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RESUMO

A salinizacdo do solo é um dos principais fatores para reducdo do crescimento das
plantas e, consequentemente, da sua produtividade agricola. A maioria dos estudos
presentes na literatura apresenta como estratégia para reducdo dos seus efeitos o
melhoramento da tolerancia a sal pelas plantas pela producdo de osmdlitos e proteinas
de estresse, existindo poucos estudos visando o aumento da tolerancia ao sal pelo
restabelecimento da homeostase i0nica. Neste trabalho foi proposto compreender
mecanismos fisioldgicos e estruturais relacionados com a adaptacdo a halofilia em
Halococcus morrhuae. O crescimento de H. morrhuae foi significativo no meio para
halobactérias, organiza-se na forma de sarcinas de diferentes tamanhos ao longo do
tempo. Os resultados alcangados na tentativa de caracterizacao de lipidios da membrana
da halobactéria, de acordo com os valores de tempo de retencdo, correspondem ao &cido
fosfatidico (PA) e fosfatidilglicerol (C2-C20)(PG), e ao glicolipidio conhecido como
diglicosilarqueol (DGA-1). Adicionalmente, os padres de quebras dos &cidos graxos
extraidos de Halococcus morrhuae apresentaram uma similaridade significativa quando
comparada com a dos &cidos graxos encontrados em organismos do dominio Eucarya e
Bacteria. Os genes dos antiportes Na*/Ca*? e Na'/H" aumetaram a tolerancia ao sal,
mostrando-se funcionais ap0os espressdao em Escherichia coli DH50 em meio sélido e
em meio liquido. O antiporte Na'/H™ apresentou uma atividade estatisticamente mais
significativa (p<0,03) quando comparada ao crescimento dos clones contendo o
antiporte Na*/Ca’® (p<0,05). Entretanto, ambos os antiportes sdo candidatos interessantes
para a construcdo de plantas geneticamente modificadas tolerantes a salinidade. Estes
dados também contribuem para o entendimento da fisiologia de H. morrhuae para
futuras aplicacBes biotecnoldgicas, dentre elas a insercdo desses genes em plantas para

avaliar a funcionalidade em modelos eucarioticos.

Palavras-chave: Genética molecular; ORF’s; Halococcus morrhuae.



ABSTRACT

Soil saliniy is a major factor in reducing plant growth and, consequently, their
agricultural productivity. Most of the studies in the literature presents a strategy for
reducing the effects of improving salt tolerance in plants for the production of
osmolytes and stress proteins, and there are few studies aimed at increasing salt
tolerance by restoring ionic homeostasis. This work was proposed to understand the
physiological mechanisms and structural related with adjustment in the halophyle
Halococcus morrhuae. This showed significant growth in the medium to halobacterias,
that are organized in the form of sarcina of different sizes. The results achieved in
attempts to characterize the lipid membrane halobactéria according to the values of
retention time corresponding to phosphatidic acid (PA) and phosphatidylglycerol (C20-
C20) (PG), and glycolipid known as Diglicosilarqueol (DGA-1 ). Additionally, patterns
of breaks fatty acids extracted from Halococcus morrhuae showed a significant
similarity when compared with the fatty acids found in organisms of the domain
Eucarya and Bacteria. The genes of the antiport Na * / Ca®* and Na * / H* proved
functional after cloning in Escherichia coli DH5a in solid and liquid medium. The
antiport Na* / H" activity showed a statistically more significant when compared to the
growth of clones containing the antiport Na'/Ca®*, making it interesting for the
construction of transgenic plants tolerant to salinity. These database contribute to
understanding the physiology of Halococcus morrhuae for future biotechnological
applications, among them the inclusion of these genes in plants to assess the

functionality in eukaryotic models.

Key-words: molecular genetic; ORF’s; Halococcus morrhuae.
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AVALIACAO DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA E DAS ORF’S
DOS CONTRATRANSPORTADORES NA'/H' E NA*/CA%*
ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTACAO A

11 NTRODUQAO HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

Na atualidade, é crescente a preocupacdo da humanidade com as condi¢fes
ambientais do planeta, e dentre os principais focos, esta o solo. A camada superficial da
terra constitui um recurso natural vital para a manutencdo da vida, e em particular, por
interferir diretamente na base de toda a cadeia alimentar. No entanto, para que o solo
consiga realizar as suas inimeras func@es é necessario que 0 mesmo apresente uma boa
qualidade e, nos ultimos anos, a degradacdo do mesmo tem aumentado devido ao uso
inadequado dos recursos naturais, de insumos e de praticas agricolas improprias (SSSA,
2011).

Inimeros fatores estdo associados com essa degradacdo do solo, oque pode ser
originado por razdes naturais e/ou antropicas. Ha varios fatores que diminuem a
qualidade do solo, que pode esta associada & mudancgas nas propriedades quimicas é
chamada de degradacdo quimica. Como exemplo, pode-se citar a concentracao
excessiva de sais no mesmo, interferindo na sua estrutura, diminuindo a sua porosidade
e, portanto, na permeabilidade a entrada de agua e de oxigénio (SANTOS et al.,1998).

Atualmente, a salinidade é reconhecida como um dos principais problemas da
agricultura mundial, sendo mais evidente em regides aridas ou semiaridas do globo.
Estudos realizados em 1978 ja demonstravam que a degradacao do solo afetava cerca de
35% da superficie do planeta (MABBUTT, 1978) e estimava- se que 0,3% a 0,5% (de 4
milhGes a 7 milhdes de hectares) das terras produtivas do mundo estavam sendo
retiradas da producéo anualmente (FAO, 1983).

No Brasil, a porcentagem de solos naturalmente afetados com a salinidade se
aproxima de 10%, ou seja, por volta de 86 milhdes de hectares. Sendo estes localizados
principalmente em é&reas secas, onde o indice pluviométrico fica abaixo de 1.000
mm/ano. Por outro lado, dentre a area total de terras irrigadas no Brasil essa
porcentagem esta em torno de 2%, o que representa 15.000 hectares, sendo grande parte
localizada na regido nordeste do pais, 0 que leva a expansdo das areas desertificadas
sem uma producdo agricola significativa pela infertilidade de seus solos (FAO, 2010).

A salinidade desses solos causa perdas nas produgdes agricolas da ordem de
bilhGes de ddlares por ano. Os prejuizos, em dodlares, de cultivos em areas salinizadas
estdo calculados em US$ 250/ha, aproximadamente, podendo totalizar US$ 11 milhdes
(FAO, 2010).
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Uma das possiveis solu¢des para o problema da salinizacdo é a utilizacdo de
praticas de manejo de solo com o objetivo de reduzir ao maximo a salinidade,
melhorando o solo para o desenvolvimento e crescimento das plantas, a partir de
projetos de irrigacdo e drenagem destes. Entretanto, a recuperacdo de solos envolve
grandes investimentos, além do tempo exigido para suas execugdes (PRISCO, 1987;
GHEYI, 2000). A outra forma de minimizar os problemas da salinidade seria através da
producdo de culturas geneticamente modificadas que possam manter sua producdo de
forma satisfatoria mesmo sob condicbes de salinidade, sendo esta a alternativa a mais
viavel. (GHEY], 2000).

Tradicionalmente, plantas tém sido melhoradas pela selecdo natural durante
varios ciclos, mas um desafio enfrentado por esta técnica estd no fato de que se a
resisténcia natural para uma caracteristica especifica ndo existir ou ndo aparecer, as
técnicas de melhoramento cldssico ndo poderdo cria-la. Desta forma, uma boa
alternativa seria a transferéncia e expressdo de genes heterdlogos em plantas, isto €, a

construcdo das chamadas plantas transgénicas.



AVALIACAO DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA E DAS ORF’S

DOS CONTRATRANSPORTADORES NA'/H' E NA*/CAZ

ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTACAO A

2 OB JETIVOS HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

2.1 OBJETIVO GERAL
Compreender alguns mecanismos fisiol6gicos e estruturais relacionados com a

adaptacdo a halofilia em Halococcus morrhuae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

" Caracterizar parametros de crescimento em meio liquido para otimizar e planejar
0s experimentos com esta halobactéria;

. Avaliar a sua susceptibilidade a antimicrobianos de diferentes classes e com
diferentes mecanismos de agéo;

" Identificar lipidios da membrana de Halococcus morrhuae;

" Identificar genes envolvidos na tolerancia ao sal;

" Avaliar a funcionalidade desses genes clonando-os em Escherichia coli.



AVALIACAO DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA E DAS ORF’S
DOS CONTRATRANSPORTADORES NA'/H" E NA*/CAZ*
ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTAGAO A

3 FU NDAM ENTA(;AO TEOR I CA HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

3.1S0LO

Na atualidade, é crescente o interesse da humanidade com as condicdes do
ambiente no planeta. O solo é um recurso natural e vital para a manutencdo da vida na
terra, incluindo o proprio homem. O solo é definido como um corpo natural, dindmico e
vivo composto por material mineral e/ou organico, ndao consolidado, ocorrendo na
superficie da terra, contendo matéria viva e suportando ou sendo capaz de suportar
plantas. Essa ténue camada é composta por particulas de rochas em diferentes estagios
de desagregacdo, agua e substancias quimicas dissolvidas, ar, organismos e matéria
organica em distintas fases de decomposicdo (MONIZ,1972).

A sua formacdo abrange diversos fatores, os quais sdo denominados de
intemperismo e podem ser divididos em forcas fisicas, que resultam na desintegracao
das rochas, em reacdes quimicas que levam as alteracfes observadas nas rochas e nos
minerais, além das forcas biologicas que levam a uma intensificacdo das forcas fisicas e
quimicas.

Uma caracteristica que é encontrada em todos os solos é a sua formacdo em
diferentes camadas, aproximadamente horizontais, as quais sdo denominadas de
horizontes. Uma secdo vertical do solo ird expor diferentes horizontes e a esse conjunto
é chamado perfil do solo. O perfil do solo é resultado da a¢do conjunta de vérios fatores,
enguanto que a sequéncia de horizontes caracteriza o solo e determinar-lhe o valor
agricola.

Com todos esses fatores relacionados a formacdo do solo, tém-se milhares de
tipos de rochas e minerais com diferentes propriedades e caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas e morfoldgicas, definindo diferentes graus de resisténcia ao
intemperismo e distintas propriedades fisicas (MONIZ,1972). Propriedades estas que,
por sua vez, irdo influenciar na qualidade do solo, na produtividade das culturas, na
qualidade do meio ambiente e, consequentemente, na saude das plantas, dos animais e
dos homens (PARR et al. 1992)

Inicialmente, acreditava-se que o solo possuia como funcdo principal, ou talvez
Unica, servir de local para o crescimento de plantas. Entretanto, no final da década de

30, do século passado, o cientista Ludwig Von Bertalanffy iniciou o desenvolvimento do
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pensamento sistémico, que passou a influenciar diversos campos da ciéncia, dentre eles,
a Ecologia (CAPRA, 1996). Bertalanffy propds que os sistemas vivos sdo sistemas
“abertos”, precisando alimentar-se de um continuo fluxo de matéria e de energia
extraida do meio ambiente para permanecerem vivos (BERTALANFFY,1973).

Baseado nesta idéia de Bertalanfly, Addiscot (1992) propde que o solo também
seja visto como um sistema aberto, o qual troca matéria e energia com o0 meio e desta
forma, o solo passa a ter outras fungbes reconhecidas, dentre elas: a regulacdo e
compartimentalizacdo do fluxo de agua no ambiente; o estoque e a promocdo da
ciclagem de elementos importantes para o desenvolvimento das plantas e animais, como
carbono, nitrogénio, fosforo e potassio,entre outros. Adicionalmente, reconheceu-se que
0 solo atua como um tampdo ambiental, ou seja, tem a capacidade de ndo deixar

elementos ou substancias toxicas entrarem na cadeia alimentar (EMBRAPA, 2010).

3.2 QUALIDADE DO SOLO E SALINIZACAO

Para que o solo consiga realizar as suas diferentes funcbes é necessario que o
mesmo tenha uma boa qualidade, esta que é definida pela Soil Science Society of
America (2011), como sendo a capacidade de funcionar dentro dos limites do
ecossistema para sustentar a produtividade biologica, manter a qualidade do meio
ambiente e promover a sanidade das plantas e animais.

Essa qualidade pode ser alterada por razdes naturais ou antrdpicas, resultando na
diminuicdo da sua habilidade de ser um recurso de multiplos propoésitos (LAL, 1989).
Na atualidade, a perda da qualidade do solo esta muito associada aos problemas que
vém ocorrendo com o uso inadequado dos recursos naturais, de insumos e praticas
agricolas impréprias.

A deterioracdo do solo pode ser classificada em fisica, quimica ou bioldgica,
incluindo, como exemplos, o declinio da fertilidade, a reducéo na condicdo estrutural do
solo, a propria erosdo, a salinidade, efeitos de elementos toxicos, alcalinidade, etc
(LAL,1989). Em 1978 j& se estimava que a degradacgdo do solo afetava cerca de 35% da
superficie do planeta (MABBUTT, 1978) e estima- se que 0,3% a 0,5% (de 4 milhdes a
7 milhdes de hectares) da terra produtiva do mundo estd sendo retirada da producéo a

cada ano e que a taxa de degradacdo esta se acelerando (FAO, 1983).
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Figura 1 - Mapa de degradacdo mundial de solos

Fonte: Extraido de International Soil Reference and Information Centre, World atlas of
desertification, 1997.

Focando na degradacdo quimica, a perda da qualidade esta relacionada com uma
mudanca nas propriedades quimicas do solo do estado favoravel para o desfavoravel, o
que resulta no decréscimo da produtividade do mesmo. As propriedades quimicas
importantes do solo sdo: pH, capacidade de troca de cations, saturagcdo por bases,
oxirreducdo e teor de matéria organica. O processo de degradacdo quimica pode ocorrer
devido a fertilizacdo inadequada, lixiviagdo (extracdo ou solubiliza¢do dos constituintes
quimicos de uma rocha, mineral ou solo), inundacéo, pratica da monocultura por longo
tempo na mesma area, erosdao, uso de agua salina para irrigacdo e pela calagem
excessiva (meétodo para aumentar o pH de solos acidos) (FAGERIA, 1996).

Esses fatores sdo mais evidentes em regides aridas ou semiaridas do globo,
dentre estas, o nordeste brasileiro (Figura 2), no qual, em 1985 a ONU ja estimava em
mais de 9.000.000 hectares a area total ocupada pelos solos salinos nesta regido,
contribuindo para a expansdo de areas desertificadas sem nenhuma producdo agricola

pelas terras terem se tornado inférteis.
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Figura 2 - Mapa de desertificacdo do nordeste brasileiro

Fonte: Extraido de www. desertdesmat. hpg.ig.com. br .

Como citado, uma das raz@es para a degradacdo quimica do solo € a salinidade,
que tem sido reconhecida como um dos principais problemas da agricultura em regioes
aridas e semiaridas, como € o caso do Nordeste brasileiro, onde a chuva é insuficiente
para lixiviar os sais sollveis para fora da rizosfera (regido do solo influenciada pelas
raizes), além da presenca de altas taxas de evaporacdo, sendo esse processo acelerado
usualmente pelas irrigacdes irracionais e pela drenagem deficiente (GHEYI, 2000).

Contudo, essa situacdo se tornou um dos principais problemas da agricultura
moderna devido ao crescente aumento de areas que vado se tornando inuteis devido a
acumulacdo de sais pela utilizacdo de agua ndo adequada para irrigacdo, drenagem
deficitaria, presenca de aguas subterraneas ricas em sais hidrossoliveis ou mesmo pelo

excessivo uso de fertilizantes agricolas (Figura 3) (GHEY], 2000).
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Figura 3 - llustragdes de solos salinizados

Problemas de salinidade sdo um desafio para os proprietarios e profissionais de recursos em
regibes semi-aridas e aridas em todo o mundo. (Fonte: extraido de Natural Resources
Conservation Service)

Os prejuizos que um solo salino traz sé@o observados ao longo do tempo, pois, de
acordo com RHOADES et al. (1992), a agua salina raramente contém quantidades de
sais suficientes para causar injurias imediatas as plantas, a menos que ocorra contato
foliar. Esses sais vao se concentrando na medida em que é transpirada pela cultura ou
evaporada pela superficie do solo e o conteldo desses sais vai aumentando na medida
em que se repetem os ciclos agricolas.

Os sais encontrados neste tipo de degradacdo do solo sdo sais solUveis em agua,
tais como o0s fons potassio(K*), magnésio(Mg?*), calcio (Ca*?), cloreto (CI), sulfato
(SO4?), carbonato (CO3%), bicarbonato (HCOs) e sédio (Na*). A presenca de sal pode
ser originada de maneira natural, enquanto que a salinizagdo secundaria é causada,
principalmente, como consequéncia da irrigacdo insuficiente, manejo inadequado das
instalagdes de irrigacdo, ma condi¢cdo de drenagem interna do solo e qualidade

inadequada da agua de irrigacdo (SOCO, 2009).

3.3 A SALINIZACAO NO MUNDO

Szabolcks em 1979 demonstrou que o numero de hectares afetados pela
salinidade no mundo totalizava um milhdo de hectares sendo a Austrdlia o pais que
apresentou o maior indice de solos afetados pela salinidade (Tabela 1). Ap6s cinco anos,
Szabolcks apresentou a distribuicdo dessas areas, mostrando que nenhum continente
esta livre de solos afetados por concentracGes toxicas de sais (Figura 4) (SZABOLCKS,
1985).



Tabela 1- Extenséo de areas afetadas
Regido

Ameérica do Norte
México e América Central
América do Sul
Africa
Sul da Asia
Norte e Asia central
Sudeste da Asia
Australia
Europa
Total

30

Milhdes de hectares
15.7
2.0
129.2
80.5
84.8
211.7
20.0
357.3
50.8
952.0

Fonte: Modificado de SZABOLCS (1979).

J& em 2004, segundo Sairam & Tyagi, a salinidade afetava o crescimento e o

desenvolvimento de plantas em quase 20% das terras irrigadas (45 bilhdes de hectares)

e 2,1% das ndo irrigadas (32 milhdes de hectares) da area mundial cultivada. Sendo

esta, particularmente evidente, nas regides aridas e semiaridas do mundo, atingindo

cerca de 25% das areas irrigadas. Atualmente, estima-se que ocorra uma perda de cerca

de 1,5 milhdes de hectares de terras araveis a cada ano devido ao acimulo de sais (FAO,

2006).

Figura 4 - Terras irrigadas danificadas pela salinizagdo no mundo

Fonte: Retirado de SZABOLCKS (1985).

No Brasil, embora a informacgdo sobre as areas salinas ainda ndo esteja bem

definida, estima-se que 20 a 25% das areas irrigadas enfrentem problemas de

salinizacdo (FAO, 2006). Este problema é mais conspicuo na regido Nordeste, na qual a
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pratica de irrigacdo constitui a Unica maneira de garantir a producdo agricola com
seguranca.

De acordo com dados da FAO de 2010, atualmente cerca de 10% a 15% das
areas utilizadas para agricultura irrigada no mundo vem sofrendo com varios niveis de
salinidade nos solos. Estima-se que a cada ano ocorram perdas de terras irrigadas com
problema de salinidade em torno de 0,5 a 1% (hectare plantado). Para se ter uma
dimensdo do problema em alguns paises pelo mundo, como por exemplo, no Paquistéo,
mais de 25% das areas irrigadas estdo afetadas pela salinidade do solo. Na Tunisia e
nos Estados Unidos, as porcentagens estdo em torno de 25 e 23%, respectivamente. Na
india, China e Africa do Sul, os valores se aproximam de 17%, 15% e 9%,
respectivamente.

No Brasil, a porcentagem de solos naturalmente afetados pela salinidade se
aproxima de 10%, ou seja, por volta de 86 milhGes de hectares localizados
principalmente, em &reas secas, onde o indice pluviométrico fica abaixo de
1.000mm/ano. Estima-se que a area irrigada no Brasil afetada por este problema esteja
em torno de 2%, representando 15.000 hectares, cuja maior parte estd localizada na
regido nordeste do pais (FAO,2010).

A salinidade causa perdas nas producdes agricolas da ordem de bilhdes de
ddlares todos os anos. Os prejuizos, em délares, de cultivos em areas salinizadas estdo
calculados em US$ 250/ha, aproximadamente, podendo totalizar US$ 11 milhGes.
Relatorios da FAO reportam que em alguns cultivos de algoddo, sem nenhum estudo
prévio, ocorreu salinizacdo extrema dos solos, a qual induziu a diminuigcdo de 20% na
producdo, correspondendo a perdas de US$ 200 milhdes/ano (FAO, 2010). Dados da
mesma organizacdo reportam a perda também nas producdes agricolas destinadas a

alimentacdo humana de, aproximadamente, US$ 2 bilhGes/ano.

3.4 SALINIZACAO E SEUS EFEITOS PARA AS PLANTAS

Grandes éareas agricolas tem sido gravemente afetadas na sua produtividade
devido a marcante susceptibilidade das principais culturas ao excesso de sais. A
presenca de altas concentracdes de sais no solo pode afetar as plantas em todos os
aspectos da sua fisiologia e do seu metabolismo (ZHU, 2001). Dentres os diversos

efeitos deletérios da salinidade em seu crescimento esta a reducdo do potencial osmotico
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da solugdo do solo (estresse hidrico), distarbios nutricionais, efeitos especificos de
alguns ions (estresse i6nico) ou uma combinacdo desses fatores (ASHRAF, 1994).
Geralmente, o primeiro efeito a ser observado como resultado de altas
concentragfes de sal no solo é a reducdo do crescimento das plantas, resultado da
diminuicdo do potencial hidrico da solucdo do solo abaixo do necessario para que
ocorra absorcdo de agua pelas raizes (Figura 5) (BOHNERT et al., 1995; TAIZ &
ZEIGER, 2004). Adicionalmente, a salinidade reduz a condutividade hidraulica das
raizes (SOHAN et al., 1999), limitando o fluxo de &gua que vai para a parte aérea da
planta. A salinidade do solo afeta também a estrutura e o contetdo de nutrientes no solo,

inibindo tanto o processo de divisdo como de expansao celular (ZIDAN et al., 1990).

Figura 5 - Efeitos do sal no crescimento de plantas de trigo cultivadas em diferentes
concentracdes de sal

Cultivos mostrados no lado esquerdo da figura foram inundados e potes da direita foram
drenados com solugdes de borbulhamento de ar com gas nitrogénio. Todos os cultivos
mostrados nas figuras B e C estdo sob estresse salino. Fonte: retirado de
http://aciar.gov.au/files/node/2275/mn050_part 5 pdf 19541.pdf

Um aspecto importante a ser discutido quando se estuda os efeitos do aumento

da concentracdo dos sais no solo, é a distin¢do entre salinidade que pode ser definida
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como o efeito produzido por solos que apresentam altas concentragdes de sais totais, e
sodicidade que se caracteriza por apresentar altas concentrac6es de sodio.

Solos sodicos afetam ndo so as plantas como também a propria estrutura do solo,
pois 0 mesmo possui a capacidade de dispersar as argilas diminuindo a porosidade e,
portanto, a permeabilidade a entrada de ar e da agua. Por esses motivos, plantas que se
desenvolvem em solos salinos sofrem um estresse diretamente associado a falta de agua
produzido pela queda no potencial osmético do solo. Essa situacdo complica-se ainda
mais quando o solo é considerado sodico porque a essa queda no potencial osmotico se
soma a pouca quantidade de &gua disponivel devido a baixa permeabilidade do solo
(SANTOS,1998).

As plantas que estdo se desenvolvendo em um ambiente salino apresentam um
segundo efeito, resultado do excesso de sais, relacionado com problemas na absorgéo da
agua. Isto acontece porque a agua esta fortemente retida por potenciais altamente
negativos e aquelas plantas que ndo conseguem contornar essa situacao apresentam uma
sindrome conhecida como seca fisioldgica, fazendo com que as raizes percam agua para
0 solo.

Oertli em 1968 prop6s a existéncia de um desequilibrio osmatico interno em
plantas sob estresse hidrico, enquanto que Munns & Passioura (1984) demonstraram o
processo. Eles observaram um aumento da pressdo osmdtica na seiva do xilema
indicando que nos primeiros dias apds o estresse, as células apresentavam um potencial
osmético de -0,05Mpa. Na medida que as células vao se saturando, os sais vao se
acumulando na parede celular. Quando o potencial osmotico do apoplasto atinge valores
de -0,2 até -0,3 Mpa as células morrem, podendo acontecer como resultado da
acumulagdo de sais no apoplasto, especialmente na parede celular em niveis superiores
aos do simplasto levando a um processo de desidratagédo celular (OERTLI, 1968).

Outro aspecto comum observado nas plantas sob estresses ambientais é o
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), dentre elas o peroxido de
hidrogénio (H,0.), o radical superdxido (O2™-) e o radical hidroxil (HO-), estes que sao
altamente reativos e podem alterar o metabolismo celular normal (Figura 6) (ALSCHER
et al., 1997). As espécies reativas de oxigénio colidem com moléculas organicas e
extraem um elétron destas. Desta forma, o radical se propaga pela célula em uma reacéo
em cadeia, gerando outras espécies reativas de oxigénio. As diferentes formas de EROs

causam diversos danos nas células vegetais como: inibicdo de enzimas sensiveis,
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degradacao da clorofila, peroxidacéo lipidica, entre outros (RICHTER & SCHWEIZER,
1997).

Figura 6 — Espécies reativas de oxigénio em plantas sob estresse salino

A gquantidade e a distribuicdo de espécies reativas de oxigénio (bolhas verdes) na membrana de
plantas sensiveis (esquerda) e plantas tolerantes a salinidade (direita) ap6s manipulacdo genética
(Fonte: retirado de http: // www. sciencedaily. com /releases /2007/06/ 070613091932.
htm).

As plantas apresentam sistemas antioxidativos de defesa, podendo ser néo-
enzimaticos (como o &cido ascérbico e a glutationa reduzida, a tocoferol e os
carotendides) ou enzimaticos (incluindo a dismutase do superoxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidases ndo especificas (POX) e as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa,
peroxidase do ascorbato (APX), redutase do monodesidroascorbato (MDHAR),
redutase do desidroascorbato (DHAR) e redutase da glutationa (GR) (McKERSIE &
LESHEM, 1994; SHALATA et al., 2001).

Estes sistemas oxidativos estdo localizados em diversos compartimentos
subcelulares, sendo estes suficientes para evitar o dano oxidativo durante periodos de
crescimento sob condi¢Ges normais e de estresse moderado (BRAY et al., 2000).
Entretanto, quando estressadas severamente, a producdo de ERO pode exceder a
capacidade de neutralizagé@o dos sistemas antioxidativos e o dano oxidativo pode ocorrer
(KANG & SALTVEIT, 2001).
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3.5 SALINIZACAO E OS MECANISMOS ADAPTATIVOS DAS PLANTAS

Com tantos efeitos negativos nas plantas devido a concentragdes toxicas de sais
no solo, as plantas desenvolvem respostas adaptativas que abrangem respostas tanto a
nivel celular quanto da planta como um todo (YEO, 1998; MANSOUR & SALAMA,
2004). Tais respostas incluem o acumulo seletivo ou a exclusao de ions, o controle na
absorcdo dos ions pelas raizes, a sintese de solutos compativeis, mudancas na rota
fotossintética, alteracdo na estrutura das membranas, inducéo de enzimas antioxida
e de horménios vegetais (PARIDA & DAS, 2005).

Podem-se agrupar essas inumeras respostas das plantas ao estresse salino em trés
grandes vias sinalizadoras: (1) sinalizadores de estresse osmético/oxidativo que utilizam
moduladores de Mitogen-Actived Protein kinase (MAPK), envolvendo a producgéo de
enzimas e componentes anti-oxidantes assim como a producdo de metabdlitos
compativeis; (I1) sinalizadores Ca®*-dependentes, iniciando a ativacdo de genes
codificadores de proteinas do tipo Late embryogenesis abundant (LEA), Heat Shock
Proteins (HSPs) e chaperonas, envolvidos na producédo de proteinas que respondem ao
estresse e sdo protetoras de membranas e proteinas e; (I11) sinalizadores Salt Overlay
Sensitive (SOS) dependentes de Ca®* que regulam a absorcéo de 4gua, homeostase de
ions e o transporte destes via aquaporinas e transportadores de ions (WANG, 2003;
RODRIGUEZ et al., 2005).

Estes processos sdo fundamentais para a re-estabilizacdo da homeostase celular
assim como para a reparacao, protecao estrutural e funcional de membranas plasmaticas
e proteinas. Respostas ineficientes, em qualquer um dos niveis de resposta, podem
acarretar em mudancas na homeostase, destruicdo de proteinas funcionais e estruturais
de maneira irreversivel, acarretando a morte celular e, em casos mais severos, morte da
planta.

Um dos mecanismos comuns de serem observados visando a toleréncia a
salinidade é a compartimentalizaco intracelular dos sais nos vacuolos, uma vez que as
plantas ndo toleram grandes quantidades de sais no citoplasma, assim como
compartimentalizam os ions em diferentes tecidos (NIU et al., 1995; IYENGAR &
REDDY, 1996). Outro mecanismo é a reducao do potencial osmatico de suas células ao
acumular ions do meio externo, ou pela mobilizacdo de seus prdprios constituintes
organicos, sendo tal processo denominado de ajustamento osmético ou osmorregulacdo
(YAMAGUCHI & BLUMWALD, 2005).
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Além desse mecanismo, muitas plantas que toleram o efeito do estresse salino, o
fazem por sintetizar compostos organicos, conhecidos como solutos compativeis. Eles
sd0 em numero bastante limitado, pois somente poucos compostos podem existir em
concentragfes relativamente altas no citoplasma sem causar danos as enzimas
(LACERDA et al., 2003).

3.6 0 MELHORAMENTO GENETICO E A SALINIDADE

Uma das possiveis solugcdes para resolver o problema da saliniza¢do do solo é a
utilizacdo de praticas de manejo de solo com o objetivo de reduzir ao méaximo a
salinidade, melhorando o solo para o desenvolvimento e crescimento das plantas, a
partir de projetos de irrigacdo e drenagem desses. Entretanto, a recuperacdo de solos
envolve grandes investimentos, além do tempo exigido para suas execucoes.
Adicionalmente, os locais com solos recuperados ficam restritos a apenas uma
determinada area, resolvendo o problema apenas em ambito local (PRISCO, 1987;
GHEY]1, 2000).

Neste contexto, a outra forma de minimizar os problemas da salinidade do solo
seria através da a producdo de culturas geneticamente modificadas que possam produzir,
satisfatoriamente, sob condi¢des de salinidade, sendo esta alternativa a mais viavel e
que resolveria o problema em um ambito mais extenso quando comparado aos
resultados de manejo de solo (GHEYI, 2000). Atitudes como estas séo de extrema
importancia em todas as regides afetadas pela salinidade, mas o destaque vai para
aqueles paises em desenvolvimento onde os recursos do solo s&o limitados.
(LIANG,1996)

Contudo, o desenvolvimento de plantas resistentes é bastante complexo, uma
vez que a tolerancia a salinidade € uma caracteristica controlada por grande nimero de
genes (heranca poligénica) que interagem e contribuem, individualmente, com pequeno
efeito no fenotipo (HURKMAN, 1992; JAIN, 1993; ZHU, 2000).

Tradicionalmente, plantas tém sido melhoradas utilizando a selecdo natural
durante varios ciclos agricolas e este procedimento tem gerado um bom rendimento de
variedades, especialmente nos casos que ja se trabalha com espécimes hibridos. Um
desafio que enfrenta a agricultura tradicional esta no fato de que se a resisténcia natural
para uma caracteristica especifica ndo existir ou ndo aparecer, entdo as técnicas de

melhoramento cléssico ndo poderdo cria-la. Desta forma, faz-se necessario a pesquisa
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por fontes alternativas de genes, em outras espécies de plantas, microrganismos, fungos,
etc.

Vinte anos atras, os resultados dos primeiros experimentos descrevendo o
sucesso da transferéncia e expressdo de genes heterdlogoss em células de planta foi
publicado (De BLOCK et al., 1984; OW et al, 1986). Desde entédo, plantas transgénicas
tornaram-se uma ferramenta essencial de estudo da biologia de plantas para o
desenvolvimento de variedades agricolas apresentando caracteristicas importantes para

serem cultivadas com um rendimento significativo em algumas regides do mundo.

3.7 PROTEINAS ANTIPORTES E PLANTAS TOLERANTES A SAL

Uma estratégia para aumentar a tolerdncia frente a essas condigdes de
crescimento é a produgdo de compostos osmoprotetores, como agucares, alcodis,
aminoacidos, entre outros que aumentam o influxo de dgua e estabilizam a estrutura de
membrana (HOLMBERG, 1998).

Em plantas hal6fitas (plantas que se desenvolvem naturalmente em ambientes
com elevadas concentragdes salinas), muitas vezes, a tolerdncia a salinidade
correlaciona-se positivamente com a concentragdo de Na* e, quando relacionada com
elevadas concentracdes citoplasmaticas de K*, favorece o ajuste osmético da planta em
relagdo ao ambiente. Além de acumular K*, hal6fitas e glicéfitas (plantas que néo sdo
capazes de se desenvolver em ambientes com elevadas concentragcdes salinas)
sintetizam solutos organicos no citoplasma para fazer frente ao baixo potencial
osmotico do vacuolo, devido ao excesso de sais (WILLADINO, 2010).

No caso de estudos visando o desenvolvimento de plantas tolerantes a
salinidade, um foco bastante utilizado esta relacionado a genes associados ao controle
do balancgo ibnico, sendo este um dos processos mais importantes na determinacdo da
tolerancia das plantas a ambientes salinos.

Lembrando que existem trés mecanismos principais nas plantas para prevengdo
do acimulo excessivo de Na* no citosol, sendo estes: a restricio da entrada de Na'; a
compartimentalizacdo de Na* no vactolo e, como terceiro mecanismo, a exportagio do
Na’ presente no citosol para o espaco apoplastico ou para o solo/substrato, uma
estratégia para a producdo de cultivares tolerantes é a superexpressdo de genes que
codificam proteinas associadas com um desses mecanismos de protecdo das plantas.
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A extrusdo de Na" do citosol, para o vactiolo ou para o apoplasto, ocorre através
do antiporte Na'/H* (Figura 7). O efluxo de Na" do citoplasma para o apoplasto é
mediado por um produto do gene SOS1 (Salt Overly Sensitive 1) que funciona como um
transportador Na'/H" do tipo contra-transporte. Por sua vez, a compartimentalizagéo
vacuolar de Na* resulta da atividade de uma familia de transportadores Na*/H" tal como
0 AtNHX1 identificado em Arabdopsis sp. (WILLADINO, 2010).

Figura 7 — Mecanismo de balanco osmético em plantas sob estresse salino

Mecanismos de ajuste osmdtico com acumulo de solutos compativeis no citoplasma e canais
ibnicos e transportadores que determinam o mecanismo de absorcao e extrusdo de sodio
Fonte: Adaptado de WILLADINO & CAMARA, 2005.

Plantas de Arabidopsis sp.geneticamente modificadas para a superexpressdo do
gene AtNHX1 e superproducéo do antiporte Na*/H* tem aumentado a tolerancia a sal e
tem sustentado o crescimento e o desenvolvimento no solo cultivado com concentracdes
acima de 200mM de NaCl (APSE, 1999). Plantas de Arabdopsis sp. submetidas ao
estresse salino expressam SOS1 preferencialmente nas células da epiderme do apice das
raizes, evidenciando a ativagdo do mecanismo de extrusdo de sodio para 0 meio externo
(SHI et al, 2002). Detectou-se a auséncia do antiporte SOS1 de forma generalizada nas
demais células da raiz e da parte aérea.

Em contraste, 0 gene AtNHX ndo se expressou no apice da raiz, o que reflete
uma estratégia crucial para a protecdo das células meristematicas, visto que as mesmas,

reconhecidamente, ndo apresentam vacuolos grandes, 0s quais sdo fundamentais para a
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compartimentalizagdio do Na’'. Por outro lado, 0 gene AtNHX expressou-se
abundantemente nas células de quase todos os demais tecidos indicando que a
compartimentalizagcdo do Na* no vactolo é um mecanismo bastante generalizado nas
demais células da planta.

A importancia do antiporte Na'/H" de Arapdopsis sp. foram testados, in vivo, em
tomateiros transgénicos superexpressando o antiporte e estes foram capazes de crescer,
florescer e produzir frutos na presenca de altas concentractes de sal (200mM), com um
baixo conteudo de sal no fruto e preservando a qualidade do produto (ZHANG, 2001

Apse & Blumwald (2002) demonstraram que a expressao de proteinas
reguladoras de leveduras, as quais controlam os niveis intracelulares de K" e Na*, e a
superexpressdo dos antiportes Na'/H" vacuolar e de membrana plasmatica (SHI et al.,
2002), bem como da H*- pirofosfatase vacuolar (GAXIOLA et al., 2001), em plantas de
Arabidopsis thaliana, também conferiram aumento na tolerdncia das plantas a
salinidade. Esses resultados indicam que quando se deseja selecionar um gendtipo com
maior tolerancia ao estresse salino, uma importante caracteristica a ser observada é a

capacidade de manutencdo da homeostase i6nica deste organismo.

3.8 DOMINIOS DA VIDA E DIVERSIDADE

As etapas envolvidas no processo de transgenia compreendem a localizagdo
do(s) gene(s) correspondente a uma carcateristica desejada, a obtencdo e clonagem ou
multiplicacdo desse gene, a transformacao da célula do organismo receptor e a selecéo,
regeneracdo da planta e fixacao da caracteristica desejada (LAJOLO & NUTTI, 2003).

Para essa proposta, faz-se necessario a escolha do organismo que apresente
tolerancia ao sal para ser identificado genes de resisténcia, assim como tentar
comprender alguns mecanismos de adaptacdo a altas concentragdes de sal e uma
excelente escolha, estd em microorganismos resistentes naturalmente a salinidade.

A vida microbiana pode ser encontrada em locais de diferentes concentracGes de
sal, ocorrendo tanto em agua doce como em ambientes marinhos e até outros ambientes
com niveis de NaCl acima da satura¢do. Os microrganismos halofilicos e tolerantes séo
encontrados nos trés dominios da vida microbiana: Archaea, Bacteria e Eucarya
(VENTOSA et al, 1998; OREN,1999).

Segundo a taxonomia lineana tradicional, baseada em dados morfoldgicos e
fisioldgicos, todas as formas de vida na Terra podem ser classificadas em cinco reinos:
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Animalia, Plantae, Fungi, Protista e Monera (WHITTAKER, 1969). Pode-se também
dividir a vida em dois tipos fundamentais: aqueles que possuem uma membrana nuclear
(eucariotos) e aqueles que ndo a possuem (procariotos) (WHITTAKER, 1969).

Os procariotos (Reino Monera) eram considerados simples, primitivos e
relativamente uniformes em suas caracteristicas (HUGENHOLTZ & PACE, 1996).
Esses sistemas perduraram até 1990 quando Carl Woese utilizou as comparacdes de
sequéncias de rRNA 16S para propor uma nova classificacdo universal para a grande
diversidade de vida na Terra. Pela primeira vez, uma proposta completa de classifice
foi feita baseada em dados moleculares e ndo morfolégicos (WOESE, KANDLER &
WHEELLIS, 1990).

Os autores propuseram a criacdo de um novo nivel taxonémico, denominado
Dominio, sendo a vida no planeta dividida em trés Dominios: Bacteria, Archaea e
Eucarya (Figura 8), ja que o sistema de cinco Reinos era insuficiente e ndo refletia a

filogenia natural dos seres vivos.

Figura 8 - Arvore filogenética universal em forma de raiz mostrando os trés dominios

A ordem e o tamanho dos bracos sdo baseadas na comparagdo de sequéncias de 16S e 18S
rRNA. Os numeros nos bragos correspondem a: Dominio Bacteria: 1) Thermotogales, 2)
Flavobacterias e relacionados, 3) Cyanobacteria, 4) Bactérias plrpuras, 5) Bactérias gram-
positivas e 6) Bactéria verde-ndo sulfurosas. Dominio Archaea, Reino Crenarchaeota: 7) Género
Pyrodictium, 8) Género Thermoproteus, Reino Euryarchaeota: 9)Thermococcales, 10)
Methanococcales, 11)Methanobacteriales, 12) Methanomicrobiales e 13) Halofilas extremas.
Dominio Eucarya: 14)Animais, 15) Ciliados, 16) Plantas verdes, 17) Fungos, 18) Flagelados e
19) Microsporidia. Fonte: Adaptado de WOOSE, KANDLER e WHEELIS (1990).

Na proposta inicial de Carl Woese (1987) o dominio Bacteria era formado por

11 filos compostos principalmente por individuos cultivados e caracterizados (Figura 9).
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Entretanto, estudos moleculares independentes de cultivo demonstraram que o Dominio
Bacteria possuia mais filos, sendo que alguns apresentavam poucos ou nenhum
representante cultivavel (DeLONG e PACE, 2001).

Desta forma, uma nova classificacdo, incluindo seqiiéncias de rRNA 16S de
organismos retirados diretamente do ambiente, feita por Hungenholtz e colaboradores
em 1998 (HUNGENHOLTZ, GOEBEL e PACE, 1998) aumentou o numero de filos
bacterianos para trinta e seis (Figura 10).

Mais recentemente Rappé e Giovannoni (2003), também utilizando sequéncias
rDNA 16S amplificados de DNA total de diversos ambientes, aumentaram esse numero
para cinquenta e dois filos (Figura 11). Os estudos de amostras ambientais indicam que
0S microrganismos procarioticos representam o maior reservatorio de diversidade
genética do planeta (TORSVIK, 2002), tornando-se fonte imensuravel de genes que

codifiquem caracteristicas interessantes para varias aplicacdes biotecnolégicas.

Figura 9 - Arvore filogenética do dominio Bacteria proposta por Woese (1987)
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A arvore apresenta onze filos bacterianos. O grupo das bactérias gram-positivas foi
posteriormente dividio em Firmicutes e Actinobacteria. Arvore retirada de WOESE (1987).
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Figura 10 - Arvore filogenética do dominio Bacteria proposta por Hungenholtz (1998)
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iovannoni (2003)
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por posicdo. Arvore reproduzida a partir de RAPPE e GIOVANNONI (2003).
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O nlmero total de células procariéticas na Terra é estimado em 4-6 x 10%,
representando uma quantidade de carbono celular de 350-550 x 10° toneladas. A
extrapolacdo de resultados obtidos em varios estudos sugere que 1 grama de solo
contém cerca de 10 bilhdes de procariotos pertencentes a milhares de espécies diferentes
(ROSSELO-MORA e AMANN, 2001).

O numero de espécies microbianas identificadas cresce a cada ano, sendo
formalmente descritos mais de 70.000 fungos, 36.000 protozoarios, 30.000 algas, 5.000
bactérias e 3.600 virus. Mas esses numeros ainda estdo longe do total de espécies
microbianas, estimado em mais de 2 milhdes (ROSSELO-MORA & AMANN, 2001).
A principal razdo para o baixo numero de espéecies formalmente descritas era a
necessidade de cultivo celular no processo de identificagdo dos microrganismos, o0 que
na grande maioria das vezes ndo é possivel (PACE et al., 1986). A perspectiva de uma
vasta diversidade de microrganismos nado-cultivaveis no solo estimulou o
desenvolvimento de técnicas que permitissem o estudo dessas comunidades microbianas

independente de cultivo.
3.8.1 ARCHAEA E ORGANISMOS HALOFILOS

O dominio Archaea, conhecido como o terceiro dominio da vida, é composto por
microrganismos diversificados quanto a morfologia, a fisiologia e os habitats naturais,
uma vez que as arqueéias sdo conhecidas por habitarem ambientes in6spitos, quase que
incompativel com a presenca de muitos seres Vivos.

Estes ambientes se caracterizam por apresentar temperaturas proximas a 100°C,
valores extremos de pH, concentracdes elevadas de sais e auséncia de oxigénio
(ALLERS et al, 2005). Entretanto, o acimulo de conhecimentos sobre este grupo vem
mostrando que estes microrganismos também podem ser encontrados em oceanos, no
solo, em tecido vegetais e até na flora intestinal do homem e de outros animais
(DeLONG, 1998).

A criagdo desse dominio baseou-se em 20 sequéncias de 16S rRNA obtidas de
organismos cultivados (ROBERTSON et al, 2005) e este dominio apresentou-se
dividido em dois grandes reinos: Euryarchaeota (do grego euryos, abrangéncia,
diversidade) o qual é o mais diversificado de todos os filos do dominio, possuindo
microorganismos metanogénicos e halofilicos; e Crenarchaeota (do grego crenos, fonte,

origem, baseando-se na teoria do surgimento da vida em uma Terra quente) que inclui
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organismos hiperterméfilos, compreendendo os organismos capazes de crescer nas
maiores temperaturas conhecidas, assim como ja € relatado a presenca de organismos
deste filo em ambientes de baixa temperatura. Estudos filogenéticos subsequentes
empregando outros conjuntos de genes além do rRNA 16S deram suporte a essa divisao
(BROCHIER-ARMANET et al, 2008).

Entretanto, o surgimento e a expansdo dos estudos em biologia molecular,
principalmente baseada em sequéncias de rRNA 16S, levaram a descoberta de muitas
linhagens ainda ndo cultivadas. Prop0s-se entdo a criagdo do reino Korarchaeota
(BARNS et al,1996), para agrupar sequéncias distintas daquelas pertencentes aos dois
reinos iniciais, mesmo sem a obtencdo de algum organismo cultivado representante
desse reino. Porém, com o aumento das sequéncias de rRNA 16S disponiveis nos
bancos de dados, algumas sequéncias do reino Korarchaeota puderam ser agrupadas
dentro do reino Crenarchaeota (ROBERTSON et al.,, 2005), sendo essa Ultima
classificacdo posteriormente confirmada por filogenias baseadas em sequéncias
gendmicas (Figura 12)(GRIBLADO & BROCHIER, 2009).

Figura 12 - Taxonomia do Dominio Archaea

Fonte: Arvore extraida de ALLERS (2005).
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O reino Nanoarchaeota, diferencia-se dos demais reinos por apresentar relagoes
filogenéticas incertas e por ter um Unico exemplar que apresenta um comprimento de
cerca de 400 nm de diametro e um genoma de megabases, justificando o nome do reino.
(HUBER et al, 2002). O mesmo foi proposto com base na sequéncia de 16S de uma
argqueia, Nanoarchaeum equitans, encontrada em relacdo parasitica com outra arqueia,
chamada Ignococcus sp.(HUGER et al, 2002). A sua filogenia foi revista quando genes
codificadores de proteinas ribossomais foram empregados para analise filogenética do
dominio Archaea (BROCHIER,FORTERRE;GRIBLADO, 2005).

A espécie Nanoarchaeum equitans apresenta caracteristicas tipicas relacionadas
a seu habito de vida — parasitismo em ambiente hipertermal- e é possivel que uma
dessas caracteristicas seja sua rapida taxa evolutiva, que a levou a um distanciamento
dessa cepa em relacdo as demais arqueias, quando sdo comparadas as sequéncias do
gene para o rRNA 16S (Figura 10)(BROCHIER et al., 2005).

3.8.1.1 Organismos haldfilos e suas caracteristicas

Kushner em 1985definiu os microrganismos halofilicos em diferentes categorias
(Tabela 2): organismos ndo-halofilos, os quais crescem em concentracGes que variam
entre 0 a 1 M de sal e apresentam crescimento 6timo em um meio contendo
concentracdo menor a 0,2 M de sal; ligeiramente halofilo, sdo aqueles que crescem sob
uma variagdo de 0,2 a 2 M de sal no meio de crescimento; hal6filo moderado, sdo 0s
microrganismos que crescem em meio contendo entre 0,4 a 3,5 M de sal e com
crescimento otimo entre 0,5 a 2,0 M de sal; halofilos extremos limitrofes, organismos
que crescem entre 1,4 M a 4,0 M de sal com a taxa maxima de crescimento em 2,0 a
3,0M de sal no meio de crescimento; microrganismos haléfilos extremos sdo o0s que
crescem em 2,0 a 5,2 M de sal apresentando o crescimento 6timo em concentragdes
acima de 3M; halotolerante sdo aqueles procariotos que apresentam crescimento 6timo
em concentracdes de sal abaixo de 0,2 M e haloversatil sdo 0s que apresentam
crescimento em ambientes com 0 a 3 M de sal e com crescimento 6timo em meio
contendo entre 0,2 a 0,5 M de sal (KUSHNER, 1985).
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Tabela 2 - Categorias de microrganismos halofilicos

Categorias Variacéo de concentragéo Concentracgdo de sal par-
de sal (M) crescimento 4timo(M)
Nao-halé6filas 0-1,0 <0,2
Ligeiramente haldfilo 0,2 - 20, 02-05
Halofilo moderado 0,4-35 05-20
Halofilo extremo limitrofe 1,4-4,0 2,0-30
Halofilo extremo 2,0-572 >3,0
Halotolerante 0-1,0 <0,2
Haloversatil 0-30 0,2-05

Fonte: Modificado de KUSHNER (1985).

Desta forma pode-se concluir que a diferenca entre microrganismos haléfilos e
halotolerantes é que aqueles requerem sal para crescer, enquanto que os halotolerantes
sdo organismos capazes de crescer em diferentes concentracbes de sal, mas que
apresentam seu crescimento 6timo em um meio sem sal.

Dentro do filo Crenarchaeota, inserido na classe Halobacteria e da ordem
Halobacteriales, encontra-se a familia Halobacteriaceae, a qual agrupa 26 géneros e 84
especies de arqueias halofilicas ( International Committe on Systematics of prokaryotes)
(KUSHNER,1985; GRANT et al, 1998). A maioria dessas arqueias requerem uma
concentracdo minima de 1,5M de NaCl para crescer e para manter a integridade
estrutural da célula (ROSS,1981), e abaixo dessa concentracéo observa-se a lise celular.
Para que estes microrganismos apresentem um crescimento 6timo, faz-se necessario
uma concentracdo de 4,5M, a qual € dez vezes maior que a quantidade de sais
encontrada na agua do mar. (DasSARMA,1995).

Analises do citoplasma de algumas halofilas obrigatérias mostraram que as
mesmas apresentam uma concentracao de 4M de potassio e 1M de cloreto de s6dio no
seu interior criando um ambiente isosmotico com o que vive. Desta forma, arqueias
halofilicas ndo apenas adquiriram mecanismos eficientes de exclusdo de sais, mas
também tiveram toda a sua maquinaria metabdlica e biosintética adaptadas a continuar
ativa apesar do contato intimo com sais, ndo acontecendo a sua desnaturacdo e nem a
sua precipitacdo, o que ocorreria em proteinas convencionais (LANY1,1974).

Outra mudanca observada nesses organismos € que devido ao ambiente com

altas concentracGes de cations, o0 DNA apresenta uma variacdo estrutural que configura
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a molécula de DNA na forma Z e ndo na forma B. A forma Z se distingue da forma B
em diversos fatores, como o sentido da rotacao que € para a esquerda, enquanto que a da
forma B é a da “mao direita”; o didametro é mais reduzido quando comparado ao da
forma B; além de ser mais alongada e mais fina. Adicionalmente, uma volta na hélice da
forma B inclui doze bases, enquanto que na forma B, apenas 10,5 (Figura 13)( RICH et
al, 1984).

Figura 13 - Estruturas das formas B e Z do DNA

Nas figuras superiores observa-se a visdo lateral de cada estrutura, enquanto que as figuras
inferiores mostram a visdo de cima de cada molécula. O suco maior e 0 suco menor estdo
sinalizados pelas letras M e m, respectivamente (Fonte: Extraida de http:/ /www.els.net/
WileyCDA/ ElsArticle/ refld- a0006002.html)

O termo halobacteria refere-se a arqueias hal6filas extremofilas de pigmentacéo
vermelha que sdo membros da familia Halobacteriaceae, a Unica familia da ordem
Halobacteriales (GRANT et al., 1989). A familia Halobacteriaceae é dividida em seis
géneros, incluindo quatro que crescem em pH neutro, Halobacterium, Haloferax,

Haloarcula e Halococcus, e o0s outros dois géneros sao Natronobacterium e
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Natrococcus, que requerem condigdes alcalinas de crescimento. Elas sdo encontradas
em todo o mundo em lagos hipersalinos e &guas marinhas, dentre estes 0 mar Vermelho
e 0 mar Morto, ambientes que suportam o crescimento de muito poucos organismos
(OREN,1999).

Halobacterias podem ser diferenciadas de bactérias haldfilas devido
caracteristicas arqueais basicas, dentre as mais importantes, pode-se citar a composi¢do
glicerolipidica da maioria dos lipidios polares das arqueias halofilicas. A diferenca esta
no tipo de ligacdo que une os lipidios com a porgdo glicerol, onde nas bactérias
encontra-se a ligacdo do tipo éster (Figura 14A) e nas arqueias esta € do tipo éter
(Figura 14B), as quais sdo quimicamente mais resistentes, contribuindo para a

sobrevivéncia de organismos deste dominio nos ambientes extremos (DAMSTE, 2002).

Figura 14 - Diferencas na estrutura de membrana entre 0s dominios Bacteria e Eucarya (A)

Fonte: Modificado de VALENTINE (2007).

Adicionalmente, a porcdo hidrocarbonada da membrana de organismos do
dominio Archaea € baseada em subunidades isoprénicas, formando longas cadeias com
varias ramifica¢fes colaterais, podendo ser encontrados anéis de ciclopropanos ou de
ciclohexanos presentes (DAMSTE, 2002). Esta é mais uma caracteristica contrastante
com os acidos graxos encontrados nas membranas de outros organismos, 0S quais
apresentam cadeias sem ramificagdes ou anéis (DasSARMA, 1995).

Além disso, arqueias halofilicas produzem grandes quantidades de lipidios
neutros em sua membrana, incluindo licopeno e o B-caroteno (precursores do retinal) e
bacterioruberins, que contribuem para a coloragéo alaranjada desses microrganismos. O
carotenoide bacterioruberin tem se mostrado necessario para a ativacdo do sistema de
fotoreparo para desfazer dimeros de timina no DNA desses microrganismos resultantes
da radiacdo ultravioleta (SPUDICH, 1993).



50

Figura 15 - Estrutura de lipidios neutros isoprendides de arqueias halofilicas extremas

12

Licopeno

B-caroteno oH

Bacterioruberina

OH

Licopeno e p-carotenoscaroteno com quarenta carbonos(C40) e bacterioruberinas com 50
carbonos Fonte: Extraido de DasSARMA (1995).

De acordo com a grande variabilidade estrutural desses lipidios, suas funcbes
bioldgicas também sdo igualmente diversas. Alguns lipidios estdo envolvidos com
varios fendmenos celulares, como: receptores para toxinas, interaces célula-célula ou
célula-parasita, pigmentos que absorvem radiacfes luminosas, ancoras hidrofdbicas,
podendo atuar também como mensageiros intracelulares (KOCHETKOV &
SMIRNOVA, 1986; HAKOMORI, 1990; MUNNIK, 1998; MUNNIK, 2001,
GRIFFITTS et al., 2005) e a determinacdo de sua estrutura contribui para o
entendimento de mecanismos associados com a halotolerancia.

A partir de técnicas de caracterizacao estrutural, observou-se que nas membranas
de arqueias havia uma estrutura comum, designada arqueol, sendo esta composta de
duas cadeias de 20 carbonos ligadas ao glicerol através de ligacdes do tipo éter. No
entanto, arqueias também podem conter lipidios com cadeias mais curtas contendo
quinze carbonos (C-15), mais longas (C-25) ligadas ao glicerol (MANCUSO et al.,
1985; MATSUBARA et al., 1994), ou ainda uma cadeia carbénica maior, de 40 4&tomos
de carbonos, ligados através de quatro ligacOes eter a 2 unidades de glicerol
(MACALADY et al., 2004; FAHY et al., 2005). Além disso, foi relatada a presenca de
cadeias carbobnicas insaturadas nesses microrganismos (STIEHL et al., 2005; GIBSON
et al., 2005).

A membrana plasmatica observada em halobactérias pode ser constituida por
uma bicamada lipidica ou pode ser substituida por lipidios organizados em uma unica

camada, o que contribui para um aumento na rigidez dessa estrutura, a reducdo da
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permeabilidade a ions e, consequentemente, para uma maior resisténcia a ambientes
agressivos (Figura 16)(HANFORD,2002).

Figura 16 - Estrutura quimica béasica de lipidios de membrana em microorganismos do trés
dominio da vida

Membranas eucarioticas sdo semelhantes & de bactéria. Fonte: Extraido de VALENTINE
(2007).

Relatando agora outras caracteristicas encontradas nas arqueias que crescem em
ambientes com alta concentracdo de sais, pode-se observar que muitas delas sdo
fototrdficas e usam a luz para produzir energia quimica na forma de ATP através do
funcionamento de uma proteina denominada de bacteriorodopsina, esta que é bastante
semelhante as rodopsinas encontradas em organismos vertebrados (KREBS &
KHORANA,1993; LANY1,1993). Nas halobactérias essas bombas de ions sdo ativadas
pela luz gerando gradientes idnicos pela extrusdo de ions para fora da célula a partir da
membrana plasmaética. A energia armazenada nesses gradientes eletroquimicos € entdo
convertido em ATP pela ATP sintase (KRIEG,2005). Este processo € uma forma de
fotofosforilacao.

Essas proteinas retinais sdo intrisecas a membrana plasmatica, com um peso
molecular de aproximadamente 26 kDa, compartilhnam uma estrutura constituida de sete
hélices transmembranas , denominadas de A, B, C, D, E, F e G, sendo o poro formado
entre as hélices B, C, F e G (Figura 17). A capacidade destas bombas em mover ions
através das membranas depende de mudancas conformacionais geradas pela luz na

estrutura de um cofactor retinal ligado ao residuo de lisina 216 na hélice G da
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bacteriorodopsina (LANY1,2004). A absorcéo da luz causa a fotoisomerizagao do retinal
de trans para cis, e vice e versa, assim como O armazenamento de energia.
Recentemente, diversos novas proteinas retinais foram identificadas, incluindo a
halorodopsina (OESTERHELT et al,1989).

Figura 17 - Estrutura tridimensional da bacteriorodopsina

Representcdo esquematica da estrutura tridimensional da bacteriorodopsina e a isomerizacao do
retinal apds absorcdo de luz (Fonte: retirado de http:/ www.ks.uiuc.edu/ Research/
photodynamics)

Outra diferenca importante entre arqueias e bacterias haldfilas € quanto a
composicdo quimica da parede celular que, diferentemente das bactérias, as arqueias
ndo apresentam mureina. Em nivel molecular, as arquéias se distinguem das bactérias
pela sua maquinaria de transcricdo e traducdo serem semelhantes a dos eucariotos
(DasSARMA,2001), além de serem resistentes a muitos antibidticos ativos em bactérias
(BROWN & DOOLITTLE, 1997; FORTERRE et al., 2002).

Enfim, as arqueias apresentam caracteristicas incomuns que as tornam atraentes
para diferentes areas biotecnoldgicas e o interesse por esses microrganismo tem
crescido ao longo dos anos (DasSARMA,1995).

3.8.1.1.1 Halococcus morrhuae
Inicialmente, Volcani em 1940 relatou a presenca de varios organismos

halofilicos isolados do Mar Morto e, dentre eles, o Micrococcus morrhuae e Sarcina

morrhuae, considerados como espécies diferentes, mas que posteriormente foram
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considerados uma Unica espécie denominada de Halococcus morrhuae.(SECKBACH,
1999).

Halococcus morrhuae (H. morrhuae) € um microorganismo halofilico
extremdfilo que requer uma concentragdo maior que 3 M de sal para seu crescimento
6timo. Apresenta uma extraordinaria estabilidade osmética, sua membrana plasmatica €
constituida de uma unica camada com espessura de 50 a 60 nm e suas células sdo
protegidas por uma parede celular rigida e resistente a lise. (KOCUR et al, 1972).

A composicdo da parede celular de H. morrhuae foi determinada qualitativa e
quantivamente por Steber e Schleifer (1975). Os resultados (Tabela 3) demonstram que
glicose, manose, galactose, acido glucurdnico e acido galacturénico; glicosamina,
galactosamina; acetato, glicina e sulfatos sdo os seus maiores componentes (STEBER &
SCHLEIFER, 1975).

Tabela 3 - Composicao quimica da parede celular de Halococcus morrhuae

Componentes Hg/mg de parede pmoles/mg de parede
celular celular

Glicose 79 0,44
Manose 63 0,35
Galactose 49 0,27
Total de agucares neutros 191 1,06
Glicosamina 68 0,38
Galactosamina 36 0,20
AminoagUcares totais 125 0,69
Acetato 37 0,62
Fosfato 11 0,1
Sulfato 141 1,47
Agua 150 -

Lipidios 21 -

Fonte: Modificado de STEBER & SCHLEIFER, 1975.

Algo interessante é que este mesmo estudo demonstrou que a parede celular de
H. morrhuae é constituida, em sua maioria, por um complexo de heteroglicanos, estes
que séo polissacaridios com mais de uma unidade de acUcares diferentes ligados. Além
disso, pode-se ser provado que este heteroglicano encontra-se sulfatado, diferindo
consideravelmente de todos os polimeros anteriormente descritos para bactérias
(STEBER & SCHLEIFER, 1975). Todas essas caracteristicas corroboram com a ideia
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de que a parede celular tem um papel importante na manutencdo da forma e rigidez da
sua célula.

Outra caracteristica de Halococcus morrhuae que ja foi relatada e que é tipica de
células arqueais, é a semelhanca entre a estrutura e a complexidade da enzima RNA
polimerase com a observada em eucariotos (MADON,1983). Continuando as pesquisas,
a nivel molecular, Montero e colaboradores (1988) isolaram e caracterizaram um
plasmideo de 6 kb, assim como construiram o mapa de restricdo do mesmo, presente em
Halococcus morrhuae de maneira natural. Entretanto, diversos plasmideos ja haviam
sido encontrados em outras espécies de haldfilas extremas, entretanto nenhum plasmidio
ainda tinha sido descrito para H. morrhuae. Dentre as halobacterias que apresentam
plasmidios caracterizados, pode-se citar: Halobacterium salinarum, Halobacterium
halobium, Halobacterium cutirubrum, Haloferax vulcanii, Halobacterium trapanicum,
entre outros (PATON et al., 1981; PFEIFER et al., 1981; EBERT et al.,1984; TINDALL
et al.,1984; ROSS & GRANT, 1985; GUTIKRREZ et al., 1986).

Outro estudo realizado com esta espécie extremofila foi feita por Kocur e
Bohacek em 1972, os quais avaliaram a composicdo de bases nitrogenadas do DNA de
nove linhagens diferentes catalogadas com nimero também diferentes de Halococcus
morrhuae, estas que apresentaram uma média de valores do seu contetdo de
guanina+citosina(G+C) entre 60,5 a 65,8%, resultando numa media de 62,6% do
conteldo total de bases nitrogenadas de seu DNA(KOCUR, 1972).

Assim, Halococcus morrhuae é um organismo haléfilo extremo, com
propriedades Unicas de biocatalises e este, assim como outras halobactérias
extremofilas, tem sido alvo de estudos visando a compreensdo de seus mecanismos de
resisténcia as concentra¢fes tdo altas de sal. H4 uma escassez de dados literarios a
respeito desse microorganismo quanto a sua fisiologia e bioquimica, fazendo-se
necessario mais estudos para o entendimento de suas caracteristicas contribuindo para
aplicacdes biotecnoldgicas futuras.

Um dessas possiveis aplicacbes é a descoberta de genes associados com a
halotolerancia, estes que poderiam ser introduzidos em plantas sem que haja a
fecundacdo, trazendo a possibilidade de transferéncia de caracteristicas de interesse

codificadas nos genes entre organismos ndo relacionados.



AVALIACAO DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA E DAS ORF’S
DOS CONTRATRANSPORTADORES NA'/H' E NA*/CA%*
ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTACAO A

4 MATERIAIS E METODOS HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

4.1 OBTENCAO E CULTIVO DE Halococcus morrhuae

Os experimentos realizados neste trabalho foram feitos com um microrganismo do
dominio Archaea conhecido como Halococcus morrhuae, este que é catalogado no
American Type Culture Collection (ATCC) pelo nimero 17082 e foi isolado do Mar
Vermelho. A cepa deste microrganismo foi adquirida liofilizada e foi revivida no meio

de cultura liquido para halobactérias( Meio 1).

= Meio de cultura 1:

0,75%(v/v) de casaminoéacidos;

1% de extrato de levedura;

0,3% de citrato de sodio;

0,2% de cloreto de sodio;

2% sulfato de magnésio heptahidratado;

0,005% de sulfato ferroso heptahidratado

25% de cloreto de sodio.

Em seguida, os reagentes foram diluidos em agua destilada, tiveram o pH ajustado
para 7,4 e 0 meio de cultura foi autoclavado (BOHACEK,1968).

= Meio de cultura 2:

1% de extrato de levedura;

0,5% de proteose peptone;

0,1% de glicose;

25% de cloreto de sodio;

2% de bactoragar (meio solido)

Em seguida, os reagentes foram diluidos em agua destilada, tiveram o pH ajustado
para 7,4 e o meio de cultura foi autoclavado como escrito em 1988 por Ventosa e
colaboradores (VENTOSA,1988).
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= Meio de cultura 3:

0,1% de bifosfato de potéssio;

0,05% de sulfato de magnésio;

1% de extrato de levedura;

25% de cloreto de sodio;

0,005% de sulfato de cobre pentahidratado;

0,45% de sulfato ferroso de amonia;

0,03% de sulfato de manganés;

4,2% de sulfato de zinco heptahidratado;

2% de Agar para fazer o meio solido dessa formulacédo

Em seguida, os reagentes foram diluidos em &gua destilada, tiveram o pH

ajustado para 7,4 e o meio de cultura foi autoclavado (ROBINSON,2005).

= Meio de cultura 4:

0,1% de bifosfato de potéssio;

0,05% de sulfato de magnésio;

1% de extrato de levedura;

25% de cloreto de sodio

2% de Agar para fazer o meio sélido.

Todos os reagentes foram dissolvidos em agua destilada e tiveram o pH ajustado
para 7 a 7,2. Em seguida, o meio foi autoclavado durante quinze minutos a 121°C
(KOCUR,1973).

Aliquotas concentradas de H. morrhuae foram distribuidas nos meios descritos
acima e colocadas para crescer a uma temperatura de 37°C sob agitacdo (200rpm) e/ou
na estufa. As celulas foram incubadas a 37°C e repicados quinzenalmente para
manutencdo da viabilidade celular no meio de cultura ATCC 112. A linhagem de H.
morrhuae foi mantida utilizando as técnicas de criopreservacdo, esta que foi realizada
apos o crescimento nas condi¢Bes acima citadas e ap0s esse periodo, acrescentou-se um
volume de glicerol(50%) que totalize 25% do volume final no meio de cultura e as

amostras foram mantidas a -80°C.
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4.2 CURVA DE CRESCIMENTO DE Halococcus morrhuae

H. morrhuae foi cultivado em meio liquido descrito por Bohacek (1968) e aqui
denominado de Meio para Halobactérias (HM). A cultura foi acompanhada diariamente
e foram feitas leituras em espectrofotdmetro (Nanodrop, Thermo Scientific, EUA) até
360 horas do indculo inicial ter sido realizado. Para uma leitura correta, a aliquota do
meio de cultura a ser analisado foi vortexado durante 30 segundos e entdo, retirado 2pL
com a qual se fez a leitura da absorbancia no espectrofotometro no comprimento de
onda de 600nm. Cada dosagem no espectrofotdmetro foi realizada em duplicata e a

curva foi repetida em um ndmero de trés vezes.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE Halococcus morrhuae ATRAVES DE

MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ E DE CONTRASTE DE FASE

Amostras da cultura da halobactéria H. morrhuae cultivadas em meio so
foram repassadas para o0 meio liquido e apds uma semana de crescimento, agitou-se o
enlemeyer contendo a cultura, aliquotas foram retiradas e inoculadas em laminas
histologicas contendo 100uL de agua destilada e focalizadas até o aumento total de

1000x da imagem em microscopio o6tico de luz e de contraste de fase.

4.4 CARACTERIZACAO DO COMPORTAMENTO DO CULTIVO AO LONGO DA CURVA DE

CRESCIMENTO

As imagens de microscopia éptica e de contraste de fase mostram que H.
morrhuae se agregam em sarcinas de diferentes tamanhos. Objetivando acompanhar
como se dava essa agregacdo ao longo do crescimento da cultura em meio liquido,
aliquotas foram observadas e quantificadas em camara de Neubauer através de
microscopia dptica de luz em um aumento total de 200x.

Analisando o esquema de quadrantes apresentados na Figura 18, pode-se
perceber que cada quadrante da cAmera hemocimétrica de Neubauer tem 1mm? de érea,
este que é composto por 16 quadrados, tendo cada um 6250pum? de &rea total. Desta
forma, é possivel fazer uma correlacdo aproximada dos tamanhos dos agregados,
correlacionando-os com as marcagOes da camera hemocimétrica de Neubauer. Essa

quantificacdo foi realizada durante os quinze dias da curva de crescimento.
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Figura 18 - Medidas de comprimento da cdmera de Neubauer(A) com os agregados de

H.morrhuae (B) durante a curva de crescimento.

Fonte: PRISCILLA ANNE (2010)

Os agregados também foram medidos utilizando um medidor de comprimento

de estruturas microscépicas acoplado a lente objetiva do microscépio de luz (lente

hemocimétrica), como um método de confirmacdo das propor¢cbes geradas com a

camera de Neubauer e essas correlagdes de preenchimento dos quadrados da camera e 0

comprimento dos agregados estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4 — Correlacdo dos tamanhos dos agregados com as marcac@es presentes na camara de

neubauer
TAMANHOS PREENCHIMENTO
DO QUADRADO (%)
Muito pequeno 0-7%
Pequeno 8 —30%
Médio 31 -65%
Grande 66 — 100%
Muito grande Maior que o tamanho do

quadrado

COMPRIMENTO

0a22um
23 a43um
44 3 64pm
65 a 85um
< 86pum
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45 EXTRACAO DOS LIPIDEOS E PIGMENTOS DA ARQUEIA H. morrhuae E SUA
CARACTERIZAGCAO ESTRUTURAL

H. morrhuae foi cultivado durante dez dias e seu conteudo foi centrifugado
para se obter um pellet de 2g de células sem meio de cultura. Em seguida foi
acrescentado metanol-cloroférmio em uma proporcdo de 2:1(v/v) e esse conteudo foi
mantido sob refluxo a 60°C por duas horas (2 vezes) (Figura 19). Os extratos foram
combinados, concentrados e analisados por placa cromatografica de silica-gel 60G
(Merck) e corados com reagente de molibdénio (7g Acido fosfomolibidénio em 100mL
de etanol) (DITTMER & LESTER, 1964).

Figura 19 — Sistema de refluxo usado no processo de extracéo lipidica de H. morrhuae

Foto: PRISCILLA ANNE (2010)
Para as analises das placas cromatograficas, foram utilizados os seguintes eluentes:
a) Cloroformio/metanol/90% &cido acético (65:4:3,5 por volume)
b) Cloroférmio/metanol/hidroxido de amonio concentrado (65:35:5 por volume)
c) Cloroférmio/metanol/acido acético/agua (85:22,5:10:4 por volume)
d) Etil éter/hexano (0,25 : 99,75 v/v)
e) Etil eter/hexano (1 : 99 v/v)
f) Etil éter/hexano (6 : 94 v/v)
g) Etil éter/cloroférmio (0,5 : 99,5 v/v)
h) Etil éter/cloroférmio (1 : 99 v/v)

1) 5% de acetona em benzeno
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J) 7% de acetona em benzeno
k) 35% de acetona em benzeno
I) 50% de acetona em benzeno

m) 7% metanol em cloroférmio

Apols as placas terem sido eluidas, elas foram coradas com reagente

molibidato e os valores de retengdo foram calculados.

45.1 Esterificacdo do extrato lipidico de H. morrhuae para injecdo no

cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massas

No extrato bruto de lipidios, originado do cultivo de H. morrhuae, foram
detectadas varias manchas nas placas cromatogréficas o que pode representar compostos
diferentes. Desta forma, esterificou-se 0 extrato para que houvesse a reducdo da
polaridade do extrato para injecdo no cromatdégrafo gasoso.

A metodologia utilizada para a esterificacdo das amostras inicia-se com a
pesagem de 100 mg de lipidios em um tubo de ensaio e a adi¢cdo de 4mL de Hidroxido
de sd6dio(0,5 N) em metanol e o posterior aquecimento do tubo a 60°C em banho-
aquecido, até dissolver os globulos de gordura e a solucdo ficar transparente.

Em seguida, esfriou-se o tubo sob agua corrente e depois, adicionou-se 5mL do
reagente esterificante (1g cloreto de aménio; 30mL de metanol; 1,5mL de acido
sulfurico) e vortexou-se o tubo. Este foi aquecido em agua fervente durante 5 minutos e
esfriado em agua corrente.

Adicionou-se 5mL de hexano absoluto e agitou-se no vértex por 90 segundos.
Acrescentou-se sulfato de sddio suficiente para a retirada da agua, agitou-se e
transferiu-se a fase do hexano para um novo baldo. O extrato foi rotaevaporado,
dissolvido em 100uL de hexano e injetado no cromatografo gasoso.

A detecgdo por massas foi feita através de ionizagdo eletronica (70 eV) e
analisador do tipo quadrupole. A temperatura do injetor foi mantida em 240 °C e Hélio
foi utilizado como géas de arraste, a um fluxo de 1,1 mL/min. A rampa de aquecimento
do cromatdgrafo gasoso apresentou uma temperatura inicial de 120°C durante 5
minutos, aumentando de dez em dez graus até alcangar 260°C, na qual permaneceu por
cinco minutos. Em seguida, a temperatura chegou a 330°C, aumentando de 35 em 35

graus e nesta temperatura permaneceu por dois minutos.
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A andlise dos compostos foi realizada pelos respectivos tempos de retencéo,
espectro de fragmentacdo de massas, e, em alguns casos, por comparacdo com padrdes
auténticos, ou pela biblioteca de massas NIST (National Institute of Standards and

Technology) conforme sera descrito nos resultados.

4.5.2 Fracionamento e purificacdo do extrato lipidico de Halococcus morrhuae por

cromatografia liquida em coluna de silica

As analises realizadas por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas mostraram que existiam varios compostos diferentes com tempos de retencéo e
massas moleculares distintas. Desta forma, o extrato bruto n&o-esterificado foi
submetido ao fracionamento e purificacdo desses compostos em coluna (30 x 2 cm)
contendo silica-gel 60G (Merck, EUA), eluida com hexano/acetato de etila, com
gradiente crescente de polaridade (5,10,15,20,30,40,50,70 e 100% v/v) de acetato em
hexano. Apds a utilizacdo do sistema hexano:acetato de etila, passou-se a fazer uso do
sistema metanol em acetato, com gradiente crescente do metanol (5,10 e 30% de

metanol em acetato v/v) (Figuras 20 e 21).

Figura 20 - Coluna de silica gel utilizada na separagdo dos lipidios e pigmentos de
H.morrhuae(A) e detalhe do extrato bruto alaranjado

A B

Fotos: PRISCILLA ANNE (2010)
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Figura 21 — Concentragdo das fracdes obtidas na cromatografia em coluna de silica gel em
rotaevaporador

Foto: PRISCILLA ANNE(2010)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) foram
obtidos em espectrometro da marca MERCURY-VARIAN operando a 200 MHz (*H).

As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se em solvente
deuterado da Cambridge Isotope Laboratories (CD3;OD e CDCI3). Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e foram referenciados para
RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracées n&o

deuteradas deste solvente: cloroformio (6H 7,24), metanol (dH 3,30 ppm).
4.6 EXTRACAO DE DNA DE Halococcus morrhuae

A halobactéria Haloccocus morrhuae foi colocada para crescer em meio liquido
sob agitacdo a 37°C durante trés dias. Em seguida, a cultura foi aliquotada em tubos de
plastico estéreis, contendo cada tubo 1,5mL da suspenséo e centrifugado durante cinco
minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em 0,5mL de tampéo de extracdo (20 mM Tris pH = 7,5; 25
mM EDTA; 75 mM NaCl e 1/10 volume de SDS 10%) e posteriormente, centrifugadas
a 10.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente.

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 540 pL de tampé&o de
extracdo (TE) e adicionou-se 25uL de lisozima que estava numa concentracdo de
10mg/ml. Adiciounou-se 30pL de SDS a 10% e 2 uL de RNAse a 10 mg/ml e incubou-



63

se durante uma hora em banho-maria a 37°C. Posteriormente, acrescentou-se 3pL de
proteinase K (20 mg/mL) e incubado durante uma hora a 37°C em banho-maria. Logo
apos, adicionou-se 100 uL de cloreto de s6dio a 5 M e misturou-se de forma suave. Em
seguida, adicionou-se 80 pL de solugdo pré-aquecida de brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB) constituida por CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;
EDTA 20 mM e B-mercaptoetanol 0,2% (v/v).

Adicionou-se 800uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e misturou-se de
forma cuidadosa. Centrifugou-se as amostras a 10.000 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente. Transferiu-se a fase superior de cada amostra para um novo tubo
de plastico estéril e adicionou-se 700uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) e misturou-se por cinco minutos por inversdo. Centrifugou-se, novamente, a
10.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. A fase superior foi transferida
para um novo tubo de pléastico estéril e foi adicionado 300uL de isopropanol gelado em
cada amostra e misturado.

Por fim, cada tubo foi centrifugado a 12.000 rpm a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de etanol 80% gelado ao precipitado e
misturou-se por inversdo. Centrifugou-se a 12.000 rpm durante 5 minutos a 4°C e o
precipitado foi seco a temperatura ambiente dentro do fluxo laminar. Em seguida,
acrescentou-se 20uL de tampdo de extracdo e o DNA foi guardado no freezer a -20°C.
Todas as amostras de DNA foram quantificadas quanto a sua concentracdo e pureza

através do espectrofotdmetro (Nanodrop, Thermo Scientific).

4.7 PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA A CONSTRUGAO DAS BIBLIOTECAS GENOMICAS COM O

VETOR BLUESCRIPT

4.7.1 Preparo de células eletrocompetentes de Escherichia coli linhagem MC1061 e
XL1-Blue

Uma col6nia de Escherichia coli (E. coli) foi utilizada para fazer o pré-in6culo
em 100mL do meio 2xYT (5g NaCl; 16g triptona; 10g extrato de levedura e 1L de agua
destilada) e foram mantidas no shaker a 37°C por 16 horas. No dia seguinte, 10mL da
cultura foi repassada para 1litro do meio de cultura 2xYT e crescidas até obterem a
densidade ¢tica (DO) de 0,2 a 0,25 no comprimento de onda de 600nm. Apds ser
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alcancada a densidade ética, o recipiente contendo o meio de cultura foi colocado no
gelo durante 1 hora.

Em seguida, dividiu-se o conteddo em seis garrafas contendo 150mL e
centrifugou-se a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
imediatamente, o pellet ressupenso em 50mL de glicerol (10%) e todo o conteudo foi
dividido apenas em duas garrafas. Logo depois, a suspensdo foi centrifugada por 15
minutos a 10.000 rpm e a 4°C e depois, cada pellet foi ressupendido em 100mL de
glicerol 10% e esse procedimento é repetido mais uma vez. Apds a segunda
ressuspensdo com 100mL de glicerol a 10%, a suspensao foi centrifugada e ressupensa
em 50mL de glicerol 10% e todo o contetdo foi colocado em um Unica garrafa.

Posteriormente, fez-se a ultima centrifugacdo a 10.000 rpm a 4°C durante 20
minutos. Descartou-se o sobrenadante e o contetdo foi ressuspenso em 1mL de glicerol
10% . Retirou-se 25uL da suspenséo e adicionou-se em 10mL de glicerol e a densidade
Gtica da suspensdo foi determinada a 600nm no espectrofotdmetro (Nanodrop, Thermo
Scientific). Quando a densidade foi maior que 0.15, acrescentou-se mais glicerol até que
fosse alcancada essa densidade. O contetdo foi aliquotado em tubos de plastico estéreis

contendo cada um 40puL e congelado rapidamente em gelo seco e estocado a -80°C.

4.7.2 Caracterizacdo do crescimento da linhagem MC1061, XL1-Blue e DH5a de
Escherichia coli nas diferentes concentracgdes de cloreto de sédio

A linhagem de Escherichia coli utilizada como modelo de célula procariotica
para a biblioteca utilizando células eletrocompetentes e o plasmidio Bluescript foi a
DH10B e XL1-Blue, gentilmente cedida pela Professora Monica Buciarelli Rodriguez
do Laboratério de Genética de Microrganismos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Por outro lado, as bibliotecas genémicas
construidas com o vetor pJET e células quimiocompetentes foram feitas com a linhagem
DH5a, gentilmente cedida pelo Professor Dr. Demétrius Aratjo do Laboratdrio de
Biologia Molecular e Ecologia da Universidade Federal da Paraiba.

O crescimento das linhagens MC1061,XL1-Blue e DH5a de E. coli foi
observado em diferentes concentracdes de cloreto de sédio, tendo como objetivo
verificar a concentracdo ideal para a selecdo dos recombinantes contendo gene(s)
adaptacao a halofilia. Para tanto, preparou-se 0 meio Nutriente agar, com 0s seguintes

componentes: 0,8% de caldo nutriente e 1,5 % de &gar, além das diferentes
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concentracOes de cloreto de sddio, que foram de 0% para o grupo controle e 4; 4,5; 5;
5,5; 6; 6,5; 7 ou 7,5% para 0s grupos experimentais.

Paralelamente, duas coldnias de cada linhagem de E.coli foi cultivada overnight
em 300mL, dividido em dois frascos, de meio liquido Luria-Bertani (LB) constituido
por 1% de triptona, 0,5 % de extrato de levedura e 0,5% de cloreto de sodio. As culturas
foram mantidas a 37°C sob agitacdo a 180 rpm. Passado esse tempo, as culturas foram
centrifugadas por dez minutos a 14.000 rpm e os pellets foram reunidos em um Unico
tubo falcon e ressuspensos em 2ml de meio LB.

Posteriormente, o tubo foi vortexado durante 30 segundos e foram preparadas
placas para o controle positivo, das quais a metade tiveram um inoculo de 10 uL, e na
outra metade o in6culo foi de 100 pL. A cultura utilizada para o controle foi diluida
100.000.000 vezes. As placas foram acompanhadas diariamente e foi realizada a
contagem de col6nias e/ou microcoldnias presentes nas mesmas até quinze dias depois

do cultivo inicial nas placas com cloreto de sodio.

4.7.3 Digestéo parcial do DNA de Halococcus morrhuae com a enzima de restrigéo
EcoRlI

Apls as amostras com DNA total de Halococcus morrhuae terem sido
preparadas e quantificadas, o préximo passo foi a clivagem do DNA com a
endonuclease EcoRI. A enzima cliva em sequéncias GAATTC, numa proporgédo de 1pg
de DNA para cada 1U da enzima, criando extremidades coesivas. Para a digestdo com
esta enzima, foi colocado em um tubo de plastico 3 pL do tampéo da enzima (10X), 10
puL do DNA de H. morrhuae (=5 pg/pL), 16pL de agua milliQ para completar o volume
e 1 pL da enzima EcoRI e em seguida, levou-se a amostra para 0 banho-maria por dez
horas a 37°C.

4.7.4 Eletroforese unidimensional

O método de eletroforese é utilizado em varias etapas neste estudo. A primeira €
para observacdo da extracdo de DNA total de Halococcus morrhuae e, posteriormente,
foi utilizado para visualiza¢do da digestdo parcial do DNA da arqueia com EcoRi. Para
tanto, fez-se necessario a preparacdo do gel de agarose a 1% em Tampédo TAE (Tris-
acido acético-EDTA) 1X, constituido por 0,04M de Tris-Acetato e 0,001M de EDTA,
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adicionado a brometo de etideo (0,5 pg/mL). O marcador molecular utilizado foi o Gene
Ruler ™ 1Kb DNA ladder da Fermentas.

4.7.5 Excisao e purificacdo das bandas de 1,5 - 2Kb e 2 - 4Kb de H. morrhuae em

gel de agarose

O DNA de H. morrhuae apds ser digerido, foi colocado em uma corrida
eletroforética em gel de agarose 1% no qual foi excisado do gel com bisturi as bandas
com peso molecular aproximado entre 1,5 e 2Kb, por apresentarem tamanho
aproximado de um gene. Adicionalmente, foi retirado do gel as bandas com peso
molecular de 2 a 4Kb, com o intuito de isolar um operon inteiro. Em seguida, as bandas
foram purificadas com o kit de extragdo de DNA#K0513 (Fermentas Life Science) e sua

concentracédo foi dosada em espectrofotdometro (Nanodrop, Thermal Scientific).

4.7.6 Digestao do vetor com enzima de restricao EcoRl

As bibliotecas genémicas foram construidas neste estudo através de duas
metodologias diferentes. Na primeira, o vetor utilizado foi o plasmidio de expresséo
pBluescript pSK (Figura 22) e a enzima utilizada para sua digestdo foi a mesma
utilizada para digestdo do DNA da arqueia, a EcoRlI. Para tanto, foi utilizado 1 pL do
vetor(= 50 ng/ uL); 1 pL da EcoRlI; 2 pL do Tampao Multi Core da enzima e o volume
foi completado com agua ultrapurificada até 20 puL. Em seguida, esse conteudo foi

mantido a 37°C durante seis horas em banho-maria.



67

Figura 22 - Mapa genético do plasmideo pBLuescript SK(-).
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Fonte: Fermentas.

4.7.7 Isolamento e purificacdo do plasmideo linearizado a partir do gel de agarose

Inicialmente, o vetor pBluescript foi digerido com a enzima EcoRI. Em seguida,
foi feito a corrida eletroforética dessa amostra em gel de agarose a 1% objetivando o
isolamento da banda associada ao vetor linearizado. A banda do gel foi excisada com
bisturi e purificada com o kit de extracdo de DNA#KO0513 (Fermentas Life Science) e
sua concentracdo foi dosada em espectrofotometro.

4.7.8 Teste para avaliar se o vetor pBS estava linearizado

Apos a digestdo do vetor pBluescript com a enzima de restricdo EcoRl, foi
realizada uma eletroporacao desse vetor, utilizando a linhagem competente de MC1061,
para avaliar se ainda havia vetores circulares. Caso fosse observada a presenca de

crescimento nas placas de LB, suplementado com ampicilina (100ug/mL), seria
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necessario digerir novamente o plasmideo, uma vez que as colbnias cresceriam na
presenca de ampicilina. Para que a eletroporacdo fosse realizada fez-se necessario o
inbculo de 1yl da reagdo inserto: vetor a uma amostra de 50ul de células
eletrocompetentes de E. coli MC1061 ou XL1-Blue. Em seguida, esse contetdo foi
transferido para uma cubeta pré-resfriada de 0,2cm e as células foram submetidas a uma
descarga elétrica de 2,5 kV, por 2,5 mseg, em eletroporador BIORAD. Imediatamente
apos o choque, adicionou-se 1mL de meio SOC (2% Triptona; 0,5% de extrato de
levedura; 10mM de cloreto de sodio; 2,5mM de cloreto de potéssio; 10mM de cloreto
de magnésio; 10mM de sulfato de magnésio e 20mM de glicose) e incubou-se em
banho-maria a 37°C por 1 hora. Passado esse tempo as células foram plaqueadas em

meio LB suplementado com Ampicilina como descrito acima.

4.7.9 Tratamento do vetor com fosfatase alcalina

Apos a digestdo do vetor pBluescript SK- com a endonuclease EcoRI, e o
isolamento do vetor linearizado, o plasmidio foi tratado com fosfatase alcalina para
evitar a religacdo das suas extremidades, o que impediria a ligacdo do DNA de Hc.
morrhuae no plasmidio de expressdo. A desfosforilacdo foi realizada utilizando 1L da
enzima CIP- Calf Intestine Phosphatase numa concentragdo de 5U/pL; 2uL do tampdo
da enzima que estava concentrada em 10x; acrescentou-se 1L do vetor e completou-se
0 volume de 20uL, adicionando-se 16uL de agua milliQ. Em seguida, o contetdo
presente no tubo de plastico estéril foi misturado e dado um spin de 13.000 rpm por
cinco segundos. Logo ap0s, incubou-se durante 10 minutos a 37°C no banho-maria e
colocado a 75°C por cinco minutos. Por fim, a concentracdo do plasmidio foi dosada no

Nanodrop.

4.7.10 Teste para avaliar a desfosforilacéo do vetor pBS

Apds conseguir o vetor linearizado de forma adequada, fez-se o tratamento com
a fosfatase alcalina e em seguida, eletroporou-se o plasmideo em células MC1061 ou
XL1-Blue com esse vetor jé linearizado e desfosforilado. O objetivo desse teste foi
avaliar se a desfosforilacdo do plasmideo teria acontecido como esperado. Caso fosse

observadas col6nias nas placas contendo as células eletroporadas, era possivel concluir
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que a desfosforilagdo ndo se deu de maneira correta, pois 0 vetor estaria circular,
conferindo a resisténcia a Ampicilina.
Ao final desses dois testes, o0 vetor apresentava-se totalmente linearizado e

desfosforilado como necessario para iniciar a construcao da biblioteca genémica.

4.7.11 Ligagdo do DNA de H. morrhuae ao vetor pBluescript

A ligacdo do DNA de Halococcus morrhuae ao plasmideo pBluescript foi
realizado tanto com o DNA que tinha um peso molecular que variava de 1 a 2Kb,
qguanto com o DNA das bandas que ficaram entre 2 e 4Kb. Para tanto, em um tubo
plastico estéril foi colocado 1L da enzima T4-ligase (3U/ul), juntamente com 1 pL do
tampdo da enzima (10x), 1puL do DNA digerido com EcoRIl (=1ng/uL), 7ul do
plasmideo(=100ng/uL) e o volume foi completado para 10pL com &gua milliQ.
Posteriormente, o tubo de plastico contendo todos esses reagentes foi mantido a 16°C
durante 16 horas.

O célculo do inéculo utilizado na reacdo de ligacdo foi feito pela seguinte

férmula e a taxa molar do inserto:vetor utilizada neste estudo foi de 3:1.

Concentracdo do vetor (ng) x tamanho do inserto (Kb) x Taxa molar do inserto / vetor
Tamanho do vetor (Kb)

=ng do inserto

4.7.12 Transformacdo das células eletrocompetentes com plasmideo pBluescript

contendo inserto de Halococcus morrhuae

A transformacdo tem como objetivo a introducdo do plasmidio pBluescript
contendo inserto de H. morrhuae para o interior de bactérias eletrocompetentes,
tornando-as geneticamente modificadas. Para a transformacdo com pBluescript foram
utilizadas as linhagens de Escherichia coli, a MC1061 e o método utilizado foi o de
eletroporacdo, na qual pulsos deletromagnéticos tornam permeavel reversivelmente a
membrana plasmatica, permitindo que o plasmidio contendo o inserto possa ser
transportado para dentro da célula de Escherichia coli.

Para tanto, descongelou-se as células eletrocompetentes no gelo e, em seguida,
inoculou-se 1 pL do plasmidio pBluescript contendo o inserto de DNA de H. morrhuae

a 40 pL de células de eletrocompetentes e a amostra foi incubada no gelo durante ci
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minutos. Posteriormente, transferiu-se o contelldo para uma cubeta de eletroporacéo de
2mm esteril e previamente resfriada. Logo apds, foi dado um pulso no eletroporador
com 2500 volts. Imediatamente ap6s o choque, a cubeta foi removida do aparelho e
adicionou-se 1mL de meio SOC e o contetudo foi transferido para um novo tubo de
plastico, o qual foi mantido a 37°C no banho - maria por uma hora. Aliquotas foram
retiradas e foram plaqueadas em meio LB para o controle e meio agar nutriente

contendo 6% de cloreto de sodio para selecionar os transformantes.

4.7.13 Teste para avaliar eficiéncia da transformacéo

A eficiéncia das células eletrocompetentes em colocar o DNA exdgeno para o
seu citosol foi realizado utilizando o protocolo de transformagéo por eletroporagdo com
o vetor PUC-19 fechado. As células competentes transformadas foram plaqueadas em
meio LB com adicdo de ampicilina (100ug/mL). O célculo para este parametro é feito

da seguinte maneira:

N° de transformantes/mL
1 nanograma de DNA

Eficiéncia da transformacéo =

4.8 ISOLAMENTO DE BACTERIAS TRANSFORMADAS COM INSERTO DE H. morrhuae

CAPAZES DE CRESCER EM 6% DE CLORETO DE SODIO

Ap0s a introducdo do plasmidio contendo o inserto de H.morrhue dez colénias
apresentaram capacidade de crescer em meio Nutriente dgar contendo 6% de cloreto de
sddio, ampicilina e Isopropil B-D1 Tiogalactopiranosideo (IPTG). Com esse resultado,
foi realizada uma transferéncia dessas colnias para 0 meio LB suplementado com
ampicilina e apds 24 horas, essas coldnias foram repassadas para 0 meio nutriente agar
contendo 6% de cloreto de sodio, ampicilina, com e sem IPTG, enquanto que o controle
foi realizado em meio LB suplementado com ampicilina, mas com uma concentragdo
0,5% de cloreto de sodio. As culturas foram plagueadas sem dilui¢do e com dilui¢Ges de
100 (10%), 10.000 (10™) e de 1.000.000 (10°) vezes. Os indculos foram de 3pL de meio
liquido contendo a correspondente coldnia e com as sucessivas dilui¢cbes. Em cada placa
de petri foram colocadas cinco coldnias diferentes como mostrado no esquema abaixo
(Figura 23).
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Figura 23 - Esquema das placas contendo transformantes crescidos em 6% de cloreto de sddio
e cultivados sem dilui¢6es e com diluigcBes de 100 (10-2), 10.000 (10-4) e de 1.000.000 (10-6)
vezes.

CONTROLE- LB CONTROLE- LB NA (6% NaCT) NA (6% NaCl)
COLONIAS COLONIAS COLONIAS COLOMIAS
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4.9 CONFIRMACAO DA PRESENCA DO INSERTO ATRAVES DA TECNICA DE EXTRACAO DE
DNA PLASMIDIANO- MINIPREP

A metodologia de miniprep tem como objetivo a extracao rapida dos plasmidios
que foram anteriormente introduzidos em E. coli por eletroporacdo. Esses plasmidios
serdo, posteriormente, introduzidos em novas células eletrocompetentes visando a
confirmacédo de que seja o vetor, contendo o inserto, o responsavel pela bactéria adquirir
resisténcia a salinidade e conseguir crescer significativamente em concentracfes
relativamente altas de cloreto de sodio. Para a obtencdo dos plasmidios, a col6nia de E.
coli, transformada e crescida em meio &gar nutriente contendo 6% de NaCl, foi
cultivada em meio LB com ampicilina por 16 horas, a 37°C sob agitacdo de 200 rpm.
Em seguida, a cultura foi aliquotada em tubos plasticos estéreis e centrifugou-se por
cinco minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspenso
em 200pL de solugdo de ressuspensdo (25 mM Tris-HCI, pH=8; 10 mM EDTA e 50
mM de glicose) e vortexado até a completa ressuspensdo das bactérias. Em seguida, foi
acrescentado 5uL de RNAse, 200uL do Tampéo de lise (0.2 N NaOH e 1% SDS) e todo
0 contetdo foi vortexado. Logo apds, centrifugou-se todas as amostras por cinco
minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Precipitou-se
0 DNA com 500uL de isopropanol 100% e os tubos foram mantidos por 90 minutos a -
20°C. Logo apos a precipitacdo do DNA, homogeneizou-se 0 conteudo por inversao e
foi realizada uma centrifugacdo por cinco minutos a 13.000rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 500uL de etanol 70% e centrifugado
cinco minutos a 13.000 rpm e, novamente, o sobrenadante foi descartado. O precipit.....

foi colocado para secar a 55°C no banho seco até ndo ser visto nenhum resquicio de
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etanol 70%. Logo apds, o precipitado foi ressuspenso em 30uL de dgua milliQ estéril e
o conteudo foi homogeneizado. Posteriormente, os tubos contendo o pellet ressuspenso
foi colocado no banho-maria a 37°C durante trinta minutos e foi feita uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 1% para analisar se a extracdo plasmidial ocorreu de

maneira adequada.

4.10 PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA A CLONAGEM MOLECULAR UTILIZANDO O VETOR
pJET

4.10.1 Preparo de células quimiocompetentes de Escherichia coli linhagem DH5a

Uma coldnia de Escherichia coli (E. coli) linhagem DHS5a, foi utilizada para
fazer o pré-in6culo em 2mL do meio SOB (2% triptona; 0,5% extrato de levedura;
10mM NaCl; 2,5mM KCI; 10mM MgCl,; 10mM MgSO,4 e pH ajustado para 6,8) e
foram mantidas no shaker sob agitacdo de 150rpm a 37°C por 2 horas. Em seguida,
adicionou-se 0s 2mL do crescimento bacteriano a 50mL de meio SOB, deixando nas
mesmas condicBes anteriormente citadas até alcancar a densidade 6tica de 0,5-0,6 no
comprimento de onda de 600nm. Apos este periodo, adicionou-se 500uL de MgCl; e
colocou-se o tubo no gelo durante quinze minutos. Centrifugou-se o contetdo a
3000rpm por dezessete minutos a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e as células foram
ressuspensas em 15mL da Solugédo | (30mM acetato de potéssio; 50mM MnCl,; 100mM
KCI; 10mM CICa; e 15% de glicerol) e foram mantidas no gelo por 10 minutos.
Centrifugaram-se os tubos a 3000rpm durante dezessete minutos a 4°C. Em seguida,
descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspensas em 2mL de solucédo 1l
(10mM Na-MOPS pH 7,0; 75mM CaCl,; 10mM KCI e 15% de glicerol). Aliguotou-se
50pL das células em tubos novos e as amostras foram armazenadas a -80°C.

4.10.2 Amplificacdo do gene dos antiportes Na*/Ca®* e Na*/ H" e visualizacdo em

gel de agarose

Os genes dos antiportes Na*/Ca** e Na*/H* foram amplificados utilizando
primers especificos de Haloferax volcanii. As sequéncias de bases nitrogenadas do
primeiro antiporte foram: 5> AGT CCG TTT TCT GAG TGG TTG C 3’ (forward) e 5’
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GTC GGG TTT TTT CTC ACC G 3’ (reverse), enquanto que para o segundo contra-
transportador a sequéncia dos primers foram: 5’AAC GTC CAG CCG GCC AAG
AG3’(forward) e 5> CAG TCA AGC TCT GAC AAA CG3’ (reverse).

As reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas utilizando
cerca de 100 ng/uL de DNA total de Halococcus morrhuae; 4,0 uLL de tampao de reagdo
10X; 2uL de MgCI2 (25mM); 4pL de dNTPs (2mM); 1,6uL de cada primer (10pmol);

2 UL de Tag DNA polimerase(5U/uL), e agua ultrapurificada estéril para um volume
final de 40uL. A amplificagdo ocorreu em termociclador (Perkin Elmer), com as
seguintes etapas: 94°C por 5 min, 30 ciclos (94°C por 1 min, 52°C por 1 min e 72°C por
1 min) para o o primeiro antiporte e 30 ciclos (94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C
por 1 min) para a amplificacdo do segundo antiporte, com extensdo final para ambos a
72°C por 10 min e manutencdo a 4°C por no minimo 15 min. A visualizacdo da
amplificagdo dos genes dos antiportes acima citados foi realizada em gel de agarose
(1%) em tampédo TAE (Tris-&cido acetico-EDTA) 1X, contendo brometo de etideo (0,5
ug/mL).

4.10.3 Purificacéo dos produtos de PCR dos antiportes

Para a remocéo de fragmentos pequenos de DNA e dimeros de primers, sais e
enzimas que ainda restavam no tubo contendo os produtos de PCR ja amplificados,
utilizou-se o kit Nucleo Spin Extract 11 (Machery Nagel) e o protocolo utilizado foi
como descrito pelo préprio fabricante.

4.10.4 Clonagem dos produtos de PCR no vetor pJET

4.10.4.1Reacao de corte de produtos de PCR em extremidades cegas

Os produtos da PCR dos antiportes Na*/Ca®* e Na*/ H* foram clonados no vetor
pJET 1.2/Blunt (Fermentas), conforme instrugcdes do fabricante. Para tanto, o primeiro
passo foi gerar as extremidades cegas nos produtos de PCR através de uma reagdo
contendo 10ul. Tampdo da reacgdo (2x); 2 uL. do produto de PCR (100 ng/ uL); 5 pL de
agua nuclease free e 1 ulL da enzima de restricdo. Todo esse conteudo foi vortexado e
centrifugado por 5 segundos a 14.000 rpm. Em seguida, o tubo plastico com todo o

contetdo foi incubado a 70°C por 5 minutos e esfriado no gelo, brevemente.
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4.10.4.2 Ligacao dos produtos de PCR ao vetor pJET 1.2

A reacdo de ligacdo do produto da PCR ao vetor pJET 1.2 (Figura 24) foi
montado da seguinte maneira: acrescentou-se 1ul do vetor de clonagem e 1uL da T4
DNA Ligase (3 U/uL) e 18 uL da mistura de reacdo que houve o corte dos produtos de
PCR em extremidades cegas, totalizando um volume final de 20 uL. Agitou-se o
conteddo brevemente e o mesmo foi centrifugado durante 5 segundos a 14.000rpm.

Depois incubou-se a mistura de ligacdo a temperatura ambiente por trinta minutos.

Figura 24- Mapa genético do vetor pJET 1.2.
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Fonte: Fermentas Molecular Biology Tools

4.10.5 Transformacé&o por choque térmico

Apos a ligagdo dos produtos de PCR ao plasmidio, uma amostra de células
quimiocompetentes foi descongelada, acrescentou-se 3 pL da reagdo de ligacdo do
plasmidio com o inserto e incubou-se por 20 minutos no gelo. Passado 0s vinte minutos,
colocou-se o tubo de plastico com as células competentes por 90 segundos em um
banho-maria a 42°C e esfriou--a no gelo por 2 minutos. Em seguida, foi acrescentado
950 uL de meio SOC e o tubo foi colocado no shaker a 200 rpm, a 37°C por duas horas.

Passado este tempo, as células foram plaqueadas em meio LB com ampicilina (100

pg/mL).
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4.10.6 Teste para avaliar eficiéncia da transformacéo

A eficiéncia das células quimiocompetentes em colocar o DNA exdgeno para o
seu citosol foi realizado através do protocolo de transformagdo por choque térmico com
o vetor pBluescript fechado. As células competentes transformadas foram plaqueadas
em meio LB com adi¢do de ampicilina (100ug/mL). O célculo para este parametro é
feito da mesma maneira que apresentado no tépico da mesma maneira que apresentado

no tdpico 4.9.12 deste material e métodos.

4.11 ANALISES DA FUNCIONALIDADE DOS GENES EM Escherichia coli

4.11.1 Andlises da funcionalidade em meio de cultura solido

No dia seguinte a transformagdo por choque térmico, as colbnias dos
recombinantes foram incubadas em 500uL de meio liquido LB, distribuidos em placas
de 96 pocos. Objetivando manter a pressao seletiva e a transcricdo do inserto, 0 meio de
cultura liquido Luria-Bertani foi suplementado com ampicilina numa concentracdo de
100pg/mL e IPTG (Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) numa concentragdo de 200
mg/mL. As col6nias foram mantidas a 37°C durante 18 horas sob agitacdo de 200 rpm.

Passado esse perfodo, as culturas foram diluidas 0, 100(10%), 10.000(10%) e
1.000.000(10°®) vezes e foram agitadas durante 30 segundos antes de ser retirada uma
aliquota dessa cultura através de 3uL e inoculou-se na placa contendo meio agar
nutriente acrescido de ampicilina (100pug/mL) e IPTG(200 mg/mL). Para as placas do
controle, o meio nutriente agar foi acrescido de ampicilina, enquanto que nas placas
experimentais, o meio continha ampicilina (100 pg/mL); 5; 6 ou7% de cloreto de sédio
e poderia ser suplementado, ou ndo, com IPTG (200 mg/mL).

Esse experimento foi realizado dez vezes, cada repeticdo fez uso de 96 coldnias

escolhidas aleatoriamente e inoculadas em duplicata nas placas.
4.11.2 Analises da funcionalidade em meio de cultura liquido
A funcionalidade dos genes em Escherichia coli também foi avaliada em meio

liquido, no qual o controle positivo foi realizado com Caldo Nutriente suplementado

com Ampicilina (100 pg/mL); o controle negativo foi realizado com E.coli nédo
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transformada na presenca de IPTG (200 mg/mL), Ampicilina (100 ug/mL) e 6% de
NaCl. Por outro lado, foram preparados tubos de ensaio contendo 25mL de meio Caldo
nutriente com 6% de NaCl e na presenca e na auséncia de IPTG.

As anélises foram feitas através da densidade oOtica mensurada em um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600nm. Foram também realizados
experimentos para observacdo do crescimento de E.coli DH50 ndo transformada
cultivada em meio NA com ampicilina (100ug/mL), sem ampicilina, meio NA com 6%
de NaCl suplementado com IPTG e sem IPTG, objetivando avaliar o crescimento da
bactéria nessas condi¢des acima descritas.

Todos os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente utilizando o Test t

student e ANOVA utilizando o teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls.



AVALIACAO DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA E DAS ORF’S

DOS CONTRATRANSPORTADORES NA'/H' E NA*/CAZ

ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTACAO A

5 RESULTADOS E DISCUSSAO HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

5.1 MEIOS DE CULTURA E CRESCIMENTO DE Halococcus morrhuae

O crescimento de Halococcus morrhuae era esperado que ocorresse quinze dias
apos a reidratacdo da amostra liofilizada, sendo a cultura mantida a 37°C, sob aeracéo e
no meio liquido indicado pelo INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude). Entretanto, o cultivo ndo apresentou crescimento significativo até o décimo
quinto dia apds o indculo inicial. Sendo assim, passou-se a acompanhar o crescimento
da mesma, a cada vinte e quatro horas, baseado nas absorbancias geradas pelo
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 600nm. Com isso, o resultado das
leituras de densidade apresentaram valores muito baixos, variando de 0,0004 a 0,00391,
apos vinte dias de cultivo, sob agitacéo, refletindo o mal crescimento da cultura.

Na tentativa de melhorar o crescimento de H. morrhuae, buscou-se na literatura
meios de cultivo descritos, quatro meios foram selecionados e preparados, sendo estes
descritos na metodologia desse trabalho. Ap6s um més acompanhando diariamente a
cultura, foram feitas diversas tentativas de centrifugacdes objetivando concentrar as
células e colocéa-las nesses novos meios.

Robinson e colaboradores (2004) relataram que H. morrhuae ndo apresentou
nenhum crescimento apds 48 horas de cultivo em meio apropriado e que isso foi
comprovado pela manutencdo dos valores de densidade oOtica em <0,03, mas que
eventualmente depois cresceram (ROBINSON, 2004). Desta forma, pode-se observar
que ja esta relatado na literatura problemas de crescimento desta espécie in vitro.

A procura por meios de cultura descritos para halobactérias extremofilas
contribuiu para o crescimento de H. morrhuae em um meio aqui denominado de Meio
112, catalogado no ATCC, alem de tentar modifica-lo visando um melhor crescimento
da arqueia. ApoOs quarenta e trés dias do indculo inicial em meio sélido, no qual foi
colocada a cultura total inicial centrifugada e ressuspendida em 100 pL, foi possivel
observar cerca de seis colonias isoladas da arqueia. Desta forma, ja havia condigdes de
manutencdo da linhagem em meio solido, embora ainda fosse necessario 0 seu
crescimento em meio liquido.

Esse crescimento foi alcancado com o aumento de dois componentes do meio
ATCC 112 para halobactérias, sendo o primeiro o sulfato de manganés de 0,06 mg/L
para 0,20 mg/L e o segundo composto foi o sulfato ferroso de 0,05 g/L para 0,15 g/L.

Adicionalmente, Halococcus foi cultivado a uma temperatura de 41°C, uma vez que
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havia sido descrito temperaturas 6timas para halobactérias alcangando até 45°C (OREN,
2002). Além disso, como um microrganismo aerdébico, colocou-se o cultivo em
enlemeyers grandes e a rotagcdo do shaker foi colocado para 200rpm.

Assim, observa-se que nessas condigdes, ocorria uma mudanca de coloracdo da
cultura para um intenso alaranjado, além da visualizacdo da formac&o de um precipitado
na base do enlemeyer onde estava sendo cultivado o microrganismo, como também nas
paredes da vidraria (Figura 25). Adicionalmente, percebeu-se que a mesma apresenta
um odor forte.

Assim, alcancandos as condi¢cdes adequadas para o cultivo, também, de
Halococcus em meio liquido foi possivel dar continuidade aos experimentos, nao

apresentando mais problemas no crescimento da cepa.

Figura 25 - Crescimento de Halococcus morrhuae em meio de cultura ATCC 112(A) e em meio
liquido(B)

Fotos: PRISCILLA ANNE (2010).

5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA UTILIZANDO TECNICAS DE MICROSCOPIA DE

CONTRASTE DE FASE E MICROSCOPIA OTICA DE LUZ

Aliquotas do cultivo de H. morrhuae foram retiradas para visualizacdo das
células em microscopio 6tico de luz, em um aumento total de 40x, onde foram
observados milhares de agregados celulares de tamanhos variados (Figura 26A). Além
disso, pode-se observar que esses aglomerados possuem um formato bem definido e

organizado, e que hd um arranjo semelhante em todos eles (Figura 26B). Com um
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aumento total de 400x, observando mais detalhadamente o interior desses agregados,

pode-se perceber que na verdade eles s&o um conjunto de sarcinas (Figura 26C).

Figura 26 - Fotomicrografias de Halococcus morrhuae organizada em diversos agregados

Figura 1Figura 30 - Fotomicroqgafias de Halococcus morrhuae orgar&zada em diversos agregados.

Em A observa-se a visdo da lente panoramica, enquanto que em B o aumento é de 100x,
mostrando a forma dos agregados e o interior destes esta detalhado em C.
Fotos: PRISCILLA ANNE (2010)

A definicdo de sarcina diz que é um arranjo morfoldgico de cocos ou bacilos,
neste caso de cocos, que se agregam sob aspecto cubico e este que pode ser formado de,
no minimo, 8 cocos. Desta forma, pode-se concluir que H .morrhuae sdo cocos que se
agregam na forma de sarcinas de diversos tamanhos. A organizagdo morfolégica em
sarcinas visualizada em H. morrhuae (Figura 27A e B) também é observada em outras
especies do género Halococcus, como por exemplo, em H. thailandensis, a qual teve
sua fotomicroscopia de varredura apresentada por Namwong e colaboradores
(NAMWONG, 2007) (Figura 27C).
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Figura 27 - Imagens de Halococcus morrhuae por técnicas de microscopia Otica de luz (A),
microscopia de contraste de fase (B) e imagens de Halococcus thailandensis por microscopia
eletronica de varredura (C)

A

Barra=1pum. Fotos A e B: PRISCILLA ANNE (2010) e Foto C: NAMWONG(2007).

A organizacdo desses cocos em sarcinas pode ser interpretada como um
mecanismo de defesa as altas concentracdes de sal presente no meio em que vivem, pois
através da agregacdo ha a diminuicdo da area de contato com o meio salino facilitando o
seu equilibrio i6nico e reduzindo o seu gasto energético em mecanismo de
osmoregulacdo, tais como o aumento no efluxo de ions Na®, a otimizag&o no sequestro
vacuolar de fons CI" e Na* e na producéo e acumulo de osmélito compativel (POSAS et
al., 2000).

5.3 CURVA DE CRESCIMENTO DE Halococcus morrhuae

O crescimento de H. morrhuae foi acompanhado diariamente durante 17 dias e
com os valores de densidade Otica foi construida a curva de crescimento deste
microrganismo, a qual estd mostrada no Gréafico 1. Analisando-se o crescimento de

Halococcus morrhuae, observa-se que o padrdo da referida curva € de uma curva
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bacteriana tipica, onde, inicialmente, observa-se a fase lag, posteriormente a fase
exponencial, depois a fase estacionaria e por fim, encontraria a fase de morte celular
(ZWIETERING,1990; SKARSTAD, 1983).

Grafico 1 - Curva de crescimento de Halococcus morrhuae tendo como variaveis a densidade
Gtica e o tempo
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O grafico acima mostra que nos primeiros dias o crescimento foi bastante
discreto, semelhante a fase lag das curvas de crescimento bacterianas. Ja foi relatado
que esse comportamento é devido a baixa taxa de divisdo celular, em que ha a sintese
enzimatica e de moléculas variadas essenciais para as proximas etapas da divisdo
celular, resultando em um aumento dos tamanhos das células e do peso seco das
mesmas. Nesta fase, ndo houve um aumento significativo da populagéo, ficando o
namero de organismos praticamente inalterado durante os dois primeiros dias.

A partir do quarto dia, é possivel observar um aumento significativo na
densidade dtica, refletindo o aumento do namero total de células, caracterizando o inicio
da fase de crescimento exponencial da cultura. Esta fase é observada até 176 horas (sete
dias, aproximadamente) apds o indculo inicial ter sido feito, na qual a densidade Otica
chega a 3,36, em média.

As células nesta fase, estdo com altas taxas metabdlicas, e por isso, 0s
experimentos realizados neste trabalho foram planejados e feitos com células que

estavam nesta fase de crescimento.
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Por outro lado, o grafico mostra que entre 192 até 240 horas do inicio do cultivo,
a cultura demonstra ter sua densidade ética praticamente inalterada, variando entre 3,09
a 2,87. Nesta fase, acredita-se que a manutencao da densidade Otica seja o resultado da
equivaléncia entre o nimero de individuos que nascem e o nimero de individuos que
morrem, levando a manutencao da densidade do cultivo.

Em seguida, pode-se visualizar um decaimento da densidade oética ( mais
significativamente) a partir de 280 horas da curva de crescimento ter sido iniciada. O
decaimento da absorbancia ocorre de maneira lenta. Cerca de 390 horas ap6s o indculo
inicial, a cultura ainda apresentava uma densidade significativamente alta. Entretanto, é
importante lembrar que essa densidade alta, pode estar associada com a formacédo de
sarcinas maiores, como também pode estar relacionada a lise celular dos seus cocos,
esta que contribuiria para um aumento da turbidez no meio de cultura, levando a
manutencdo da densidade Otica ainda em niveis significativos.

Por fim, a ultima fase da curva seria a de declinio da densidade ¢ética, a qual
poderia ser justificada pela morte celular desses microorganismos ou por uma maior

agregacao dos mesmos.

5.3.1 Tempo de geracdo de Halococcus morrhuae

Os valores da fase exponencial da curva de crescimento apresentadas no Grafico
1 foram utilizados para calcular o intervalo de tempo em que uma célula origina duas
novas células ou tempo necessario para uma populacdo dobrar de numero. Esse
intervalo é chamado de tempo de geracéo.

Para que o célculo do tempo de geracéo da curva de crescimento de Halococcus
morrhuae fosse feito, escolheu-se os valores de densidade dtica de 0,5 e 1, assim como
le2;el5e 3. Observando o Gréafico 2, pode-se notar que para a densidade duplicar de
0,5 a 1, séo necessarias 20 horas.

Do mesmo modo, observando o tempo necessario para que a densidade Otica da
cultura partisse de 1 e alcancasse 2, foram precisos 40 horas de cultivo. Adicionalmente,
quando se analisa esse tempo para que a cultura cresca e saia da densidade de 1,5 para
3, também foi necessario 40 horas, uma vez que a densidade de 1,5 s6 foi alcancada
apos 95 horas do cultivo inicial e a densidade Otica de 3, ap6s 150 horas do inicio do

cultivo.
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Gréfico 2 — Curva de crescimento de Halococcus morrhuae com linhas coloridas interligando o
valor de densidade Gtica com o tempo correspondente.
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Com os dados apresentados no grafico acima e descritos no paragrafo anterior,
foi possivel calcular o tempo de geracdo médio que essa cultura apresenta, o qual foi de
33 horas, aproximadamente. E importante lembrar que este experimento foi realizado
trés vezes, sendo que cada repeticdo foi feita em duplicata e todos esses cultivos foram

feitos sob as mesmas condiges.

5.4 ANALISE DO GRAU DE AGREGAGCAO DAS SARCINAS DE Halococcus morrhuae A0

LONGO DA CURVA DE CRESCIMENTO

As quantificacbes das sarcinas em diferentes tamanhos de agregados foram
realizadas paralelamente as leituras de densidade Otica, isto €, as culturas utilizadas para
0 acompanhamento do crescimento e construgdo da curva de crescimento foram as
mesmas para a construcdo dessa curva, a qual visou analisar como a cultura se
comportava em relacdo a organizacéo de suas sarcinas.

A correlagdo aproximada dos tamanhos das sarcinas com as marcagdes da
camera hemocimétrica de Neubauer facilitou a classificacdo dos agregados em cinco
classes diferentes que variam entre sarcinas muito pequenas a maiores que um dos

dezesseis quadrados presentes em um quadrante da camera hemocimétrica de Neubauer.
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As correlacdes dos tamanhos dos agregados ao longo dos dias ap6s o indculo
inicial ter sido feito, estdo apresentados no Gréafico 3. Através de uma visao superficial,
pode-se perceber que inicialmente ha um grande nimero de sarcinas classificadas como
muito pequenas e estas diminuem ao longo do tempo e s6 reaparecem apds o décimo

sexto dia da cultura.

Gréfico 3 - Nimero e tamanho de sarcinas ao longo da curva de crescimento

Observando em mais detalhes o grafico, pode-se perceber que durante os trés
primeiros dias houve uma maior concentracdo de agregados de tamanhos muito
pequenos, acompanhado de sarcinas de tamanho pequeno, isto é, que variam entre 0,1 a
43um de tamanho. Em seguida, o nimero desses agregados de tamanhos muito
pequenos foi diminuindo e os de tamanho pequenos foi aumentando. No quarto dia da
curva de crescimento o numero dos agregados de tamanho pequenos foi a maioria dos
agregados presente no cultivo.

Desde o segundo dia da curva de crescimento, o nimero de sarcinas de tamanho
que variam entre 44 a 64um (tamanho médio) s6 aumentou até, aproximadamente, o
oitavo dia da curva de crescimento, justificando porque os valores a densidade Otica
entre o terceiro e o0 sétimo dia da curva aumentaram (Gréafico 1). Os dados de densidade
Gtica ao longo do cultivo apresentados no Gréfico 1 demonstram que os valores

méaximos conseguidos de densidade o6tica foram alcancados entre o setimo e o décimo
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dia da curva, e isso pode ser justificado devido a presenca de sarcinas grandes e muito
grandes.

Depois do décimo dia, observa-se a manutencdo de agregados de tamanho
grande. Entretanto, os valores de densidade Otica diminuiram devido a aglomeracéo
dessas sarcinas cada vez em tamanhos maiores, aumentando os espacos “livres” no
meio de cultura fazendo com que a densidade caisse. No décimo sexto dia da curva de
crescimento, a densidade Otica foi um pouco menor devido a presenca de aglomerados
de tamanhos diferentes, no qual se pode visualizar sarcinas de todos os tamanhos,
demonstrando que inicialmente a densidade cai devido a agregacdo das sarcinas em
aglomerados maiores e posteriormente, estas sarcinas comecgaram a lisar, podendo ser

observado células lisadas no meio de cultura visualizado em microscopio 6tico de luz.

5.5 EXTRACAO DOS LIPIDEOS E PIGMENTOS DA ARQUEIA H.morrhuae E SUA

CARACTERIZAGCAO ESTRUTURAL

O crescimento microbiano ocorre em uma grande variedade de ambientes, nos
quais a concentracdo de sal pode chegar a até 5 M (OREN, 1999; MARGESIN &
SCHINNER, 2001). Para conseguir sobreviver sob essas condicdes de alta salinidade,
microrganismos haldfilos e halotolerantes tiveram que desenvolver adaptacOes e,
dentre estas, estdo as mudancas em sua membrana plasmética (VREELAND, 1987), a
qual se tornou menos permeavel a prétons e ao sddio, facilitando a manutencdo do
balango osmatico desses organismos (VAN de VOSSENBERG, 1999).

Lipidios da membrana de H. morrhuae foram extraidos com cloroférmio:
metanol, gerando um material s6lido na forma de um pdé devido a presenca
compostos com cadeias hidrocarbénicas grandes, estas que podem chegar a cinquenta
carbonos, por exemplo (DasSARMA,1995).

Realizaram-se cinco extragdes dos lipidios de Halococcus morrhuae nos quais
foram conseguidos um total de 7,5409g de um material sollvel apenas em &gua,
demonstrando a sua alta polaridade, incluindo pigmentos que puderam ser observados
pela coloracao avermelhada do extrato.

A presenca dos lipidios foi acompanhada por placas cromatograficas, por meio
das quais foi possivel observar a presenca de uma mancha de cor alaranjada, a qual
provavelmente estaria relacionada com algum de seus pigmentos, como, por exemplo,
o B-caroteno. Ap0s a utilizagdo do reativo de molibdato (DITTMER & LESTER,
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1964) tornaram-se observaveis um maior nimero de manchas e utilizando esta técnica,
pode-se calcular os indices de retencdo (Rf) dos mesmos, o qual é definido como
sendo a razdo entre a distancia percorrida pelo composto e a distancia percorrida pelo
eluente.

Em cada placa cromatografica preparada, observou-se de quatro a seis manchas,
estas que tiveram os tempos de retencdo, entdo, calculados. Os valores de Rf de 0,28;
0,60 e 0,10, respectivamente, correspondem aos fosfolipidios Acido Fosfatidico (PA) e
Fosfatidilglicerol (C20-C20)(PG), e ao glicolipidio conhecido como Diglicosilarqueol
(DGA-1) (Figura 28) (DasSARMA,1995).

Figura 28 — Estrutura quimica dos possiveis lipidios relacionados aos valores de Rf
encontrados neste estudo
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O acido fosfatidico (PA), o fosfatidilglicerol (PG) e fosfatidilglicerofosfato
(PGP) ja foram encontrados em Haloferax mediterranei e Halococcus saccharolyticus
(MOLDOVEANU, 1990). Para Halococcus morrhuae ja foi descrito alguns lipidios
como o arquetidilgligerol-metilfosfato (PGP-Me), arquetilglicerol, Triglicosilarqueol-
sulfatado (S-TGA-1) e ndo sulfatado (TGA-1), além do tetraglicosilarqueol (S-TeGA)
(TENCHOV, 2006; MORRIS, 1990).
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5.5.1 Andlises dos extratos lipidicos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas

A espectrometria de massas constitui uma importante ferramenta de analise
organica, cujo proposito central é converter uma substancia em fragmentos
moleculares mensuraveis, estes que sdo indicativos da estrutura da molécula original.
Inicialmente, a amostra € introduzida na camara de ionizacdo na qual haverd a
remocdo de um elétron da camada de valéncia, formando uma espécie altamente
energética (PAVIA, 2001).

Posteriormente, a energia acumulada durante a ionizacdo € dissipada quebrando
as moléculas em fragmentos caracteristicos para cada estrutura molecular. Todos 0s
fragmentos carregados positivamente passam através de uma série de fendas
constituidas por placas carregadas negativamente onde sdo acelerados e enviados para
dentro do analisador de ions, no qual serdo separados pela razdo massa/carga (m/z). A
corrente iénica formada devido as massas idnicas separadas ¢ medida, amplificada e
exibida na forma de um espectro de massas.

Os dois primeiros extratos lipidicos foram esterificados e injetados em um
cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrébmetro de massas, por meio do qual se
observou a presenca de diversas moléculas. O cromatograma da primeira amostra
(Figura 29) demonstrou a existéncia de cinco picos principais, onde estes foram
integrados, apresentando 0s seguintes tempos de retencdo: 12,926; 15,142; 17,066;

17,164 e 21,236 minutos, respectivamente.

Figura 29 — Cromatograma do Extrato 1 de Halococcus morrhuae
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Adicionalmente, as analises da primeira extracdo por CG-MS, demonstraram
que apenas 3% da amostra que foi integrada correspondia a molécula detectada como
sendo a do pico 1, enquanto que 44,52% estava associada com a molécula do pico 2,
44,43% da amostra correspondia a molécula do pico 3. J& os pico 4 e 5, representaram
5,53 e 2,52% da amostra total que havia sido injetada no equipamento (Tabela 5).

Tabela 5 - Tempo de retencdo e porcentagem na amostra de cada molécula detectada pelo
CG-MS

NUmero Tempo de Porcentagem na
do pico Retencao( min) amostra

1 12,956 3,0

2 15,142 44,52

3 17,066 44,43

4 17,164 5,53

5 21,236 2,52

O padrédo de fragmentacdo dos picos sdo Unicos para cada tipo de substancia e
sdo caracteristicos desta substancia. No primeiro pico, observou-se que a molécula
apresentava uma razdo de massa/carga de 143 e o padrdo de quebras originados na

analise (Figura 30) foi comparados aos existentes no banco de dados.

Figura 30 — Quebras moleculares relativas da Molécula 1 da Amostra 1
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Os resultados apontam que as quebras apresentaram 84% de similaridade com a
do &cido decandico, também conhecido como acido caprico, presente nas membranas
de organismos do Dominio Bacteria e Eucarya. Adicionalmente, esse mesmo pico
apresentou 83% de semelhanca com as quebras que caracteriza o acido g

Tridecandico e 82% com o &cido hexadecandico (Figura 31).

m/7.
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Figura 31 - Padrdes de quebras moleculares de substancias presentes no banco de dados do
CG-MS

Em A, observa- se as quebras do &cido decandico, em B as quebras do &cido graxo conhecido
como Tridecandico e em C a do acido hexadecandico.

O segundo pico que apareceu no cromatograma é o0 que apresentou a maior
altura, o que representa a maior abundancia. Observando a Figura 32, pode-se

perceber que 0 mesmo mostrou uma razéo de massa/carga de 270.

Figura 32 - Quebras moleculares relativas da Molécula 2 da Amostra 1

Figura 3Figura 36 - Quebras moleculares relativas da Molécula 2 da Amostra 1.



90

O banco de dados do espectrometro de massas apresenta as 25 moléculas com
quebras mais similares a amostra que foi injetada e analisada no equipamento.
Entretanto, neste trabalho s6 estdo sendo citadas as moléculas mais semelhantes
quanto as fragmentacoes.

No caso da molécula 2, a mesma apresentou similaridade de 92% com o &cido
hexadecandico, também conhecido como palmitico, e com o0 acido pentadecandico.
Enquanto que apresentou 91% de semelhanca com o &cido 15-metil-hexadecandico,
que é o isoheptadecanoato, assim como com o acido tridecandico e com o acido

araquidoénico (Figura 33).

Figura 33- Similaridades das fragmentacGes do pico 2 com a de substincias presentes no
banco de dados do CG-MS
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Em A, observa- se as quebras do acido hexadecandico, em B as quebras do 4cido graxo
conhecido como pentadecandico, em C a fragmentagdo do 4cido iso- heptadecanoato, em D n-
acido tridecandico e em E, 4cido araquidonico.

A terceira molécula do cromatograma do Extrato 1, demonstrou ter uma razdo de
massa/carga de 298, este que apresentou 44,43% da amostra integrada nesta analise
(Figura 34). O banco de dados mostrou que a molécula 3 apresentava 91; 90; 89; 88 e
87% de similaridade com o0s seguintes acidos graxos: 12-metil- acido tetradecandico,
acido ciclopentanoundecandico, acido heptacosandico, acido ciclopentanotridecandico
e 5-(2-undecil-ciclopropil)pentanoato, respectivamente (Figura 35).

Figura 34 - Quebras moleculares relativas a Molécula 3 da Amostra 1

Figura 4
Figura 38 - Quebras moleculares relativas a Molécula 3 da Amostra 1.
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Figura 35 - Similaridades das fragmentacdes do pico 3 com a de substancias presentes no
banco de dados do CG-MS

Figura 5Figura 39 - Similaridades das fragmentacdes do pico 3 com a de substancias presentes no
banco de dados do CG-MS.

Figura 39 - Similaridades das fragmentacdes do pico 3 com a de substancias presentes no
banco de dados do CG-MS(cont.
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Em A observa-se o padrdo de quebras caracteristicas do 12-metil- &cido tetradecandico, em B
visualiza-se o padrdo do &cido ciclopentanoundecandico, em C sdo os fragmentos do &cido
heptacosandico, enquanto que em D é a do &cido ciclopentanotridecandico e em E a do 5-(2-
undecil-ciclopropil)pentanoato, respectivamente.

O pendltimo pico da primeira amostra apresentou um tempo de retencdo de
17,164 minutos e um valor para a razdo massa/carga de 110, como mostrado na Figura
36. As quebras apresentadas por essa molécula e comparadas com a de outras
presentes no banco de dados demonstrou apresentar cerca de 86% de homologia ¢
octil-acetileno, dodecino e decino e de 85% com undecino (Figura 37).

Figura 36 - Quebras moleculares relativas a Molécula 4 da Amostra 1

Figura 37 - Similaridades das fragmentacdes do pico 4 com a de substancias presentes no banco
de dados do CG-MS
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Em A observa-se o padrdo de fragmentacGes do decino; em B a do dodecino; em C a do
undecino.

Seguindo as andlises da Amostra 1, observou-se que o quinto pico integrado
apresentou uma razdo massa/carga de 171 ( Figura 38). As fragmentacOes dessa
molécula apresentaram semelhanca com as quebras caracteristicas do 2-oxo-acido

nonanoico (Figura 39).

Figura 38 — Quebras moleculares relativas a Molécula 5 da Amostra 1

Figura 39- Similaridade das fragmentacdes do pico 4 com a do2-oxo0-4cido nonandico
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A andlise da segunda amostra esterificada e injetada no CG-MS identificou a
existéncia de dez picos principais, estes que foram captadas em tempos diferentes e
que, consequentemente, geraram valores de tempo de retencdo diferentes (Figura 40 e
Tabela 6).

Figura 40 — Cromatograma do Extrato 2 de Halococcus morrhuae

Tabela 6 -Tempo de reten¢do e porcentagem na amostra de cada molécula detectada pelo CG-
MS
NuUmero do pico Tempo de Retencdo  Porcentagem na

(minutos) amostra
1 15,139 7,82
2 17,064 10,83
3 17,865 10,34
4 18,668 1,93
5 19,501 0,17
6 20,445 4,16
7 21,112 5,96
8 21,557 4,10
9 22,912 2,10
10 27,437 52,59

O primeiro pico apresentou um tempo de retencdo de 15,139 minutos e a sua
porcentagem em area foi de 7,82% (Figura 41). Esse composto apresentou
similaridade de 84% com as quebras caracteristicas do acido caprico, também
conhecido como &cido decanoico (Figura 42A). Em seguida, 0 mesmo composto

demonstrou que seu padrdo de fragmentacdo foi 83% similar ao do é&cido
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hexadecandico (Figura 42B) e de 82% para o0 14-metil- &cido pentadecandico,ao acido

tridecanoico e ao 6-metil- heptanoato, respectivamente (Figura 42C, D e E).

Figura 41 - Quebras moleculares relativas do Pico 1 da Amostra 2

Figura 42 — Similaridades das fragmentac¢des do pico 1 com a de substéncias presentes no banco de
dados do CG-MS

A
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Observa-se o padrdo de quebras do é&cido hexadecandico em A; em B, a do &cido
hexadecanoico; em C, as fragmentagGes do 14-metil- acido pentadecandico; e em D e E a do
acido tetradecandico e 6-metil- heptanoato, respectivamente.

O segundo pico desta amostra, correspondendo a uma segunda molécula
detectada no extrato esterificado, correspondeu a 10,83% do total da amostra integrada
e 0 seu tempo de retencdo na coluna cromatogréfica foi de 17,064 minutos. A sua
massa molecular foi de 143g/mol (Figura 43)

As similaridades apresentadas pelo composto quanto ao padrdo de fragmentos
moleculares foram de 85% para o0 heptacosanoato, de 83% para o 12-metil-
tetradecanoico, acido araquidonico e para o &cido caprico, enquanto foi de 82% para o

acido docosanoico com férmula de C,3H460, (Figura 44).

Figura 43 - Quebras moleculares relativas do Pico 2 da Amostra 2
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Figura 44 — Similaridades das fragmentacdes do pico 2 com a de substancias presentes no
banco de dados do CG-MS

A

Figura 6Figura 48 - Similaridades das fragmentacgdes do pico 2 com a de substancias presentes no
banco de dados do CG-MS.
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O padrdo de fragmentos observados em A € a do heptacosanoato, em B, visualiza-se a do
12-metil- tetradecandico; enquanto que em C e D a do &cido araquidbnico e do &cido caprico,
respectivamente; e em E os fragmentos moleculares do acido docosandico.

O pico 2 do segundo extrato demonstrou ter uma razdo massa/carga de 143.
Entretanto, faz-se necessario observar que os fragmentos apresentados pela mesma sao
semelhantes aos apresentados por moléculas bem maiores. Isso sugere que o composto
detectado como sendo a do pico 2 apresenta quebras semelhantes a lipidios de cadeias
longas.

Dando continuidade as analises das moléculas detectadas no CG-MS, a molécula
detectada no cromatograma como sendo a do pico 3 (Figura 45) ndo apresentou
similaridades com nenhum &acido graxo presente no banco de dados do espectrometro de

massas.

Figura 45 - Quebras moleculares relativas da Molécula 3 da Amostra 2

Figura 7Figura 49 - Quebras moleculares relativas da Molécula 3 da Amostra 2

Semelhantemente ao observado com a molécula 3 da segunda amostra, a
molécula 4 também n&o apresentou um grau de similaridade significativo com

padrdes de acidos graxos presentes no banco de dados do equipamento (Figura 46).
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Figura 46 - Quebras moleculares relativas da Molécula 4 da Amostra 2

A molécula 5 representou 0 composto em menor propor¢do na amostra total
integrada para analise (0,17%), seu tempo de retencdo foi de 19,501 minutos e a sua
razdo massa/carga foi de 85 (Figura 47).

Figura 47 - Quebras moleculares relativas da Molécula 5 da Amostra 2

A similaridade apresentada entre o padrdo de quebras da molécula 5 com a de
substancias presentes no banco de dados foi de 87% para o tridecano , tetradecano e 6-

etil-2metil-decano (Figura 48)

Figura 48 - Similaridades das fragmentacdes do pico 5 com a de substancias presentes no banco
de dados do CG-MS

Figura 8Figura 52 - Similaridades das fragmentac¢des do pico 5 com a de substancias presentes no
Panco de dados do CG-MS
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Em A observa-se as quebras do tridecano; em B, a do tetradecano e em C, a do 6-etil-2-metil-
decano.

O pico 6 apresentou um tempo de retengdo de 20,445 minutos, uma razdo
massa/carga de 270 e representou 4,16% da amostra total integrada. O padrdo de
quebras dessa molécula estd mostrado na Figura 49 e as similaridades de suas
fragmentacgOes estdo mostradas na Figura 50, na qual observa-se as quebras do 1-iodo-
decano, do 1-tetradecano e do 1-nonano, todos com 85% de similaridade com a

molécula 6.

Figura 49 - Quebras moleculares relativas da Molécula 6 da Amostra 2

Figura 9Figura 53 - Quebras moleculares relativas da Molécula 6 da Amostra 2.

Figura 50 - Similaridades das fragmentacdes do pico 6 com a de substancias presentes no banco
de dados do CG-MS

A
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As moléculas detectadas como sendo a dos picos 7, 9 e 10 apresentaram tempo
de retengdo de 21,112; 22,912 e de 27,437 minutos, respectivamente, estes
representaram 5,96; 2,10 e 52,59% do total da amostra integrada. Além disso, 0s
mesmos demonstraram ter as raz6es de massa/carga de 152 para o pico 7 (Figura 51) ;

85 para o pico 9 (Figura 52) e de 331 para a molécula 10(Figura 53).

Figura 51- Quebras moleculares relativas da Molécula 7 da Amostra 2.

Figura 10Figura 55 - Quebras moleculares relativas da Molécula 7 da Amostra 2.

Figura 52 - Quebras moleculares relativas da Molécula 9 da Amostra 2

Figura 11Figura 56 - Quebras moleculares relativas da Molécula 9 da Amostra 2

Figura 53 - Quebras moleculares relativas da Molécula 10 da Amostra 2

Figura 12Figura 57 - Quebras moleculares relativas da Molécula 10 da Amostra 2
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As moléculas detectadas como sendo a dos picos 7, 9 e 10 ndo apresentaram
semelhancas nos fragmentos gerados com moléculas com cadeias carb6nicas grandes,
visualizadas em &cidos graxos. Entretanto, a molécula 8 que apareceu apds 21,557
minutos da injecdo da amostra, a qual representa 4,10% da amostra total e que possui
uma razdo massa/carga de 85 (Figura 54), apresentou 84% semelhanca das
fragmentacdes observadas no tridecano, no 1-iodo-tetradecandico e no undecano
(Figura 55).

Figura 54 - Quebras moleculares relativas da Molécula 8 da Amostra 2

Figura 13Figura 58 - Quebras moleculares relativas da Molécula 8 da Amostra 2

Figura 55 - Similaridades das fragmentacdes do pico 8 com a de substancias presentes no banco
de dados do CG-MS

A

Em A, observa-se 0 padrdo de quebras moleculares do composto tridecano, em B a do
1-iodo-tetradecanoico e em ¢ a do undecano.
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A utilizacdo de um equipamento de baixa resolugéo para a caracterizacdo desses
acidos graxos ndo foi suficiente para a elucidacédo de sua estrutura quimica, apesar do
equipamento ter um banco de dados de mais de 20 mil moléculas.

Essa situacdo foi dificultada pelo banco de dados sO possuir acidos graxos
tipicos de organismos do dominio Eucarya e Bacteria e ndo ter em seus arquivos 0s
encontrados em organismos do terceiro dominio da vida. Se os acidos graxos da
amostra analisada neste estudo fossem originadas de um organismo pertencente a um
desses dominios, com certeza, a elucidacdo estrutural dos mesmos seria obtida pela
comparacao dos padrdes de quebra ja estarem no banco de dados do equipamento.

Adicionalmente, os lipidios de uma maneira geral apresentam cadeias carbonicas
extensas e apesar de em arqueias essas cadeias serem ramificadas (polisoprendides), a
cadeia principal é semelhante a encontrada em Eucarya e Bacteria, ndo sendo possivel
diferencid-las por este equipamento. Desta forma, justifica-se a comparacdo com
moléculas presentes em bactérias e eucariontes. Além disso, € importante lembrar que
as cadeias de acidos graxos apresentam uma razdo massa/carga maior que 1.000
(LOBASSO, 2007) e o equipamento utilizado apresentava uma capacidade de detectar
moléculas com uma razdo massa/carga de 350, no maximo.

Entretanto, esse resultado parcial retrata que o método utilizado para a extracéo
dos acidos graxos se deu de maneira adequada, porque 0 equipamento captou
fragmentos moleculares tipicos destas moléculas, nos quais foram observadas cadeias
carbbnicas extensas. Além disso, esses resultados também demonstram que o
protocolo utilizado para a esterificagdo das amostras foi eficiente, pois as moléculas
captadas pelo CG-MS se apresentavam na forma de éster.

Adicionalmente, esses resultados demonstraram o grau de semelhanca entre as
estruturas encontradas nos diferentes dominios, estando de acordo com a proposta
evolutiva a qual retrata que os organismos do dominio Archaea tiveram um ancestral
comum com 0s eucariotos, justificando a semelhanca estrutural, mas a0 mesmo tempo
mostra que 0s organismos desse terceiro dominio possuem caracteris**---

diferenciadas o suficientes para serem distinguidas em um terceiro dominio.
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5.6 FRACIONAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS LIPIDIOS DE Halococcus

morrhuae POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

O fracionamento do extrato bruto de &cidos graxos de H. morrhuae resultou em
um total de cinquenta e duas fragOes. As trés primeiras delas apresentaram coloragéo
alaranjanda, sugerindo a presenca de pigmentos nas mesmas. Foram realizadas as
analises das amostras pela técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(Figura 56 e 57), mas os espectros ndo foram suficientes para a caracterizacdo das
estruturas dos acidos graxos presentes. Entretanto, foi possivel observar que a maioria
dos picos presentes no espectro estdo localizados em uma faixa inferior a 5 ppm
(deslocamento quimico), confirmando a auséncia de compostos aromaticos na amostra

analisada e fortalecendo a proposta de compostos com carbonos alifaticos.



Figura 56- Espectro de RMN *H (CDCl;, 200 MHz) da fracdo 1 (Coluna 1)
<
N

106

- 3000

- 2500

- 2000

- 1500

- 1000

- 500

1-Priscila-1h O O N O LD = N MDD OND OMNO OM <
isci 4 NN QO T LM AN DR =
1-Priscila ~ LD LN LN LN NNANANANANANNAHO O OO o
Op-Alexsandro | —N A e N 5, —\ = |
31/08/11
|
|
it
1
|
I |
A U& L
T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.0 2.5 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)

As multiplicidades no espectro de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), dl

(dupleto largo), t (tripleto), q (quadrupleto), m (multipleto).



107

Figura 57 - Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) da fragéo 2 (Coluna 1)
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5.7 CARACTERIZACAO DO CRESCIMENTO DA LINHAGEM MC1061, XL1-BLUE E DH50 DE

Escherichia coli NAS DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE CLORETO DE SODIO

Escherichia coli é tida como um dos modelos classicos para estudos em biologia
molecular e foi escolhida, neste trabalho, por apresentar inimeras vantagens, como por
exemplo, o crescimento répido, por ser passivel de transformacdo e por ndo ter um
grande desempenho quando cultivada em meios com altas concentracdes de sal.
Podendo esta variar de 0 a 0,5% para ter um crescimento 6timo, como presente na
maioria dos meios de cultura utilizados para bactérias.

Para se ter a certeza de que um determinado gene tornaria E. coli mais resistente,
seria necessario que ela conseguisse apresentar um crescimento significativo em uma
concentra¢do que antes, sem 0 gene, era letal e que, por isso, a mesma ndo conseguia
crescer. Portanto, o primeiro passo para esse estudo foi analisar o crescimento dessa
bactéria em concentracfes crescentes do sal cloreto de s6dio para que se soubesse a
partir de qual concentragdo a mesma é tdxica para o seu crescimento e desenvolvimento.

As concentracOes testadas de cloreto de sddio para avaliar a sensibilidade a esse
sal, foram: 0; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7 e 7,5% de NaCl em meio nutriente agar. Iniciando
a avaliacdo do crescimento pela linhagem MC1061, nas placas do controle obtiveram-se
cerca de 4.500 colénias, quando o inéculo foi de 10uL da cultura que havia sido diluida
10°® vezes. Este dado mostra que existiam cerca de 4,5 x 10'* unidades formadoras de
colbnias (UFC).

Nas placas contendo 4% ; 4,5 e 5% de NaCl foi possivel observar a presenca de
algumas colonias, ao passo que nas placas contendo 6% de NaCl a freqliéncia de
sobrevivéncia foi de 55 x 10™, mostrando que o crescimento de E. coli nesta
concentracdo de sal foi ndo significante. Nas concentracdes de 6,5%; 7% e 7,5% NaCl
foram visualizadas apenas microcol6nias. Desta forma, a concentracdo escolhida para se
construir a biblioteca com MC1061 foi de 6% NaCl.

Paralelamente, as placas do controle cultivadas com a linhagem XL1-Blue e que
tiveram um indculo de 10 pL, apresentaram cerca de 5.000 col6nias, o que significa que
existiam 5 x 10** unidades formadoras de colonias (UFC), aproximadamente. Iniciando
as analises do crescimento desta linhagem, pode-se observar o crescimento de vérias
colbnias nas concentracbes de 4 e 4,5% de NaCl, enquanto que nas placas com a

concentracdo de 5%, o numero de unidades formadoras de coldnia foi de 150 UFC/mL e
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a frequéncia de sobrevivéncia foi de 1,2 x 10" Nas demais concentracbes o
crescimento foi ausente. Com estes dados, a concentracdo escolhida para a triagem de
clones recombinantes da linhagem XL1-Blue foi de 5% de NaCl no meio de
crescimento.

Por fim, a linhagem de Escherichia coli utilizada para transformacao por choque
térmico e quimiocompeténcia foi DHS5a. O crescimento observado nos cultivos do
controle foi de 4,53x10™ unidades formadoras de coldnias. Semelhante ao crescimento
observado nas outras linhagens, no meio de cultura contendo 4%; 4,5% e 5% de NaCl
houveram vérias colénias da bactéria. J& na concentracdo de 5,5% de NaCl foi
observado uma reducdo no numero de colbnias, estas que se resumiram a apenas uma
Unica coldnia quando cultivadas em meio contendo 6% de NaCl. Nas concentracfes
mais altas, o crescimento foi ausente e com estes dados, a concentragdo escolhida para
se trabalhar com os clones de DH5a foi de 6% de NaCl.

Os resultados acima demonstram um padréo de crescimento semelhante entre as
diferentes linhagens de Escherichia coli. Entretanto, a linhagem XL1-Blue se mostrou
mais sensivel, quando comparada com as linhagens MC1061 e DH5a. A reducéo do
crescimento observado nas concentragdes de 4; 4,5; 5 e 5,5% de NaCl para MC1061 e
XL1-Blue, assim como nas concentragdes de 4 e 4,5% de DH5a, pode ser resultado do
grande gasto energético para se apresentar uma resposta osmoreguladora ( CSONKA,
1989; GOULD, 1989; KNOCHEL & GOULD, 1995).

Enquanto que a auséncia do crescimento de E. coli nas demais concentragdes
demonstra que as mesmas sao letais para o seu desenvolvimento, uma vez que a perda
da culturabilidade de alguns microrganismos € dependente da concentracdo de NaCl
(CHEVILLE etal., 1996; MATTICK et al., 2000; ASAKURA et al., 2002; BESNARD
et al., 2002; ARMANDA et al., 2003; WONG &WANG, 2004; ASAKURA et al.,
2005)

Adicionalmente, Othomo & Saito (2001) mostraram a perda da capacidade de
formar colénias pela linhagem O157:H7 de E. coli quando cultivada com teor final de

5% de NaCl e este resultado assemelha-se com o encontrado no presente estudo.

5.8 BIBLIOTECAS GENOMICAS CONSTRUIDAS COM O VETOR BLUESCRIPT

As células eletrocompetentes de MC1061 preparadas neste estudo apresentaram

uma eficiéncia de 1,03 x 10’ transformantes/pg do plasmideo (Figura 58A), enquanto
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que a linhagem de XL1-Blue (Figura 58B) apresentou uma taxa de eficiéncia de 175,21

colénias/ng, isto &, 1,75x10°col6nias/pg de DNA.

Figura 58- Crescimento de linhagens de E. coli transformadas por eletroporagédo

Em A, observa-se o crescimento de uma das placas transformadas da linhagem de MC1061 e
em B, visualiza-se col6nias de XL1-Blue. Fotos: PRISCILLA ANNE (2010)

Neste estudo foram utilizadas essas duas linhagens para eletrotransformacéo,
pois a pesquisa foi iniciada com a linhagem MC1061, mas foi conseguida a XL1-Blue,
posteriormente, que segundo Tu e colaboradores (2005), apresenta uma eficiéncia
significativa na transformacdo, sendo a linhagem mais utilizada na atualidade e por isso,
decidiu-se utiliz&-la neste trabalho. O passo seguinte foi a extracdo do DNA total de H.
morrhuae (Figura 59), que apresenta um genoma contendo 4.300.000pb (4,3x10%pb),

segundo Morris e colaboradores (1993).
Figura 59 — DNA de Halococcus morrhuae extraido pelo método CTAB.
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Foto: PRISCILLA ANNE (2010)
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Em seguida, foi realizada a digestdo tanto do DNA total extraido de Halococcus
morrhuae, assim como a do plasmidio a ser utilizado como vetor de expressdao do
inserto. Foram realizadas corridas eletroforéticas em gel de agarose para observar a
fragmentacdo do material genético assim como a purificacdo de duas faixas do DNA de
Halococcus morrhuae.

A primeira faixa, denominada aqui de faixa pesada, € constituida por fragmentos
de DNA com tamanhos que variavam entre 2 e 4Kb, tamanho aproximado de um
operon, enquanto que a faixa leve contém fragmentos de 1 a 2Kb, tamanho aproximado
de um gene. O gel de agarose (1%) com as duas faixas de peso molecular retiradas esta

mostrado na Figura 60.

Figura 60 — Excisdo da faixa leve e pesada do DNA digerido de H. morrhuae.

4000pb
3000pb

1000pb

Foto: PRISCILLA ANNE (2010)

Semelhantemente ao protocolo feito com o DNA de H. morrhuae, analisou-se a
eficiéncia da digestdo do plasmidio pBLuescript através de eletroforese unidimensional
(Figura 61), pois se a digestdo tivesse ocorrido de maneira adequada, o0 vetor estaria
linearizado e conseguiria ser deslocado com maior facilidade pela diferenca de potencial

criada pela fonte.
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Figura 61 — Digestdo do plasmidio pBluescript com EcoRl.

3000ph

Foto: PRISCILLA ANNE( 2010)

Como mostrado na Figura 61, o vetor linearizado apresentava uma banda
correspondente ao valor de 3 Kb e esta banda foi retirada do gel. Apds a purificagdo e a
dosagem de sua concentracgdo, foi realizado o tratamento do plasmidio com a fosfatase
alcalina. Além disso, também foram realizados testes para avaliar a recircularizacdo do
vetor, uma vez que este fendbmeno acontece de maneira rapida pela presenca de
extremidades coesivas em seu DNA.

Ao longo deste trabalho foram feitas diversas digestbes do plasmidio
pBluescript, assim como transformagdes de E. coli com estes vetores para se avaliar se
0S mesmos estavam linearizados, mas apenas duas digestdes apresentaram col6nias
quando cultivadas apos a transformagdo com plasmidio digerido. Nestes casos, a media
foi de sete coldnias quando inoculados 800 WL, isto é, 8,75 col6nias/mL e mesmo com
esse pequeno crescimento o vetor foi digerido novamente.

Com o vetor totalmente linearizado e com as suas extremidades desfosforiladas,
foram realizadas avaliacfes se 0 vetor estaria linearizado através de eletroporagdes e
quando apareceram colbnias contendo o pBluescript, o vetor foi tratado novamente com
EcoRlI e a fosfatase alcalina. Em seguida aos tratamentos e avaliacGes realizados com o
plasmidio pBluescript, foi feita a ligacdo do DNA, da faixa leve e pesada, de H.
morrhuae ao vetor. Posteriormente, aliquoptas das reacGes de ligagdo para a

transformacéo de E. coli (Figura 62).
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Figura 62 — Colénias de E. coli transformadas com o vetor pBluescript

Fotos: PRISCILLA ANNE (2010)

Inicialmente, as transformacdes foram feitas através da eletroporacdo de células
de E. coli MC1061, mas nenhuma coldnia foi capaz de crescer em meio de cultura com
uma concentracdo de 6% de NaCl. Desta forma, iniciaram-se as transformacdes
utilizando XL1-Blue e assim, pode-se observar as primeiras colénias em placa com sal,
estas que foram cultivadas em meio liquido e, posteriormente, repassada para meio
solido contendo de 5 a 7% de NaCl, na presenca e na auséncia do IPTG.

Entretanto, dos doze clones (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, Clle
C12) que cresceram em concentracdes elevadas de sal, cinco deles (C2, C3, C4, C6,
C10) nao conseguiram mais crescer em placas com sal ap0s ter sido cultivado em meio
LB com ampicilina e posteriormente ter sido colocado sob estresse abidtico, crescendo
apenas nas placas do controle (Figura 63).

Por outro lado, C1, C5, C6, C7, C8, C9, C11 e C12 cresceram nas placas com
sal, mas ndo apresentaram diferencas nos padrfes de crescimento quando cultivados
com IPTG e sem IPTG, demonstrando que a presenca e a transcri¢cdo do gene néo era o

responsavel pelo seu desempenho, sendo este de natureza intrinseca.
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Figura 63 — Placa do controle mostrando o crescimento de transformantes

Foto: PRISCILLA ANNE (2010)

O crescimento das col6nias de E. coli transformadas em meio com um teor
elevado de sal ocorre de maneira lenta, por isso, a avaliacdo de seu crescimento foi feita
ao longo de quinze dias. Paralelamente a esse estudo foi realizada a extragdo dos
plasmidios das colénias que haviam crescido em placas com sal e, em seguida, foi feita
uma corrida eletroforética com o material genético extraido. Como mostrado na Figura
64, pode-se perceber a presenca apenas de plasmidios fechados, corroborando com os
resultados encontrados quando o crescimento dessas col6nias foi feito na presencga e na
auséncia do IPTG.

Figura 64 — Gel com plasmidios extraidos por Miniprep
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Foto: PRISCILLA ANNE (2010)
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5.9 EXPRESSAO HETEROLOGA DE GENES DE Halococcus morrhuae EM Escherichia coli

Células quimiocompetentes da linhagem DH5a de E. coli foram preparadas para
a sua transformacdo, pelo método do choque térmico. As células quimiocompetentes
preparadas apresentaram uma eficiéncia de 2,37 x 10° coldnias de transformantes/pg do
vetor.

Posteriormente, foi realizada a padronizacéo do protocolo e das temperaturas de
anelamento dos primers para amplificagdo dos genes utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), através da qual se conseguiu amplificar dois genes.

A primeira ORF (Open Read Frame) é de um contra-transportador de Na*/Ca*,
nomeado aqui de Anti Na', este que apresentou um tamanho de aproximadamente 1,1
Kb e a segunda ORF é de um antiporte de Na*/H" que apresentou um tamanho de 1,3
Kb (Figura 65).

Figura 65 - Bandas de DNA ap6s amplificagdo com primers de Haloferax volcanii

A

1,5Kb 1,5Kb

1Kb 1Kb

Em A observa-se a banda de DNA correspondente ao antiporte Anti Na*, enquanto que em B
visualiza-se a amplificacdo para o gene do antiporte Anti 5. Fotos: PRISCILLA ANNE (2011)

Apos a amplificacdo das ORF’s com os oligonucleotidios de Haloferax volcanii
ter sido realizada, foi feita a purificacdo desses produtos para retirada de fragmentos
pequenos de DNA e dimeros de primers, assim como de sais e enzimas que ainda

poderiam estar na amostra.
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Com o produto purificado, fez-se o corte das extremidades tanto dos produtos de
PCR quanto do vetor pJET em extremidades abruptas. Em seguida, fez-se a ligacao dos
produtos de PCR (insertos) com o plasmideo de forma separada e transformou-se as

células de DH5a pela técnica do choque-térmico (Figura 66).

Figura 66 — Transformantes contendo o inserto ligado ao vetor pJET

Foto: PRISCILLA ANNE (2011)

O vetor pJET 1.2 foi o vetor escolhido para a construcdo dos plasmideos
recombinantes por possuir em sua estrutura a sequéncia do gene que codifica para a
endonuclease de restricio Eco471, que é letal para as células hospedeiras de
Escherichia coli. Desta forma, as colonias que crescerem, obrigatoriamente, possuem o
inserto, pois se 0 mesmo n&o estivesse presente, as colonias ndo sobreviveriam devido
ao produto do gene letal. Adicionalmente, as colénias também tém que conter o
plasmidio, por ser ele que confere a resisténcia ao antibidtico presente no meio de
cultura.

As transformacdes por choque térmico realizadas, apresentaram uma média de
crescimento de 720 coldnias/mL e 580 coldnias/mL para Anti Na'(Na*/Ca?*) e Anti 5
(Na'/H"), respectivamente, e os valores para eficiéncia da transformagdo foi

1,44x10%coldnias/ug para Anti Na' e de 1,16 x 10* col6nias/ pg para Anti 5.
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5.9.1 Andlises da funcionalidade em meio solido de cultura

As células transformadas foram plaqueadas em meio sem sal e apds 24 hor:
transformacédo foram cultivadas em meio liquido acrescido de Ampicilina para manter a
pressao seletiva e, posteriormente, os clones foram repassados para meio nutriente agar
acrescido de Ampicilina e contendo 0; 5%; 6% ou 7% de NaCl, sem IPTG ou com
IPTG. Os clones foram diluidos até 10 e foi observada diferenca no crescimento das
clones cultivados com o0 gene estando expresso e com o gene inativo (Tabela 7). Esse
protocolo foi repetido 10 vezes e todos foram realizados com 96 clones em duplicata.

Tabela 7- Padréo de crescimento dos recombinantes

Antiporte Anti Na* 0 102 10* 10°®
Placas do controle +++ HH+ 4+
5% NaCl+Amp+IPTG  +++  +++  ++ -
5% NaCl+Amp-IPTG  ++ + - -
6% NaCl+Amp+IPTG  ++ + . -
6% NaCl+Amp-IPTG - - - -
7% NaCl+Amp+IPTG - - - -
7% NaCl+Amp-IPTG - - - -

Antiporte Anti 5 0o 10* 10" 10°

Placas do controle +++ +++ ++
5% NaCl+Amp+IPTG  +++ +++ 4+ ++
5% NaCl+Amp-IPTG  ++ ++ - -
6% NaCl+Amp+IPTG  ++ ++ + -
6% NaCl+Amp-IPTG - - = -
7% NaCl+Amp+IPTG - - - -
7% NaCl+Amp-IPTG - - = -

Analisando o crescimento dos transformantes contendo o gene do antiporte Anti
Na', observa-se que os mesmos apresentaram crescimento em todas as diluicdes das
cultivos do controle, assim como nas cultivos contendo 5% de sal suplementado com

IPTG. Entretanto, essas mesmas células s6 cresceram até a diluicdo de 10 quanto o
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IPTG ndo esteve presente, mostrando que a presenca da expressao Ge nica fazia
diferenca.

Na presenca do IPTG em meio de cultura contendo 6% de NacCl, as células de E.
coli com o antiporte Anti Na', cresceram até a diluicdo de 100 vezes, mas ndo
cresceram na placa sem IPTG em nenhuma das dilui¢cGes, o que reforca o resultado
encontrado na concentracdo anterior de sal. Por fim, ndo foi observado crescimento de
nenhuma colénia em placas com 7% de sal, independentemente da auséncia ou da
presenca do IPTG.

Avaliando agora o crescimento dos recombinantes contendo o gene do antiporte
Na'/H" (Anti 5) em diferentes concentracdes de NaCl, observa-se que no cultivo do
controle e nos cultivos contendo 5% de sal e IPTG, os mesmos cresceram em todas as
diluicBes, mas n&o cresceram nas diluicdes de 10 e 10 quando o IPTG estava ausente.
Nas placas contendo 6% de NaCl, acrescido de IPTG, esse crescimento chegou ate a
diluicdo de 10.000 vezes, enquanto que nas cultivos sem o IPTG ndo houve

crescimento, semelhante ao observado nas placas com 7% de sal.
5.9.2 Analise da funcionalidade em meio liquido de cultura

Apols a avaliacdo do crescimento dos recombinantes em meio soélido com
diferentes concentrac@es de sal, acrescido de Ampicilina e na presenca e na auséncia de
IPTG, foram realizados testes para analisar o crescimento desses recombinantes também
em meio liquido.

O Gréfico 4 apresenta curvas de crescimento de E. coli ndo - transformada em
diferentes condi¢Ges de crescimento, objetivando avaliar como se comportaria na
presenca do sal e do IPTG. A bactéria foi cultivada em meio caldo nutriente, na
auséncia (controle positivo) e na presenca (controle negativo) de Ampicilina.
Paralelamente, a mesma foi colocada em meio contendo 6% de NaCl com (linha verde)
e sem (bolas azuis) IPTG para avaliar se o indutor de alguma forma poderia afetar o seu

crescimento.
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Gréfico 4 — Curvas de crescimento de DH5a ndo-transformada em diferentes condicGes de
cultivo
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Legenda: *** p<0,001 em relagdo ao controle positivo

O gréfico demonstra que E. coli ndo — transformada cresce muito bem no meio
de cultura sem cloreto de s6dio e sem Ampicilina, chegando a uma densidade Otica de
0,8. Por outro lado, no meio com Ampicilina, a bactéria consegue manter o crescimento
por cerca de duas horas, mas a morte de suas células comeca pela sensibilidade ao
antibidtico presente no meio. Em seguida, observando a linha verde e os pontos azuis,
pode-se perceber que a bactéria ndo conseguiu crescer quando cultivada em meio
contendo 6% de cloreto de sodio, nem mesmo na presenca do IPTG, demonstrando que
ele, isoladamente, ndo afeta o crescimento em meio salino.

As analises estatisticas mostrando as médias dos valores apresentados no
Gréfico 4, assim como os desvios padrdo e o numero de repeticdes, estdo apresentadas
na Tabela gerada pelo programa GraphPad Prism (Tabela 8). Como se pode observar, 0s

valores de desvio padrdo foram bastante pequenos.
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Tabela 8 - Andlises estatisticas do crescimento da linhagem DH5a

Tempo Meio sem Meio com

1 0, 1 0/f-
B Aoy Ao Meio 6% +IPTG Meio 6%-IPTG
L 4 Desvio L Desvio L Desvio , 4 Desvio
X Meédia padrio Média padrio Média padro Média padro
000 0026 5’8829' 0021 0001 0021 00006 0019 00005
1,155¢-
200 003 0000 0037 "I 0008 00002 0007 00002
1,528¢- 2.667e-  3.3333-  1,000e-
400 0073 3% oo o000 00! o o 0,0001
1,453¢- 3,283¢-
600 0158 0% 0002 ¥2% 9000 0000 0000 0,000
2,6466- 5.774¢-
800 0314 Zo0a ooz GfPE 0000 0000 0000 0000
3667e- 3,333
1000 0759 ogor > 233 0000 0000 0000 0000
1200 0826 0006 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
1400 0837 3’83;)‘9' 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
1,155e-
1600 0546 ¢ 0000 0000 0000 0000 0000 0000

Fonte: GraphPad Prism.

As andlises do crescimento das E. coli transformadas com o vetor pJET
contendo o antiporte Anti Na® estdo mostradas no Grafico 5. Observando o controle
positivo (linha preta) pode-se perceber que seu crescimento atingiu uma densidade ética
de 0,6, aproximadamente, o que mostra uma reducdo do crescimento na cultura quando
comparada as células ndo-transformada cultivadas sob as mesmas condicGes (Grafico
4). Esse resultado pode estar relacionado com a presenca do plasmidio na bactéria, o
qual interfere no crescimento bacteriano devido ao gasto energético para a sua
replicacéo e transcrigdo (DAHLBERG & CHAO, 2003).
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Gréfico 5 — Curvas de crescimento dos recombinantes contendo o antiporte Anti Na*
1.0~
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Legenda: a significa ter diferenca em relagdo ao controle positivo; b significa em relacdo ao
controle negativo; c significa em relagdo ao cultivo feito em meio 6% NaCl+Ampicilina+IPTG;
D significa em relacéo ao Meio 6% NaCl+Ampicilina-IPTG. *p<0,05 e *** p<0,0001.

Observando o controle negativo (linha azul), percebe-se que as células néo-
transformadas quando cultivadas na presenca de 6% de NaCl, suplementado com IPTG,
ndo apresentaram  crescimento, demonstrando que o IPTG ndo interfere no seu
crescimento na presenca de sal. Comparando os resultados obtidos com os cultivos de
E. coli transformada em meio contendo sal, observa-se que a presenca do IPTG foi
imprescindivel para que houvesse o seu crescimento. Entretanto, € possivel notar que ha
uma reducdo da sua densidade 6tica em relacdo ao controle positivo, uma vez que uma
concentracdo de 6% de NaCl, mesmo com o plasmideo, causa um estresse osmotico
para a mesma.

Por outro lado, os recombinantes cultivados na presenca de 6% de NaCl sem o
ativador do gene, até as quatro horas apds o indculo ainda apresentavam um
crescimento proximo da apresentado pelo controle, mas, logo em seguida, as células
comecaram a morrer e a densidade Gtica reduziu.

As analises estatisticas dos dados apresentados no Grafico 5 foram geradas pelo
programa GraphPad Prism, na qual mostra as médias dos valores apresentados no
gréafico, assim como o desvio padrdo e o numero de repeticBes (Tabela 9). Como se
pode observar, os valores de desvio padrdo foram bastante pequenos, semelhante ao

observado para o Grafico 4.



Tabela 9 - Analises estatisticas do Antiporte Anti Na*
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Tempo Meio sem . - 0 .
) Ampicilina Meio com Ampicilina Meio 6% +IPTG Meio 6%-IPTG
X Media  D®VI0  media DEVIO pegia DESVIO i, DESVIO
padréo padréo padréo padréo
5,773e-
0,00 0,021 0,0006 0,023 0,0001 0,022 0,00006 0,022 005
8,819%-
2,00 0,008 0,0002 0,032 0,0001 0,026 0,00015 0,023 005
2,667e-  3,3333e-
4,00 004 005 0,060 0,0001 0,046 0,00015 0,036 0,000
1,445¢-
6,00 0,000 0,000 0,143 0,0001 0,0100 0,00006 0,39 004
5,774e-
8,00 0,000 0,000 0,304 0,0001 0,191 0,00449 0,002 005
10,00 0,000 0,000 0,496 0,0004 0,271 0,00398 0,000 0,000
12,00 0,000 0,000 0,532 0,0006 0,309 0,00501 0,000 0,000
14,00 0,000 0,000 0,560 0,0001 0,246 0,00502 0,000 0,000
16,00 0,000 0,000 0,535 0,0001 0,188 0,00114 0,000 0,000

Fonte: GraphPad Prism

Os dados estatisticos apontam que existe uma diferenca significativa entre o
crescimento das bactérias com expressao heter6loga em relacdo ao controle positivo, ao
controle negativo e as culturas crescidas em meio com 6% de NaCl sem expressdo
heter6loga (P<0,05). Por outro lado, os dados estatisticos demonstram que as bactérias
recombinantes com a expressdo génica reprimido apresentaram 0 mesmMo
comportamento observado no controle negativo, sendo estatisticamente semelhante
(P>0,05).

O gene heterélogo expresso nestas bactérias foi de um antiporte de Na‘/Ca*",
este que é uma proteina de membrana que utiliza o gradiente eletroquimico do sodio
para remover um ion de calcio pelo influxo de trés ions de sodio. O transportador é
encontrado em diferentes espécies de organismos, sendo considerando como um dos
mais importantes mecanismos celulares para remocéao de calcio intracelular (DIPOLO,
2006). J& foi reportado que a concentracdo elevada de sédio no citoplasma de uma
célula leva a substituicdo do célcio pelo sodio na membrana plasmética afetando a
permeabilidade das mesmas (RENGEL, 1992).

O Grafico 6 apresenta a curva de crescimento de E. coli transformada com o
inserto do antiporte Anti 5, cultivada na presenca de 6% de sal com ou sem o ativador
do gene. Uma visdo geral do grafico abaixo mostra que o controle positivo (linha preta)

e as bactérias contendo o inserto ativado (linha rosa), demonstram um comportamento
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parecido, enquanto que o controle negativo (linha azul) e as bactérias com o gene do

antiporte inativo (linha verde), praticamente ndo apresentaram crescimento.

Gréfico 6 — Curvas de crescimento dos recombinantes contendo o antiporte Anti 5
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Legenda: a significa ter diferenca em relagdo ao controle positivo; b significa em relacdo ao
controle negativo; c significa em relagdo ao cultivo feito em meio 6% NaCl+Ampicilina+IPTG;
D significa em relagéo ao Meio 6% NaCl+Ampicilina-IPTG. *p<0,05 e *** p<0,0001.

Analisando com mais detalhes o grafico acima e os dados apresentados na
Tabela 10, pode-se notar uma diferenga no crescimento dos organismos do controle e
das bactérias crescidas em 6% de sal com o gene ativo. Isso pode ser resultado da
concentracdo de cloreto de sodio ndo ser a 6tima para seu crescimento, assim como um
maior gasto energético dessas bactérias devido a replicacao e transcricdo do plasmidio.

Contudo, a diferenca entre as duas curvas de crescimento em nenhum momento
apresenta ser estatisticamente significativa (P>0,05). Dados semelhantes foram
encontrados quando comparados os valores da curva do controle negativo e das

bactérias sem inducdo da expressao génica



Tabela 10 - Andlises estatisticas do Antiporte Anti 5

124

Tempo Meio sem Meio com S Lo
i St Ao Meio 6% +IPTG Meio 6%-1PTG
X Média  DEVI0  pregia  DESVIO ey Desvio Média  Desvio
padrédo padréao padréao padréo
000 0021 00006 0023 00001 0022  0,00006 0,022 5'8828'
8,819-
200 0008 00002 0032 00001 0026 000015 0,023 oo
2.667e-  3,3333¢-
4,00 o o 0060 00001 0046 000015 0,036 0,000
1,445¢-
600 0000 0,000 0143 00001 0100  0,00006 0,039 poy
800 0000 0,000 0304 00001 0191 0,0049 0,002 5'(7)3;'8'
1000 0000 0,000 0496 00004 0271 000398 0,000 0,000
1200 0000 0,000 0532 00006 0309 000501 0,000 0,000
1400 0000 0,000 0560 00001 0246  0,00502 0,000 0,000
1600 0000 0,000 0535 00001 0188 000114 0,000 0,000

Fonte: GraphPad Prism

Algo que pode ser observado com estes dados € que esse antiporte foi mais
eficiente para o crescimento de E. coli quando comparada ao outro transportador, uma
vez que ndo houve diferenca estatistica entre o crescimento das bactérias crescendo em
6% de sal, na presenca do IPTG, em relagéo ao crescimento do controle positivo.

Ao término do experimento de funcionalidade dos genes inseridos em meio
liquido, foi realizado protocolos de extracdo plasmidiana, 0s quais confirmaram a
presenca dos plasmidios e seus respectivos insertos.

O gene presente nesses transformantes codificava uma proteina pertencente a
familia protéica conhecida como Nha (Na*/H" Antiporter). Nesta familia encontram-se
0s antiportes responsaveis por estabelecer o gradiente de sodio nas células, além de
desempenharem um papel essencial na homeostase do pH intracelular (PADAN, 1993;
PADAN, 1999). A atividade de tais antiportes ja foi documentada em arqueias haléfilas
( LANYI, 1979), bactérias halofilas (HAMAIDE,1983) e em eucariontes (KATZ,1989;
KATZ, 1992).

Esses antiportes podem ser agrupados em subfamilias de acordo com a
estequiometria dos ions utilizada no transporte. Por exemplo, os membros pertencentes
a familia NhaA, apresentam a extrusio de um ifon Na® para um de H* que é
interiorizado; enquanto que na familia NhaB, ha o transporte de 3H" para 2Na". Para os

constituintes da familia NhaC, a qual pertence o antiporte utilizado neste trabalhc
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sido sugerido uma estequiometria de 2H" interiorizado para cada Na* exportado, como
relatado para Halobacterium salinarum (LANYI, 1979; KRULWICH,1983). Esses
antiportes sao relativamente poucos, com membros encontrados no dominio Bacteria e
Archaea (WElI et al., 2000)

O mecanismo desse antiporte é o efluxo de sodio, sendo este um dos principais
mecanismos adaptativos em microrganismos haléfilos e halotolerantes (OREN,1999),
uma vez que o excesso de sddio confere o estresse osmotico para qualquer organismo,
seja ele um microrganismo ou mesmo uma planta (MUNNS, 2005).

Mecanismos de adaptacdo a salinidade observados em arqueias sdo bastante
semelhantes aos relatados em plantas, nas quais também ha& a existéncia desses
antiportes de Na'/H". Desta forma, esses resultados contribuem para o entendimento de
mecanismos de extrema importancia para a adaptacdo a halofilia, assim como abre

novas possibilidades para a construcdo de plantas geneticamente modificadas.



AVALIACAO DOS LIPIDEOS DE MEMBRANA E DAS ORF’S
DOS CONTRATRANSPORTADORES NA'/H' E NA*/CA%
ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTACAO A

6 CONCLUSOES HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

Halococcus morrhuae apresentou crescimento significativo no meio para
halobactérias ;

Os resultados alcancados nas tentativas de caracterizacdo de lipidios da
membrana da halobactéria ndo foram suficientes para elucidacao de estruturas quimicas,
mas os valores de tempo de retencao encontrados correspondem aos dos fosfolipidios
conhecidos como Acido Fosfatidico (PA) e Fosfatidilglicerol (Czo-Co0)(PG), e ao
glicolipidio conhecido como Diglicosilarqueol (DGA-1).

Adicionalmente, os padrbes de quebras dos &cidos graxos extraidos de
Halococcus morrhuae apresentam uma similaridade significativa quando comparada
com a dos &cidos graxos encontrados em organismos do dominio Eucarya e Bacteria,
estando de acordo com a proposta evolutiva de Carl Woese (1990);

Utilizando primers de Haloferax vocanii conseguiu-se amplificar as ORF’s dos
contra-transportadores Na‘/Ca? e Na'/H*, os quais se mostraram funcionais ap6s
clonagem em E. coli DH5a em meio sélido e em meio liquido. O antiporte Na'/H”
apresentou uma atividade estatisticamente mais significativa quando comparada ao
crescimento dos clones contendo o antiporte Na*/Ca? tornando-o interessante para a

construcgdo de plantas geneticamente modificadas tolerantes a salinidade.
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ASSOCIADOS A MECANISMOS DE ADAPTACAO A

7 PERSPECTIVAS HALOFILIA EM HALOCOCCUS MORRHUAE

O estudo apresentado nesta dissertacdo possui diversas perspectivas futuras.
Dentre elas, pode-se destacar a necessidade de pesquisas adicionais sobre a genébmica da
halobactéria visando contribuir para um maior entendimento de sua fisiologia e
bioguimica, como, por exemplo, o funcionamento e o seqlienciamento dos genes dos
antiportes Anti Na' e Anti 5.0utra perspectiva desse trabalho é a avaliacdo da
funcionalidade desses genes nas plantas, objetivando a construcdo de plantas
geneticamente modificadas capazes de crescerem em niveis toxicos de sal.
Adicionalmente, sera realizada as analises em cromatografos gasoso de alta resolucao
para a caracterizacao estrutural dos acidos graxos presentes nas fracoes isoladas de H.

morrhuae.
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