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Diversidade e Evolução Bacteriana 



•  Introdução	aos	métodos	de	classificação	e	
iden4ficação	

•  Conceitos	de	taxonomia	e	sistemá4ca	

•  Breve	introdução	à	diversidade	bacteriana	

Obje4vo	da	Aula	



Classificação	X	Iden4ficação	
•  Classificação	

–  Organização	dos	organismos	vivos	em	grupos	
–  Construída	a	par4r	da	análise	das	semelhanças	e	diferenças	

entre	os	organismos	
–  Busca	refle4r	a	história	evolu4va	dos	organismos	

•  Iden0ficação	
–  Processo	de	determinação	da	espécie	ou	gênero	ao	qual	um	

novo	isolado	ou	amostra	de	microorganismos	



Técnicas	laboratoriais	de	Iden0ficação	

•  Métodos	Fenó4picos	
•  Caracterização	morfológica	
•  Métodos	sorológicos	
•  FAME	

•  Análise	GenoOpica	
•  FISH	
•  Ribo4pagem	
•  Hibridização	DNA-DNA	
•  rep-PCR	



Métodos	fenoOpicos	

Exemplos	de	caracterís0cas	usadas	na	classificação	e/ou	iden0ficação	de	microorganismos	

Morfologia	celular	 Forma;	Coloração	de	Gram;	presença/ausência	de	flagelos;	
corpos	de	inclusão;	espores;	tamanho	

Aparência	da	colônia	 Pigmentos;	hemólise;	forma;	tamanho	

Fermentação	de	carboidratos	 Produção	de	àcidos	ou	gás	

Hidrólise	de	aminoácidos	 Produção	de	amônia		

Fisiologia	(condições	para	cul4vo)	 Temperatura	ó4ma;	pH;	concentração	de	oxigênio	

Produtos	da	fermentação	 Bu4rato;	lactato;	acetato	

AnOgeno	 An4corpos	monoclonal	ou	policlonal	contra	proteínas	ou	
açucares	da	super]cie	celular	

Lipídeos		 Menaquinonas,	ácidos	graxos	de	cadeia	longa	

Perfil	enzimá4co	 Presença	/ausência	de	enzimas;	mobilidade	eletroforé4ca	

Pep4doglicano	 Composição	de	aminoácidos	na	ligações	cruzadas	

Na	maioria	dos	casos,	é	necessários	combinar	várias	4pos	de	dados	fenoOpicos	antes	
que	seja	possível	iden4ficar	um	organimo.	



Métodos fenotípicos: morfologia 



Métodos fenotípicos: arranjo 

•  Assim	como	a	forma,	dadas	condições	ó4mas	e	padronizadas	de	cul4vo,	a									
organização	espacial	das	células	é	estável	e	caracterís4ca	de	cada	espécie	

•  A	dependência	nas	condições	de	cul4vo	limita	a	u4lidade	dessa	caracterís4ca	



•  Sorologia:	o	teste	de	aglu4nação	
	
A	aplicação	de	um	an4corpo	contra	um	organismo	desconhecido	permite	a	
verificação	da	presença	de	anOgenos	caracterís4cos	de	um	certo	grupo	de	
bactérias	pela	observação	de	agregados	de	células.	

Métodos	fenoOpicos	

+                        - 



•  Ensaio	de	ELISA	(Enzyme-Linked	
ImmunoSorbent	Assay)		

•  Placa	com	diferentes	an4corpos	
aderidos		

•  Incuba	com	um	organismo	
desconhecido	(anOgenos)	

Métodos	fenoOpicos	



•  Iden4ficam	as	bactérias	presentes	com	base	no	perfil	de	a4vidade	enzimá4ca	
•  Exemplo:	teste	de	bactérias	entéricas	(família	Enterobacteriaceae)	
•  A	mudança	de	cor	é	um	indica4vo	que	houve	reação	química	e	a	formação	de	

produtos	ácidos	por	exemplo	(indicadores	de	pH)	

Testes	bioquímicos	

Cada	ensaio	mede	a	u4lização	de	substratos	
ou	a	formação	de	produtos	metabólicos	que	
indicam	a	presença	de	enzimas	específicas.	
	
Exemplos	de	marcadores:	
	
•  Hidrólise	de	açúcares	acidifica	o	meio	

(pH)	

•  Produção	de	gases	

•  Teste		Voges-Proskauer	(V-P):	produção	
de	acetoína	pela	conversão	de	ácido	
pirúvico	em	acetoína	





•  FAME:	Fafy	Acid	Methyl	Ester	(me4l-ésteres	de	àcidos	graxos)	
•  Amplamente	usado	em	laboratórios	clínicos	
•  Seu	nível	de	resolução	permite	iden4ficar	espécies	bacterianas	
•  Exige	a	padronização	dos	experimentos,	uma	vez	que	temperatura	e	outros	

fatores	modificam	o	resultado	

FAME:	Análise	dos	ácidos	graxos	nas	membranas	
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bonds, rings, branched chains, or hydroxy groups (Figure
16.19a). Hence, a fatty acid profile can often identify a particular
bacterial species. For the analyses, fatty acids extracted from cell
hydrolysates of a culture grown under standardized conditions
are chemically derivatized to form their corresponding methyl
esters. These now volatile derivatives are then identified by gas
chromatography. A chromatogram showing the types and
amounts of fatty acids from the unknown bacterium is then com-
pared with a database containing the fatty acid profiles of thou-
sands of reference bacteria grown under the same conditions.
The best matches to that of the unknown are then selected
(Figure 16.19b).

As a phenotypic trait for species identification and description,
FAME does have some drawbacks. In particular, FAME analyses
require rigid standardization because fatty acid profiles of an
organism, like many other phenotypic traits, can vary as a func-
tion of temperature, growth phase (exponential versus station-
ary), and to a lesser extent, growth medium. Thus, for consistent
results, it is necessary to grow the unknown organism on a spe-
cific medium and at a specific temperature for comparison of its
fatty acid profile with those of organisms from the database that
have been grown in the same way. For many organisms this is
impossible, of course, and thus FAME analyses are limited to
those organisms that can be grown under the specified condi-
tions. In addition, the extent of variation in FAME profiles among
strains of a species, a necessary consideration in studies to dis-
criminate between species, is not yet well documented.

Table 16.2 Some phenotypic characteristics of taxonomic value

Category Characteristics

Morphology Colony morphology; Gram reaction; cell size and shape; pattern of flagellation; presence of spores, inclusion bodies (e.g., PHB,a

glycogen, or polyphosphate granules, gas vesicles, magnetosomes); capsules, S-layers or slime layers; stalks or appendages; 
fruiting-body formation

Motility Nonmotile; gliding motility; swimming (flagellar) motility; swarming; motile by gas vesicles
Metabolism Mechanism of energy conservation (phototroph, chemoorganotroph, chemolithotroph); utilization of individual carbon, nitrogen, or 

sulfur compounds; fermentation of sugars; nitrogen fixation; growth factor requirements
Physiology Temperature, pH, and salt ranges for growth; response to oxygen (aerobic, facultative, anaerobic); presence of catalase or oxidase; 

production of extracellular enzymes
Cell lipid chemistry Fatty acidsb; polar lipids; respiratory quinones
Cell wall chemistry Presence or absence of peptidoglycan; amino acid composition of cross-links; presence or absence of cross-link interbridge
Other traits Pigments; luminescence; antibiotic sensitivity; serotype; production of unique compounds, for example, antibiotics

Figure 16.19 Fatty acid methyl ester (FAME) analysis in bacterial
identification. (a) Classes of fatty acids in Bacteria. Only a single exam-
ple is given of each class, but in fact, more than 200 different fatty acids
are known from bacterial sources. A methyl ester contains a methyl group
(CH3) in place of the proton on the carboxylic acid group (COOH) of the
fatty acid. (b) Procedure. Each peak from the gas chromatograph is due
to one particular fatty acid methyl ester, and the peak height is propor-
tional to the amount.
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bFigure 16.19

UNIT 6 • Microbial Evolution and Diversity464

bonds, rings, branched chains, or hydroxy groups (Figure
16.19a). Hence, a fatty acid profile can often identify a particular
bacterial species. For the analyses, fatty acids extracted from cell
hydrolysates of a culture grown under standardized conditions
are chemically derivatized to form their corresponding methyl
esters. These now volatile derivatives are then identified by gas
chromatography. A chromatogram showing the types and
amounts of fatty acids from the unknown bacterium is then com-
pared with a database containing the fatty acid profiles of thou-
sands of reference bacteria grown under the same conditions.
The best matches to that of the unknown are then selected
(Figure 16.19b).

As a phenotypic trait for species identification and description,
FAME does have some drawbacks. In particular, FAME analyses
require rigid standardization because fatty acid profiles of an
organism, like many other phenotypic traits, can vary as a func-
tion of temperature, growth phase (exponential versus station-
ary), and to a lesser extent, growth medium. Thus, for consistent
results, it is necessary to grow the unknown organism on a spe-
cific medium and at a specific temperature for comparison of its
fatty acid profile with those of organisms from the database that
have been grown in the same way. For many organisms this is
impossible, of course, and thus FAME analyses are limited to
those organisms that can be grown under the specified condi-
tions. In addition, the extent of variation in FAME profiles among
strains of a species, a necessary consideration in studies to dis-
criminate between species, is not yet well documented.

Table 16.2 Some phenotypic characteristics of taxonomic value

Category Characteristics

Morphology Colony morphology; Gram reaction; cell size and shape; pattern of flagellation; presence of spores, inclusion bodies (e.g., PHB,a

glycogen, or polyphosphate granules, gas vesicles, magnetosomes); capsules, S-layers or slime layers; stalks or appendages; 
fruiting-body formation

Motility Nonmotile; gliding motility; swimming (flagellar) motility; swarming; motile by gas vesicles
Metabolism Mechanism of energy conservation (phototroph, chemoorganotroph, chemolithotroph); utilization of individual carbon, nitrogen, or 

sulfur compounds; fermentation of sugars; nitrogen fixation; growth factor requirements
Physiology Temperature, pH, and salt ranges for growth; response to oxygen (aerobic, facultative, anaerobic); presence of catalase or oxidase; 

production of extracellular enzymes
Cell lipid chemistry Fatty acidsb; polar lipids; respiratory quinones
Cell wall chemistry Presence or absence of peptidoglycan; amino acid composition of cross-links; presence or absence of cross-link interbridge
Other traits Pigments; luminescence; antibiotic sensitivity; serotype; production of unique compounds, for example, antibiotics

Figure 16.19 Fatty acid methyl ester (FAME) analysis in bacterial
identification. (a) Classes of fatty acids in Bacteria. Only a single exam-
ple is given of each class, but in fact, more than 200 different fatty acids
are known from bacterial sources. A methyl ester contains a methyl group
(CH3) in place of the proton on the carboxylic acid group (COOH) of the
fatty acid. (b) Procedure. Each peak from the gas chromatograph is due
to one particular fatty acid methyl ester, and the peak height is propor-
tional to the amount.

Class/Example

Classes of Fatty Acids in Bacteria

I. Saturated:
 tetradecanoic acid

II. Unsaturated:
 omega-7-cis
 hexadecanoic acid

III. Cyclopropane:
 cis-7,8-methylene
 hexadecanoic acid

IV. Branched:
 13-methyltetradecanoic acid

V. Hydroxy:
 3-hydroxytetradecanoic acid

Compare pattern of peaks
with patterns in database 

IDENTIFY ORGANISM

Structure of example

A
m

ou
nt

Peaks from
various
fatty acid
methyl esters

(a)

(b)

Bacterial culture

Extract fatty acids

Derivatize to form
methyl esters

Gas chromatography

C   (CH2)12    CH3

O

HO

C   (CH2)6    C   C   (CH2)6    CH3

O

HO

HH

O

H H

C   (CH2)7    C   C   (CH2)5    CH3
HO

CH2

C   (CH2)11

O

HO
C
H

CH3 

C   CH2   C    (CH2)10    CH3

O

HO

H

OH

CH3 

aPHB, poly-!-hydroxybutyric acid ( Section 3.10).
bFigure 16.19



•  Com	a	introdução	das	técnicas	de	biologia	molecular,	vários	marcadores	
gené4cos	foram	introduzidos	

•  Com	a	introdução	de	métodos	de	sequenciamento	de	DNA,	a	análise	
compara4va	de	sequências	passou	a	ser	usada	na	taxonomia	e	classificação	
de	microrganismos	

•  Exemplos	de	métodos	genoOpicos:		

Análise	GenoOpica	



Métodos	genoOpicos	
Hibridização	DNA-DNA	



Hibridização	DNA-DNA	

Para evitar o 
anelamento do DNA 

marcado 
P32 ou H3 

1.  Marcado 

2.  Digerido (frag. pequenos) 

3.  Aquecido 

4.  Misturado 

5.  Resfriado 

6.  DNA dupla fita não 
hibridizado é separado 

7.  Mede a radioatividade e 
compara com um controle 

(100%) 
 

Diferenciação entre espécies 



•  Algumas	sequências	são	específicas	e	outras	são	ausentes	em	um	domínio	

Assinaturas	nas	sequências	de	rRNA	são	usadas	para	
a	Iden4ficação	e	Classificação	

Localização ARCHAEA BACTERIA EUKARYA 

CACYYG 315 0 >95 0 

AAACUCAAA 910 3 100 0 

AAACUUAAAG 910 100 0 100 

YUYAAUUG 960 100 <1 100 

CAACCYYCR 1110 0 >95 0 

UCCCUG 1380 >95 0 100 

UACACACCG 1400 0 >99 100 

CACACACCG 1400 100 0 0 



•  Sonda	é	ligada	a	um	corante	fluorescente	
•  Aplicar	diretamente	em	células	em	cultura	ou	no	ambiente	natural	
•  Usada	em	diagnós4co	clínico	de	pacientes	(iden4ficação	do	patógeno)	

FISH	–	Fluorescent	in	situ	Hybridiza4on	

Fotografia de Contraste de fase 

Coradas com sonda 
universal do SSU rRNA 

Sonda eucariótica 



•  Obter	DNA	genômico	

•  Digerí-lo	com	enzimas	de	restrição	

•  Hibridizar	com	uma	sonda	marcada	de	rRNA	(16S	da	rRNA)	

•  O	padrão	das	bandas	(ribo4po)	forma	a	assinatura	de	cada	organismo	

•  Método	rápido	e	que	permite	separar	espécies	

Métodos	genoOpicos:	ribo4pagem	



•  Avalia	 a	 presença	 de	 variações	 na	 sequência	 de	
marcadores	

•  Baseia-se	em	fragmentos	altamente	conservados	e	
repe44vos	ao	longo	do	genoma	

•  PCR	com	um	par	de	primers	específicos	e	verifica	o	
padrão	de	bandas	

•  Pode	diferenciar	linhagens		

Iden4ficação	pelo	perfil	das	Bandas	
rep-PCR	(repe$$ve	extragenic	palindromic	PCR	)	

5 linhagens diferentes 
Digitais do Microorganismo 



Mesma espécie 

Contraditória 

Espécies diferentes 

Conceito de espécie para procariotos 
Quando a hibridização de DNA resulta em valores menores de 70%, esse 
método começa a dar resultados incompatíveis com a análise filogenética do 
gene 16S. Acima desse valor, o gene 16S tem sempre mais de 97% de identidade 
 
Como as duas técnicas são os métodos genotípcos de referência para 
classificação de novas espécies, convencionou-se utilizar esse limite como 
padrão na definição de espécies 



Classificação	de	procariotos	



•  Nomenclatura 
 

–  Segue regras específicas 

–  Código Internacional de Nomenclatura de bactérias 
(contem as regras) 

–  “Manual de Bergey” - contem informações de todos os 
organismos classificados 

–  “Os procariotos” – fornece informações detalhadas sobre 
cultivo, isolamento, tem mais de 4100 páginas 

Classificação	e	Nomenclatura	



•  Todos	os	nomes	de	espécies	biológicas	seguem	o	mesmo	padrão:	gênero	
seguido	da	espécie	(com	formato	itálico).	

•  A	primeira	letra	do	gênero	deve	ser	Maiúscula	e	as	demais	em	minúsculo.	

Regra	de	nomenclatura	

Níveis	hierarquicos	na	classificação	de	microorganismos		
Domínio	 Bacteria	

Filo	 Firmicutes	
Classe		 Bacilli	
Ordem		 Lactobacillales		
Famílis		 Streptococcaceae		
Gênero		 Streptococcus		
Espécie	 Streptococcus	mutans		

Sero4po*		 Streptococcus	mutans	serotype	c		
Linhagem*		 Streptococcus	mutans	NCTC	10449**	

*These	ranks	are	not	formally	recognised	in	taxonomy,	but	are	of	great	prac4cal	importance.	
**NCTC	=	Na4onal	Collec4on	of	Type	Cultures.		



Bancos	de	Dados	de	Organismos	

Nome	 Endereço	WWW	 Comentário	

NCBI	Taxonomy	 hfps://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy	

Open	Tree	of	Life	 hfps://tree.opentreeoflife.org/	 Projeto	colabora4vo	que	inclui	a	
versão	mais	moderna	da	taxonomia	

universal	

Bancos	de	Dados	Taxônomicos	



Filogenia,	Taxonomia	&	Sistemá0ca	



•  Filogenia	=	Árvore	Filogené0ca	
–  Representa	a	relação	evolu4va	entre	os	organismos	

•  Taxonomia	
–  Caracteriza,	nomeia	e	posiciona	os	organismos	em	grupos	
–  Atualmente	é	polifásico:	fenó4po	+	genó4po	+	filogené4co	

•  Sistemá0ca	Microbiana	
–  Estudo	das	relações	entre	microorganismos	
–  Filogené4ca	é	o	ramo	da	sistemá4ca	que	estuda	como	inferir	

árvores	filogené4cas	



Árvore	Filogené4ca	

Nó	ancestral	

Ramos – linhagens individuais  

O	comprimento	do	ramo	é	proporcional	
ao	número	de	subs4tuições	acumuladas	



Distância	Evolu4va	



•  Subunidade	menor	do	RNA	ribossômal	(SSU	rRNA)	

–  16S	(árqueas	e	bactérias)	e	18S	(eucariotos)	

–  Distribuídos	Universalmente	

–  Função	constante	entre	os	organismos	vivos	

–  Evoluem	lentamente	=>	altamente	conservados	

–  Tamanho	adequado	para	análise	evolu4va	

Análise	Evolu4va	–	Árvore	Filogené4ca	



•  Além	do	16S,	mesmo	depois	de	bilhões	de	anos	de	evolução,	
outros	genes	comuns	aos	três	domínios	ainda	podem	ser	
iden4ficados	e	usados	em	filogenias	

•  Exemplos	

– Fator	TU	de	elongação	da	síntese	proteíca	
– Hsp60	–	choque	térmico	
–  tRNA	sintetases	(vários)	

•  Quando	analisando	linhagens	mais	próximas,	outros	genes	
podem	conter	mais	informação	sobre	a	história	dos	organismos	

Análise	Evolu4va	–	árvore	Filogené4ca	



Linhagens	ou	cepas:	mesma	espécie	



Filogenia	Microbiana	

Domínios 

Com	base	na	filogenia	do	RNA	16S,	Woese	estabeleceu	que	existem	três	4pos	de	
organismos	celulares:	Bacteria,	Archaea	e	Eukarya	

Protistas 
Eucariotos unicelulares 



A	nova	visão	da	
árvore	da	vida:	
dois	domínios	

•  Eucariotos	descendem	de	
um	subgrupo	de	arqueas	

•  Grupos	completamente	
novos	de	bactérias	são	
iden4ficados	em	amostras	
ambientais	

Hug,L.A.	et	al.	(2016)	A	new	view	of	the	tree	of	life.	Nat.	Microbiol.,	1,	16048	

•  Para	a	maioria	dos	novos	grupos,	não	
são	conhecidos	métodos	para	manter	
culturas	puras	em	laboratório	



A	nova	visão	da	árvore	da	vida	

Hug,L.A.	et	al.	(2016)	A	new	view	of	the	tree	of	life.	Nat.	Microbiol.,	1,	16048	



Filogenia	das	Bacterias	

Wu,M.	and	Eisen,J.A.	(2008)	A	
simple,	fast,	and	accurate	method	

of	phylogenomic	inference.	
Genome	Biology,	9,	R151.	

hfp://itol.embl.de	
hfp://tolweb.org/tree/	

À	direita:	árvore	de	máxima	
verissimilhança	construída	a	
par4r	do	alinhamento	
concatenado	de	31	proteínas	
codificadas	por	genes	
housekeeping	

Proteobacteria	

Firmicutes	



Principais	grupos	de	Bacterias		&	Metabolismo	

Filo	mais	an4go	
• 	Hipertermófilo	
• 	Quimiolitrotrofico	
• 	Oxidam	H2	

Termo]licas	

Fototróficos	

Quimiorganotróficos	

Reprodução	por	
brotamento	

Fototróficos	oxigênicos	

Maioria	
Quimiorganotróficos	

•  Maior	e	mais	diverso	metabolicamente	
•  Ampla	variedade	de	Formas	
•  Importância	médica,	agrícola	e	industrial	
•  Todas	Gram-nega4vas	



Protobactérias	
•  É	o	maior	grupo	de	bactérias	

descritas	

•  Fantás4ca	diversidade	
metabólica	

•  Ancestral	das	proteobaterias	era	
provavelmente	fotoautotrófico	

•  Alguns	grupos	perderam	a	
capacidade	de	fazer	fotossíntese	
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