse periodo de
incubacao, foi lida a absorbancia em aparelho de espectrofotometro a 600
nandmetros (nm). Usou-se o meio de cultivo LB como branco. O inéculo foi ajustado,
com meio LB, para O.D. de 0,1. Uma aliquota de 4 mL do in6culo ajustado (O.D. 0,1)
foi transferida para um frasco de 50 mL, contendo 36 mL de meio LB. Foi executada
a primeira leitura, tempo zero, em espectrofotdbmetro a 600 nm e 2 mL dessa
suspensao bacteriana foram distribuidos para 16 tubos de ensaio com tampa,
previamente esterilizados por autoclave. Esse procedimento foi feito para cada um
dos trés inéculos. Os 48 tubos de ensaio, contendo a suspensao bacteriana, foram
mantidos em agitacao (220 r.p.m) a temperatura de 60 °C por um periodo de 16
horas. Para o acompanhamento do crescimento bacteriano, a cada hora realizou-se
a leitura da absorbéancia em espectrofotometro a 600 nm. A cada leitura, usou-se um
tubo de ensaio de cada triplicata, apdés o0 mesmo era descartado. Em todas as

leituras foi subtraido o valor da absorbéancia do caldo LB, usado como branco.

2.6 - Avaliacao do pH é6timo

Para estimar o pH 6timo foram realizadas curvas de crescimento bacteriano.

Foram testados pHs de 5,0 a 10,0. Para ajuste do pH 5,0 foi usado tampéao citrato 50
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mM. Para os meios de cultura ajustados com pHs 6,0 e 7,0 utilizou-se tampao
fosfato de potdssio 50 mM e os meios com pHs acima de 8,0 foram acertados com
tampéao borato 50 mM. Os valores dos pHs dos meios de cultura foram verificados
com pHmetro antes e ap6s a esterilizacao desses. Todos os experimentos para a
identificacdo do pH 6timo foram realizados na temperatura de 60 °C.

2.7 - Avaliacao da temperatura 6tima

Para identificar a temperatura 6tima de crescimento da bactéria Anoxybacillus
sp. PC2 utilizou-se meio de cultura LB liquido preparados com tampéao fosfato de
potassio 50 mM, ajustado em pH 7,0. Foram realizadas curvas de crescimento nas
temperaturas de 55 °C e 60 °C. Também foi verificado o crescimento bacteriano nas
temperaturas de 45 °C e 50 °C.

2.8 — Producao, coloracao e visualizacao de esporos

A producao de esporos foi testada com meio nutriente (Oxoid, Reino Unido)
0,7%, suplementado com 0,1% de MnSO, (Schaffer et al., 2004). O isolado foi
inoculado nesse meio de cultura pobre em nutrientes, incubado a temperatura de 60

°C e mantido em agitacao por um periodo de 48 horas.

Os esporos foram submetidos a coloracao de Wirtz-Conklin. O esfregaco
bacteriano foi fixado em lamina e coberto com papel filtro, que foi saturado com
verde de malaquita. A lamina foi submetida a chama por 2 a 3 minutos. Apos esfriar,
lavou-se em &gua corrente. O esfregaco foi coberto com safranina durante 30
segundos, seguido de lavagem em agua corrente. Ao secar, foi visualizada em
microscopio éptico com aumento de 1000x.
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2.9 - Extracao de DNA

A bactéria foi semeada em agar leite, a temperatura de 60 °C durante 24 horas e
ressuspendida em 500 uL de PBS. Adicionou-se 300 pL de solugao de lise (Tris HCI
20 mM pH 8, EDTA 2 mM, Triton 1%, SDS 3% ). Agitou-se em vértex por 5 minutos
na velocidade maxima e o tubo foi incubado a 70 °C por 5 minutos. Agitou-se em
vortex por 2 minutos na velocidade maxima e incubada no ultrafreezer. A amostra foi
centrifugada e foi coletado o sobrenadante. Adicionou-se um volume equivalente de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (50% - 48% - 2%) e foi misturado com vértex
durante 3 minutos na velocidade maxima. Centrifugou-se na temperatura de 4 °C,
durante 5 minutos a 12000 r.p.m e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo.
o DNA (fase aquosa) foi precipitado com etanol 96% e NaCl 5M nas seguintes
proporgdes: para cada 1000 uL de amostra coloca-se 40 pL de NaCl 5M e 2075uL
de etanol 96%. Misturou-se manualmente. Centrifugou-se a 2500/g em 4 °C por 30
minutos. O sobrenadante foi descartado por inversao, o residuo de etanol secou a
temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido com Tris EDTA 10 mM pH 8.0. O

DNA extraido foi armazenado em temperatura entre 4 °C a — 20 °C.

2.10 - Amplificacao, purificacao e sequenciamento do gene 16S rRNA

A bactéria foi caracterizada por sequenciamento do gene 16S rRNA. O gene
16S rRNA foi amplificado a partir do DNA purificado, por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os seguintes primers: 27F, 518R, 1087R, 357F, 945F e
1492R. A amplificacdo por PCR foi realizada com 50 ng de DNA extraido de uma
mistura contendo 50 uL, 0,2 pM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 5 ul de 10X
tampao PCR (Invitrogen), 1,25 U de platina ® Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 1,5
ul de uma solugcdo 50 mM de MgCl, (Invitrogen). A amplificacdo foi submetida as
seguintes condi¢cdes: desnaturacdo inicial de 5 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos
consistindo de desnaturagao a 94 °C durante 30 segundos, emparelhamento durante
30 segundos a 55 °C, e extensdo a 72 ° C durante 2 min. A amplificagao foi
completada por incubacdo durante 5 minutos a 72 °C para permitir a extensao
completa dos produtos de PCR.
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Os produtos de PCR foram purificados com o kit de AxyPrep PCR Clean-up
(Axygen Biosciences), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e sequenciado
usando o sequenciador de DNA ABI PRISM 3130xI ™ (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias de banco
de dados acessiveis no site do NCBI (Http://www.ncbi.nim.nih.gov), utilizando a
ferramenta BLAST.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 —Isolado

Depois de semear a bactéria em agar leite e cultiva-la a 60°C por 24 horas,
verificou-se que as colbnias apresentam forma circular e coloracdo amarelada. A
coloragcao de Gram e a visualizagao microscopica mostrou que a bactéria € um
bacilo Gram positivo.
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Figura 1. Coloragdo de Gram da bactéria Anoxybacillus sp. PC2.

Visualizagao microscépica (Olympus BX 51) com aumento de 1000x.

3.2 - Experimento para Anaerobiose

A bactéria cresceu tanto na auséncia como na presenca de oxigénio, por isso

tratar-se de um micro-organismo anaeroébio facultativo.
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3.3 - Testes Bioquimicos

A cepa Anoxybacillus sp. PC2 apresentou resultado positivo no ensaio de TSI.
A fermentagdo dos acucares foi visivel através da mudanca de coloracédo de todo o
meio, passando de vermelho (cor original) para amarelo, devido a acidificagao
resultante (Tabela 1).

O isolado também demonstrou a habilidade em decompor a uréia em duas
moléculas de amoénia pela agdo da enzima urease. Esse resultado foi verificado com

o aparecimento da cor pink no meio de cultura (Tabela 1).

No teste para LIA, a bactéria ndo demonstrou capacidade em descarboxilar a

lisina. O meio de cultura apresentou cor amarelada, nao purpura (Tabela 1).

A motilidade ndo foi observada, a bactéria cresceu somente na linha de
picada, indicando a auséncia de flagelo (Tabela 1).

Tabela 1. Ensaios bioquimicos realizados com a cepa Anoxybacillus sp. PC2.

Teste bioquimico Resultado

Triplice agucar ferro (TSI)

Glicose +
Sacarose +
Lactose +
Motilidade -

Descarboxilacéo da lisina (LDC) -

Hidrélise da uréia +

+ presenga de fermentagdo e agao enzimatica

- auséncia de fermentacao e acao enzimatica

3.4 - pH é6timo

Foi possivel observar o crescimento bacteriano num intervalo de pH entre 6,0

e 8,0, na temperatura fixa de 60 °C. As curvas de crescimento mostraram-se
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bastante semelhantes nos pHs 6,0 e 7,0, enquanto no pH 8,0 a curva de
crescimento apresenta uma fase lag mais longa e sua fase exponencial é mais baixa
(Figura 2). Conforme os resultados obtidos a bactéria Anoxybacillus sp. PC2

possivelmente tem seu pH 6timo entre 6,0 e 7,0.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 +=—————— =717 T

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Tempo (hora)

——pH 7

Absorbancia 600 nm

pH 8

Figura 2. Curva do crescimento bacteriano nos pHs 6,0 - 7,0 e 8,0.

3.5 - Temperatura 6tima

O micro-organismo nao apresentou crescimento na temperatura de 45 °C,
crescendo a partir de 50 °C, utilizando pH fixo de 7,0. Na temperatura de 60 °C o
isolado apresentou a fase lag mais curta seguida de uma fase logaritmica mais alta
em comparacao a curva de crescimento na temperatura de 55 °C (Figura 3). Esses
resultados demonstram que na temperatura de 55 °C as células levam mais tempo
para iniciar sua multiplicacdo e apéds iniciar a divisdo celular a velocidade foi mais
baixa comparando com a curva demonstrada a 60 °C. Apesar de 60 °C apresentar
melhor curva de crescimento em relacdo a 55 °C ndo se pode afirmar que essa seja
sua temperatura 6tima, pois nao foram realizados testes com temperaturas mais
elevadas, visto que o aparelho disponivel para o experimento nao disponibiliza

temperatura superior.
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Figura 3. Curva do crescimento da cepa PC2 nas temperaturas de 55 °C e 60 °C.

3.6 - Producao de esporos

Apos ser submetida a incubacdo em meio de cultivo pobre em nutrientes, a
bactéria produziu esporos centrais como demonstrado pela analise microscopica das
células apés a coloracao de Wirtz-Conklin.

Figura 2. Visualizagdo microscépica (Medilux MDL-150-BAl), A = 1000X, de esporos centrais e
células rompidas de Anoxybacillus sp. PC2.
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3.7 - Amplificacao, Purificacao e Sequenciamento do gene 16S rRNA

A sequéncia do gene 16S rRNA foi comparada, com a utilizacdo da
ferramenta BLAST, no banco de dado do NCBI. Apresentando 98% de similaridade
com Anoxybacillus tepidamans.

A analise filogenética do gene 16S rRNA realizada a seguir, comparou a
sequéncia de 1419 nucleotideos obtida para o isolado Anoxybacillus sp PC2 com
sequéncias de cepas tipo e referéncia mais relacionadas (Figura 4). O resultado
mostra o isolado Anoxybacillus sp. PC2 em um ramo independente dentro do género
Anoxybacillus, que por sua vez aparece filogeneticamente separado do género
Geobacillus. A arvore filogenética confirma que o isolado Anoxybacillus sp. PC2 esta
mais préximo filogeneticamente da espécie Anoxybacillus tepidamans do que das

demais espécies analisadas (Reis, V.S. 2014).

Apesar dessa similaridade, essas bactérias diferem em algumas
caracteristicas bioquimicas. Anoxybacillus tepidamans apresenta flagelo e nao
hidrolisa a uréia (Schaffer et al.,2004), enquanto esses resultados ndo se repetem
com Anoxybacillus sp. PC2. Essas diferengcas somadas com os resultados da
filogenia abrem a possibilidade de Anoxybacillus sp. PC2 nao pertencer & espécie de

Anoxybacillus tepidamans, e sim de ser uma nova espécie.
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A. tengchongensis T-11

A. eryuanensis E-112

100 A. flavithermus subsp. flavithermus DSM 2641

A. ayderensis AB04
A. kamchatkensis JW/VK-KG4

98 A. salavatliensis A343

— A. contaminans type strain. LMG 21881

99 A. voinovskiensis TH13
SO{A. amylolyticus type strain: MR3C
A. rupiensis DSM 17127
A. tepidamans GS5-97
& Anoxybacillus sp. PC2

100 G. subterraneus 34 (T)

L G. thermodenitrificans OHT-1

100| ————  G. caldoxylosilyticus ATCC 700356

98 . thermoglucosidasius BGSC 95A1

B. subtilis IAM 12118T

P
0.01
Figura 4: Posicao filogenética do Anoxybacillus sp. PC2 com outras espécies validamente descritas
baseada em sequéncias 16S rRNA. Bacillus subtilis foi utilizado como representante de um grupo
externo. A arvore filogenética foi construida utilizando o método “neighbourjoining”. O percentual de
replicatas nas quais os tdxons associados se agrupam no teste bootstrap (1000 replicatas) €
mostrado ao lado dos nodos dos ramos (Reis, V.S. 2014).
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4 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Anoxybacillus sp. PC2 é um bacilo terméfilo, Gram-positivo, anaerébio
facultativo, produtor de esporos. Sua temperatura étima de crescimento deve ser
acima ou igual a 60 °C e seu pH 6timo esta entre 6,0 e 7,0. Anoxybacillus sp. PC2
fermenta aglcares (glicose, sacarose e lactose) e hidrolisa a uréia. Nao possui
flagelo, nem descarboxila a lisina. Quanto ao sequenciamento, existe uma grande
similaridade (98%) com A. tepidamans, porém difere desse em algumas
caracteristicas bioquimicas. Enquanto Anoxybacillus sp. PC2 faz a hidrélise da uréia
e nao possui flagelo, A. tepidamans apresenta resultados opostos (Tabela 2).
Somando essas diferencas bioquimicas com os resultados filogenéticos, existe uma
grande possibilidade de Anoxybacillus sp. PC2 ser uma nova espécie, além de se
tratar de um isolado proveniente de uma amostra de solo da Caatinga, um bioma
exclusivamente brasileiro. Entretanto, outros ensaios (tolerancia a NaCl, utilizacédo
de diferentes fontes de carbono, hidrélise da caseina e do amido, etc.) devem ser
realizados para confirmar essa hipétese.

Tabela 2. Comparacao de caracteristicas bioquimicas da cepa Anoxybacillus sp. PC2 e Anoxybacillus
tepidamans segundo Schéaffer et al.,2004.

Caracteristicas A.sp PC2 A. tepidamans

Fermentaciao

Glicose + +

Sacarose + +

Lactose + +
Enzimas

Urease + -
Motilidade - +

+ presenga de fermentacdo / agdo enzimatica / motilidade

- auséncia de fermentacdo / acdo enzimatica / motilidade
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