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RESUMO

Acidithiobacillus ferrooxidans é uma bactéria Gram-negativa, quimiolitotréfica e
acidofila utilizada na biolixiviacdo de metais. Contudo, essa utilizagdao € limitada em locais
onde a agua disponivel para o processo contém sal, devido a sensibilidade da bactéria ao
NaCl. Assim sendo, o conhecimento dos mecanismos moleculares acionados pelo estresse
salino na bactéria é de grande interesse para inddstria de biominera¢do. Desta forma, esse
trabalho teve como objetivo a andlise do estresse salino (NaCl) em células de A. ferrooxidans,
por curtos (células salt-shock) ou longos (células salt-30) periodos de tempo. As células salt-
shock e salt-30 de A. ferrooxidans foram analisadas por espectroscopia RAMAN e os
resultados mostraram mudangas na composi¢do de vdarios componentes de membrana da
bactéria, como proteinas, lipideos e carboidratos. Foi observado que estas alteracOes
ocorreram tanto nas células salt-shock quanto nas células salt-30, mostrando que as alteragdes
causadas pelo sal em A. ferrooxidans ocorrem de imediato e apds longos periodos de
exposicdo. A andlise do proteoma das células salt-30 de A. ferrooxidans mostrou uma
expressdo diferencial de proteinas relacionadas a membrana celular — como proteinas
estruturais e transportadoras de varias moléculas - como mecanismo de defesa ao sal. Além
disso, foi observada a diminuicdo dos niveis de expressdo de proteinas relacionadas ao
metabolismo central de carbono, produ¢do de ATP e transcri¢do, dentre outros processos. Por
outro lado, proteinas relacionadas a resposta a diferentes tipos de estresse, além de proteases e
proteinas reguladoras da transcri¢do tiveram os niveis de expressdo aumentados nas células
salt-30. Estes dados indicam que a exposi¢do ao sal por longos periodos afeta além da
membrana, varios processos celulares. Ja os experimentos de RNA-Seq foram realizados em
células salt-shock com o intuito de avaliar os efeitos da exposi¢do de A. ferrooxidans ao sal
por curtos periodos. Os resultados mostraram a alteracdo nos niveis de transcri¢do de vérios
genes que codificam proteinas relacionadas a membrana celular e sua permeabilidade,
destacando novamente a importancia da membrana na defesa da bactéria contra os fons CI. A
diminui¢do dos niveis de transcricdo de vdrios genes relacionados a produgdo de energia,
divisdo celular e sintese de proteinas, contrastando com o aumento da transcricdo de genes
que codificam transposases e reguladores da transcri¢do, mostram que o efeito do NaCl em A.
ferrooxidans € imediato, afetando tanto o crescimento quanto o metabolismo da bactéria. Foi
realizado também o sequenciamento do genoma de Thiobacillus prosperus DSM 14174, uma

bactéria altamente tolerante ao sal. O sequenciamento revelou que a bactéria possui genes



responsaveis pela tolerancia ao NaCl que ndo estdo presentes em A. ferrooxidans. Entre esses
genes estdo os que codificam transportadores de ions cloreto e outros, além de genes
responsdveis pela biossintese e transporte de osmoprotetores. As andlises filogenética e
filogenomica indicaram que 7. prosperus DSM 14174 é um membro da familia
Ectothiorhodospiraceae, composto de bactérias haléfilas. Esta bactéria pertence ao mesmo
género da bactéria Acidihalobacter prosperus DSM 5130. Entretanto, elas ndo sdo da mesma

espécie.



ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative, chemolitotrophic and
acidophilic bacterium, important in metal bioleaching processes. However, its utilization is
limited in bioleaching operations where only saline water is available for the process due to
the bacterial sensitivity to NaCl. This way, the comprehension of the molecular mechanisms
involved in salt stress in the bacterium is of great interest for the biomining industry. Taking
this into consideration, the aim of this work was to analyze the salt (NaCl) stress in A.
ferrooxidans cells for short (salt-shock cells) and long (salt-30 cells) periods of exposition.
The RAMAN spectroscopy analysis was performed with A. ferrooxidans salt-shock and salt-
30 cells and the results showed several changes in membrane components corresponding to
proteins, lipids and carbohydrates. These alterations were observed in both salt-shock and
salt-30 cells, showing that cells are affected either by short or long periods of exposure to salt.
The proteome analysis showed that the A. ferrooxidans salt-30 cells increased the expression
of several membrane related proteins — structural and transport proteins — possibly as a
defense mechanism against salt stress. Also, in these cells, the expression of stress-response
related proteins, proteases and transcription regulation proteins increased suggesting that the
long-term salt stress affects several cellular processes. The expression of proteins related to
carbon metabolism, ATP production and transcription processes, among others, decreased in
the salt-30 cells. The RNA sequencing was performed with A. ferrooxidans salt-shock cells
aiming to evaluate salt stress effects in A. ferrooxidans for short periods. The results showed
an alteration in the expression of several genes that encode proteins related to cellular
membrane and its permeability, highlighting the importance of the bacterial membrane as a
defense mechanism against salt stress. The down-regulation of several genes that encode
proteins related to energy production, cellular division and protein synthesis, contrasting with
the up-regulation of genes that encode for transposases and transcription processes, suggest
that the presence of NaCl affects the salt-shock cells metabolism and growth. Also, in this
work, the genome of a salt-tolerant bacterium, Thiobacillus prosperus DSM 14174, was
sequenced. The sequencing revealed that the bacterium possess several genes responsible for
salt tolerance that are no present in A. ferrooxidans. Among these genes, are the ones that
encode for membrane transporters of chloride ions and other ions, and transport and

biosynthesis of osmoprotectants. A phylogenetic and phylogenomic analyses indicated that 7.



prosperus DSM 14174 is a member of the Ectothiorhodospiraceae family, composed of
halophilic bacteria. This bacterium belongs to the same genus of Acidihalobacter prosperus

DSM 5130. However, they do not belong to the same species.
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1.1. Biolixiviacao

A biolixiviag¢do consiste na utilizacdo de micro-organismos acidofilos capazes de
oxidar fon ferroso e compostos reduzidos de enxofre para catalisar a dissolu¢cdo de sulfetos
metalicos (Mishra et al., 2005; Johnson, 2014). A técnica tem demonstrado ser menos
agressiva ao meio ambiente do que os processos tradicionais de extracdo de metais, como a
pirometalurgia (aplicagdo de altas temperaturas para o isolamento de metais) e a
hidrometalurgia (utilizacdo de solventes dcidos para a dissolucdo dos metais dos sulfetos
metalicos), onde uma grande quantidade de componentes téxicos (como dcidos e gases
poluentes) acaba sendo produzida no processo (Schippers et al., 2014). O grande avanco na
biolixiviacdo se deve, principalmente, a crescente demanda de metais, particularmente cobre,
além de zinco, ouro, niquel, prata, cidmio, dentre outros. No caso do cobre, a recuperagdo por
biolixiviacdo cresceu consideravelmente a partir do ano 2000 e atualmente estima-se que
cerca de 20% da produ¢do mundial seja proveniente da aplicagdo desse processo (Watling,
2006; Schippers et al., 2014). Os maiores produtores mundiais de cobre por biolixiviacao sdo
o Chile, a Austrélia e os Estados Unidos, mas outros paises como o Peru e a China também
tém utilizado esse processo (Olson et al., 2003). O fato da produ¢cdo mundial de metais,
particularmente do cobre, ser insuficiente perante a crescente demanda mundial (Watling,
2015), torna necessdria a otimizagdo do processo de biolixiviagao.

Os minerais sulfetados de cobre podem ser divididos em duas categorias:
primdrios e secunddrios. A biolixiviacdo € comumente utilizada para recuperar cobre a partir
dos minerais sulfetados secundérios. J4 o mineral sulfetado de cobre primario, mais abundante
na natureza, calcopirita (CuFeS,) é mais refratdrio ao processo de biolixiviacdo. Deste modo a
extracdo do cobre a partir da calcopirita ainda é feita predominantemente pelos métodos
tradicionais de pirometalurgia e hidrometalurgia (Watling, 2015).

A biolixiviacdo € geralmente aplicada em reatores agitados ou em pilhas,
dependendo do teor de metal do minério a ser processado (Johnson, 2014). Este processo
quando aplicado a minerais sulfetados de cobre secundérios geralmente utiliza micro-
organismos mesofilos, dos géneros Acidithiobacillus e Leptospirillum (Rawlings & Johnson,
2007). A recuperacdo de cobre nesses processos varia entre 60 - 80%. Os ciclos de
biolixivia¢do nas pilhas podem variar de dias, no caso de tanques agitados, até um ou mais

anos, no caso de pilhas ou residuos de minérios (Johnson, 2014).
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As principais vantagens da biolixiviagdo em pilhas de minerais sulfetados de
cobre sdao (Watling, 2006):

e Baixo custo operacional (OPEX) e moderado custo de capital (CAPEX);

e Flexibilidade para produc¢do de cobre em uma ampla escala, entre 10 e
200kt/ano;

e Flexibilidade para aplicacdo no processamento de minérios de baixo teor e
residuos sulfetados;

e Recuperacdes de metal entre 60% e 80%, dependendo das condi¢bes de
processo e da mineralogia do material a ser processado;

e Integracdo com os processos de extracdo por solventes (SX) e eletrélise (EW)
para producdo de cobre metdlico de alta pureza (99,99%);

e Emprego de equipamentos pouco sofisticados, associados a simplicidade

operacional.

Para a biolixiviacio de uma pilha de minerais sulfetados de cobre, estes
normalmente sdo reduzidos a granulos e empilhados em colunas que alcancam em média 10
metros de altura e até centenas de metros de comprimento. As pilhas s@o irrigadas por cima
por meio de um sistema de irrigacdo e, frequentemente, € adicionada uma solu¢@o contendo
0s micro-organismos que irdo promover a biolixivia¢do destes sulfetos. A dgua adicionada
permite que 0S micro-organismos entrem em contato com o minério e o tamanho reduzido
destes permite uma maior superficie de contato com as bactérias. Além disso, o sistema €
continuamente aerado, uma vez que os micro-organismos sao comumente aerdbicos (Johnson,
2014). As pilhas sdo envolvidas com membranas impermeaveis para evitar a perda da solucao
lixiviante e percolante contendo os micro-organismos e o metal dissolvido. Frequentemente,
esta solucdo € retirada e utilizada para extracdo com solventes, acoplado ao
eletrorrefinamento, para obtencio de cobre de alta pureza. A solugdo percolante sem cobre é
reintroduzida nas pilhas pelo sistema de irrigagdo (Johnson, 2014; Watling, 2015).

Alguns estudos sugerem que os fons cloreto atuam como um agente para o
aumento da lixiviacdo da calcopirita. Liang er al. (2012) utilizaram a arqueobactéria
Acidianus manzaensis na biolixiviacdo da calcopirita e relataram que a adi¢do de 0,66 g/L
(16,5 mM) de NaCl reduziu drasticamente o acimulo de enxofre elementar sobre o mineral.
Bevilaqua et al. (2013) analisaram o efeito da adicdao de 5,84 g/LL (100 mM) de NaCl na

biolixivia¢do da calcopirita por A. ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans, e observaram
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que na presenga de NaCl A. ferrooxidans apresentou uma maior efici€éncia na biolixiviacao do
sulfeto metalico. Foi observado também que nem a camada de enxofre elementar € nem o
mineral secunddrio jarosita foram encontrados na superficie da calcopirita. Esses resultados
sugerem que os fons cloreto dificultam a deposi¢do da camada de enxofre elementar sobre a
calcopirita, aumentando a drea de acdo dos micro-organismos o que eleva as taxas de
dissoluc¢do do sulfeto metélico (Liang et al., 2012; Bevilaqua et al., 2013).

Poucas espécies de micro-organismos acidéfilos com capacidade de oxidar o fon
ferroso e compostos reduzidos de enxofre sdo capazes de crescer em meio dcido com
moderada ou elevada salinidade (concentracdes de cloreto acima de 5 g/L) (Simmons &
Norris, 2002). Os microrganismos acidéfilos comumente empregados nos processos de
biolixiviacdo sdo geralmente inibidos pelo ion cloreto que acumula no interior da célula, com
consequente desnaturacdo e acidificacdo do citoplasma (Alexander et al., 1987; McLaggan et
al., 1990).

A biolixivia¢do em escala industrial requer o uso de d4gua com baixo teor de sal,
devido a inibi¢ao da atividade bacteriana em concentracoes elevadas do ion cloreto. Shiers et
al. (2005) mencionaram que a dgua disponivel em alguns locais da Austrdlia contém 100 g/L
de cloreto, o que limita a implantacdo de processos de biolixiviacdo nessas dreas. A presenca
de dgua com alto teor de sal também foi relatada em algumas 4reas de mineracao no Chile
(Zammit et al., 2009).

Alguns microrganismos acidofilos que possuem capacidade de crescer em
ambientes dcidos com elevada salinidade tém sido descritos na literatura (Wang et al., 2012;
Zammit et al., 2012). Merece destaque a bactéria Thiobacillus prosperus que, apesar do seu

potencial, ainda € pouco estudada.

1.2. Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans € um bacilo nido patogénico, Gram negativo,
mesofilico, com temperatura 6tima de crescimento ao redor de 30°C e acidofilico, com pH
otimo variando em torno de 2,0. Seu metabolismo é diazotrofico, além de estritamente
autotréfico e quimiolitotréfico, podendo crescer tanto em condi¢Oes aerdbias quanto
anaerdbias (Leduc & Ferroni, 1994; Rawlings & Kusano, 1994; Ohmura et al., 2002; Valdés
et al., 2008; Osorio et al., 2013). Entre as diversas linhagens, o contetido de GC varia de 55 a

65% e o genoma possui de 2,2 a 3Mb (Valdés et al., 2008). Esta bactéria é isolada de
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ambientes inorganicos e acidofilicos como depdsitos minerais e efluentes dcidos de minas
(Rawlings, 2002; Johnson, 2014).

Além de interessante do ponto de vista académico, com sua biologia peculiar, A.
ferrooxidans possui consideravel interesse econdmico, ambiental e industrial. Esta bactéria é
uma das mais importantes na biolixivia¢do (Leduc & Ferroni, 1994; Rawlings, 2005; Valdés
et al., 2008; Schippers et al., 2014). Ela também pode ser util na biorremediacdo (recuperagdao
de dreas degradadas), em particular na remog¢do de metais pesados presentes em esgotos
(Lombardi & Garcia Jr, 1999) e na recuperacdo de dreas degradadas de ambientes de mina
(Natarajan, 2008; Ko et al., 2013; Navarro et al., 2013, Dopson & Johnson, 2012). A bactéria
pode ser utilizada também na recuperacdo de dreas contaminadas com material radioativo,
como o uranio (Gargarello et al., 2010).

Ha uma quantidade consideravel de informacdes a respeito da genética molecular
de A. ferrooxidans. Valdés et al. (2003) identificaram genes envolvidos na captacao,
assimilac@o e metabolismo de enxofre. Com o sequenciamento do genoma da bactéria (Valdés
et al., 2008), foram propostos modelos para o metabolismo de enxofre, sendo estes modelos
diferentes daqueles descritos para outros micro-organismos acidofilos, como Acidithiobacillus
thiooxidans e Acidithiobacillus caldus (Valdés et al., 2008b).

A obtencdo de carbono em A. ferrooxidans ocorre exclusivamente pela
assimilacdo de CO,, por meio da atividade da enzima ribulose bifosfato-carboxilase
(RuBisCO), que incorpora o CO; ao ciclo de Calvin, de maneira bem semelhante as plantas,
algas e outras bactérias autotroficas (Holuigue et al., 1987; Appia-Ayme et al., 2006; Valdés
et al., 2008; Valdés et al., 2008b). Heinhorst et al. (2002) identificaram dois genes que
codificam a enzima RuBisCo em A. ferrooxidams, sendo proposto por estes autores que as
duas copias sao resultado da transferéncia horizontal de genes.

Em ambientes acidos, os ions ferrosos (Fez+) oxidam mais lentamente que em
ambientes com pH préximo a neutralidade e, desta forma, sdo prontamente utilizados por A.
ferrooxidans. Dessa forma, os elétrons sdo transferidos do fon ferroso para o NADY,
regenerando o NADH, que serd utilizado para a biossintese de aminodacidos, acidos nucléicos,
lipideos, e outros. O complexo de transferéncia de elétrons é acoplado a producdo de energia
através da ATP sintase (Valdés et al., 2008; Quatrini et al., 2009). Ja os compostos reduzidos
de enxofre sdo oxidados pelas enzimas heterodissulfeto redutases (Hdr), sulfeto-quinona
redutases (Sqr) e thiosulfato-quinona redutases (Tqr), que realizam a transferéncia dos
elétrons para o NAD". Os complexos enzimaticos que reduzem os compostos de enxofre

produzem uma molécula intermedidria, a adenosina-5’-fosfosulfato (APS) que, sob a agao de
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uma ATP sulfurilase, produzem o ATP. A APS pode ainda ser direcionada para o
metabolismo de aminodcidos (Valdés et al., 2008; Quatrini et al., 2009; Dopson & Johnson,
2012). Em ambos os casos, os elétrons sdo transferidos para o oxigénio, que reage com 0s
prétons para compensar a entrada destes no citoplasma.

Acidithiobacillus ferrooxidans possui resisténcia a varios fons metélicos (Hutchins
et al., 1986). Esta resisténcia pode chegar a concentracdes da ordem de 10" M para aluminio,
manganés, cobalto, cobre, niquel, zinco e cromo; 107 M para uranio e cadmio; 10° M para
molibdénio, selénio, telario e arsénio; 104 M para mercurio e 10° M para prata (Hutchins et
al., 1986; Leduc & Ferroni, 1994; Leduc et al., 1997; Cabrera et al., 2005). O genoma da
bactéria possui varios genes que codificam proteinas envolvidas no efluxo e/ou influxo destes
metais (Valdés et al., 2008). Isto mostra a grande capacidade de A. ferrooxidans para
sobreviver em ambientes com altas concentragdes de metais.

Apesar da importancia de A. ferrooxidans na biolixivia¢do, pouco se sabe sobre a
tolerancia ao sal em diferentes linhagens desta bactéria. Lawson et al. (1995) relataram que o
NaCl, na concentragdo de 2,5 g/L, € toxico para a bactéria, ndo sendo possivel adapti-la a essa
condi¢do de crescimento. De et al. (1997) concluiram que concentracdes de até 10 g/L de
NaCl ndo afetam significativamente a atividade da bactéria. Outros estudos mostraram que
culturas mistas contendo A. ferrooxidans sofreram um efeito inibitério na presenca de 7 g/L.
de NaCl, reduzindo as taxas de replicacdo em até 50%, sendo que estas bactérias nao se
adaptaram a tais condi¢des a longo prazo (Shiers et al., 2005). Nicolle et al. (2009)
observaram que linhagens de A. ferrooxidans apresentam a oxidag¢do do ferro inibida em
concentracdes de 10 g/LL de NaCl. Brock (1975) relatou que linhagens de A. ferrooxidans
conseguiam oxidar o ferro na presenca de 20 g/L. de NaCl. Xiong et al. (2008) e Xiong & Guo
(2011) descreveram linhagens de A. ferrooxidans que foram cultivadas sucessivamente em

concentracdes de NaCl de até 11,7 g/L.
1.3. Thiobacillus prosperus

A tolerancia ao cloreto de s6dio em micro-organismos acidéfilos oxidantes de
ferro e enxofre é de grande interesse em operagdes de biomineracdo onde somente dgua salina
estd disponivel para o processo de biolixiviagdo (Nicolle et al., 2009). Acidithiobacillus
ferrooxidans, um dos principais micro-organismos envolvidos em biolixiviacdo, tem o
crescimento inibido em concentracdes de cloreto superiores a 1% (Daves-Belmar et al., 2008;

Watling, 2015). J& Thiobacillus prosperus apresenta tolerancia ao cloreto de sédio e é capaz
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de oxidar ferro e enxofre. Contudo, sua capacidade de metabolizar ferro e enxofre é reduzida
quando comparada as linhagens mais utilizadas nos processos de biolixiviacdo (Huber &
Stetter, 1989).

A bactéria Thiobacillus prosperus foi isolado na costa da ilha de Vulcano, Itdlia, e
descrito pela primeira vez por Hubber & Stetter (1989). E uma bactéria Gram-negativa,
quimiolitotréfica, capaz de crescer a 20-45°C (temperatura ideal em torno de 35°C), em
valores de pH de 1,0 a 4,5 (pH ideal em torno de 2,0). As células de T. prosperus observadas
em microscopio de contraste de fase se mostraram como pequenos bastonetes, com 1 pm de
comprimento e 0,2-0,4 um de largura, com um flagelo polar de 0,4 um de comprimento
(Huber & Stetter, 1989). A bactéria requer cloreto para o crescimento (Nicolle et al., 2009),
suportando concentracdes de até 6% de NaCl (Huber & Stetter, 1989), sendo o crescimento
6timo em meio contendo entre 1% e 2% de cloreto (Daves-Belmar et al., 2008). Devido a alta
tolerancia ao sal, 7. prosperus tem o potencial de ser utilizada em biolixiviacdo industrial em
ambientes onde A. ferrooxidans ndo € capaz de crescer (Huber & Stetter, 1989).

A designacdo na nomenclatura de 7. prosperus sempre foi considerada incorreta e
uma nova reclassificacdo da espécie foi sugerida (Nicolle et al., 2009; Ossadron et al., 2014;
Cardenas et al., 2015). Por exemplo, a andlise das sequéncias do gene de rRNA 16S de
isolados de T. prosperus sugeriu que a bactéria estava mais relacionada a membros da familia
Ectothiorhodospiraceae (Simmons & Norris, 2002). Além disso, outras analises filogenéticas
revelaram que 7. prosperus nao estava relacionada a outras espécies do género Thiobacillus
(Meyer et al., 2007). Kelly e colaboradores (2005) sugeriram que a bactéria deveria ser
renomeada e retirada do género Thiobacillus. Um novo género chegou a ser proposto para
descrever a espécie, Acidihalobacter (Norris et al., 2004). Recentemente o genoma da
linhagem DSM 5130 da bactéria foi sequenciado (Ossadron et al., 2014) e a nova
classificacdo foi finalmente realizada, através de diferentes estudos taxonOmicos com a
sequéncia do gene de rRNA 16S, além da andlise de filogenia multi-proteina e a identidade
média dos nucleotideos no genoma comparado ao de varias outras bactérias (Cardenas et al.,
2015). A linhagem tipo (DSM 5130) foi renomeada Acidihalobacter prosperus.

Acidihalobacter prosperus € capaz de crescer e oxidar pirita em meio contendo
até 6% (p/v) de cloreto de sédio (Huber & Stetter, 1989; Davis-Belmar et al., 2008). O
genoma desta bactéria revelou a presenca de genes envolvidos na biossintese e captacdo de
ectoina e glicina-betaina, moléculas que auxiliam na sobrevivéncia da bactéria em ambientes
com altas concentragdes de sal (Beales, 2004; DasSarma et al., 2010). Na presenca de NaCl e

meio suplementado com tetrationato de potdssio, A. prosperus apresentou taxas de
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crescimento semelhantes a A. ferrooxidans (Nicolle et al., 2009). Isto sugere que a bactéria
possui potencial para ser utilizada em processos de biolixiviacdo em locais onde a dgua
disponivel para o processo contém sal. Em 2003 Dew & Du Plessis (BHP Billiton)
solicitaram um pedido de privilégio (WO 02/081761 A2) para utilizacdo das linhagens de T.
prosperus depositadas na DSMZ sob o nimero DSM 14174 e DSM 14175 em processos de
biolixiviacdo de minérios e concentrados sulfetados em pilhas e/ou reatores agitados. Até o

momento, pouco se sabe sobre as bases moleculares da tolerancia ao sal dessa bactéria.

1.4. AS bases moleculares da tolerancia ao sal em bactérias

Os micro-organismos precisam manter uma pressdo de turgor constante para
garantir suas atividades metabdlicas. Isto € possivel gracas a membrana celular (Bougouffa et
al., 2014). O contato direto com o ambiente torna 0s micro-organismos susceptiveis a
variacOes na osmolaridade do meio. Sendo assim, se 0S micro-organismos nao possuirem
estratégias para se adaptar a estas condi¢des, 0 estresse osmoético pode leva-los a morte. Por
estes motivos, as bactérias desenvolveram mecanismos moleculares para responder a
variacdes na osmolaridade do meio (Sleator et al., 2001; Kramer, 2010).

Quando ha um aumento da osmolaridade externa (aumento na concentragdo de
sal), as bactérias respondem em trés etapas: 1) desidratacdo do citoplasma; 2) reidratacdo do
citoplasma através do ajuste da composic@o de solventes com acumulagdo de fons ou solutos
compativeis e 3) alteragdo dos perfis de expressdo génica e troca de osmolitos 10nicos por
solutos compativeis. Como resultado deste processo, o crescimento € retomado (Morbach &
Kramer, 2002, Oren, 2008). A morfologia das bactérias € geralmente modificada nestas
condi¢des. Isto €, as células tendem a ser alongadas, inchadas e com superficie irregular, em
adicao a mudancas no volume citoplasmético. A composi¢do quimica das membranas também
pode ser modificada, assim como o padrio de sintese das proteinas, acidos graxos e
polissacarideos (Zahran, 1997; Oren, 2008).

As bactérias que habitam ambientes salinos adotam duas estratégias para
osmoadaptacdo: a captagdo de fons do meio externo (estratégia salt-in) e/ou a acumulacdo de
solutos organicos compativeis de baixo peso molecular para balancear a pressdo osmética
externa. As bactérias halofilicas, ou seja, aquelas que vivem em ambientes com altas
concentracdes de sal, adotam a estratégia denominada salt-in, na qual a bactéria mantém uma
concentragio citoplasmatica de fons como o K" similar aquela do meio externo com o

objetivo de manter o equilibrio osmético. O citoplasma destes micro-organismos necessita
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que a maioria das enzimas seja enriquecida por amino4cidos acidificados, dependentes de K*
e/ou Na' para atividade. Esse mecanismo é acompanhado de modificacdes fisiolégicas as
quais sdo necessdrias para proteger as funcdes metabdlicas e regulatdrias na presenga de sal
(Zahran, 1997; Empadinhas & da Costa, 2008; Bougouffa et al., 2014). A estratégia salt-in
parece restrita a arqueobactérias halofilicas extremas da familia Halobacteriaceae, que
incluem os géneros Halobacterium, Haloarcula, Haloquadratum, Halorhabdus,
Natronobacterium e Natronococcus, além das Dbactérias halofilicas da ordem
Haloanaerobiales (Empadinhas & Costa, 2008), e a bactéria Salinibacter ruber (Oren, 2008).

Outra estratégia adotada por algumas bactérias envolve a biossintese e/ou
captacao dos chamados solutos compativeis. Para se ajustarem aos niveis externos de NaCl, as
células acumulam uma variedade de pequenas moléculas sem carga iOnica no citoplasma para
contra-atacar a pressdo osmotica externa. Estes solutos sdo descritos como osmolitos
organicos e sdo compativeis com o metabolismo celular (Zahran, 1997). Eles nado interferem
no metabolismo microbiano e, deste modo, podem ser acumulados em grande quantidade,
permitindo assim o equilibrio osmético com o ambiente externo (Bougouffa et al., 2014). O
acumulo de solutos compativeis no interior da célula, além de ndo inibir a agdo das enzimas
celulares, contribui na estabilizacdo das proteinas (Morbach & Kramer, 2002). Em geral, uma
proteina € considerada estabilizada quando € mantida na sua conformac¢ao nativa. Os solutos
compativeis forcam a proteina a continuar na conformagdo correta, agindo como chaperonas
quimicas (Roesser & Muller, 2001; Roberts, 2005). Os solutos compativeis utilizados na
osmorregulacdo sdo os acucares e derivados, polidis e derivados, aminoicidos e seus
derivados, incluindo metil-aminas, e ainda heterosideos, como glicosilglicerol e
manossacarose (Roesser & Muller, 2001; Bougouffa et al., 2014).

Osmolitos podem ser sintetizados pela célula ou transportados para o interior
desta. Glicina betaina € um dos osmodlitos mais encontrados nos organismos, além de ser um
dos mais efetivos (Courtenay et al., 2000; Paul et al., 2013; Bougouffa et al., 2014). A
expressao heter6loga dos genes de biossintese da glicina betaina em vegetais resultou em
plantas transgénicas com um significativo aumento na tolerancia ao sal (Sakamoto & Murata,
2000). A prolina é outro osmdlito que pode ser acumulado em grandes quantidades no interior
da célula, sendo encontrada em bactérias e plantas. Entre os acticares, a sacarose e a trealose
sdo os osmolitos mais encontrados em bactérias como mecanismo de resposta ao estresse
salino (Bougouffa et al., 2014). Outros osmolitos importantes em bactérias sdo a ectoina e a

hidroxi-ectoina (Morbach & Kramer, 2002; Oren, 2008; Bougouffa et al., 2014).
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A insercdo de genes que codificam osmdlitos em organismos ndo-tolerantes pode
aumentar sua capacidade em suportar o estresse salino (Roberts, 2005). Proteinas funcionais,
incluindo enzimas necessdrias para biossintese de varios osmoprotetores, transportadores de
fons para homeostase dos niveis de K e Na', além de enzimas de detoxificagdo, protegem
diretamente contra este tipo de estresse. Pan et al. (2009) mostraram que proteinas
regulatdrias estdo envolvidas no controle da expressdo génica e transducdo de sinal na
resposta a multiplos estresses, incluindo o estresse osmoético em diversos organismos. Estas
proteinas regulatérias incluem fatores de transcricdo, quinases e enzimas envolvidas no
metabolismo de fosfoinositideos. Um exemplo € o regulador da expressao sigma S (RpoS)
que € induzido em E. coli exposta a varias condi¢cdes de estresse, incluindo falta de nutrientes,
hiperosmolaridade, pH 4cido, e altas e baixas temperaturas. Mais de 80 genes regulados por
RpoS foram identificados (Weber et al., 2005).

Pan et al. (2009) observaram que o gene irrE - regulador global de resisténcia a
radiagdo em Deinococcus radiodurans - confere um aumento significativo na tolerancia ao sal
quando € inserido na bactéria E. coli e na planta Brassica napus. Os autores sugeriram que a
proteina IrrE age como um regulador dos genes responsdveis pela sintese de proteinas
envolvidas na resposta ao estresse. Além disso, a proteina IrrE também controla a expressao
de proteinas quinases e outras proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo, tanto em
E. coli quanto em B. napus.

As adaptagdes das bactérias em ambientes com alta salinidade sdo essenciais para
sua sobrevivéncia. Porém, tais estratégias de adaptacdo — acimulo de solutos compativeis e
salt-in — ainda ndo foram descritas em bactérias aciddfilas utilizadas na biolixiviagcdo, como A.
ferrooxidans. Recentemente, foi descrito que na bactéria acidéfila A. prosperus existem genes
responsaveis pela biossintese da ectoina e pela captacdo da glicina betaina (Ossadron et al.,
2014). A partir deste trabalho, novos caminhos para o desenvolvimento de bactérias acidofilas
mais efetivas na biolixiviacdo em ambientes onde a dgua disponivel contém sal podem ser

abertos.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS GERAIS

O projeto teve como objetivo a andlise das bases moleculares da tolerdncia ao sal na
bactéria acidéfila A. ferrooxidans, além da andlise do genoma da bactéria acidofila e

halotolerante 7. prosperus DSM 14174.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Andlise da dindmica de crescimento de células de A. ferrooxidans na presenca de

diferentes concentracdes de NaCl;

» Andlise do perfil metabdlico de células de A. ferrooxidans cultivadas na presenca e na

auséncia de NaCl por RAMAN;

» Andlise do proteoma de células de A. ferrooxidans cultivadas na presenca (células salt-

30) e na auséncia de NaCl;

» Andlise do transcriptoma de células de A. ferrooxidans cultivadas na presenca (células

salt-shock) e na auséncia de NaCl,;

» Analise do genoma da bactéria Thiobacillus prosperus.
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CaAriTULO 1

Analise do perfil metabdlico de células de Acidithiobacillus ferrooxidans

cultivadas na presenca de NaCl por espectroscopia RAMAN
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1.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas técnicas para o estudo de micro-organismos
submetidos a diferentes tipos de tratamento, seja na busca de novas terapias, seja na busca de
novas caracteristicas bioquimicas ou ainda para a compreensdo dos mecanismos de resposta
aos mais diferentes tipos de estresse, vem sendo amplamente estudado (Almarashi et al.,
2012; Lv, 2012; Delvigne & Goffin, 2014). Este esfor¢o vem resultando na implementagao de
novas e importantes metodologias, as quais permitem a caracterizagdo bioquimica, molecular
e fisioldgica, bem como a diferenciacdo de micro-organismos. Neste contexto, a
espectroscopia RAMAN (Efremov et al., 2008), tem se estabelecido como uma importante
ferramenta para a identificacdo e caracterizacdo de micro-organismos (Jarvis & Goodacre,
2004; Craig et al., 2013).

A espectroscopia RAMAN consiste em um método baseado no fendtipo para
identificacdo e caracterizacdo de bactérias, e possui indmeras vantagens frente a outros
métodos classicos de identificacdo bacteriana. Isto é, para a realizacdo desta técnica é
necessario um minimo de preparacdo da amostra, além de ndo haver a necessidade do uso de
reagentes e fixadores. Além disso, 0o RAMAN € uma técnica ndo destrutiva, ndo invasiva e
rapida (Krafft et al., 2006; Lu et al., 2011; van de Vossenberg et al., 2013). Esta técnica é
ainda capaz de diferenciar até mesmo linhagens de bactérias de uma mesma espécie
(Almarashi et al., 2012; Hamasha et al., 2013), além de permitir a diferenciacdo de bactérias
submetidas ou ndo a diferentes tipos de estresse (Miinchberg ez al., 2014).

A espectroscopia RAMAN envolve a utilizacdo de lasers que provocam a
excitacdo de moléculas em comprimentos de onda que vao do espectro infravermelho, passam
pelo espectro visivel e podem alcancar o espectro ultravioleta. O laser incidido sobre o micro-
organismo gera um espectro que reflete a combinagdo de todas as moléculas que compdem a
estrutura da membrana bacteriana (carboidratos, proteinas, dcidos graxos e outras moléculas)
(van der Vossenberg et al., 2013; Maquelin et al., 2002).

Dependendo do comprimento de onda do laser emitido, diferentes estruturas
podem ser detectadas, ou seja, um laser com comprimento de onda no espectro ultravioleta
(244 nm) € capaz de identificar estruturas especificas, tais como DNA e proteinas
intracelulares, podendo ainda identificar mudangas fisiol6gicas em bactérias cultivadas em

meio seletivo. Por outro lado, um laser com comprimento de onda de luz visivel (532 nm)
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pode detectar proteinas, lipideos, polissacarideos, DNA e carboidratos. J4 um laser com
comprimento de onda no espectro infravermelho (785-1100 nm) é capaz de identificar, com
precisao, proteinas, lipideos e polissacarideos presentes na membrana externa das células
(Walter, 2010).

Desta forma, a utilizacido da espectroscopia RAMAN faz com que a investigacio
de micro-organismos inteiros possa ser simplificada (Walter et al., 2010), uma vez que esta
ferramenta fornece um fingerprint metabdlico da bactéria de maneira rapida e eficiente
(Nicolaou et al., 2011; Walter et al., 2010; Miinchberg et al., 2014).

Nesse sentido, neste trabalho foi utilizada a espectroscopia RAMAN no
comprimento de onda no espectro infravermelho a fim de que pudessem ser identificadas
alteracoes na membrana de células de Acidithiobacillus ferrooxidans cultivadas ou nao

(células controle) na presenca de NaCl.
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1.2. MATERIAIS E METODOS

1.2.1. Linhagem de bactéria e condicoes de cultivo

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a linhagem LR de A. ferrooxidans
(Garcia Jr, 1991). A bactéria foi cultivada em meio T&K modificado (Tuovinen & Kelly,
1972), contendo em g/L: (0,4) K,HPO4.3H,0, (0,4) MgS0,4.7H,0, (0,4) (NH4)2.SO4 e (33,4)
FeS0O,4.7H,0; pH 1,8 ajustado com H,SO4. O meio de cultura foi autoclavado sem FeSQOy, que
foi esterilizado por filtracdo em membrana Millipore de 0,22 um. A bactéria foi cultivada sob
agitacdo a 250 rpm, em temperatura de 30°C e na auséncia de NaCl (pré in6culo). O cultivo
das células foi monitorado através da titulacdo da oxidacdo do ferro no meio de cultura com
dicromato de potéssio — K,Cr,O7, de acordo com Garcia Jr ef al. (1995). Ao atingir 80% de
oxidagdo de Fe** (correspondente 2 fase log de crescimento), o pré-inéculo foi utilizado para
inocular quatro novas subculturas com diferentes concentracdes de NaCl no meio — 0 mM
(controle), 100 mM (5,84 g/L), 200 mM (11,69 g/L) e 300 mM (17,53 g/L). O experimento
foi realizado em triplicata. O esquema de cultivo das células encontra-se representado na

Figura 1.1.

Acidithiobacillus ferrooxidans LR

Preé-inoculo

JAN

80 % oxidacio
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: : : : 300 mM NacCl

100 mM NaCl 200 mM NaCl

Figura 1.1. Esquema de crescimento de A. ferrooxidans LR na presenca de diferentes concentragdes

de NaCl. As células foram cultivadas na auséncia de NaCl (pré-indculo) e, ao atingir 80% de oxidacdo
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de Fe?*, foram inoculadas em meio T&K contendo 0 mM (controle), 100 mM, 200 mM e 300 mM de
NaCl. O tempo de oxidacio do Fe** foi determinado por titulagio com dicromato de potassio.

Além disso, as células cultivadas em meio T&K na presenga de 100 mM de NaCl
foram sistematicamente cultivadas até que o seu tempo de crescimento fosse semelhante ao
tempo de crescimento das células controle (30 subculturas, denominadas células salt-30). A
partir de outro pré-indculo, apds o cultivo das células atingir 80% de oxidacdo do Fe’*, uma
aliquota deste cultivo foi transferida para um novo meio de cultura T&K acrescido de 100

mM de NaCl para avaliar o efeito imediato do sal (denominadas células salt-shock).

1.2.2. Espectroscopia RAMAN

O perfil metabdlico das células de A. ferrooxidans cultivadas na presenca de NaCl
(salt shock e salt 30) e na auséncia de NaCl (controle) foi determinado por espectroscopia
RAMAN. A espectroscopia RAMAN foi realizada no Laboratorio do Prof. Dr. Ronei Jesus
Poppi, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os
experimentos foram realizados em um espectrometro RamanStation™ 400F (Perkin Elmer),
utilizando um laser com comprimento de onda no espectro infravermelho em 785 nm. As
amostras foram colocadas em uma placa de aluminio e utilizou-se um microscopio com
objetiva de 50x para focalizacao.

Os espectros dispersivos na regido do infravermelho médio-préximo foram
obtidos através de 25 exposi¢coes de 10 segundos cada em poténcia maxima (250 mwatts),
determinando-se o espectro final como a média destes 25 espectros. A resolugdo espectral
utilizada foi de 4 cm™, e a faixa de comprimento de onda analisada variou entre 3200 e 400
cm™.

Para validacdo dos dados todo o experimento foi repetido, e os espectros obtidos
foram exatamente iguais aos do primeiro experimento, mostrando que nao houve degradagdo
das amostras. As leituras de todas as células (controle, salt-shock e salt-30) foram feitas em
triplicatas independentes (triplicatas técnicas e bioldgicas). Os dados foram analisados no

software MatLab versdo 6.5.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Acidithiobacillus ferrooxidans — crescimento na presenca de NaCl

Com o intuito de analisar o efeito do NaCl nas células de A. ferrooxidans, o seu
crescimento foi observado na presenca de diferentes concentracdes de sal. Os resultados
mostraram que as células cultivadas na auséncia de NaCl oxidaram completamente o Fe** do
meio em aproximadamente 23 horas. Por outro lado as células mantidas em meio na presenca
de 100 mM de NaCl atingiram 96% de oxidacdo do Fe** em 39 horas e 100% de oxidacdo do
Fe** em 47 horas, indicando que o NaCl possui um efeito direto no crescimento de A.
ferrooxidans. As células cultivadas na presenca de 200 mM de NaCl atingiram um maximo de
80% de oxidagdo do Fe** durante o periodo do experimento - 96 horas - ndo conseguindo
desta forma oxidar completamente o Fe** do meio dentro do tempo estabelecido. J4 as células
cultivadas em meio T&K contendo 300 mM de NaCl nio apresentaram crescimento,
mantendo constante o percentual de apenas 13% de oxidacdo do Fe™* do meio, a partir de 39

horas.A anélise do efeito do NaCl nas células de A. ferrooxidans é mostrada na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Oxidacdo do Fe** por A. ferrooxidans LR na presenga de diferentes concentracdes de

NaCl [0 (Ctrl), 100, 200 e 300 mM].
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Os dados obtidos reforcam os descritos na literatura a respeito do efeito do NaCl
nas células de A. ferrooxidans, ou seja, apesar da grande variabilidade nas taxas de tolerancia
ao NaCl registradas para diferentes linhagens, os trabalhos (Lawson et al., 1995; Shiers et al.,
2005) mostram que o cloreto de sédio apresenta um efeito severo no crescimento das células.
A maioria dos estudos concluiu que, em condi¢gdes experimentais, concentragdes acima de 1%
de NaCl (10 g/L) sdo toxicas para A. ferrooxidans (Lawson et al., 1995; Shiers et al., 2005).
Neste trabalho, a adicdo de 200 mM de NaCl ao meio T&K restringiu de maneira acentuada a
oxidagdo do Fe®*, por outro lado a adi¢do de 300 mM de NaCl restringiu quase que totalmente
a oxidacdo do Fe** pela linhagem LR de A. ferrooxidans.

Em bactérias acidéfilas, estudos mostraram que a presenca de NaCl desregula o
intrincado e fragil potencial de membrana das células. Estes organismos sobrevivem gracas a
complexos mecanismos de regulacdo do potencial de membrana (AW) e geracdo de energia,
uma vez que hd grandes diferencas nas concentracdes de ions dentro e fora das células. O
influxo de uma alta concentracio de fons Cl" do meio extracelular para o citoplasma da célula
causa um colapso neste sistema, podendo ser uma das causas da sensibilidade ao sal
(Alexander et al., 1987; McLaggan et al., 1990, Gahan et al., 2010).

Muitas bactérias halofilas sobrevivem em concentracdes de NaCl acima de 2 M
(11,6%) (Sorokin et al., 2006; Bowers et al., 2009; Shivanand & Mugeraya, 2011; Moreno et
al., 2013); porém, sdo bactérias com metabolismo diferente das bactérias acidofilas e possuem
mecanismos distintos para sobreviver em ambientes com altas concentragdes de sal, como por
exemplo, a captacio e biossintese de solutos compativeis (Sorokin ef al., 2013; Oren, 2013).

Com base nos resultados mostrados na Figura 1.2, foi escolhida a concentracdo de
100 mM de NaCl para a realiza¢do de subculturas sucessivas de A. ferrooxidans LR, para que
fosse possivel observar o efeito dos fons cloreto na bactéria a longo prazo. O tempo de
oxidacdo do Fe** das subculturas é mostrado na Figura 1.3. Foram observadas diferentes fases
de oxidacdo do Fe®* pelas células na presenca de NaCl. Na primeira fase, o tempo de
oxidagdo do Fe®* foi mantido entre 46 e 47 horas até a quarta subcultura. Na segunda fase,
entre a quinta e a oitava subcultura, o tempo de oxidacdo caiu para 34 horas, mantendo-se
nesta faixa (entre 34 e 37 horas). Em uma terceira fase, entre a nona e a décima sexta
subcultura o tempo de oxidacdo do Fe®* caiu novamente permanecendo entre 30 e 33 horas.
Na quarta fase, a partir da décima sétima subcultura o tempo de oxidacdo de Fe** manteve-se
razoavelmente estdvel entre 26 e 28 horas, permanecendo desta forma até a trigésima

subcultura (dltima observagao feita).
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Cabe ressaltar que este processo de obtencdo das células salt-30 durou cerca de

quatro meses.

40

30

10 4

Tempo de oxidacao (horas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Subcultura

Figura 1.3. Evolucio do tempo de oxidacdo total do Fe** por A. ferrooxidans LR na presenca de
NaCl. As células foram repicadas sucessivamente em meio de cultura T&K na presenca de 100 mM

de NaCl, e o tempo de oxidacdo do Fe** foi determinado por titulagio com dicromato de potassio.

Apesar de ndo terem alcancado o mesmo tempo de oxidacdo do Fe** das células
controle (em torno de 23 horas), o tempo de crescimento das células da subcultura nimero 30,
na presenca de 100 mM de NaCl, foi relativamente semelhante. Estas células foram entao
denominadas salt-30. E importante dizer que algumas linhagens de A. ferroxidans, testadas
por outros autores, ndo conseguiram se crescer na presenca de 100 mM de NaCl em meio de
cultura (Lawson et al., 1995; Shiers et al., 2005; Nicolle et al., 2009). A heterogeneidade nos
niveis de tolerncia ao estresse osmoético é um fendmeno ja descrito em outros micro-
organismos, como Escherichia coli (Benito et al., 1999) e Cronobacter sakazakii (Alvarez—
Odréiiez et al., 2012).

Para uma andlise mais detalhada dos efeitos do NaCl em A. ferrooxidans LR
foram utilizadas células controle, células salt-shock e células salt-30 em experimentos de

espectroscopia RAMAN.
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1.3.2. Espectroscopia RAMAN

Os resultados da espectroscopia RAMAN sdo mostrados nas Figuras 1.4 e 1.5.
Inicialmente, o espectro escolhido foi de 3200 — 400 cm'l, na faixa do infravermelho médio —
curto. Todos os espectros gerados, correspondentes as amostras controle, salt—shock e salt-30,
foram sobrepostos em uma Unica drea para uma melhor observacdo de eventuais diferencas
entre os espectros (Figura 1.4a). Ap6s uma andlise detalhada dos espectros, foi escolhida a
regido mais informativa do espectro total correspondente 2 regido entre 1800 ¢ 1000 cm™.
Esta regido espectral traz muitas informacdes sobre proteinas, lipideos e carboidratos de
membrana (Figura 1.4b). A seguir, os espectros foram pré-processados, utilizando-se como
parametros matematicos entre outros, a normalizagdo por SNV (Standard Normal Variate) e a
primeira derivada (Barnes et al., 1989), uma vez que estes dois pardmetros matematicos
foram os que apresentaram os melhores resultados. As cinco regides do espectro processado
que apresentaram a maior diferencga entre as amostras (componentes) sao mostradas na Figura
1.5a. Essas cinco regides do espectro processado foram submetidas a Andlise das
Componentes Principais (PCA) no programa MatLab versdo 6.5 para que fossem

identificadas as diferencas significativas responsdveis pela separacdo das amostras (Figura

1.5b).



35

a.
=
2 |
c
o
£
[l
o =
L0
o
(1]
o
2 _
; )
[
c
gl | | | 1 | | | | 1 | | | | |
3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda (1/cm)
' b.
x10
12
10+ _

Intensidade Raman (u.a.)

I \ I \ |
1800 1600 1400 1200 1000
Numero de onda (1/cm)

Figura 1.4. Espectroscopia RAMAN das células de A. ferrooxidans controle, salt-shock e salt-30.
(a) Espectros gerados pela espectroscopia RAMAN. (b) Regido espectral utilizada para a identificagdo
dos picos responsaveis pela separagio das amostras (1800 — 1000 cm™). A intensidade do RAMAN ¢

medida em unidades arbitrarias (arbitrary units - u. a.).
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Figura 1.5. Espectroscopia RAMAN das células de A. ferrooxidans controle, salt-shock e salt-30.
(a) Espectro processado da regido escolhida (1800 — 1000 cm™) mostrando os picos e as regides
espectrais responsaveis pela separacdo das amostras (setas em vermelho). (b) Andlise das duas
componentes principais (PCA) mais importantes (1668 cm™ e 1250 — 1050 cm™), as quais foram
responsaveis pela separagdo das amostras. O modelo PC1 versus PC2 foi construido para as amostras

controle (vermelho), salt-shock (verde) e salt-30 (azul).
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As cinco componentes principais encontradas na andlise descrevem 96,8% da
variancia dos dados. Sdo elas:

- 1820 cm™: refere-se a dobramentos simétricos de ligagdo C=0 de grupos, como
acidos carboxilicos presentes em residuos de aminodcidos em proteinas e também em
carboidratos (Chamlers & Griffiths, 2002; Ambujakshan et al., 2008; Hemalata et al., 2011;
Kong et al., 2014). Estes dados sugerem uma alteragdao na concentracdo dos compostos na
membrana celular das bactérias.

- 1668 cm™: corresponde a amida I de proteinas em o — hélice. Em diversos
organismos, como por exemplo Bacillus sp. (Zhang et al., 2010) e E. coli (Maiti et al., 2004;
Zheng et al., 2004; Notingher, 2007; Zhang et al., 2010), resultados semelhantes foram
encontrados em relacdo a diferentes tipos de estresse. Indmeras proteinas da membrana
celular possuem configuracdo em a — hélice, entretanto apds a submissio ao estresse salino a
concentracdo dessas proteinas foi alterada.

- 1484 cm™: refere-se a vibragdes no anel benzénico de residuos de aminoacidos
em proteinas, tais como triptofano, tirosina e fenilalanina, assim como deformacdes na
estrutura C — H, de diversos compostos, como por exemplo: proteinas, lipideos e carboidratos
(Chamlers & Griffiths, 2002; Ambujakshan et al., 2008).

- 1388 cm™: correspondente a deformacdo simétrica de estruturas que contém
ligacoes C-C e C-H, principalmente de hidrocarbonetos (Chamlers & Griffiths, 2002;
Marshall & Marshall, 2010; Zhu et al., 2013). Esta conformacdo molecular pode ser
encontrada em lipideos, carboidratos e proteinas, sugerindo assim que, ap0ds o estresse salino,
diferentes compostos de membrana podem ter sido alterados nas células de A. ferrooxidans.

- 1250 — 1050 cm™: corresponde a regido espectral que representa um importante
fingerprint metabdlico das células. Dentro desta regido espectral encontra-se a faixa que
compreende os valores entre 1260 e 1220 cm™, a qual se refere a vibracOes de alongamento
assimétrico (P=0) de grupamentos fosfato (PO,") presentes em fosfoproteinas e fosfolipideos
(Chamlers & Griffiths, 2002; Matthdus et al., 2008; Ribeiro et al., 2011). Neste caso, pode-se
inferir que o NaCl pode ter alterado as fosfoproteinas e os fosfolipideos na membrana de A.
ferrooxidans, o que poderia ter resultado em uma modificacdo na permeabilidade da
membrana. Assim como o NaCl, estudos com espectroscopia no infravermelho (FT-IR) -
Fourier transform infrared spectroscopy - demonstraram que alteracdes na disponibilidade de
fosfato e variagdo na temperatura ideal de crescimento da bactéria também alteram a
concentracdo destas moléculas na membrana de A. ferrooxidans (Ribeiro et al., 2011). Esta

regido corresponde ainda a diversas outras estruturas, entre elas, estruturas responsaveis por
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perturbagdes na estrutura de amida-III de proteinas, estiramento de C-C e C-O-C de alcanos e
ligacdes glicosidicas, correspondendo esta tltima a anéis glicosidicos (carboidratos)
(Chamlers & Griffiths, 2002; Matthius et al., 2008; Kong et al., 2014).

O grifico da andlise das duas componentes principais (1668 cm™” e 1250 — 1050
cm'l) mais importantes (Figura 1.5b), as quais, juntas descrevem um total de 77,16% dos
dados, mostra a separacdo das amostras cultivadas em meio T&K contendo NaCl. As células
controle (vermelho) estdo agrupadas e separadas das células que foram cultivadas em meio
T&K contendo NaCl, seja por um periodo curto (salt-shock - verde), ou por um periodo
prolongado (salt-30 - azul). As células salt-shock e salt-30 ficaram agrupadas, ndo podendo
ser separadas umas das outras, sugerindo desta forma que os efeitos do NaCl foram
semelhantes tanto nas membranas das células salt-shock quanto nas membranas das células
salt-30.

Cabe ressaltar que na espectroscopia RAMAN as intensidades das bandas
detectadas nos diferentes tratamentos ndo podem ser comparadas umas com as outras, uma
vez que nesta técnica a intensidade das bandas depende da fonte de radiacdo e, portanto,
torna-se invidvel uma estimativa quantitativa dos dados através da espectroscopia RAMAN
(Sharma et al., 2003; Vitek et al., 2010). No entanto, estes mesmos dados sugerem que o
contato das células com o NaCl causou alteragdes na composicdo da membrana celular de A.
ferrooxidans (proteinas, lipideos, carboidratos e outros) e que estas alteragdes persistiram
mesmo apods longos periodos de contato com o sal. Estes resultados sugerem que as células
continuam respondendo ao estresse osmotico, combatendo a entrada de {ons cloreto para o seu
interior, alterando a estrutura da membrana e, consequentemente, modulando sua fluidez.

A literatura ainda ndo dispde de estudos correlacionando o efeito do estresse
osmotico em bactérias utilizando a técnica da espectroscopia RAMAN. Entretanto, os efeitos
de outros tipos de estresse em micro-organismos ja foram abordados.

Lopez-Diez et al. (2005) observaram uma correlagao direta da acdo do antibitico
amicacina na sintese protéica e de 4cidos nucléicos na bactéria Pseudomonas aeruginosa,
resultando em espectros diferenciais gerados pela espectroscopia RAMAN. Desta forma, os
autores puderam inferir que ocorreu uma relacdo direta entre o modo de a¢do do antibidtico e
as alteragdes detectadas pelo RAMAN no micro-organismo.

Lu et al. (2011a) estudaram os efeitos do estresse causado em células de E. coli,
Campylobacter jejuni e Pseudomonas aeruginosa cultivadas em meio de cultura com pouca
disponibilidade de nutrientes € em baixas temperaturas. Os autores observaram que algumas

regides dos espectros, gerados pela espectroscopia RAMAN, das bactérias submetidas ao
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estresse por baixa temperatura, foram diferentes dos espectros das bactérias que ndo foram
submetidas a tal processo. Este fato indicou que varias vias bioquimicas sdo importantes na
resposta ao estresse por baixa temperatura nestas bactérias e contribuiram para a separagao
das amostras nas analises.

Lu et al. (2011b) avaliaram os efeitos de compostos organicos de enxofre
derivados do alho na bactéria Campylobacter jejuni e observaram por espectroscopia
RAMAN que tais compostos foram internalizados pelas células e que também houve
alteracdes na membrana celular das bactérias. Atahmneh et al. (2014) observaram que, em E.
coli, a espectroscopia RAMAN foi capaz de diferenciar as células submetidas ao tratamento

com antibidticos de diferentes classes.
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1.4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos pela espectroscopia RAMAN mostraram que esta técnica
consiste em uma importante ferramenta capaz de detectar alteragcdes na composi¢do e/ou
conformagdo da membrana celular de A. ferrooxidans. Alteracdes foram identificadas em
diferentes componentes da membrana celular da bactéria, tais como: lipideos, carboidratos,
proteinas e compostos secunddrios (glicoproteinas, glicolipideos, fosfoproteinas,
fosfolipideos). As alteracdes na estrutura e na composicdo da membrana celular de A.

ferrooxidans funcionam como um mecanismo de defesa contra o estresse salino.
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CAPITULO 2

Analise do proteoma de células de Acidithiobacillus ferrooxidans

expostas ao NaCl
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2.1. INTRODUCAO

As alteragdes causadas pelos ions cloreto em bactérias causam perturbagdes na
expressdo de vdrias proteinas, podendo assim influenciar de uma maneira geral sua fisiologia
(Zammit et al., 2012). Uma abordagem que tem sido amplamente utilizada para estudar os
efeitos do estresse em bactérias é o proteoma, o qual fornece os padrdes de resposta de um
micro-organismo ou comunidade de micro-organismos através da andlise do seu repertdrio
protéico, sendo possivel analisar os padrdes de resposta celular em condi¢des de estresse. A
técnica torna-se assim uma importante ferramenta para a andlise dos mecanismos moleculares
utilizados por micro-organismos em situagdes de estresse (Chao & Hansmeier, 2012).

Zammit e colaboradores (2012) estudaram a resposta ao NaCl em
Acidomicrobium ferrooxidans e Acidithiobacillus caldus. Proteinas relacionadas a membrana
celular (como proteinas externas de membrana, transmembrana e associadas a
peptideoglicanas), a biossintese de aminodcidos e a fixacdo do CO, foram diferencialmente
expressas na presenca de 6-10 g/L. de NaCl. O trabalho realcou as dificuldades enfrentadas
pelos micro-organismos utilizados na biolixiviacio em ambientes salinos, uma vez que o
estabelecimento de culturas continuas, em laboratério, em tais condi¢des foi dificil. Foi
sugerido que a menor quantidade de células obtidas em culturas submetidas ao estresse salino
pode ter sido uma consequéncia do direcionamento da energia celular para a sintese de
osmolitos e proteinas de membrana celular, em resposta a presenca de NaCl.

Em Desulfovibrio vulgaris, a expressao de varios genes que codificam proteinas
relacionadas a biossintese de aminodcidos e ao transporte de glicina-betaina foi aumentada na
presenca de 250 mM de NaCl. Os niveis de expressdo das proteinas responsaveis pelo efluxo
de fons, além das proteinas envolvidas na biossintese de lipideos de membrana também foram
alterados, indicando que vdérias vias bioquimicas foram responsaveis pelos mecanismos de
resposta apresentados pela bactéria (Mukhopadhyay e al., 2006).

Pouco se sabe sobre a modulacdo da expressdo de proteinas pelo NaCl em A.
ferrooxidans. Os estudos realizados até hoje abordando a andlise do proteoma de A.
ferrooxidans focaram outros tipos de estresse. Neste sentido, Vera ef al. (2003) estudaram os
efeitos da privagdo de fosfato em A. ferrooxidans e observaram que a expressdo da proteina
PstS, relacionada com o metabolismo de fosfato na célula, além de proteinas associadas ao

estresse, como Dnak, GroEL, proteinas de membrana e outras relacionadas ao metabolismo de
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energia tiveram os perfis de expressdo alterados nas células. Ribeiro er al. (2011) também
estudaram os efeitos da privacdo de fosfato em A. ferrooxidans e observaram resultados
semelhantes aos obtidos por Vera et al. (2003), com um aumento de proteinas relacionadas ao
estresse, como DnaK e SurA, além de chaperonas e proteinas da membrana celular. Por outro
lado, proteinas relacionadas a transcricdo e a assimilacdo de carbono na célula tiveram os
niveis de expressdo diminuidos.

O estresse causado pela variagdo na temperatura também foi estudado por
protedmica. Ribeiro et al. (2011) avaliaram os efeitos do estresse causado pelo aumento na
temperatura em A. ferrooxidans e observaram que proteinas relacionadas ao metabolismo de
energia, chaperonas e também proteinas de membrana tiveram a expressdo aumentada nas
células, contrastando com a diminuicao na expressao de proteinas relacionadas a transcri¢ao,
metabolismo de carbono, e do ferro, além de proteinas relacionadas ao estresse oxidativo.
Mykytczuk et al. (2011) analisaram os efeitos da diminui¢do da temperatura nas linhagens D6
e F1 de A. ferrooxidans e observaram resultados semelhantes com proteinas envolvidas no
metabolismo de energia e de carbono, além de chaperonas, proteinas envolvidas na
transcricdo com expressdao aumentada em ambas as linhagens. Porém, varias proteinas de
membrana, além de outras relacionadas ao metabolismo de fosfato e algumas chaperonas
foram diferencialmente expressas entre as duas linhagens, as quais possuem temperaturas de
crescimento diferentes. Isto destaca a variabilidade encontrada entre as linhagens de A.
ferrooxidans, que acaba se refletindo também na andlise do proteoma.

A resisténcia a metais pesados em A. ferrooxidans também foi analisada por
proteoma. Almarcegui et al. (2014) observaram que vdrias proteinas de membrana tiveram
um aumento na expressdo quando células de A. ferrooxidans foram cultivadas na presenca de
cobre. Além disso, proteinas relacionadas a biossintese de aminodcidos também tiveram os
niveis de expressdo aumentados. Foi sugerido que estes aminodcidos poderiam estar
relacionados a resisténcia ao cobre por possuirem a capacidade de se ligarem a este metal.
Além disso, a diminuicdo da expressdo de proteinas de membrana responsdveis pelo
transporte do cobre foi também associada a resisténcia ao metal. Estes mecanismos compdem
uma barreira contra o cobre em excesso no citoplasma da bactéria. J4 Dekker et al. (2016)
avaliaram os efeitos da exposi¢ao de A. ferrooxidans ao metal radioativo uranio e observaram
resultados semelhantes aos observados por Amadrcegui et al. (2014). Virias proteinas
relacionadas ao estresse oxidativo tiveram a expressdo aumentada nas células cultivadas em
contato com o metal. Além disso, a expressdo de uma importante proteina de membrana

possivelmente envolvida no transporte do uranio teve a expressao diminuida, indicando que a
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célula responde por diferentes vias a exposi¢do ao metal radioativo, diminuindo a sua entrada
no citoplasma e respondendo contra o estresse oxidativo causado dentro da célula pelo uranio.

Levando em consideragao a importancia de A. ferrooxidans na biolixiviacdo, o
objetivo deste capitulo foi realizar uma andlise protedmica em larga escala de células expostas
ao NaCl por longos periodos (30 culturas sucessivas — células salt-30) e células ndo

submetidas a este tipo de estresse (células controle).
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Bactérias e condicoes de crescimento

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a linhagem LR de A. ferrooxidans
(Garcia Jr, 1991). A bactéria foi cultivada em meio liquido T&K modificado (Tuovinen &
Kelly, 1972), contendo em g/L: (0,4) K,;HPO4.3H,0, (0,4) MgS0O,.7H,0, (0,4) (NH4),SO4 e
(33,4) FeS0O4.7H,0; pH 1,8 ajustado com H,SOs. O meio de cultura foi autoclavado sem
FeSO, e esterilizado por filtracdo em membrana Millipore de 0,22 um. A bactéria foi
cultivada sob agitacao a 250 rpm, em temperatura de 30°C.

As células cultivadas na presenca de 100 mM de NaCl por 30 subculturas
sucessivas (células salt-30) e as células cultivadas na auséncia de NaCl (células controle)
foram coletadas quando o nivel de oxidagdao do Fe* presente no meio atingiu 80%. O cultivo
de células (em triplicata) foi monitorado pela titulacdo da oxidag¢do do ferro no meio de
cultura com dicromato de potdssio — K,Cr,O; (Garcia Jr et al., 1995). As células foram

coletadas por filtracio em membrana Millipore (0,45 um) e lavadas com dgua 4cida (pH 1,8).

2.2.2. Extracao de proteinas

A extragdo de proteinas de A. ferrooxidans foi realizada conforme descrito por
Smolka et al. (2003). As células (aproximadamente 100 mg) foram lavadas trés vezes com 1
mL de tampao de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8.8, 3 mM KCI, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
e 1 mM fluoreto de fenilmetanosulfonil - PMSF) e centrifugadas por 2 minutos a 12.000 rpm.
A lise das células foi realizada com uma solucdo contendo 10 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.5%
(m/v) SDS, 5 mM EDTA e 1 mM de PMSF. Em seguida foi adicionado a solucio Ditiotreitol
(DTT) a uma concentracdo final de 100 mM. As amostras foram deixadas em banho-maria
com agua fervente por 5 minutos e logo em seguida foram centrifugadas por 2 minutos a
12.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e a concentracdo protéica das amostras foi
determinada seguindo o método de Bradford (Bradford, 1976). Os experimentos de proteoma
foram realizados no Laboratério do Prof. Dr. Gilberto Barbosa Domont, Instituto de Quimica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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2.2.3. 1D-SDS-PAGE, digestao das proteinas e extracao dos peptideos

Aproximadamente 20 pg de extrato protéico de cada amostra e cada replicata
foram submetidos a eletroforese unidimensional (1D) em gel de poliacrilamida (4% stacking -
12% resolving) (Invitrogen) em um sistema de eletroforese Mini-PROTEAN Tetra Cell™
(Bio-Rad, Hercules, CA). Todos os géis de poliacrilamida foram corados com Coomassie
Brilliant Blue R-250. Ao término da eletroforese, cada coluna do gel (correspondendo a uma
réplica do extrato protéico) foi dividida em nove partes - correspondendo a nove amostras de
proteinas - para posterior digestdo com tripsina. Cada uma das partes foi tratada com solucdo
descorante (50% v/v acetonitrila e 50% 25 mM NHsHCOs), reduzidas com 10 mM de DTT
por 45 minutos a 56°C e alquiladas com 55 mM de iodoacetamida por 30 minutos a
temperatura ambiente na auséncia da luz. Apos este processo as proteinas foram digeridas
com tripsina (Promega) por um periodo de 16 horas a 37°C.

Ap06s a digestdo com tripsina, os peptideos foram extraidos do gel adicionando-se
uma solucdo de acetonitrila (ACN) 50% e acido trifluoroacético (TFA) a 5% por trés vezes.
Em seguida a solucdo de acetonitrila (ACN) 50% e 4cido trifluoroacético (TFA) a 5%
contendo os peptideos foi deixada a temperatura ambiente para sua evaporacdo e os peptideos
foram suspensos em solu¢do de dcido férmico 0,1% (C,H,0,).

A purificacdo dos peptideos foi realizada em uma coluna de purificacdo C;g Ultra-
Micro SpinColumns (Harvard Apparatrus). Os peptideos foram eluidos das colunas com uma
solugdo de 70% de ACN, 30% de 4gua e 0,1% de 4cido férmico e apds a secagem foram
armazenados a -20°C. Para cada amostra de células controle e células salt-30 foram feitas

triplicatas independentes (num total de 3 amostras x 9 partes de gel).

2.2.4. Cromatografia Liquida — MS/MS e analise dos dados

As amostras foram analisadas utilizando-se um cromatografo EASY-nLC II
(Proxeon Biosystems) acoplado a um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo
Scientific). A andlise foi realizada com aproximadamente 4 pg dos extratos de peptideos
purificados inseridos em uma coluna capilar de fase reversa C;g. Esta coluna possui 18 cm de
comprimento, 75 pm de didmetro, empacotada com esferas de resina especial ReproSil-Pur
Cis-AQ de 3 um). A eluicdo dos peptideos foi realizada inserindo-se uma solucdo com

diferentes gradientes. Primeiro foi utilizado um gradiente - fase A - composto de 85% de
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dgua, 15% de ACN e 0,1% de 4cido foérmico, seguido por um segundo gradiente - fase B -
composto de 15% de dgua, 85% de ACN e 0,1% de acido férmico.

O gradiente iniciou-se com 5% da fase moével B, alcancando 40% apds 95
minutos, 100% apds 20 minutos e mais 5 minutos com esta solugdao. O fluxo da solucao foi
mantido constante em 200 nL.min"'. Antes da inser¢do de um novo extrato de peptideos, a
coluna de fase reversa C,g foi reequilibrada adicionando-se 10 uL de acido férmico 0,1% a
um fluxo varidvel, de modo que a pressdo interna da coluna atingisse 250 bar.

Ap6s a aplicacdo das amostras (células controle e células salt-30) correspondentes
as partes do gel de 1 a 9 (as replicatas bioldgicas foram aplicadas juntas), a coluna foi lavada
com um gradiente iniciando-se com 5% da fase B, alcangcando 90% apd6s 15 minutos,
mantendo-se nesta concentracdo por mais 5 minutos, baixando para 5% apds 9 minutos,
mantendo-se por mais 1 minuto nesta concentracdo, aumentando em seguida para 50% apds
15 minutos, aumentando novamente para 90% apOs 3 minutos e mantendo-se nesta
concentracdo por mais 2 minutos, em uma inser¢ao constante de 300 nL.min”'. Esta fase é
importante para que qualquer peptideo de uma das condi¢des que ficasse retido na coluna nao
se juntasse aos peptideos de outra condi¢cdo que seriam aplicados logo em seguida.

Os espectros de massa foram obtidos através de aquisi¢do dependente de dados, a
qual consiste na coleta de dados via varredura automatica dos scans do MS e espectros de
massa em tandem (MS/MS). Cada scan do MS de primeira ordem foi gravado no Orbitrap™
(faixa de massa, m/z de 300-2.000 e resolugdo de 60.000) a0 mesmo tempo que o MS/MS dos
seis fons mais intensos analisados dos scans de primeira ordem foram isolados, fragmentados
e gravados via LTQ. A fragmentacdo no LTQ foi realizada através de dissociacdo induzida
por colisdo (utilizando uma energia normalizada de 35; 250 milissegundos de Ativacdo Q, 10
milissegundos de Tempo de Ativagcdo) e os fons selecionados para a fragmentacdo foram
excluidos de serem resselecionados por 60 segundos. Os arquivos com os dados brutos das
replicatas foram convertidos para a extensdo .ms2 pelo programa RawXtract versao 1.9.9.1.
Em seguida, o Peptide Spectrum Match (PSM) - busca do peptideo em banco de dados - foi
realizado pelo programa ProLuCID, versdao 1.0.0.31. O PSM utilizou a base de dados de
proteinas obtida no NCBI (palavra chave = A. ferrooxidans), a qual foi processada com o
programa FastaDBXtractor, versdo 1.0. As configuracdes de busca foram: a) a base de dados
A. ferrrooxidans; b) a oxida¢do de metionina como parametro varidvel; ¢) a carbamido-
metilagdo de cisteina como parametro fixo. A tolerancia de massa do principal fon foi de 40

ppm e a tolerdncia MS/MS foi de 600 ppm.
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Ap6és a busca, os dados brutos foram filtrados no programa
SearchEngineProcessor (versdo: marco/2012) e a quantificacdo relativa foi estimada
utilizando-se contagem espectral com o programa PatternLab for Proteomics. Estes dados
brutos foram visualizados no programa Xcalibur, versdo 2.1 e processados através do
programa Proteome Discoverer, versdo 1.3. Neste programa, o ndmero de proteinas, os
grupos protéicos e o nimero de peptideos foram filtrados com False Discovery Rate (FDR) de
menos de 1% e peptideos de classe 1 utilizando-se o programa Proteome Discoverer. O
genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 (NCBI Database,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=acidithiobacillus+ferrooxidans) foi utilizado
para a obten¢do de informacgdes sobre as proteinas identificadas (identificacdo do gene que
codifica a proteina, além do tamanho, ponto isoelétrico e peso molecular da proteina), e
quando os dados referentes a massa molecular e ao ponto isoelétrico nao estavam disponiveis
na base de dados NCBI, estes foram obtidos utilizando-se a ferramenta Compute pl/MW
(www.expasy.org/tools/pi_tool.html).

Uma andlise pelo programa Blast2GO (Conesa et al., 2005) foi realizada para
classificar as proteinas por Ontologias Genéticas (GO). As proteinas identificadas foram
classificadas pelos termos GO: funcdo molecular e processos biolégicos. Para a o teste de
enriquecimento de termos GO das proteinas encontradas exclusivamente em uma das
condic¢des, controle (72 proteinas) ou salt-30 (29 proteinas), foi utilizado o pacote topGO do
Bioconductor no programa estatistico R (Alexa & Rahnenfuhrer, 2010). O teste de Fisher foi
utilizado para inferir termos GO diferencialmente representados em cada uma das duas
condic¢des. Os termos GO do conjunto de proteinas anotadas em A. ferrooxidans ATCC 23270

(Quick GO - http://www.ebi.ac.uk/QuickGOY/), foram utilizados como base.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes protéicos das células controle e salt-30 sdo mostrados na Figura 2.1a.
No gel de poliacrilamida, bandas protéicas proeminentes ao redor de 22, 40 e 70 kDa foram
observadas em ambas as condicdes e a presenca destas bandas foi um dos fatores que guiaram
a segmentacdo do gel em nove fracdes para o processo de digestdo das proteinas com tripsina.

Utilizando-se as estratégias Gel LC-MS/MS e Proteome Discoverer, como
ferramenta de busca, filtros de 1% de FDR e ranqueamento 1, foram identificadas 379
proteinas. Deste total, 278 proteinas eram comuns em ambas as condi¢des, 72 proteinas foram
encontradas exclusivamente na condi¢ao controle e 29 proteinas foram encontradas apenas na

condicdo salt-30 (Figura 2.2b).
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Figura 2.1. (a) Eletroforese unidimensional (1D SDS-PAGE) mostrando os padrdes das proteinas
isoladas das células de A. ferrooxidans controle e salt-30. (b) Diagrama de Venn ilustrando o

nimero de proteinas comuns a ambas as condi¢des e especificas a cada uma.

Os padrées de ponto isoelétrico (pl) das proteinas identificadas mostrou-se
bastante similar em ambas as condi¢des, com valores de pl variando entre 4 — 7 ¢ 9 — 10

(Anexo I). O conjunto de proteinas com pl basico foi composto principalmente por proteinas
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ribossomais, além de proteinas relacionadas a membrana celular e ao periplasma. Algumas
das proteinas periplasméticas foram detectadas somente nas células controle, tais como a
lipoproteina da familia NLP/P60 (AFE_1828), a subunidade II da citocromo c oxidase
(AFE_3150) e a proteina de membrana da familia OMP85 (AFE_1452), entre outras.
Algumas proteinas, por outro lado, foram encontradas somente nas células salt-30, tais como
a proteina da familia Ycel (AFE_0461), a proteina de efluxo de membrana externa
(AFE_3265), entre outras. As proteinas associadas a membrana e ao periplasma possuem um
alto pl para enfrentar o ambiente dcido em que A. ferrooxidans é encontrada (Chi et al.,
2007).

As proteinas com o pl abaixo de 7 foram a maioria (aproximadamente 69% do
total) e s@o associadas ao citoplasma. Quando as proteinas detectadas em cada condi¢do foram
comparadas, foi observado nas células salt-30 um decréscimo das proteinas com pl acido e
um aumento das proteinas com o pl basico (Anexo I). Além disso, a média do pl das proteinas
salt-30 foi um pouco maior que o pl observado nas proteinas das células controle (média do
pl das proteinas das células salt-30 = 7,14 e média do pl das proteinas das células controle =
6,57). Estes resultados nio foram estatisticamente significativos devido ao baixo numero de
proteinas encontradas apenas em salt-30, mas podem refletir um mecanismo de resposta das
células de A. ferrooxidans a presenga do NaCl.

O software Blast2GO classificou 286 das 350 proteinas identificadas na condi¢do
controle (278 proteinas expressas em ambas as condi¢Oes e 72 proteinas expressas somente
nas células controle), e classificou também 245 das 307 proteinas encontradas nas células
salt-30 (278 proteinas expressas em ambas as condi¢des e 29 proteinas expressas somente nas
células salt-30) (Figura 2.1b).

A andlise comparativa de GOs mostrou que o padrao de classificacdo foi bastante
similar tanto em células controle quanto em células salt-30, assim como nas duas categorias
analisadas - Processos bioldgicos e Fun¢dao molecular. Ao comparar os termos GO de todas as
proteinas de células controle com células salt-30 ndo houve nenhum termo GO
diferencialmente  representado; as pequenas diferencas observadas ndo foram
significativamente diferentes de zero. Isso sugere um padrdo protéico estdvel, apesar do maior
numero de proteinas encontradas nas células controle. Neste estudo foi utilizado o terceiro

nivel de classificacdo de GOs. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Ontologias Genéticas de Processos bioldgicos (a) e Funcdo molecular (b) das
proteinas identificadas pelo proteoma de A. ferrooxidans nas células controle (barras em preto)
e células salt-30 (barras em cinza). A andlise pelo programa Blast2GO foi realizada para

demonstrar as subcategorias das proteinas identificadas. O eixo Y representa o percentual de

proteinas que foram anotadas em cada categoria de GO.
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Ja a andlise dos termos GO das proteinas encontradas somente na condi¢do
controle mostrou que na categoria Processos Bioldgicos alguns termos foram mais frequentes,
incluindo os relacionados a biossintese e metabolismo de isoprendides (GO:0006720 e
G0:0008299), terpendides (GO:0016114 e GO:0006721), metabolismo de dcidos carboxilicos
(GO:0006082), aminodcidos (GO:0006520), 4cidos organicos (GO:0006082) entre outros,
sugerindo que estes processos foram afetados nas células salt-30. Contudo, nas células salt-
30, na categoria Processos Bioldgicos, foi observado um aumento de termos relacionados a
biossintese de menaquinonas (GO:0009233, GO:0009234) e seus precursores, tais como a
vitamina K (GO:0042371, GO:0042373) e outras vitaminas lipossoliveis (GO:0006775,
G0:0042362), além da respiragio aerdbica (GO:0009060). E interessante notar que vrias
proteinas relacionadas ao metabolismo de energia ndo foram detectadas nas células salt-30;
contudo, as andlises de GOs sugerem que os termos na categoria Processos Bioldgicos nestas
células podem ilustrar que outras vias de transporte de elétrons podem estar sendo utilizadas
quando as células estdao na presenca de sal.

Agrupamentos de Genes Ortélogos (COGs) das proteinas disponiveis na base de
dados do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 foram utilizados para classificar as
proteinas identificadas e os resultados foram utilizados para inferir suas fung¢des (Mykytczuk
et al., 2011). Assim como nas Ontologias Genéticas, a classificacdo em COGs apresentou um
padrdo similar em ambas as condicdes estudadas (dados nao mostrados).

Os padrdes de expressdo das protefnas serdo discutidos de acordo com os COGs

encontrados na andlise do proteoma.

Biossintese de aminodcidos. Os padrdes de expressdo de proteinas mostraram-se
semelhantes nas duas condi¢Oes (controle e salt-30). Entretanto, algumas proteinas foram
detectadas somente nas células controle, como a 2-isopropilmalato sintase (AFE_1989),
relacionada a biossintese da leucina. Na bactéria Desulfovibrio vulgaris, a expressao do gene
que codifica esta proteina foi elevada quando as células foram expostas por curtos periodos ao
NaCl; por outro lado, a exposi¢do destas células por longos periodos ao NaCl resultou na
diminui¢do dos niveis de expressio do gene (He er al., 2010). E possivel que o mesmo
fendmeno esteja ocorrendo em A. ferrooxidans, uma vez que a enzima nao foi detectada nas
células salt-30.

Embora vérios estudos tenham mostrado a producao de diversos aminodcidos nas
bactérias submetidas a estresse osmoético, ainda ndo ha estudos mostrando o mesmo

comportamento em A. ferrooxidans. Conforme observado na anélise protedmica, a expressao
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de proteinas relacionadas a biossintese de aminoacidos ou outros osmdlitos ndo foi detectada
somente nas células salt-30. Além disso, o meio de cultivo de A. ferrooxidans nao fornece
aminodcidos para a sua utiliza¢do, cabendo a propria célula a producdo destes compostos.
Segundo Zammit e colaboradores (2012), a resposta das bactérias Acidithiobacillus caldus e
Acidimicrobium ferrooxidans aos ions cloreto ndo envolveu a expressdo de proteinas
relacionadas a biossintese de osmolitos, sendo a energia direcionada a manutengcdo da
homeostase celular (Gahan et al., 2010). Portanto, a biossintese de osmdlitos parece nao ser

uma estratégia adotada pelas células de A. ferrooxidans quando mantidas sob estresse salino.

Envelope celular. O estresse osmotico causado pelo NaCl também afetou a
expressdo de algumas proteinas de membrana, como por exemplo, a proteina de membrana
externa pertencente a familia OMP85 (AFE_1452), ndo detectada nas células salt-30. Esta
proteina estd presente em todas as bactérias (Gentle et al., 2004; Bos et al., 2007), possuindo
semelhangca com a proteina YaeT de Escherichia coli, a qual é uma proteina de membrana
conservada tanto em procariotos quanto em eucariotos (Kim et al., 2007). Esta proteina
exerce um papel essencial para a montagem da membrana celular externa e a viabilidade
celular em Neisseria menungitidis (Genevrois et al., 2003; Voulhoux & Tommassen, 2004).
Proteinas de membrana externa sdo conhecidas por desempenhar um papel fundamental na
adaptacdo das células a mudancas ambientais (Bos et al., 2007; Kao et al., 2009; Kulp &
Kuehn, 2010). Sendo assim, devido a importancia da proteina OMP85 na homeostase celular,
a alterac@o nos niveis de expressdo desta proteina em células salt-30 poderia causar diferentes
efeitos negativos na estrutura da membrana celular de A. ferrooxidans.

Duas proteinas relacionadas a mobilidade celular - proteina da biogénese da pilina
tipo IV (AFE_0967) e proteina PilT (AFE_0264) - ndo foram encontradas nas células salt-30.
Estas proteinas estio relacionadas com a biossintese da pilina tipo 1V, a qual estd envolvida
com vdrios processos, tais como, mobilidade, sinalizacdo e comunicacdo celular, além de
transferéncia genética, entre outras (Craig et al., 2004; Ossa Henao et al., 2014). PilT ¢é
descrita como uma proteina relacionada a troca dos pili da bactéria, processo necessdrio para
sua retracdo (Alm & Mattick, 1995; Mattick, 2002). Segundo Ossa Henao e colaboradores
(2014), a expressao do gene que codifica a proteina PilT é maior em células de A. ferroxidans
ndo ligadas a um substrato. Nas células salt-30 a presenca do NaCl poderia estar alterando a
expressao desta proteina, podendo assim refletir na mobilidade e comunicacao destas células,

redirecionando a energia utilizada nestes processos para outras funcdes essenciais.
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A proteina transportadora de acil malonil-CoA (fabD, AFE_1907) — também
conhecida como MCAT — foi detectada somente nas células salt-30. Esta € uma importante
enzima catalisadora na transferéncia do radical malonil do malonil-CoA para as proteinas
transportadoras de acil (ACP), tornando-se assim um importante componente na biossintese
de 4cidos graxos (Zhang et al., 2007; Hong et al., 2010; Chen et al., 2014). A expressao desta
proteina nas células salt-30 enfatiza o envolvimento da membrana celular de A. ferroxidans

na resposta ao estresse causado pelo NaCl.

Processos celulares. Trés proteinas relacionadas a adaptacdo a condi¢des atipicas
— a) a proteina da familia de estresse universal (AFE_2133), b) a proteina similar a proteina
PhoH (AFE_0597) e c) a proteina arsenato redutase (AFE_2860) — foram detectadas somente
nas células salt-30. As proteinas da familia de estresse universal podem ser encontradas tanto
em organismos procariontes quanto em organismos eucariontes, sendo induzidas na presenca
de diferentes tipos de estresse, tais como altas temperaturas, estresse oxidativo, privacdo de
nutrientes entre outros (Liu et al., 2007; Gomes et al., 2011). Esta proteina foi induzida em
células de Lysteria monocytogenes expostas a altos niveis de salinidade (35 e 65 g/L de NaCl)
(Esvan et al., 2000). O aumento na expressao desta proteina em A. ferrooxidans sugere que
esta proteina pode estar envolvida em um dos mecanismos de defesa da bactéria contra o
estresse causado pelo NaCl. Com relagdo a proteina similar a proteina PhoH, esta apresenta-se
como um membro do regulon fosfato em E. coli, respondendo a privagdo de fosfato (Kazakov
et al., 2003). Ambas as proteinas foram superexpressas em células da linhagem D6 de A.
ferrooxidans submetidas a baixas temperaturas (Mykytczuk et al., 2011). A proteina arsenato
redutase (ArsC) converte arsenato toxico em arsenito, porém ndo hd estudos relacionando a
expressao desta proteina em condi¢Oes de estresse salino. O aumento da expressao da proteina
da familia de estresse universal em células salt-30 ilustra a importancia desta proteina na
resposta de células de A. ferrooxidans ao estresse salino. Ainda, o aumento da expressdo de
proteinas ndo relacionadas ao estresse salino - a proteina semelhante a PhoH e a proteina
arsenato redutase - sugere que a resposta celular ao estresse salino trata-se de um mecanismo

muito complexo.

Metabolismo de energia. A exposicdo ao NaCl alterou a expressao de diferentes
proteinas relacionadas ao metabolismo de energia de A. ferrooxidans. Algumas destas
proteinas ndo foram detectadas nas células salt-30, tais como a NuoB (subunidade B da

NADH-quinona oxidorredutase, AFE_2629), a NuoF (subunidade F da NADH-quinona
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oxidorredutase, AFE_2625) e a chaperona ResC (proteina da biogénese do citocromo tipo c,
AFE_3113). Estas proteinas fazem parte da via “uphill” em A. ferrooxidans, onde os elétrons
sdo transferidos do Fe* para o NADH (Quatrini et al., 2009). Ribeiro e colaboradores (2011)
mostraram que, em A. ferrooxidans, a proteina NuoG (subunidade G da NADH-quinona
oxidorredutase), que também faz parte desta via, teve a expressdao aumentada em células
expostas ao estresse causado por altas temperaturas, sugerindo que a translocag¢do de prétons
através da membrana aumentou durante este tipo de estresse. No caso do estresse salino, a
diminui¢do da expressdo das proteinas relacionadas ao metabolismo de energia sugere um
decréscimo na translocacio de prétons através da membrana, afetando a produgdo de energia
(oxidagdo do Fe). A diminuicdo da expressdo da proteina CoxB (subunidade II da citocromo
c oxidase do tipo aas, AFE 3150), que faz parte da via “downhill”, onde os elétrons sdo
transferidos do Fe** para as oxidases terminais, corrobora com esta hipdtese.

A proteina HybC (AFE_0702) € descrita como uma subunidade de uma
hidrogenase semelhante as hidrogenases encontradas em cianobactérias. Valdés e
colaboradores (2008) sugeriram que a hidrogenase pode estar envolvida na fixacdo do
nitrogénio. Em cianobactérias, foi observado que a dele¢cdo da subunidade maior da
hidrogenase, que contém o sitio ativo, interrompeu a atividade da enzima em células mutantes
(Appel et al., 2000). A presenca desta proteina somente nas células controle de A.
ferrooxidans parece sugerir que a fixacdo do nitrogénio pela bactéria pode ter sido
prejudicada na presenca de NaCl.

Quatro tiorredoxinas (enzimas relacionadas ao estresse oxidativo) foram expressas
tanto em células controle quanto em células salt-30 sugerindo que o NaCl, pelo menos em
células cultivadas na presenga de NaCl durante longos periodos, ndo ocasionou estresse
oxidativo. Ribeiro e colaboradores (2011) mostraram que duas tiorredoxinas de A.
ferrooxidans apresentaram uma diminui¢@o da expressao durante o estresse causado por altas
temperaturas, indicando que este tipo de estresse também ndo levou a um estresse oxidativo
nas células. Assim como em A. ferrooxidans, o estresse oxidativo também nao foi observado
em células de Corynebacterium glutamicum expostas a altos niveis de salinidade (750 mM),
uma vez que nao foram observadas alteracdes nos padroes de expressdo das tiorredoxinas ou
das tiorredoxinas redutases (Frinzel et al., 2010).

O complexo piruvato desidrogenase catalisa a descarboxilagdo oxidativa do
piruvato, gerando acetil-CoA, CO, e NADH, sendo esta uma etapa essencial do metabolismo
central de carbono (Powles & Rawlings, 1997; Patel et al., 2014). Duas das trés proteinas do

complexo da piruvato desidrogenase nao foram detectadas nas células salt-30 (subunidades
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beta, E1 — AFE_3069, e E2 e E3 — AFE_3067). Uma possivel explicacdo para a diminui¢ao
dos niveis de expressdo destas proteinas seria que a presenca de NaCl pode ter afetado
negativamente o metabolismo central de carbono e, como consequéncia, o metabolismo de

energia das células salt-30 de A. ferrooxidans.

“Destino de proteinas”. As proteinas ClpP (AFE_9010) e CIpA (AFE_0520), as
quais formam o complexo Clp protease (Ollinger et al., 2012), ndo foram detectadas nas
células salt-30. O complexo Clp protease dependente de ATP, em células bacterianas, é
responsavel pela degradacao seletiva de diferentes proteinas, impactando no “controle de
qualidade” das proteinas assim como na regulacdo de varios processos celulares (Baker &
Sauer, 2006; Kress et al., 2009; Ribeiro et al., 2011). A expressdo da proteina ClpA aumentou
em células de A. ferrooxidans submetidas ao estresse por altas temperaturas (Ribeiro et al.,
2011). Uma vez que o complexo Clp € dependente de ATP para sua atividade (Janska et al.,
2010), € possivel que a baixa disponibilidade de ATP possa ter causado a diminui¢do da
atividade desta protease e, consequentemente, a baixa expressao das proteinas que formam
este complexo nas células salt-30.

A serina protease da familia DO/DeqQ (AFE_1396), detectada nas células salt-30,
pertence a familia de proteinas HtrA (Chi et al., 2007) e encontra-se localizada no periplasma.
Estudos demonstraram que esta enzima funciona tanto como uma protease em resposta ao
estresse causado por altas temperaturas quanto como uma chaperona em baixas temperaturas
(Kim et al., 2003). Em A. ferrooxidans esta proteina teve a expressdo aumentada quando
células foram submetidas ao estresse causado por altas temperaturas (Ribeiro et al., 2011). De
acordo com Kim e colaboradores (2005), esta proteina possui um importante papel durante o
estresse causado pelo aumento da temperatura, assim como em outros tipos de estresse, uma
vez que esta proteina € responsdvel pela degradacdo de outras proteinas desnaturadas em
bactérias nestas condi¢des. Foi observado em mutantes de Burkholderia cenocepacia que nao
possuiam o gene htrA, que o crescimento celular foi prejudicado na presengca de NaCl
(Flanagan et al., 2007). Desta forma, o aumento dos niveis de expressdo desta serina protease
em A. ferrooxidans sugere que esta proteina poderia desempenhar um papel importante na
sobrevivéncia da bactéria, possivelmente devido a sua funcdo chaperona que pode estar
protegendo algumas proteinas periplasmaticas contra os efeitos negativos do NaCl, mesmo
apos longos periodos de exposi¢do ao estresse salino.

Fungoes regulatorias e transcrigdo. Uma proteina reguladora de transcrigdo

pertencente a familia Fur (AFE_1955) foi detectada nas células salt-30. Esta proteina controla
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a expressdo de vdrios genes, incluindo aqueles relacionados a homeostase do ferro, ao
metabolismo de energia, entre outros (Hall & Foster, 1996; Quatrini et al., 2007) e o aumenta
da sua expressdo foi descrito anteriormente em células de A. ferrooxidans submetidas ao
estresse causado por altas temperaturas (Ribeiro er al., 2012) e na presenca de baixas
concentracdes de Fe** (Ferraz et al., 2011). O aumento dos niveis de expressdo da proteina
Fur nas células salt-30 parece sugerir que o sistema de transporte de ferro foi afetado na
presenca de NaCl, refor¢cando a ideia de que os sistemas de transporte em A. ferrooxidans
podem ser afetados por diferentes fatores ambientais.

Os processos de transcricdo também parecem ter sido afetados em A. ferrooxidans
na presenca de NaCl, uma vez que quatro importantes proteinas ndo foram detectadas nas
células salt-30. A polirribonucleotideo nucleotidil-transferase, exonuclease 3’-5° de RNA
(AFE_0395) esta evolvida na degradacdo de RNA e, em Streptococcus mutans, foi observada
uma superexpressdo desta proteina em células tolerantes ao ambiente acido (Len et al., 2004).
Esta proteina também foi superexpressa em células da linhagem D6 de A. ferrooxidans
expostas ao estresse por baixas temperaturas (Mykytczuk et al., 2011). Nas células salt-30 a
diminui¢do dos niveis de expressdo desta proteina sugere um efeito negativo do NaCl na
degradacdo do RNA.

As outras trés proteinas que nao foram detectadas nas células salt-30 foram: duas
das quatro subunidades da RNA polimerase (subunidades Omega, AFE_0564, e beta,
AFE_0321) e o fator sigma da RNA polimerase, RpoD (AFE_2336), também chamado 070,
sendo este um fator de iniciacdo de transcricdo (Wosten, 1998; Gruber & Gross, 2003;
Werner & Grohmann, 2011). A diminui¢do dos niveis de expressdo destas proteinas sugere

que a presenca do NaCl afetou a sintese, assim como a degradacao de RNA na célula.

Transporte e ligagdo. A presenca de NaCl também alterou a expressdo de
algumas proteinas de transporte em A. ferrooxidans. A proteina do sistema de transporte de
fosfato, PhoU (AFE_1440) desempenha um importante papel na captacao de fosfato em E.
coli (Muda et al., 1992) e sua auséncia nas células salt-30 sugere uma alteracdo no sistema de
captagdo de fosfato nestas células. A proteina TolB (AFE_0067), a qual desempenha um
importante papel na ligacdo estrutural entre as proteinas de membrana externa e os
peptideoglicanos, € uma importante proteina relacionada a estabilizacdo da membrana celular
externa (Chi et al., 2007). A auséncia da proteina TolB em células salt-30 é outro indicativo
dos efeitos negativos do NaCl na membrana externa de A. ferrooxidans. A proteina putativa

de efluxo de magnésio e cobalto (AFE_0599), encontrada apenas nas células salt-30, esta
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relacionada com a resisténcia ao cobalto e com a homeostase do magnésio em E. coli
(Kazakov et al., 2003). Até o momento, esta proteina nao foi relacionada ao estresse salino
em bactérias.

A expressdo de algumas proteinas com funcdes ainda ndo estabelecidas em A.
ferrooxidans também foi aumentada nas células salt-30. A proteina da familia Ycel
(AFE_0461) é uma proteina periplasmdtica possivelmente relacionada com o sistema de
transporte de elétrons em Thermus thermophilus (Handa et al., 2005). Esta proteina foi
superexpressa em células de E. coli submetidas ao estresse osmético (Weber et al., 2006). Ja
em células de A. ferrivorans e A. caldus, a proteina Ycel, apds o contato com o NaCl,
apresentou seus niveis de expressdo diminuidos (Zammit et al., 2012). A proteina YchF -
ligante de GTP - (ychF, AFE_2147) é encontrada em quase todos os organismos, sendo que
em Haemophilus influenzae esta proteina funciona como um fator de tradu¢do dependente de
GTP (Teplyakov et al., 2003).

A subunidade B da proteina heterodissulfeto redutase (AFE_2554) estd
relacionada com o metabolismo de sulfato em A. ferrooxidans (Quatrini et al., 2009). A
proteina da familia ErfK/YbiS/YcfS/YnhG (AFE_0382) foi descrita em Mycobacterium
tuberculosis como uma lipoproteina putativa (Sutcliffe & Harrington, 2004) e o aumento dos
niveis de expressdo desta proteina torna-se mais um indicativo dos efeitos do NaCl na

membrana de A. ferrooxidans.
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2.4. CONCLUSOES

Os resultados mostram que o NaCl afetou a expressao de proteinas relacionadas a
diferentes funcdes bioldgicas nas células salt-30 de A. ferrooxidans. Algumas destas proteinas
desempenham um papel chave na resposta da bactéria ao NaCl e, sendo assim, podem atuar
como biomarcadores da resposta ao estresse salino em A. ferrooxidans. Estes biomarcadores
poderdo ser muito uteis nas operacdes de biolixiviacio onde a dgua disponivel para

biolixiviacao contém sal.
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Figura Suplementar S1: Distribui¢do do ponto isoelétrico (pl) das proteinas de A. ferrooxidans

encontradas neste estudo. (a) distribuicdo do pl das proteinas de A. ferrooxidans encontradas em

ambas as condicdes (+), proteinas encontradas somente na condicdo controle (x) e somente na

condicdo salt-30 (#). (b) proteinas encontradas somente na condicao controle (x) e somente nas células

salt-30 (¢).
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Figura Suplementar S2: Comparacdo dos valores dos pontos isoelétricos das proteinas encontradas

na condi¢do controle (barras pretas) e na condi¢do salt-30 (barras cinzas). (a) valores de ponto

isoelétrico de todas as proteinas encontradas na condi¢do controle ou salt-30. (b) valores de ponto

isoelétrico das proteinas encontradas somente na condi¢do controle (barras pretas) ou salt-30 (barras

cinzas).




78

CAPITULO 3

Anadlise comparativa do transcriptoma de células controle e salt-shock de

Acidithiobacillus ferrooxidans
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3.1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos, a aplicacdo de tecnologias de sequenciamento da chamada
“segunda geracdo”, ou “sequenciamento em larga-escala”, tem aumentado a quantidade de
dados disponiveis sobre o genoma e o transcriptoma de micro-organismos (van Vilet, 2010;
Martin & Wang, 2011; Liu et al., 2014; de S4 et al., 2015). A técnica denominada RNA-Seq
permite a leitura de todas as sequéncias de RNA do micro-organismo, sem a necessidade de
se conhecer anteriormente sua sequéncia gendmica, como no caso da técnica de PCR em
Tempo Real e da técnica do microarray. A técnica do RNA-Seq permite ainda a identificacdo
de transcritos novos e raros e at€é mesmo a corre¢do da anotacdo do genoma do organismo
(Mutz et al., 2013; de S4 et al., 2015). Ainda entre as vantagens desta técnica, destacam-se o
alto nimero de sequéncias obtidas, resolu¢dao de bases a um unico nucleotideo e andlise de
praticamente todos os genes do genoma (McClure et al., 2013). Deste modo, a aplicacdo da
técnica do RNA-Seq em micro-organismos pode fornecer dados que visem a compreensao
dos mecanismos moleculares de resposta a variacdes ambientais, condicdoes de estresse,
interacdo com outros micro-organismos, entre muitos outros.

Nesse sentido, foram publicados vérios trabalhos descrevendo os mecanismos de
resposta das bactérias aos mais variados tipos de estresse ambiental, incluindo o estresse
causado pelo NaCl (Baldridge & Contreras, 2014; Tribelli et al., 2015; Zhang et al., 2015; de
Sé et al., 2016). Oliver et al. (2009) avaliaram o estresse causado pela falta de nutrientes na
fase estaciondria em culturas de Listeria monocytogenes, identificando varios genes regulados
pelo fator de transcricio sigma &°. Jin et al. (2012) observaram que a aclimatacdo de
Bifidobacterium longum subespécie longum BBMNG68 a ambientes &dcidos se deu pela
variagdo na expressao de 538 genes. Diversas vias metabolicas foram alteradas e os niveis de
expressao de genes que codificam chaperonas e de genes envolvidos em comunicacgdo celular
registraram um aumento.

Em Mezorhizobium alhagi, a resposta ao estresse causado pelo contato com o
NaCl (0.4 M) envolveu o aumento dos niveis de expressdo de genes que codificam proteinas
responsaveis pela internalizacdo de osmoprotetores e de proteinas transportadoras de fons. O
aumento dos niveis de expressdo de genes envolvidos no metabolismo de energia e a
diminuicdo dos niveis de expressdo de genes relacionados ao sistema de secrecdo de
proteinas, além de outros importantes processos celulares também foram considerados

mecanismos de resposta ao estresse salino (Liu et al., 2014).
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A bactéria oxidante de metano “Ca. Methylacidiphilum fumariolicum” apresentou
variacdo nos niveis de expressdo de genes que codificam metano-oxigenases, hidrogenases,
nitrito redutases, entre outras enzimas, € o sequenciamento do RNA ajudou a compreender o
metabolismo da bactéria quando submetida a baixas concentracdes de oxigénio ou nitrogénio
(Khadem et al., 2012). A andlise de RNA-Seq mostrou que a resposta ao estresse causado
pelo cobre em Streptomyces lividans envolve muito mais genes que estudos anteriores haviam
mostrado. Em Salmonella enterica, foi mostrado que grande parte do genoma ¢ “desligado”, e
que genes que codificam proteinas envolvidas na protecdo do DNA, proteinas heat-shock e
outras proteinas com fungdes regulatérias da transcricdo estavam ativados nas células
submetidas ao estresse causado pela dessecacdo e privacdo de nutrientes (Deng & Zhang,
2012). Esses estudos destacam o potencial da técnica do RNA-Seq para compreender a
fisiologia de bactérias submetidas a diferentes tipos de estresse, elucidando intimeras vias
regulatdrias e metabdlicas que ainda ndo sdo conhecidas.

Em A. ferrooxidans, é de extrema importancia o conhecimento dos mecanismos
de resposta ao estresse salino para compreendermos os efeitos negativos dos ions cloreto na
expressdo dos genes na célula. O contato com o NaCl certamente resulta na mudancga dos
niveis de expressio de inimeros genes, impactando vias metabdlicas, biossintese de
compostos e até mesmo a sobrevida do micro-organismo. Assim, a andlise por RNA-Seq da
expressdo dos genes em A. ferrooxidans podera elucidar o que ocorre na célula submetida ao
estresse salino. Este capitulo apresenta os mecanismos de resposta das células de A.

ferrooxidans expostas ao estresse salino por curtos periodos.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Linhagens de bactérias e condicoes de cultivo

Neste estudo foi utilizada a linhagem LR de A. ferrooxidans (Garcia Jr, 1991). A
bactéria, isolada de efluente 4cido de coluna de lixiviagdo em mina de Uranio em Lagoa Real,
Bahia, Brasil (Garcia Jr, 1991), foi cultivada a 30°C, 250 rpm, em meio T&K liquido
(Tuovinen & Kelly, 1972), com pequenas modificacdes. O meio é composto por (em g/L):
(0,4) K,HPO4.3H,0, (0,4) MgS04.7H,0, (0,4) (NH4),SO4 e (33,4) FeSO4.7H,0O; pH 1,8
ajustado com H,SO4. O meio foi autoclavado sem o FeSO,4.7H,0, que foi esterilizado por
filtracdo em membrana Millipore de 0,22 pm. O crescimento de A. ferrooxidans foi
monitorado por titulacdo do ferro com dicromato de potdssio — K,Cr,O; (Garcia Jr et al.,
1995). Para os experimentos de RNA-Seq, as células foram cultivadas em duplicatas

independentes na presenca (salt-shock) e auséncia (controle) de 100 mM de NaCl.

3.2.2. RNA-Seq de A. ferrooxidans

3.2.2.1. Isolamento de RNA

Foi isolado o RNA das células controle e salt-shock de A. ferrooxidans LR
segundo método descrito por Winderickx & Castro (1994). O esquema de crescimento e
obtencdo das células encontra-se ilustrado na Figura 3.1. As células foram lavadas com 4gua-
DEPC e suspensas em 1 mL de tampao de extracdo: EDTA 1 mM, LiCl 0,1M, Tris 0,1 M, pH
7,5. A seguir, foi adicionado 1 mL de fenol: cloroférmio: dlcool isoamilico (25: 24: 1, v/v/v)
contendo 100 ul de SDS 10% e as amostras foram agitadas em um vortex por 2 minutos.
Ap6s centrifugagdo por 3 minutos (8000 rpm, 4°C) a fase aquosa foi transferida para um novo
tubo eppendorf e esta foi novamente tratada com fenol: cloroférmio: élcool isoamilico

(25:24:1, v/v/v). Este processo foi repetido até que a interface ndo fosse mais visivel.



82

Pré-inéculo 1 (100 mL)

l100% de oxidagao do Fe*?

Pré-inéculo 2 (100 mL)

/ \100% de oxidagao do Fe*?

Meio T&K

Meio T&K + 100 mM NacCl

Inéculos -1L

Células controle Células salt-shock

|

|

80% de oxidagao do Fe*?

|

Coleta das células por filtragao
em membrana de 0,22 pm

Figura 3.1. Esquema de crescimento e coleta das células de A. ferrooxidans

controle e salt-shock para a extragdo de RNA. O cultivo foi feito em duplicata.

O RNA foi entdo precipitado com 1/20 do volume de acetato de potassio 40% e 2
volumes de etanol absoluto. O RNA foi mantido a -20°C durante a noite. A seguir, as
amostras foram centrifugadas por 3 minutos (8000 rpm, 4°C). O precipitado foi lavado com
etanol 70% e mantido a temperatura ambiente para secar. Ele foi solubilizado em

aproximadamente 100 pl de d4gua-DEPC e estocado a -80°C. A qualidade do RNA foi aferida
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por eletroforese em gel de 1% de agarose e 6% de formaldeido em tampao MOPS 1X
(Tampao MOPS 10x: 41,8 g de MOPS, 16,6 mL de acetato de s6dio 3 M, 20 mL de EDTA
0,5 M, pH 8.0, dgua q.s.p. 1000 mL, pH 7,0). Possiveis contamina¢des com DNA gendmico
foram evitadas por meio do tratamento da amostra de RNA com DNase (concentracdo final -
0,15 U/uL). O RNA foi estocado a -80°C até ser enviado para andlise. O RNA foi
quantificado com o Qubit® RNA Assay Kit (Invotrogen), que fornece dados precisos da

quantidade de RNA isolado (Khudyakov et al., 2012).

3.2.2.2. Construgdo das bibliotecas de RNA

Ap6s a comprovacdo da boa qualidade do RNA (visualizado em gel desnaturante
de agarose), cerca de 5 ug de cada duplicata foram enviados para The Interdisciplinary Center
for Biotechnology Research (ICBR, Universidade da Flérida, Estados Unidos). Nesse local, a
concentracdo do RNA foi novamente determinada por meio do espectrofotometro NanoDrop
(NanoDrop® Technologies, Inc) e a qualidade do material foi avaliada no Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc). Novamente comprovada a boa qualidade do RNA, 2
ug da amostra foram utilizados para o “enriquecimento” do RNA mensageiro (mRNA) com o
MICROBExpress™ Bacterial mRNA Enrichment Kit (Ambion®). O mRNA foi
posteriormente fragmentado utilizando-se cdtions divalentes a 94°C, seguido pela sintese da
primeira fita de cDNA utilizando-se transcriptase reversa e primers aleatorios. A sintese da
segunda fita de cDNA, seguida pela degradacdo da fita de RNA foi feita com a DNA
polimerase I e a RNAse H, respectivamente. A fita de cDNA foi inserida uma cauda de poli-A
e, a seguir, foram inseridos adaptadores especificos Illumina para cada replicata (4
adaptadores para as duas replicatas de controle e salt-shock). Finalmente, as bibliotecas foram
enriquecidas por 12 ciclos de amplificagdo. As bibliotecas 7TruSeq foram em seguida
purificadas e enviadas para a geracdo de clusters e posterior sequenciamento na plataforma

[Mlumina GAIIx.
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3.2.2.3. Sequenciamento pelo Illumina GAIlx

As bibliotecas TruSeq amplificadas foram novamente quantificadas utilizando-se
o kit Agilent DNA high-sensitivity em um Bioanalyzer e por PCR em Tempo Real. Baseado
nos valores calculados, as bibliotecas foram reunidas de forma equimolar, diluidas a uma
concentracdo de 10 nM e aplicadas em uma lane da flowcell de sequenciamento paired-end
para a geracdo dos clusters no aparelho cBot (Illumina). Na reacdo, a concentragdo das
bibliotecas foi de 9 pM. As bibliotecas foram sequenciadas em sequéncias curtas (reads) de
2x100 bases no Illumina GAIIx. A andlise das imagens com as bases sendo incorporadas e a
nomeacdo das bases foi feita usando os programas fornecidos pela Illumina, apds a filtragem
da pureza para confirmagdo das bases. O sequenciamento foi realizado no Nucleo NextGen
Sequencing da Divisdo de Gendmica da ICBR (The Interdisciplinary Center for

Biotechnology Research), na Universidade da Florida.

3.2.2.4. Andlise dos resultados

Os dados foram fornecidos na extensdo “fastq” e analisados por meio do
programa CLCbio (http://www.clcbio.com/index.php?id=1240) (CLC bio, Cambridge, MA).
Neste programa, as reads geradas foram selecionadas de modo que a sua qualidade média
apresentasse um valor de, a0 menos, 20. Ao serem alinhadas ao genoma de A. ferrooxidans
ATCC 23270 (disponivel no site do NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=acidithiobacillus+ferrooxidans), uma variagdo
maxima de 5% foi aceita para serem selecionadas; caso contrério, seriam descartadas. Neste
caso, pode haver anotacdo de reads aos pares ou unicos. As reads correspondentes a cada
gene foram identificadas e, em seguida, fez-se o cdlculo da abundéncia da expressdao de cada
gene identificado. A unidade utilizada para representar a expressio de um dado gene € o
RPKM (reads por quilobase por milhdo de bases no genoma). Quanto maior o RPKM, maior
o numero de reads mapeadas a esse gene, ou seja, mais expresso o gene foi. Apds isso, o teste
estatistico de Baggerly (2004) foi aplicado para comparar os RPKMs das condi¢des controle e
salt-shock para que pudessem ser calculadas as varia¢des relativas nos niveis de expressao dos
genes entre as condi¢des (fold changes). O genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 foi usado
para obter as anotagdes dos genes (identificagdo, tamanho e simbolo do gene; ponto

isoelétrico hipotético e peso molecular das proteinas correspondentes). As proteinas
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codificadas pelos genes identificados também foram ordenadas nas categorias celulares

funcionais (Clusteres de Genes Ortélogos, COGs) de acordo com o genoma de A.

ferrooxidans ATCC 23270.

3.2.3. Validacao dos resultados encontrados pelo RNA-Seq por PCR em Tempo Real

O RNA foi isolado de células de A. ferrooxidans, cultivadas ou nao na presenga
de NaCl, a partir de quatro culturas independentes. A quantificacdo e a andlise da qualidade
do RNA foram realizadas como descrito no item 3.2.2.1.

Os primers utilizados para os experimentos de PCR em Tempo Real foram
desenhados com 0 auxilio do programa Primer Blast
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), utilizando como molde o genoma de A.
ferrooxidans ATCC 23270. Para a amplificacio do gene constitutivo alaS (controle
enddgeno), que codifica a proteina alanil-tRNA sintetase, foram utilizados os primers alaS13
(direto - GTGCCTTTCCCGAACTCACG) e alaS3 (reverso -
TCCTCCAGCAGACTGAGTCC) (Yarzabal et al., 2004). Os primers utilizados nas andlises

da expressao dos genes selecionados sdo mostrados na Tabela 3.1.



Tabela 3.1. Primers desenhados para a realizacéo dos experimentos de PCR em Tempo Real.

86

* Os simbolos “1” (aumento da expressdo) e “|” (diminui¢do da expressdo) representam os resultados da

expressdo detectados pelo RNA-Seq.

Locus

(NCBI)

Nome da

proteina (1])*

Primer direto (5° — 3°)

Primer reverso (5° —3°)

Fragmento

(pb)

AFE_2225

AFE_0596

AFE_0654

AFE_1410

AFE_3068

AFE_3059

AFE_0944

Voltage-gated
chloride
channel (1)

Transposon

transposase A

(M

Heavy-metal
binding protein

(M

Dethibiotin
synthetase

(bioD-1) (})

Outer
membrane
efflux protein

)

Transcriptional

regulator

OmpR ()

Hydrogenase-
4, G subunit

(hytG) (1)

CGCTCGCGTCTTCTATCAGT

GCGTGGGTCCAGTAGACTTC

AGGCGTATCTGGCGTTGAAA

GGAGGTATTACAGCACCGGG

CCCCAAAGTGTTTTCGCTGG

TGGAAGGGCAGGGTTTCATC

GATGCCCATGAGATTCCGGT

CATTCTTGCAACCGCAACCA

CGCGAAGGCCAACAAATTCA

TAGCCTTCTTCCTTGACCGC

CGGTATTCGCTCTACCGGAC

CTTTCGGTGTCCAGAGGGTC

CAGACGCTGACAGATGCTGA

CGTTCCTCCAGGTGCAGAAT

118

123

111

133

108

140

104
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A quantificacdo dos niveis de expressao dos genes selecionados foi realizada por
PCR em tempo real no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A
reacdo (com um volume total de 12,5 ul) foi preparada da seguinte maneira: 6,5 uL. de Power
SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen), 1 pL (2,5 uM) de cada primer, 3 pl de d4gua Milli-
Q e 1ul de cDNA (100 ng). Para as amplificagdes foram utilizadas as condi¢des descritas a
seguir: 2 minutos a 50°C de pré-tratamento de UDG (Uracil-DNA Glicosilase) e desnaturacao
de 5 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo por 15 s a 95°C, hibridizacdo por
20 s a 60°C e extensdo por 30 s a 72°C, seguida da uma andlise de curva de dissociagdo (40
ciclos com um decréscimo de 1°C a cada 15 s, iniciando-se em 95°C). Todas as rea¢des foram
feitas em triplicata e a média do Ct (threshold cycle) foi utilizada para avaliacdo dos niveis de
expressdo génica, calculando-se o ACt = Ct do gene enddgeno - Ct do gene alvo. O programa
Real-Time System RQ Study Software versdo 1.3.1 (Applied Biosystems), que acompanha o
sistema, foi utilizado para coleta dos dados. Os genes analisados tiveram seus niveis de
expressao normalizados com o gene constitutivo alaS e os niveis de expressao relativa dos
genes foi determinado pelo método do 2°*“, onde AACt = ACt condigdo tratada - ACt
condic¢do controle (Livak & Schmittgen, 2001). Todos os dados foram expressos como média,
acrescidos de seu desvio padrdo, e a andlise estatistica foi feita com o Teste ¢, o qual foi
utilizado para verificar se os valores dos niveis de expressdo relativa de cada gene estavam
significativamente diferentes de 1 (nivel de expressdo relativa = 1, significa que os niveis de
expressdao dos genes na condi¢do controle e na presengca de 100 mM de NaCl sdo iguais).
Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 e expressao relativa > 1,5.

Para o teste de eficiéncia dos primers, o DNA gendmico de A. ferrooxidans foi
amplificado em oito concentracdes (DNA bruto e diluicdes de 107, 1072, 107, 107, 10>, 10° e
107). Ap6s a amplificacio, foram obtidas as curvas padrio e os valores do slope, o qual indica
a eficiéncia da amplificagdo utilizando o par de primers e do R?, coeficiente de correlacdo que

mede a acuracia da reta (1 — 0,99).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Sequenciamento e comparaciao dos transcriptomas de A. ferrooxidans (RNA-Seq)
A andlise dos dados do RNA-Seq mostrou que cerca de 85% das reads geradas

alinhou-se contra o genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. A Tabela 3.2 mostra os dados

brutos obtidos pelo sequenciamento do RNA.

Tabela 3.2. Alinhamento das reads utilizando o genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270.

CONTROLE 1 CONTROLE 2 SALT-SHOCK 1 SALT-SHOCK 2

N° de reads 17615997 16363599 24126804 17731925
Reads vinicos 409679 281339 443730 469239
Reads pareados 17206318 16082260 23683074 17262686

A andlise comparativa dos transcriptomas mostrou que 322 genes apresentaram os
padroes de expressdo significativamente alterados em células salt-shock em relagdo a
condi¢do controle (p < 0,05). Deste montante, 184 genes apresentaram niveis de expressao
aumentados e 138 genes apresentaram niveis de expressdo diminuidos na presenca de 100
mM de NaCl.

A analise dos Clusteres de Genes Ortologos (COGs), disponiveis na base de
dados do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270, foi realizada para classificar as proteinas
codificadas pelos genes identificados e os resultados foram utilizados para inferir as func¢des
das proteinas na fisiologia celular, nas condi¢cdes analisadas (Mykytczuk et al., 2011). Esta
classificacdo destacou diferencas em vdérias categorias, como processos celulares, elementos
moveis, fungdes regulatorias e metabolismo intermedidrio central. Ja as categorias
relacionadas a protein fate e sintese de proteinas mostraram uma representatividade maior de
genes com niveis de expressdo significativamente diminuidos (Figura 3.2). Destaca-se

também o alto nimero de genes relacionados a fungdes hipotéticas e desconhecidas.
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A andlise dos genes diferencialmente expressos nas células salt-shock permitiu

identificar vdrias vias que podem ter sido alteradas pela presenca do NaCl.

100 (7]

80

60

40

Genes/proteinas (n)

PF PS PPN RF ST T TBP HP

CE CP CIM DM EM FPM ME

o

Figura 3.2. Categorias celulares das proteinas codificadas pelos genes diferencialmente expressos nas

Categoria Celular

células salt-shock de A. ferrooxidans. Genes/proteinas com os niveis de expressao aumentados (barras
pretas), e genes/proteinas com os niveis de expressdo diminuidos (barras cinzas). Os dados sdo
mostrados como o nimero absoluto de genes/proteinas diferencialmente expressos em funcdo de cada
categoria celular mencionada. AB — biossintese de aminoacidos; BC — biossintese de cofatores, grupos
prostéticos e carreadores, CE — envelope celular; CIM — metabolismo intermediario central; CP —
processos celulares; DM — metabolismo de DNA; EM — metabolismo de energia; FPM — metabolismo
de 4cidos graxos e fosfolipideos; ME — funcdes de elementos moveis e extra-cromossomais; PF —
“destino” de proteina (protein fate); PS — sintese de proteinas; PPN — purinas, pirimidinas,
nucleosideos e nucleotideos; RF — funcdes regulatorias; ST — transdugdo de sinal; TBP — proteinas de

transporte e ligacdo; T — transcri¢do; HP — proteinas hipotéticas; U — fun¢do desconhecida.
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3.3.1.1. Alteracoes na membrana celular de A. ferrooxidans causadas pelo NaCl

O envelope celular de A. ferrooxidans funciona, assim como em qualquer outro
organismo, como uma barreira contra alteracdes ambientais e ¢ uma das estruturas mais
afetadas da célula quando esta é exposta ao estresse salino, funcionando como um dos
primeiros mecanismos na resposta celular. No envelope celular estdo localizados vérios
transportadores, lipoproteinas, glicoproteinas, peptideoglicanos, entre outros componentes,
que tém como fungdo proteger a célula de fons, expulsando-os do meio intracelular e
mudando de conformagdo para proteger a célula dos danos por eles causados (Silhavy et al.,
2010). A andlise por espectroscopia RAMAN mostrou que o contato com o NaCl causou
alteracOes significativas na membrana das células de A. ferrooxidans. Neste trabalho
verificou-se que varios genes relacionados a membrana celular apresentaram padrdes de

expressao alterados nas células salt-shock.

- Efluxo de ions Cl” da célula: acdo dos transportadores de cloreto e outros transportadores

Dois dos trés genes que codificam transportadores de ions cloreto (voltage-gated
chloride channel, AFE_2225 e AFE_2226) tiveram a expressdo aumentada nas células salt-
shock. Estes transportadores pertencem a familia de transportadores CIC (Voltage-gated CIC
family), que por sua vez pertencem a superfamilia conservada de transportadores de cloreto
CLC (Chloride Transporters Proteins), presentes em organismos que vao desde bactérias até
mamiferos (Jentsch et al., 1999). Sao proteinas ligadas a membrana celular e transportam,
além de fons cloreto, fons brometo e ions iodeto. Estes transportadores sdo dimeros, e
possuem em A. ferrooxidans, 10 dominios transmembrana. Cada mondmero possui um poro
de transporte de CI' (Jentsch et al., 2002) e, segundo estudos, cada poro funciona como um
canal de troca idnica: uma de suas funcdes € realizar o efluxo do {fon cloreto
concomitantemente a entrada do fon HY, sendo isso possivel devido ao gradiente de
concentracdo gerado (Lisal & Maduke, 2008). Deste modo, os fons cloreto presentes no meio
ativam estes transportadores para contrabalancear as concentragcdes de Cl intra e
extracelulares. A literatura carece de estudos relacionando a expressdo dos transportadores da
familia CIC e o estresse salino em bactérias; porém, diversos estudos correlacionaram o

aumento da expressdo de transportadores da superfamilia CLC e o estresse salino em arroz

(Walia et al., 2007), Arabidopsis thaliana (Jossier et al., 2010), entre outros.
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Outros genes que codificam transportadores de fons também apresentaram niveis
de expressdo aumentados em células expostas ao NaCl. Alguns genes que codificam proteinas
transportadoras de metais pesados, como AFE_1224 (heavy metal-binding protein, putative),
AFE_0929 (outer membrane toxin secretion efflux protein, putative) e também
transportadores de prétons, como AFE_2272 (MotA-TolQ-ExbB proton channel family
protein) sdo exemplos de genes que apresentaram aumento nos niveis de expressdao. O gene
AFE_0929 possui uma alta similaridade com o gene da proteina TolC de diversas bactérias
(cerca de 75 — 90%). Esta proteina possui relacio com o efluxo de diversos componentes
toxicos nas células de E. coli e outras bactérias Gram-negativas (Koronakis et al., 2004). Uma
das possiveis funcdes desta proteina pode ser também o efluxo dos fons cloreto tdxicos,
auxiliando na restauracdo rdpida da homeostase celular. O gene que codifica a proteina
transportadora de fons cloreto para o exterior da célula apresentou os niveis de expressao
aumentados. Essa proteina pertence a superfamilia de proteinas facilitadoras do transporte
(AFE_2227, major facilitator family transporter). Proteinas desta superfamilia encontram-se
presentes em praticamente todos 0s organismos e, entre os produtos transportados, incluem-se
anions inorganicos, como o Cl” (Pao et al., 1998; Fluman & Bibi, 2009).

O aumento da expressdo de genes que codificam transportadores de ions cloreto
em A. ferrooxidans pode ter afetado outros mecanismos celulares, como por exemplo, a
geracdo de energia. Como os canais de cloreto estdo envolvidos na troca de prétons (saida de
CI e entrada de H"), a geragdo de energia pode ser prejudicada, uma vez que ela é dependente
do gradiente de potencial, ou seja, uma maior concentracao de prétons no meio extracelular
para a geracdo de ATP pelas ATP sintases. Outros mecanismos devem ser ativados para a
manutencdo da homeostase de uma maneira geral na célula. Nesse sentido, foi registrada
também uma regulacio positiva da expressdo do gene que codifica a proteina de efluxo de
protons (AFE_2222, plasma-membrane proton-efflux P-type ATPase). Essa proteina
transporta para o meio externo da célula os fons H' contra o gradiente de concentragdo, sendo
dependente de ATP (Kiihlbrandt, 2004). Sua funcdo em A. ferrooxidans pode estar
relacionada a tentativa da célula de restabelecer o gradiente de potencial, a fim de compensar
a atividade dos transportadores de cloreto.

O sistema de transporte da superfamilia ABC (ATP-Binding Cassete proteins)
apresentou um padrdo diferenciado na resposta ao estresse osmotico em A. ferrooxidans. Os
genes AFE_0120 e AFE_0121 apresentaram uma regulacdo positiva nos niveis de expressao
em células salt-shock. Estes transportadores encontram-se localizados no periplasma da

bactéria, normalmente transportando peptideos sinalizadores que permitem a bactéria
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responder a estimulos ambientais (Detmers et al., 2001). Além disso, uma das funcdes
preditas deste transportador consiste em reciclar peptideos da membrana celular de bactérias,
como E. coli (Detmers et al., 2001). Em A. ferrooxidans este transportador pode estar
desempenhando a funcdo de reciclar eventuais proteinas de membrana degradadas pelas
flutuacdes na osmolaridade do meio.

Foi registrado ainda o aumento dos niveis de expressdo do gene AFE_0306
(multidrug resistance protein, SMR family), o qual codifica uma proteina relacionada com o
transporte de compostos hidrofébicos e confere as bactérias resisténcia a diversos antibidticos
(Bay et al., 2008). A inducdo deste gene em células de A. ferrooxidans €, de certa forma,
inesperada, e uma vez que nio hd estudos sobre a importancia deste transportador em A.
ferrooxidans, seria interessante que sua relacdo com o estresse salino e outros tipos de estresse
fosse investigada.

Alguns genes que codificam proteinas transportadoras do tipo ABC tiveram os
padrdes de expressao regulados negativamente nas células salt-shock (AFE_2392, AFE_2438,
AFE_2486, AFE_2863, AFE_3097). Uma anélise das sequéncias destas proteinas mostrou
que cada uma possui um dominio protéico diferente, que incluem transporte de lipideos,
drogas e outros componentes peptidicos (AFE_3097, AFE_2863, AFE_2486), resisténcia a
solventes organicos (AFE_2392) e ligacdo a metais pesados (AFE_2438). Estas proteinas
transportam intimeras substancias para dentro ou para fora das células. Fica claro o acentuado
efeito do NaCl em A. ferrooxidans, onde varias vias de comunicacdo celular foram afetadas
nas células estressadas.

Genes que codificam proteinas transportadoras de outros {fons também
apresentaram niveis de expressao diminuidos em células salt-shock, tais como os genes que
codificam proteinas de transporte de efluxo da familia RND (efflux transporter, RND family,
MFP subunit, AFE_0736 e AFE_3069) além do gene que codifica a proteina transportadora
da familia AcrB-AcrD-AcrF (AFE_3071). Estas proteinas estdo relacionadas ao transporte e
resisténcia a drogas, pertencendo a superfamilia RND (resisténcia-nodulagdo-divisao)
(Nakaido, 1996; Putman et al., 2000). Estas proteinas estdo também relacionadas a resisténcia
a metais pesados. Um grande numero de genes que codificam estas proteinas sdo encontrados
no genoma da bactéria, o que pode ser explicado, em parte, pelo ambiente com altas
concentracdes de metais em que A. ferrooxidans normalmente € encontrada. A diminui¢do da

expressao destes genes pode estar relacionada a um possivel objetivo de poupar energia.
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- Genes relacionados a composiciao da membrana: biossintese de lipopolissacarideos

Alguns genes relacionados a manutencdo da estrutura da membrana celular
também apresentaram padrdes de expressdo alterados em células submetidas ao estresse
salino. O gene que codifica a proteina TolB (tol-pal system beta propeller repeat protein
TolB, AFE_2957) foi negativamente regulado na presenca de NaCl. A proteina TolB interage
com a proteina Pal formando o sistema Tol-Pal, o qual associa-se a membrana bacteriana
externa e parece desempenhar um papel essencial na integridade da membrana celular
(Abergel et al., 1999). Este sistema possui a funcdo de transportar componentes
lipopolissacaridicos para membrana (Godlewska et al., 2009). A diminui¢do nos niveis de
expressdo deste gene parece indicar que os ions cloreto afetaram a estrutura da membrana
celular de A. ferrooxidans, e corrobora com os dados encontrados com o estudo do proteoma,
onde em células expostas ao NaCl por longos periodos, esta proteina também apresentou
niveis de expressdo diminuidos. Tais fatos demonstram que a presenga do NaCl pode estar
comprometendo a expressao desta proteina por varias geracdes. Alguns genes que codificam
proteinas de membrana também apresentaram padrdes de expressdo diminuidos (membrane
protein, putative — AFE_0978, AFE_1145, AFE_2971). A diminuic¢ao dos niveis de expressao
da proteina LolB (outer membrane lipoprotein LolB, putative, AFE_0343) foi outro exemplo
dos efeitos do NaCl na membrana celular. Esta proteina, localizada na membrana externa,
desempenha func¢do de transferéncia de lipoproteinas do citoplasma para a membrana externa
da célula (Tokuda & Matsuyama, 2004). A presenga do NaCl pode ter prejudicado a
expressdo do gene que codifica esta proteina e, como consequéncia, a distribuicdo das
lipoproteinas na membrana celular de A. ferrooxidans pode ter sido prejudicada.

Outros genes também foram modulados negativamente em células cultivadas na
presenca de NaCl. Um destes genes (glycosyl transferase, group 2 family protein, AFE_0974)
codifica a proteina glicosil-transferase do grupo 2, a qual possui alta similaridade com a
proteina Hpnl, produtora de hopandides em bactérias — terpendides localizados na membrana
de bactérias e, segundo os poucos estudos disponiveis, aumentam a estabilidade da membrana
celular, modulando a sua permeabilidade (Welander et al., 2009). A diminui¢do da expressao
deste gene pode ser uma resposta do contato das células de A. ferrooxidans com o NaCl, com
a diminui¢do da producdo de lipideos e derivados na membrana celular. Outro gene
relacionado a biossintese de componentes lipopolissacaridecos (LPS) de membrana que
também apresentou diminui¢do nos niveis de expressdo foi o gene que codifica a CMP-3-

deoxi-D-manooculosonato  (kdsB, 3-deoxy-D-manno-octulosonate  cytidylyltransferase,
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AFE_2546). Esta proteina é considerada um alvo potencial de drogas antibacterianas (Yi et
al., 2011). A diminui¢do da producdo de LPS mostra uma alteracdo na membrana celular
causada pelo NaCl. O mesmo acontece para o gene IpxK, o qual codifica a proteina
tetracildissacarideo 4-quinase, que catalisa a produgdo do lipideo IVa, importante componente
estrutural em células bacterianas (Raetz ef al., 2009).

Se alguns genes apresentaram modulagdo negativa nos niveis de expressao nas
células de A. ferrooxidans, outros apresentaram padrdes de expressdao aumentados, como por
exemplo o gene AFE_1235 (glycosyl transferase, group 2 family protein). Este gene estd
relacionado a biossintese do core dos lipopolissacarideos, onde core refere-se a regido
estrutural onde os lipideos conectam-se aos polissacarideos, mantendo assim a conformacao
estrutural do complexo (Kabanov er al., 2010). O mesmo vale para o gene AFE_2794
(lipopolysaccharide core biosynthesis glycosyl transferase), o qual possui alta identidade com
o gene da glicosil-transferase da familia 2 de outros micro-organismos acidéfilos (90-96%,
BLAST). O gene (AFE_0186) e o gene putativo (AFE_0751) que codificam a D-alanil-D-
alanina carboxi-peptidase, uma enzima que participa da etapa final da sintese de
peptideoglicanas da membrana externa de bactérias Gram-negativas e positivas, foram
modulados positivamente nas células salt-shock. Outro gene que participa da via da
biossintese de peptideoglicanos é o murC (AFE_2821, UDP-N-acetylmuramate--alanine
ligase). Os peptideoglicanos sd@o importantes componentes estruturais da membrana de
bactérias e conferem rigidez as estruturas externas. O aumento da expressdao dos genes que
codificam precursores destas moléculas sugere um mecanismo de defesa da célula contra a
entrada dos fons cloreto.

Outro gene ativado pelo estresse salino foi o gene AFE_0149 (mannose-1-
phosphate guanylyltransferase/mannose-6-phosphate isomerase). A enzima codificada por
este gene possui como fungdes: a) inserir residuos de manose em glicolipideos e
glicofosfolipideos de membrana — importantes na estrutura e comunicagdo celulares — e b)
participar na biossintese de polissacarideos (Pelissier et al., 2010).

Os padroes diferenciados na expressao de genes relacionados ao metabolismo de
lipopolissacarideos de membrana sugerem uma flutuacdo na fluidez da membrana celular de

A. ferrooxidans em resposta a exposi¢ao ao NaCl.
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- Genes relacionados a composiciao da membrana: lipideos e fosfolipideos

Alteragdes na composi¢ao de lipideos e fosfolipideos de membrana em resposta
ao estresse salino s@o bem conhecidas, como por exemplo, mudancas na saturacao de acidos
graxos, assim como mudangas na composicao dos fosfolipideos de membrana (Tsuzuki et al.,
2011). Estas alteracdes encontram-se descritas em diversos grupos de bactérias (Thiemann &
Imhoff, 1991; Joset et al., 1996; Guerzoni et al., 2001; Fraenzel et al., 2010; Tsuzuki et al.,
2011; entre outros).

Um dos componentes-chave da biossintese de dcidos graxos, os quais formam o
esqueleto da membrana celular, o gene fabD (AFE_1180, malonyl CoA-acyl carrier protein
transacylase), apresentou niveis de expressdo diminuidos nas células salt-shock. A proteina
codificada por este gene transfere o radical malonil para a proteina acil transportadora (ACP)
(Serre et al., 1995; Zhang et al., 2007; Hong et al., 2010). Em A. ferrooxidans este gene
também apresentou uma diminuicdo em seus niveis de expressdo quando a célula foi
submetida a privacdo de fosfato (Ribeiro et al., 2011), o que sugere que diferentes tipos de
estresse podem modular a expressdo deste gene, resultando em alteracOes na composi¢cdo de
lipideos de membrana em A. ferrooxidans. Curiosamente, em células cultivadas na presenca
de NaCl por longos periodos (células salt-30), a expressdao da proteina codificada por este
gene apresentou um aumento (como observado nos experimentos do proteoma de A.
ferrooxidans). A diminuicdo nos niveis de expressdo o gene fabD pode indicar uma
modulagdo na expressao causada pelo NaCl, onde o impacto inicial do estresse salino acaba
por prejudicar a expressdo deste gene, resultando em diminui¢do da sintese de lipideos de
membrana. O aumento da expressdo do gene fabD com o tempo parece refletir o processo de
aclimatizacdo da célula ao NaCl. As diferengas encontradas nas estruturas de membrana
(detectadas pelos experimentos de RAMAN em células salt-30) indicam que os efeitos do
NaCl em A. ferrooxidans sao muito mais complexos e envolvem varios mecanismos.

Outros genes do operon fab (Figura 3.3), fabH (AFE_1181, 3-oxoacyl-(acyl-
carrier-protein) synthase Ill) e acpP (AFE_1178, acyl carrier protein) também apresentaram
os niveis de expressdo diminuidos. O gene gspA (AFE_0969, glycerol-3-phosphate
dehydrogenase), outro gene relacionado a biossintese de fosfolipideos, também apresentou
diminui¢cdo dos niveis de expressdo. Os efeitos do NaCl na biossintese de dcidos graxos nas
células de A. ferrooxidans submetidas ao estresse salino parece, portanto, ser bem acentuado.

Por outro lado, a sintese de fosfatidilglicerdis parece ter aumentado em resposta

ao estresse salino em A. ferrooxidans, uma vez que dois genes relacionados a produgao desta
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molécula apresentaram padrdoes de expressdo aumentados (os genes pgsA - CDP-
diacylglycerol--glycerol-3-phosphate  3-phosphatidyltransferase, AFE_2187, e CDP-
diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase, putative — AFE_1187). Os
fosfatidilglicerdis (PGs) s@o um dos principais fosfolipideos de membrana de bactérias e
possuem uma carga negativa, ao contrario das fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolaminas. Esta
caracteristica permite interagdes eletrostdticas mais fortes entre as moléculas de PGs, e como
consequéncia, uma membrana com maior concentragdo dessas moléculas torna-se mais
compacta. Dessa forma, a membrana torna-se menos permedvel a entrada de moléculas ou
ions (Zhao et al., 2008). Em E. coli, o gene pgsA foi induzido pelo estresse osmético
(Romantsov et al., 2009), assim como em Bacillus subtilis (Lopez et al., 2006). Uma maior
producdo de PGs reflete, portanto, um interessante mecanismo de defesa da célula contra o

estresse osmotico.

Gene Local Context
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Figura 3.3. Genes relacionados a biossintese de dcidos graxos em A. ferrooxidans ATCC 23270, com
expressdo reduzida em células salt-shock. (a) Representacdo grafica do operon fab. (b) Representacdo
grafica hipotética do transcrito deste operon. A linha tracejada indica que nido ha confirmacio
experimental de que estes genes fazem parte de um operon; isto foi predito por andlise computacional.
Os dados foram obtidos no BioCyc Database Collection, utilizando a base de dados do genoma de A.

ferrooxidans ATCC 23270 disponivel no NCBI.
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Alguns mecanismos de resposta de A. ferrooxidans ao NaCl no que se refere a

membrana celular podem ser destacados:

- Aumento da atividade de transportadores de CI” para o meio extracelular.

- Possivel participagdo de transportadores de metais pesados e outras substancias
no efluxo de Cl” da célula e diminuicao dos transportadores ndo relacionados.

- Alteracdo da composicdo de proteinas de membrana associadas a outras
moléculas, como lipopolissacarideos e glicolipideos.

- Diminuicdo da producdo de fosfolipideos e aumento da producdo de
fosfatidilglicer6is na membrana, com o objetivo de aumentar a rigidez e diminuir a

permeabilidade da membrana.
Estes mecanismos de resposta mostram que A. ferrooxidans reagiu a presenca do

NaCl alterando a permeabilidade da membrana plasmética, bem como mudando o perfil de

macromoléculas, de modo a manter um melhor equilibrio na presenca de estresse osmético.

3.3.1.2. Efeitos do NaCl no metabolismo de energia em A. ferrooxidans

O estresse salino causou mudancas no comportamento de varios genes
relacionados ao metabolismo de energia em células de A. ferrooxidans. O complexo de
transferéncia de elétrons envolve a proteina NADH-quinona oxidorredutase, onde os genes
nuoH (AFE_0481, subunidade H), nuoK (AFE_0484, subunidade K) e nuoL (AFE_0485,
subunidade L), os quais codificam algumas das subunidades desta enzima, apresentaram
aumento nos niveis de expressao. Esta proteina estd envolvida na transferéncia dos elétrons do
Fe*? para o NAD'. E importante ressaltar que esta enzima também estd envolvida na
translocacio de H* para o periplasma, regenerando o NADH (Valdés et al., 2008). Um
aumento da NADH-quinona oxidorredutase pode significar um aumento na demanda celular
de NADH, que pode estar sendo requisitado para os processos celulares em resposta ao
estresse causado pelo NaCl. Vale também ressaltar que a analise do proteoma também acusou
o aumento dos niveis protéicos de algumas subunidades deste complexo.

Outro gene relacionado ao efluxo de prétons que também teve os niveis de
expressao aumentado foi o gene cyoD que codifica a subunidade IV do citocromo o

(AFE_2405, cytochrome o ubiquinol oxidase, subunit IV). Os citocromos sdo proteinas
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‘terminais’ onde os elétrons sdo transferidos para o oxigénio (O;) com o concomitante efluxo
de prétons para o periplasma (Abramson et al., 2000). Apesar de estar mais relacionado ao
metabolismo de enxofre (Valdés et al., 2008), este citocromo pode estar sendo ativado para
aumentar a forca protomotora (PMF) da célula, a fim de restabelecer o potencial de membrana
necessdrio para a geragdo de energia.

Foi observada uma diminuicdo dos niveis de expressdo de quase todos os genes
que codificam a subunidade F1 da ATP sintase ou ATPase, onde ocorre a conversao do ADP
em ATP. Os genes com expressdo afetada foram atpH (AFE_3126, subunidade delta), atpA
(AFE_3127, subunidade alfa), atpG (AFE_3128, subunidade gama) e atpD (AFE_3129,
subunidade beta). O aumento da NADH-quinona oxidorredutase pode ser uma tentativa de
reverter a baixa producido de ATP, translocando prétons para o periplasma. A presenga do
NaCl pode estar ocasionando estresse oxidativo nas células ja que foi detectado o aumento da
expressao da enzima antioxidante AFE_1616 (antioxidant, AhpC-Tsa family). Nas anélises do
proteoma, nao foi registrado aumento da atividade de enzimas antioxidantes, e essa andlise foi
realizada em células expostas ao NaCl por longos periodos. Isso mostra que o processo de
aclimatacgdo de A. ferrooxidans ao NaCl inclui uma possivel diminui¢@o do estresse oxidativo
que parece ocorrer quando as células sdo submetidas ao NaCl por curtos periodos.

A hidrogenase do tipo 4 também parece ter diminuido em A. ferrooxidans, uma
vez que cinco dos seis genes que codificam a enzima apresentaram padrdes de expressao
diminuidos. Supde-se que a enzima forma um supercomplexo com a formato desidrogenase
(Valdés et al., 2008), acoplando a reducdo do hidrogénio com o efluxo de prétons para o
periplasma. Este complexo também estd envolvido na transferéncia de energia em A.
ferrooxidans, e a diminuicdo na expressdo dos genes que formam o complexo sugere que o
NaCl afetou este mecanismo de efluxo de prétons na célula.

De uma maneira geral, as enzimas da via glicolitica ndo apresentaram variacoes
nos niveis de expressao, com exce¢ao do aumento da expressao do gene zwf, o qual codifica a
enzima glicose-6-fosfato-1-desidrogenase (G6PD, AFE_1069), catalisadora da conversao da
glicose-6-fosfato em glucogalactona-6-fosfato. Em E. coli, essa enzima participa da via das
pentoses fosfato (Zhao et al., 2004). Em compensacdo, o gene citZ, que codifica a enzima
citrato sintase (AFE_0045, citrate synthase II) apresentou niveis de expressao diminuidos. A
enzima citrato sintase controla a entrada de carbono no ciclo dos acidos tricarboxilicos (ou
ciclo de Krebs), o qual vai gerar energia para a célula via ATP (Krishnan ez al., 2003). A
diminui¢do dos niveis de expressdo do gene que codifica esta enzima em A. ferrooxidans

sugere que a atividade do Ciclo de Krebs na célula estd sendo diminuida, e como
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consequéncia, a diminui¢do da producdo de energia da célula, possivelmente devido a baixa
atividade das ATPases.

Em relacdo ao metabolismo de energia, foram observadas as seguintes alteracdes
em células salt-shock:

- Diminui¢do da expressdo dos genes que codificam as proteinas responsaveis
pela geracdo de energia — ATP sintases.

- Aumento da expressdo dos genes que codificam a oxidase terminal NADH-
quinona oxidoredutase, na tentativa de restabelecer o potencial de membrana, a fim de
retomar a geracao de energia.

- Diminui¢do da expressao de genes que codificam a hidrogenase tipo I'V.

- Diminui¢do da expressao de genes que codificam as enzimas do ciclo dos dcidos
tricarboxilicos, o que pode resultar na queda da atividade das ATPases na célula.

- Possivel estresse oxidativo causado pelo NaCl quando as células sdo mantidas

por curtos periodos ao contato com o NaCl.

3.3.1.3. Efeito do NaCl em processos celulares gerais: divisdo, sintese de componentes

celulares, sintese de proteinas

Os efeitos do NaCl em A. ferrooxidans afetaram varios processos celulares. Sao

eles:

Metabolismo, sintese e reparo de adcidos nucléicos:

Virios genes das vias do metabolismo de DNA apresentam padrdes de expressao
alterados. O gene maf-2 (AFE_1204) apresentou um aumento nos niveis de expressio em
células salt-shock. Pouco se sabe sobre a proteina codificada por este gene em A.
ferrooxidans, entretanto em Bacillus subtilis, a estrutura cristalina da proteina indicou que ela
se liga ao DNA, podendo ter relagdo com o mecanismo de reparo (Minasov et al., 2000).
Briley Jr e colaboradores (2011) confirmaram que a proteina Maf se liga a outras proteinas e
possui como funcdo bloquear a divisao celular.

Os genes smc (AFE_2287, chromosome segregation protein SMC) e minD
(AFE_3012, septum site-determining protein minD) apresentaram padroes de expressdao

diminuidos. Foi demonstrado que a proteina codificada pelo gene smc € essencial na
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condensacdo e segregacdo do cromossomo e no prosseguimento da divisdo celular em
bactérias (Britton et al., 1998; Graumann, 2001). O gene minD codifica a proteina MinD, a
qual associa-se as proteinas MinC e MinE, e estd relacionada com a formacdo do septo,
importante estrutura na divisao celular bacteriana (Marston et al., 1998; Sakai et al., 2001).
Além disso, o gene AFE_3022 (DNA replication and repair protein RecF), que codifica a
proteina de reparo e recombinacdo RecF, apresentou niveis de expressdao diminuidos.

Outros genes essenciais relacionados a replicacdo do DNA apresentaram padrdes
de expressdo diminuidos. O gene da DNA helicase, rep (AFE_0910) e o gene que codifica a
subunidade epsilon da DNA polimerase I, dnaQ (AFE_2637), apresentaram diminui¢do dos
niveis de expressdao. Em B. subtilis, a auséncia do gene rec € letal (Petit & Erlich, 2002), ja
que a proteina codificada por este gene € essencial para o prosseguimento da replicacdo do
DNA cromossdmico bacteriano. Outro gene com diminui¢@o nos niveis de expressdo € o gene
AFE_1499 (DNA-binding protein, HU family). Proteinas da familia HU possuem importante
participacdo nos processos de replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA, ficando
intimamente ligada a este, estabilizando-o (Balandina et al., 2002). A diminui¢io dos niveis
de expressao deste gene pode ter relacdo com a provavel diminui¢do das taxas de crescimento
celular, com a consequente diminui¢do dos niveis de replicacdo. A diminui¢do da expressdao
dos genes acima mencionados indica claramente uma diminui¢do nos niveis de sintese de
DNA.

O gene dnaQ (AFE_2637, DNA polymerase III, epsilon subunit) também
apresentou niveis de expressdo diminuidos. A proteina DnaQQ é uma subunidade da
holoenzima DNA polimerase que possui atividade de “revisao” exonucleasica 5’—3’ do
DNA, corrigindo eventuais erros na adicdo de novos nucleotideos na nova fita de DNA da
bactéria em processo de divisdo celular (Huang et al., 1997). A diminuicdo desta atividade
exonucledsica de revisdo do DNA pode gerar consequéncias desastrosas para a célula, mas
também pode representar uma estratégia adotada por A. ferrooxidans: o estresse ambiental
eleva as taxas de mutacdo, aumentando a variabilidade das células (Capy et al., 2000). Esta
estratégia pode ser um importante mecanismo adaptativo das células, e pode estar sendo
utilizada em A. ferrooxidans.

Outros genes relacionados ao metabolismo do DNA apresentaram regulacao
positiva dos niveis de expressdo. Os genes AFE_(0723 e AFE_0726, os quais codificam as
subunidades R e S do sistema de restricio e modificacdo do tipo I (type I restriction-
modification system) foram exemplos desta regulagcdo positiva. O sistema R-S de restricdo e

modificacdo € uma estratégia adotada por bactérias contra a inser¢ao de DNA exdgeno, tais



101

como os bacteri6fagos. Assim, a bactéria evita a inser¢do de DNA letal, como o de
bacteri6fagos liticos, além da insercdo de genes exdgenos que irdo demandar um gasto
energético desnecessario (Waldron & Lindsay, 2006). A literatura ainda carece de estudos que
associem a exposicdo de bactérias a algum tipo de estresse e a modulagdo da expressdo dos
genes que codificam estas proteinas.

O estresse salino também provocou um aumento na atividade de transposases em
A. ferrooxidans. Diversos trabalhos na literatura reportam a correlagdo entre estresse
ambiental e aumento da variabilidade genética, resultante da atuacdo de mutacdes e rearranjos
no genoma dos organismos. Os elementos transponiveis sdo um dos principais componentes
de qualquer bactéria, representando de 3% a 50% do total do genoma (Capy, 2000; Tenaillon,
et al., 2004). De acordo com o genoma anotado de A. ferrooxidans, ha atualmente 47 genes
identificados que codificam elementos transponiveis, e cinco destes genes apresentaram
padrdes de expressdo aumentados nas células submetidas ao estresse salino (AFE_0598,
AFE_2014, AFE_2015, AFE_3134 e AFE_1430). A atividade de transposases em A.
ferrooxidans parece refletir o comportamento ja registrado em diversos organismos onde o
aumento da variabilidade das células resulta em uma maior possibilidade de sobrevivéncia a
ambientes hostis. O aumento da variabilidade genética parece estar associado a provavel
diminuicdo da atividade exonucledsica reparadora da DNA polimerase e a possivel

participacdo do sistema de restri¢do e modificacdo do tipo I.

As principais alteracdes celulares relacionadas a sintese de DNA nas células de A.
ferrooxidans foram:

- Retardamento do crescimento e divisdo celular.

- Possivel diminui¢do da fidelidade de replicacdo, com eventual aumento de
mutacoes no DNA. Este processo, associado ao aumento da atividade dos elementos
transponiveis, pode ter como objetivo aumentar a variabilidade da bactéria, em resposta ao
estresse salino.

- Aumento da atividade do sistema de modificacdo e restricio do DNA.

Sintese de proteinas e estabilizacao do pool protéico

Células submetidas a diferentes tipos de estresse, tais como: estresse oxidativo
(Ling & So6ll, 2010), privagdo de nutrientes (Takayama & Kjellberg, 2000) e alteracdes de pH

(Amaro et al., 1991) respondem modificando os padrdes de sintese de proteinas. Além dos
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efeitos do NaCl detalhados anteriormente, seus efeitos na sintese de proteinas também foram
evidenciados em A. ferrooxidans.

Quando a bactéria € submetida a uma situacdo de estresse, a sintese de proteinas é
diminuida. Neste caso, ha a conversido dos ribossomos ativos — subunidades 30S e 50S — em
complexos traducionais inativos — 100S e 70S — ocorrendo um processo denominado de
“hibernacdo do ribossomo”. Neste caso, a acdo da proteina de interface da subunidade
ribossomal YfiA € responsavel por este fendmeno, complexando os ribossomos, diminuindo a
atividade dos processos traducionais e afetando a sintese protéica (Polikanov et al., 2012).
Nao obstante, a ligacdo da proteina YfiA ao ribossomo impede sua reciclagem e a iniciacdao
da traducdo no ribossomo, bloqueando o sitio de ligacio dos RNA transportadores e dos
fatores de iniciacdo da traducdo IF-1 e IF-3 (Ueta et al., 2005; Polikanov et al., 2012). A
indicacdo de que o fendmeno da “hibernagdo do ribossomo” estd ocorrendo em A.
ferrooxidans se da pelo aumento dos niveis de expressdo do gene yfiA (AFE_0086, ribosomal
subunit interface protein), com a concomitante diminui¢do da expressao do fator de iniciacdao
da traducao IF-1, o gene ihfA (AFE_2683, translation initiation factor IF-1).

Também foi registrada a diminuicao na expressdo de alguns genes que codificam
RNA transportadores: treonyl-tRNA sintetase, thrS (AFE_0489), histidil-tRNA sintetase, hisS
(AFE_1156) e seril-tRNA sintetase, serS (AFE_2652). Estes fatores deixam claro que o NaCl
diminuiu a sintese de proteinas em A. ferrooxidans.

Além da diminui¢do da sintese de proteinas, a manutencdo da integridade das
proteinas também foi afetada em A. ferrooxidans. Foi registrada uma diminui¢do dos niveis
de expressdo do gene grpE (AFE_0439), o qual codifica a co-chaperona GrpE. Esta proteina
interage com o complexo de estabilizacdo de proteinas DnaK/Dnal, e sua diminui¢do pode
afetar a formagdo do complexo (GrpE/ DnaK/Dnal), resultando em uma maior degradagao
protéica.

Outro gene que apresentou padrdes de expressdo diminuidos foi o secB
(AFE_0968, preprotein translocase, SecB subunit), que codifica uma importante proteina que
direciona e protege outras proteinas secretérias nascentes em dire¢do a membrana celular,
como por exemplo, proteinas de membrana externa (de Keyzer et al., 2003; Papanikou et al.,
2007). Uma diminui¢do da SecB poderia resultar em um menor transporte de proteinas de
membrana em A. ferrooxidans. Nao obstante, foi detectada a diminui¢do da expressdo do gene
da serina protease, da familia DO/DeqQ (AFE_1685). Esta proteina, também conhecida como

protease HtrA (High temperature requirement protease A, ou protease dependente de alta
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temperatura), funciona como uma chaperona, podendo proteger proteinas de membrana em E.
coli (Singh et al., 2011; Meltzer et al., 2009).

A atividade proteolitica, contudo, parece ter aumentado nas células de A.
ferrooxidans submetidas ao estresse salino, j& que os niveis de expressdo dos genes
AFE_2517 (ATP-dependent Clp protease adaptor protein ClpS) e AFE_2335 (hydrogenase
maturation protease) aumentaram. A proteina ClpS e a hydrogenase maturation protease
estdo envolvidas na degradacdo de proteinas anormais na célula (Baker & Sauer, 2006). O
estresse causado pelo NaCl pode aumentar os niveis de proteinas com conformagao incorreta
o que justificaria o aumento da expressdo destes genes.

Foi registrado um aumento nos niveis de expressdo do gene que codifica a small
heat-shock protein Hsp20 (AFE_1009, heat shock protein, Hsp20 family) nas células salt-
shock. Essa familia de proteinas sdo chaperonas que agem prevenindo a agregacdo de
proteinas durante diferentes tipos de estresse (Bepperling et al., 2012). O aumento da
expressao deste gene sugere uma tentativa de A. ferrooxidans de proteger as proteinas durante
o estresse salino. O aumento da expressdo deste gene pode ser uma boa alternativa ja que esta
chaperona ndo € dependente de ATP (Bepperling et al., 2012) e, como mencionado

anteriormente, a produciao de ATP estd prejudicada nas células salt-shock.

Os principais efeitos do NaCl em A. ferrooxidans, no que se refere a sintese de
proteinas sdo:

- Diminui¢do da atividade dos ribossomos associada a ndo-ligacdo de fatores de
traducgdo e diminuicao da quantidade de aminoacil-tRNA sintetases;

- Diminui¢do dos niveis de transporte de proteinas extra-citoplasmaticas;

- Aumento da atividade de proteases, possivelmente devido ao aumento na
quantidade de proteinas andmalas nas células salt-shock, em parte pela diminuicdo da
expressao da co-chaperona GrpE;

- Aumento da expressdo da proteina de resposta ao estresse, heat-shock Hsp20, na
tentativa de restabelecer a homeostase celular.

Fica claro, aqui, que a estratégia celular adotada foi a de poupar energia, como
observado nos processos relacionados a sintese de DNA, para direciond-la a manutencdo da

homeostase celular.
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Efeitos do NaCl na biossintese de moléculas e sua consequéncia em processos celulares

diversos em A. ferrooxidans

De uma maneira geral, os niveis de expressao de genes relacionados a sintese de
cofatores, nucleotideos e nucleosideos, entre outros, foram diminuidos nas células salt-shock.
Uma vez que estes componentes estdo relacionados ao crescimento e divisdo celular, a
diminui¢do dos niveis de expressdo destes genes reflete a necessidade da célula sob estresse
salino em direcionar a energia para funcdes mais bdsicas. Por outro lado, eventuais genes com
niveis de expressdo aumentados podem indicar mecanismos de reversdo de uma situacido de
estresse salino que pode ser prejudicial a célula.

Neste sentido, alguns genes que apresentam niveis de expressdo aumentados
podem ser destacados. O gene AFE_0924, o qual codifica a proteina NUDIX hidrolase, € um
destes exemplos. Este gene encontra-se presente em todos os grupos de organismos, € em
alguns casos estd relacionado a “faxina celular” de diversos metabdlitos endogenos
modificados que podem ser potencialmente prejudiciais, como por exemplo nucleotideos,
nucleosideos, aminodcidos ou outras moléculas oxidadas ou ligadas a algum radical (Bessman
et al., 1996; Moreno-Bruna et al., 2001). Desta forma, o NaCl poderia estar afetando a
estrutura destas moléculas, justificando o aumento da expressao deste gene.

Outro gene que apresentou a expressao aumentada é o gene gshB, que codifica a
glutationa sintetase, responsavel por catalisar a biossintese da glutationa. A glutationa € uma
enzima responsdvel pela detoxificagdo de diversos compostos, e estd relacionada a adaptacdo
de bactérias e outros organismos frente a diversos tipos de estresse (Riccilo et al., 2000). Aqui
se evidencia mais uma vez a relac@o entre estresse salino e a geracao de estresse oxidativo em
células salt-shock de A. ferrooxidans ja que a glutationa € um importante antioxidante.

A diminuicdo da sintese de nucleotideos foi evidenciada pela diminui¢cdo dos
niveis de expressdao de diversos genes: purD (AFE_0837, phosphoribosylamine--glycine
ligase); purA (AFE_1197, adenylosuccinate synthetase); add (AFE_2267, adenosine
deaminase); guaB (AFE_1308, inosine-5-monophosphate dehydrogenase); pyrE (AFE_2136,
orotate phosphoribosyltransferase). Foi detectada também a diminui¢cdo da expressdo do gene
bioD-1(AFE_1410, dethiobiotin synthetase), participante da biossintese de biotina ou
vitamina B7, que é um importante cofator de diversas enzimas de vdrias vias metabdlicas
(Streit & Entcheva, 2003; Lin & Cronan, 2011).

A producdo de isoprendides também parece ter sido afetada nas células de A.

ferrooxidans, com a diminuicdo dos niveis de expressao do gene ispD (AFE_2662, 2-C-
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methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase). Isoprendides sao moléculas que
apresentam diversas fun¢des em bactérias, tais como formacdo de pigmentos e componentes
de membrana, transporte de elétrons, entre outros (Kannenberg & Poralla, 1999). Entre os
isoprendides destacam-se os terpendides, onde se incluem os hopandides. A diminui¢do dos
niveis de expressdo do gene ispD estd em concomitancia com a diminui¢do da glicosil-
transferase (AFE_0974) indicando novamente que o NaCl afetou a estrutura da membrana
celular de A. ferrooxidans.

A biossintese do heme — outro cofator importante na célula — pode ter sido afetada
nas células salt-shock, j4 que os niveis de expressao dos genes hemC (AFE_3033,
porphobilinogen deaminase) e hemD (AFE_3034, uroporphyrinogen-IIl synthase), genes
possivelmente co-transcritos do genoma de A. ferrooxidans (Figura 3.4), foram diminuidos. O
heme € o grupo prostético de citocromos, catalases e peroxidases, essenciais para a
sobrevivéncia da célula (Sasarman et al., 1987). Os citocromos sdao essenciais para a
respiracdo celular, uma vez que sdo componentes de cadeias de transporte de elétrons
(Heinemann et al., 2008). Cabe ressaltar que ha vérias vias de transporte de elétrons na célula
que podem ter sido afetadas pelo NaCl, além de muitas outras enzimas que utilizam o heme

como cofator que também foram afetadas.

Gene Local Context

///
4 hemB

y /
< AFE_3297 /\ hemD

AFE_3296

Transcription Unit:

P — b
hemB

Vi 4PE_330

Figura 3.4. Genes relacionados a biossintese do heme em A. ferrooxidans ATCC 23270, com

/
<

expressdo diminuida nas células salt-shock. (a) Representacdo grafica da regido do genoma que
contém o provavel operon hem. (b) Representacdo gréafica hipotética do transcrito do operon hem. A
linha tracejada indica que ndo ha confirmacdo experimental de que estes genes fazem parte de um
operon, isto foi predito por andlise computacional. Os dados foram obtidos com o programa BioCyc
Database Collection, utilizando a base de dados do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270
disponivel no NCBI.
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As principais alteracdes causadas pelo NaCl na biossintese de moléculas
(nucleotideos, cofatores, dentre outras) foram:

- Aumento da expressdo de genes relacionados a protecdo da célula contra
moléculas prejudiciais, possivelmente geradas pelo estresse salino;

- Diminui¢do da expressdo de genes relacionados a biossintese de componentes de
membrana, nucleotideos e cofatores, diretamente relacionados ao crescimento celular e que

foram afetadas pelo estresse.

3.3.1.4. Reguladores de transcrigdo em A. ferrooxidans

O genoma anotado de A. ferrooxidans possui 7 fatores de transcricdo sigma
preditos: sigma-54 (rpoN), sigma-32 (rpoH), sigma-70 (rpoD), sigma-24, (rpoE) e sigma-38
(rpoS), além de dois fatores descritos como da familia sigma-70 (AFE_0760 e AFE_1253),
estes ultimos descritos como os principais fatores de transcricdo em E. coli (Browning &
Busby, 2004). Além disso, A. ferrooxidans possui outros 80 reguladores da transcricdao de
diversas familias e outros hipotéticos (Hodar et al., 2012), ou seja, sdo diversos genes que
controlam a expressdo de outros genes em A. ferrooxidans.

Entre os reguladores presentes em A. ferrooxidans, merece destaque o fator de
transcricdo sigma-E, rpoE (AFE_1687, RNA polymerase sigma-E factor), ou 8", o qual
apresentou um aumento nos niveis de expressdo. A proteina RpoE regula, entre outras vias, a
expressdo de vdrias proteinas relacionadas ao envelope celular, como proteases
periplasmaticas, foldases e chaperonas. O fator de transcri¢do € descrito como um regulador
da resposta ao estresse, € em E. coli e Yersinia pestis ele é essencial para a sobrevivéncia da
célula (Davis & Waldor, 2009; Mutalik et al., 2009). Em Streptococcus mutans, a inativagao
do gene rpoE prejudicou a biossintese de biofilme, diminuiu a resisténcia a antibidticos e a
resisténcia a condi¢des de estresse (Xue et al., 2010). Em E. coli foi descrita a participacdo do
regulador 8" em mecanismos de mutagénese em células estressadas (Gibson er al., 2010).

Outro fator de transcricdo importante é o sigma-70, ou 8"° (AFE_1253, RNA
polymerase sigma-70 factor family), que também apresentou niveis de expressao aumentados
em A. ferrooxidans (células salt-shock). Os membros da familia do fator 8" sdo os mais
estudados em bactérias e atuam na regulacdo de genes pertencentes a diferentes vias (Paget &
Helmann, 2003), o que pode estar ocorrendo em A. ferrooxidans.

Variagdes na de expressao de outros genes reguladores, pertencentes a diferentes

familias, também foram encontradas. Duas c6pias do regulador da transcri¢cao da familia ArsR
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(AFE_029, transcriptional regulator, ArsR; AFE_0734, transcriptional regulator, ArsR
family) apresentaram niveis de expressdo aumentados nas células salt-shock. A familia ArsR
estd envolvida na regulacdo de genes relacionados a resisténcia (efluxo) de fons de metais
pesados e outros compostos téxicos a célula (Busenlehner et al., 2003).

Outro fator de regulacdo da transcricdo que apresentou os niveis de expressao
aumentados foi o regulador da familia Fis (AFE_2834, transcriptional regulator, Fis family),
pertencente a superfamilia HTH (helix-turn-helix domain), encontrada em praticamente todos
os organismos. O fator de regulacdo Fis pode agir tanto como ativador quanto como repressor
da transcricio e muitos estudos sugerem sua participacdo na repressdo de eventos que
envolvem sintese de dcidos nucléicos e duplicagdo celular (Froelich et al., 1996; Gonzélez-Gil
et al., 1998; Browning et al., 2000). Nesse sentido, pode haver uma relacdo entre o aumento
dos niveis de expressdo do gene fis e a supressdo de eventos envolvendo o crescimento
celular.

Foi registrado ainda o aumento dos niveis de expressio do gene hupR
(AFE_2340), que modula a expressdo de hidrogenases. Em varias bactérias como Rhizobium
leguminosarum e Rhizobium meliloti, a ligacdo da proteina HupR defosforilada ao sitio de
ligacdo do fator sigma ativa a transcricdo dos genes de hidrogenases, porém a forma
fosforilada da proteina HupR reprime a transcricdo (Davies et al., 2006). O aumento nos
niveis de expressdo do gene hupR associado a diminui¢do dos niveis de expressdo dos genes
da hidrogenase-4 pode explicar este fendmeno nas células de A. ferrooxidans.

Os reguladores da transcricio dependentes de & (enhancer-binding proteins,
EBPs) também apresentaram aumento nos niveis de expressdo. Estes reguladores
normalmente sdo ATPases tipo AAA" e se ligam a proteina RpoN ou 8, a qual modula a
atividade da RNA polimerase (Studholme & Dixon, 2003). Dois reguladores da transcrigao
dependentes de 8 apresentaram um aumento nos niveis de expressdo: AFE_2090 e
AFE_2347. Os reguladores da transcri¢do dependentes de 8°* de A. ferrooxidans certamente
tém importante papel na modulacao da regulacdo de varios genes.

Como foi observado, diferentes vias metabdlicas e processos celulares sdo
regulados por diferentes fatores de transcricdo em A. ferrooxidans com varias consequéncias
para a célula. O padrdo observado de expressao destes reguladores estd em concordancia com
o comportamento de vdrios genes com expressao diferencial nas células salt-shock.

Este é o primeiro trabalho que analisa, em larga-escala, os efeitos do NaCl no

transcriptoma das células de A. ferrooxidans.
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3.3.2. Validacao dos experimentos de RNA-Seq por PCR em Tempo Real

Alguns genes foram selecionados e tiveram a expressdo analisada por PCR em

Tempo Real, para validar os resultados encontrados com o transcriptoma de A. ferrooxidans.

As proteinas codificadas por estes genes desempenham papéis importantes na resposta das

células de A. ferrooxidans ao NaCl. Este tipo de validacdao tem sido utilizado em vérios
trabalhos (Yoder-Himes et al., 2009; Croucher & Thomson, 2010; Li et al., 2011; Fu et al.,
2014; Cruz et al., 2015). Os resultados sdo mostrados na Tabela 3.3 e na Figura 3.5.

Tabela 3.3. Expressao relativa dos genes selecionados para validagao dos dados de RNA-Seq.

Locus ) Valor de expressao 5

(NCBD) Proteina relativa ! p-valor
AFE_2225  voltage-gated chloride channel 5,24 (£ 0,79) 0,009
AFE_0596 transposon transposase A 3,34 (£ 0,82) 0,04
AFE_0654 heavy metal-binding protein 3,41 (£0,395) 0,03
AFE_1410 dethiobiotin synthetase -2,31 (£ 0,35) 0,02
AFE_3068 outer membrane efflux protein -3,57 (£ 0,85) 0,01
AFE_3059 transcriptional regulator OmpR -3,92 (+ 1,44) 0,02
AFE_0944 hydrogenase-4, G subunit -3,81 (£ 0,22) 0,0007

' Os valores de expressio relativa foram obtidos a partir de RNA isolado de quatro culturas

independentes. Os valores apresentados representam a média da expressao dos genes em células salt-

shock em relacdo ao controle. O desvio padrio estd representado entre parénteses. > Valor de p obtido

com o Teste t.
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B Transcriptoma
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AFE_0815 AFE_2506 AFE_2448 AFE_1675 AFE_3265 AFE_3274 AFE_2153
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Figura 3.5. Expressdo dos genes selecionados obtida por RNA-Seq (barras cinzas) e PCR em
Tempo Real (barras pretas). Genes: AFE_2225: voltage-gated chloride channel; AFE_(0596:
transposon transposase A; AFE_0654: heavy metal-binding protein; AFE_1410: dethiobiotin
synthetase; AFE_3068: outer membrane efflux protein, AFE_3059: transcriptional regulator
OmpR; AFE_0944: hydrogenase-4, G subunit.

Na Figura 3.5, pode-se observar que os resultados obtidos por PCR em tepo real
corroboram os resultados no RNA-Seq, ilustrando assim a representatividade e acurdcia das
técnicas.

Cabe ressaltar que os dados obtidos sdo provenientes de amostras de RNA
diferentes que foram utilizadas para cada uma das técnicas. Fang & Cui (2011) sugeriram que
uma mesma amostra de RNA utilizada tanto para ensaios de sequenciamento quanto para
experimentos de PCR em Tempo Real apenas valida a técnica da PCR em si. A validacdo do
estudo, bem como as conclusoes finais, devem vir de diferentes replicatas bioldgicas de uma
mesma populacdo, sendo este fato aplicdvel tanto para estudos de RNA-Seq quanto para

estudos de microarray.
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3.4. CONCLUSOES

A andlise do transcriptoma de células controle e salt-shock de A. ferrooxidans
mostrou que o NaCl afeta a expressdo de genes envolvidos nos mais diferentes processos da
bactéria. A alteracdo dos niveis de expressio de genes que codificam proteinas
transportadoras, além daquelas envolvidas na modificacdo da fluidez na membrana
dificultando a entrada e maximizando o efluxo de fons CI, indicou modifica¢des estruturais
na membrana celular da bactéria. A diminui¢do nos niveis de expressao de genes relacionados
a geracdo de energia na célula, resulta na diminuicdo dos processos de crescimento que pode
ter sido afetado também pela diminui¢do dos niveis de expressdo de genes relacionados a
sintese de proteinas, DNA, entre outras moléculas importantes no crescimento. O aumento na
expressao de genes relacionados ao estresse (proteases, chaperonas e transposases) mostra que
a bactéria tende a diminuir as atividades celulares relacionadas ao crescimento para aumentar

a producdo de proteinas relacionadas ao estresse garantido assim a sobrevivéncia da célula.
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CAPITULO 4

Sequenciamento do genoma de Thiobacillus prosperus DSM 14174
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4.1. INTRODUCAO

A bactéria Thiobacillus prosperus foi isolada na ilha de Vulcano, Itdlia, e descrita
pela primeira vez por Hubber & Stetter (1989). Esta bactéria é Gram-negativa,
quimiolitotréfica, capaz de crescer a 20-45°C (37°C 6tima) e em valores de pH entre 1,0 e 4,5
(pH 2,0 6timo). Os isolados de 7. prosperus observados em microscépio de contraste de fase
se mostraram como pequenos bastonetes, com 0,4 — 1,0 um de comprimento e 0,2 - 0,4 um de
largura, com um flagelo polar de 0,4 um de comprimento (Huber & Stetter, 1989). Esta
bactéria requer fons cloreto para o seu crescimento (Nicolle et al., 2009), suportando
concentracdes de até 6% de NaCl (Huber & Stetter, 1989), sendo o crescimento 6timo em
meio contendo entre 1% e 2% de NaCl (Daves-Belmar et al., 2008). A bactéria T. prosperus
obtém energia por meio da oxidacdo de ferro e compostos de enxofre (Huber & Stetter, 1989;
Nicolle et al., 2009; Ossandon et al., 2014) e pode desempenhar um papel importante em
operacdes de biolixiviagdo em locais onde a dgua disponivel para o processo contém sal
(Huber & Stetter, 1989).

O genoma da linhagem tipo de 7. prosperus, DSM-5130, foi sequenciado
(Ossandon et al., 2014) e genes envolvidos na adaptacdo de organismos a ambientes com alta
osmolaridade foram encontrados. Entre estes genes estdo os envolvidos na biossintese de
solutos compativeis como a ectoina, sacarose e glicina betaina. Genes que codificam
transportadores do tipo ABC envolvidos na captacdo de ectoina e glicina betaina também
foram encontrados no genoma da bactéria (Ossandon et al., 2014). Vérias bactérias adotam o
acumulo de solutos compativeis como estratégia de adaptacdo a alta osmolaridade, entre elas
estdilo os membros das familias Ectothiorhodospiraceae (géneros Alkalilimnicola,
Ectothiorhodospira, Halorhodospira, Thiorhodospira, Thioalkalicoccus, Ectothiorhodosinus,
Thioalkalivibrio) (Bowers et al., 2009; Sorokin et al., 2014; Banciu & Muntyan, 2015;
DasSarma & DasSarma, 2015), Familia Halomonadaceae (géneros Halomonas,
Chromohalobacter) (Bowers et al., 2009) e Familia Bacillales (género Bacillus) (Galinski,
1993; Bowers et al., 2009).

A bactéria Thiobacillus prosperus foi classificada originalmente como um
membro do género Thiobacillus (Huber & Stetter, 1989). Contudo, o sequenciamento do gene
de rRNA 16S de isolados mostrou que a bactéria estava relacionada a familia
Ectothiorhodospiraceae (Simmons & Norris, 2002). Recentemente, Cardenas et al. (2015)

utilizaram dados de filogenia do gene de rRNA 16S, andlise filogendmica de vérias proteinas
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(multiprotein phylogeny) e identidade média de nucleotideos (ANI - average nucleotide
identity) para reclassificar 7. prosperus DSM 5130. Os autores constataram que esta linhagem
faz parte de um novo género dentro da familia Ectothiorhodospiraceae, sendo assim
renomeada como Acidihalobacter prosperus (Cardenas et al., 2015).

Este capitulo descreve o sequenciamento do genoma da linhagem DSM 14174 de
T. prosperus e uma andlise detalhada dos genes envolvidos na tolerdncia ao sal encontrados.

Uma andlise filogenética também foi realizada.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Sequenciamento e anotacao do genoma de 7. prosperus DSM 14174

A linhagem de T. prosperus DSM 14174 e seu respectivo DNA gendmico foram
obtidos na colecao DSMZ (Leibniz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures, http://www.dsmz.de). O DNA foi enviado para o Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), e o sequenciamento do genoma da bactéria foi realizado em um
sequenciador Illumina HiSeq2500. Duas bibliotecas paired-end com insertos de 400 pb
forneceram 235.599.366 reads de 100 pb. As reads foram pré-processadas no NGS QC
Toolkit versdo 2.2.9 (Patel & Jain, 2012), utilizando cortes de qualidade e tamanho minimos
de 20 e 70 pb, respectivamente. Reads com bases ambiguas foram removidos da andlise. O
parametro K-mer Count, presente no programa Jellyfish mer, versao 2.1.4, foi utilizado para
estimar o tamanho do genoma em 3,8 Mpb e cobertura de 5.201x (Marcais & Kingsford,
2011). Os reads foram reamostrados para uma cobertura de aproximadamente 100x,
montados com o programa SPAdes (Bankevich et al., 2012) e o preenchimento dos gaps foi
realizado com o IMAGE versao 2.4 (Tsai et al., 2010). A montagem final resultou em 73
contigs (N50: 160.012 pb; conteido de GC: 61,82%), totalizando 3.533.291 pb. Open
Reading frames (ORFs) foram preditas com o GLIMMER-3 (Delcher et al., 1999) e a
anotacdo do genoma foi realizada no servidor Rapid Annotations using Subsystems
Technology (RAST) versao 4.0 (Aziz et al., 2008). Um mapa circular do genoma fo1 criado no
CGView (Grant & Stothard, 2008).

4.2.2. Genes envolvidos na tolerancia ao sal em 7. prosperus DSM 14174

Para a andlise dos genes que possuem relagdo com a tolerancia ao NaCl em T.
prosperus, os genomas de 40 bactérias da familia Ectothiorhodospiraceae, juntamente com 7.
prosperus DSM 14174, foram submetidos a uma andlise usando o algoritmo OrthoMCL,
presente no software get_homologues (Contreras-Moreira & Vinuesa, 2013). Os genomas
utilizados nas anélises foram obtidos nas plataformas IMG (http://img.jgi.doe.gov/er) e NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) (Benson et al., 2012; Markowitz et al., 2012). Sao
eles: Acidihalobacter prosperus DSM 5130 (NZ_JQSG01000001.1); Alkalilimnicola ehrlichii
MLHE-1 (NC_008340.1); Agquisalimonas asiatica CGMCC1.6291 (Gp0014851);
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Arhodomonas aquaeolei DSM_8974 (NZ_KB894800.1); Ectothiorhodospira haloalkaliphila
ATCC 51935 (NZ_KK214998.1); Ectothiorhodospira sp. PHS1 (NZ_AGBGO01000001.1);
Halorhodospira halochloris cepa A (CP007268.1); Halorhodospira halophila SL1
(NC_008789.1); Nitrococcus mobilis Nb-231 (NZ_AAOF00000000.1); Spiribacter salinus
M19-40 (NC_021291.1); Spiribacter sp. UAH-SP71 (NC_022664.1); Thermithiobacillus
tepidarius DSM 3134 (NZ_AUIS00000000.1); Thioalkalivibrio nitratireducens DSM 14787
(NC_019902.2); Thioalkalivibrio paradoxus ARh1 (NZ_CP007029.1); Thioalkalivibrio sp.
AL5 (NZ_ARKNO00000000.1); Thioalkalivibrio sp. AL21 (NZ_ARLR00000000.1);
Thioalkalivibrio sp. ALgrl (NZ_ARJZ00000000.1);  Thioalkalivibrio sp. ALIJ2
(NZ_ARKB00000000.1); Thioalkalivibrio sp. ALJ4 (NZ_ARHX00000000.1);
Thioalkalivibrio sp. ALJ5 (NZ_ARHY00000000.1);  Thioalkalivibrio sp. ALIJ8
(NZ_ARIF00000000.1); Thioalkalivibrio sp. ALJ9 (NZ_AQYE00000000.1); Thioalkalivibrio
sp. ALJ11 (NZ_AQXP00000000.1); Thioalkalivibrio sp. ALJ12 (NZ_ARKAO00000000.1);
Thioalkalivibrio sp. ALJ15 (NZ_ARTUO00000000.1); Thioalkalivibrio sp. ALJ20
(NZ_ARKOO00000000.1);  Thioalkalivibrio  sp.  ALJ21 (NZ_ARKP00000000.1);
Thioalkalivibrio sp. ALRh (NZ_ARLV00000000.1); Thioalkalivibrio sp. ARh4
(NZ_ARJY00000000.1);  Thioalkalivibrio  sp. HL-Eb18  (NZ_AQOWO00000000.1);
Thioalkalivibrio sp. K90mix (NC_013889.1); Thioalkalivibrio sulfidophilus HLEbGr7
(NC_011901.1); Thioalkalivibrio thiocyanodenitrificans ARhD1 (NZ_AQZO00000000.1);
Thioalkalivibrio thiocyanoxidans ARh2 (NZ_ARQKO00000000.1); Thioalkalivibrio versutus
AL2 (Gp0014851); Thioalkalivibrio versutus D301 (NZ_CPO011367.1); Thiohalomonas
denitrificans HLD2 (Gp0099425); Thiohalospira halophilus HL3 (Gp0099397) e
Thiorhodospira sibirica ATCC 700588 (NZ_AGFD00000000.1). Para esta andlise, foi
utilizada uma cobertura de alinhamento minimo de 75% e um e-value maximo de 1e‘5,
juntamente com o parametro — (para a identificacdo dos genes unicos presentes em cada um
dos genomas). Os genes encontrados somente em 7. prosperus DSM 14174 ou presentes tanto
em 7. prosperus DSM 14174 quanto em A. prosperus DSM 5130, e que possuem uma relacao
com a tolerancia ao NaCl, foram selecionados para discussdo neste trabalho. A anotagdo dos
genes selecionados, tomando como base o genoma de T. prosperus DSM 14174, foi realizada

por meio das ferramentas automaéticas disponibilizadas no servidor RAST.
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4.2.3. Analise filogenética e filogenomica

Para a andlise filogenética foram utilizadas as sequéncias completas do gene de
rRNA 16S de 31 bactérias pertencentes a familia Ectothiorhodospiraceae, incluindo T.
prosperus DSM 14174. As sequéncias foram obtidas no banco de dados do RDP (Ribosomal
Database Project - http://rdp.cme.msu.edu/) (Cole et al., 2014), SILVA (Comprehensive
Ribosomal RNA Databases - http://www.arb-silva.de/) (Quast et al., 2013) e NCBI (National
Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Sao elas:
Acidiferrobacter thiooxydans m-1 (AF387301.1); Acidihalobacter prosperus DSM 5130
(EU653290.1); Alkalimnicola ehrlichii MLHE-1 (AF406554); Alkalimnicola halodurans
34Alc (AJ404972.1); Alkalispirillum mobile DSM 12769 (AF114783.1); Aquisalimonas
asiatica CG12 (AM404263.1); Arhodomonas aquaeolei ATCC 49307 (M26631.1);
Ectothiorhodospira haloalkaliphila ATCC 51935 (FN293052.1); Ectothiorhodospira imhoffii
JA319  (AM902494.1);  Ectothiorhodospira  mobilis DSM 4180  (X93482.1);
Ectothiorhodospira sp. PHS-1 (AGBGO01000071); Halorhodospira halochloris DSM 1059
(FR749892.1); Halorhodospira halophila SLL1 (CP000544); Natronocella acetinitrilica ANL1
(EF103127.1); Spiribacter salinus M19-40 (CP005963); Thioalkalivibrio denitrificans ALID
(AF126545.1); Thioalkalivibrio nitratireducens DSM 14787 (CP003989); Thioalkalivibrio
paradoxus  ARh1  (AF151432.1); Thioalkalivibrio sp. ALJS (ARHYO01000011);
Thioalkalivibrio sp. ALRh (ARLV01000013); Thioalkalivibrio sp. K90mix (CP001905);
Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGR?7 (CP001339); Thioalkalivibrio
thiocyanodenitrificans ARhD1 (AQZO01000005); Thioalkalivibrio thiocyanoxidans ARh2
(ARQKO01000032); Thioalkalivibrio versutus D301 (2632517425); Thioalkalivibrio versutus
DSM 13738 (FR749906.1); Thiohalomonas denitrificans HLD2 (EF117909.1); Thiohalospira
halophila HL3 (DQ469576.1); Thiorhodospira sibirica ATCC700588 (AGFD01000020);
além de Escherichia coli cepa. K-12 subcepa MG1655 (NR_102804.1) como grupo externo.
As sequéncias do gene de rRNA 16S destas bactérias foram alinhadas utilizando-se o
programa ClustalW (Thompson et al., 1994). A arvore filogenética foi gerada no programa
MEGA versdo 5.2 (Tamura et al., 2011) com analise de Maxima Verossimilhanca e modelo
Tamura trés-parametros. A confiabilidade da topologia da arvore gerada foi testada por
reamostragem com 1000 replicatas.

Uma drvore filogendmica foi construida baseada no genoma de 7. prosperus DSM
14174 e mais 21 bactérias da familia Ectothiorhodospiraceae. Os genomas das bactérias foram

analisados no programa AMPHORA?2 (Kerepesi et al., 2014) e 31 genes marcadores foram
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selecionados. Os genomas utilizados nas andlises foram obtidos das plataformas IMG
(http://img.jgi.doe.gov/er) e NCBI (‘http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) (Benson et al.,
2012. Markowitz et al., 2012). Sao eles: Acidihalobacter prosperus DSM 5130
(NZ_JQSGO01000001.1);  Agquisalimonas  asiatica = CGMCC1.6291  (Gp0014851);
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (NC_008340.1); Arhodomonas aquaeolei DSM_8974
(NZ_KB894800.1); Ectothiorhodospira haloalkaliphila ATCC 51935 (NZ_KK214998.1);
Ectothiorhodospira sp. PHS1 (NZ_AGBGO01000001.1); Halorhodospira halochloris cepa A
(CP007268.1); Halorhodospira halophila SLL1 (NC_008789.1); Spiribacter salinus M19-40
(NC_021291.1);  Thioalkalivibrio  nitratireducens DSM 14787 (NC_019902.2);
Thioalkalivibrio  paradoxus ARh1 (NZ_CP007029.1); Thioalkalivibrio sp. ALS
(NZ_ARKNO00000000.1); Thioalkalivibrio  sp. ALRh  (NZ_ARLV00000000.1);
Thioalkalivibrio sp. K90mix (NC_013889.1); Thioalkalivibrio sulfidophilus HLEbGr7
(NC_011901.1); Thioalkalivibrio thiocyanodenitrificans ARhD1 (NZ_AQZO00000000.1);
Thioalkalivibrio thiocyanoxidans ARh2 (NZ_ARQKO00000000.1); Thioalkalivibrio versutus
D301 (NZ_CPO11367.1); Thiohalomonas denitrificans HLD2 (Gp0099425); Thiohalospira
halophila  HL3  (Gp0099397) e  Thiorhodospira  sibirica  ATCC 700588
(NZ_AGFDO00000000.1). As sequéncias dos 31 genes marcadores selecionados (dnaG, frr,
infC, nusA, pgk, pyrG, rplA, rplB, rplC, rplD, rplE, rplF, rplK, rplL, rpIM, rpIN, rplP, rplS,
rplT, rpmA, rpoB, rpsB, rpsC, rpsE, rpsl, rpsJ, rpsK, rpsM, rpsS, smpB, tsf) foram utilizadas
para a constru¢do da arvore filogendmica utilizando-se o programa MEGA versdao 5.2
(Tamura et al., 2011), com andlise de Médxima Verossimilhanca utilizando o modelo JIJT,
levando em consideragdo valores com distribui¢do gama (+G) e frequéncia de aminodcidos
(+F). A confiabilidade da topologia da arvore gerada foi testada por reamostragem com 1000

replicatas.



131

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Caracteristicas do genoma de 7. prosperus DSM 14174

O genoma de 7. prosperus DSM 14174 encontra-se como um Cromossomo
circular com tamanho aproximado de 3.533.291 pb (Figura 4.1). A anotacdao do genoma da
bactéria mostrou um total de 3.670 genes que codificam proteinas, 46 genes de tRNA e trés
genes que codificam rRNA (1 gene de rRNA 58S, 1 gene de rRNA 23S e 1 gene de rRNA
16S). Um total de 1.712 genes que codificam proteinas (47%) foi classificado em 418

subsistemas e func¢des conhecidas foram atribuidas para 1.583 destes genes.
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Figura 4.1. Representacdo grifica do mapa circular do cromossomo da bactéria T.
prosperus DSM-14174. Sentido para leitura (da parte externa para a parte interna da
figura): Open Reading Frames (ORFs) na fita direta de DNA (CDS); Open Reading
Frames (ORFs) na fita reversa de DNA (CDS); conteido GC (GC content) e variagdo no

contetido GC entre as fitas de DNA (direta — GC skew+ e reversa — GC skew-).
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4.3.2. Genes relacionados a tolerancia ao sal em 7. prosperus DSM 14174

A andlise do genoma de 7. prosperus DSM 14174 revelou a presenca de varios
genes relacionados ao transporte e biossintese de solutos compativeis, tais como prolina,
colina, glicina betaina e ectoina, moléculas cujo acimulo intracelular estd relacionado com a
tolerdncia ao sal (Saum & Miiller, 2007; Oren, 2008, DasSarma & DasSarma, 2015). A
presenca dos genes proV, proW e opuAC sugerem que a bactéria possui a capacidade de
captar glicina betaina, colina e prolina do meio externo e acumular dentro da célula. Estes
genes foram encontrados em sequéncia no genoma e indicam que a bactéria possui todos os
requerimentos para captacdo destes solutos uma vez que o gene proV codifica uma proteina
transportadora do tipo ABC dependente de ATP (Mukhopadhyay et al., 2006). O gene proW
codifica uma proteina interna de membrana que se liga ao substrato, funcionando ainda como
um osmossensor do citoplasma (Sleator & Hill, 2002; Mukhopadhyay et al., 2006) e o gene
opuAC codifica uma proteina peripldsmica externa que se liga aos solutos compativeis
(Kempf et al., 1997; Hoffman et al., 2013). Estes genes, quando ativados, podem ajudar a
bactéria a responder as flutuacdes na osmolaridade do meio. O operon ectABC, o qual
codifica enzimas responsdveis pela biossintese do soluto compativel ectoina, também foi
encontrado no genoma de 7. prosperus DSM 14174. A presenca deste operon pode
representar uma vantagem para 7. prosperus quando ocorrem flutuagdes na osmolaridade no
meio uma vez que a ectoina pode ser sintetizada rapidamente a partir do aminodcido
aspartato, por exemplo (Reshetnikov et al., 2006; Calderon et al., 2004).

O gene ompC, o qual codifica uma proteina de membrana externa com capacidade
de transportar solutos compativeis (Kempf & Bremer, 1998), também foi encontrado no
genoma de T. prosperus DSM 14174. A sequéncia de aminoacidos da proteina OmpC de T.
prosperus € semelhante a de E. coli, sendo que nesta bactéria o gene ompC € regulado por
enzV/ompR (Weber et al., 2006; Angeles et al., 2013). Os genes reguladores enzV e ompR
também foram encontrados no genoma de 7. prosperus DSM 14174. Foi observado um
aumento nos niveis de expressdo do gene ompC na presencga de estresse salino e em pH acido
em E. coli (Kaeriyama et al., 2006; Weber et al., 2006). Um aumento nos niveis de expressdao
do gene ompC também foi observado na presenca de outros tipos de estresse, tais como:
aumento de temperatura e variagdes na disponibilidade de carbono e oxigénio (Sleator & Hill,
2006). Os varios genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese e transporte de
solutos compativeis, encontrados no genoma de 7. prosperus DSM 14174, sdo compativeis

com a capacidade da bactéria de tolerar altas concentracdes de sal.
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Outros genes que codificam proteinas de membrana envolvidas na tolerincia ao
sal também foram encontrados no genoma de 7. prosperus DSM 14174. Um destes genes € o
mscS o qual codifica uma proteina com propriedades mecanossensitivas, responsdvel pelo
efluxo de dgua e alguns solutos do citoplasma para o meio externo (Naismith & Booth, 2012).
Foi observado que esta proteina desempenhou um papel importante na presenga de variagdes
na pressdo osmdética externa em E. coli, Pseudominas aeruginosa e bactérias dos géneros
Enterobacter, Salmonella, Klebsiella, Erwinia e outras (Booth & Blount, 2012; Naismith &
Booth, 2012; Booth er al., 2015; Wood, 2015).

O gene yggT que em E. coli codifica uma proteina de membrana envolvida na
tolerancia ao estresse osmotico causado por NaCl ou manitol (Ito et al., 2009) também foi
encontrado em 7. prosperus DSM 14174. Foi observado que tanto em Halobacillus
halophilus quanto em E. coli a proteina codificada por ygg7 induziu a biossintese do
aminodcido glutamato, que é um mensageiro secundario da biossintese de osmoprotetores
(Saum & Miller, 2008; Ito et al., 2009). Outro gene envolvido na tolerdncia ao sal encontrado
em 7. prosperus DSM 14174 foi o gene clc. Este gene codifica uma proteina de membrana
envolvida na troca de fons H" e Cl" em bactérias (Iyer et al., 2002). As proteinas da familia
CLC foram encontradas em vérias bactérias incluindo E. coli e bactérias dos géneros Shigella,
Vibrio, Yersinia e Salmonella, sendo que nessas bactérias, a contribui¢do mais importante da
proteina é na tolerdncia a pH baixos (Iyer et al., 2002; Martinac et al., 2008). J4 em T.
prosperus DSM 14174 € possivel que esta proteina (canal de troca i6nica) possua relevancia
na manutencdo da homeostase celular, j4 que a bactéria requer ions cloreto no crescimento
(Nicolle et al., 2009). Uma vez que T. prosperus cresce em pH baixo (Huber & Stetter, 1989;
Davis-Belmar et al., 2008; Nicolle et al., 2009), pode-se sugerir que esta proteina também
possa proteger a bactéria contra os efeitos nocivos do excesso de H" intracelular (Baker-
Austin & Dopson, 2007).

No genoma de 7. prosperus DSM 14174 e DSM 5130 (renomeada como A.
prosperus DSM 5130, Cardenas et al. 2015) foram encontrados genes que codificam
proteinas envolvidas no transporte de fons K*, tais como os genes kup e kef, que ndo sio
encontrados no genoma de outras bactérias da familia Ectothiorhodospiraceae. Em bactérias
acidéfilas como T. prosperus o acumulo de fons K* é importante para a manutencio do
potencial da membrana para geracdo de energia (Baker-Austin & Dopson, 2007; Slonczewski
et al., 2009). Foram encontrados também no genoma de 7. prosperus DSM 14174 os genes
trkA e trkH que codificam a proteina Trk envolvida no transporte e acimulo de K™ (Kraegeloh

et al., 2005; Corratgé-Faillie et al., 2010). Foi sugerido para algumas bactérias que o acimulo
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intracelular de K* funciona como uma estratégia de adaptacio ao sal (Krageloh et al., 2005;

Mongodim et al., 2005; Saum & Miiller, 2008; Su et al., 2009).

4.3.3. Analise filogenética e filogenomica de 7. prosperus DSM 14174

A andlise filogenética utilizando o gene de rRNA 16S e a andlise filogenomica
utilizando as sequéncias das proteinas marcadoras (Figura 4.2 e Figura 4.3) mostraram que 7.
prosperus DSM 14174 pertence a familia Ectothiorhodospiraceae assim como 7. prosperus
DSM 5130 que foi recentemente reclassificada e renomeada como Acidihalobacter prosperus
DSM 5130 (Cardenas et al., 2015). Nas duas arvores (Figura 4.2 e Figura 4.3), T. prosperus
DSM 14174 mostrou alta similaridade com A. prosperus DSM 5130 sugerindo que ambas
pertencem ao género Acidihalobacter. Para verificar se as duas bactérias pertencem a mesma
espécie foi feita a andlise da Identidade Média de Nucleotideos (Average Nucleotide Identity —
ANI; Richter & Rossell6-Moéra, 2009) e o valor resultante foi 86,18%. Este valor esta abaixo
do recomendado (95 a 96% de similaridade) para bactérias da mesma espécie (Kim et al.,
2014). Os resultados sugerem assim que a bactéria 7. prosperus DSM 14174 pertence ao

geénero Acidihalobacter, contudo, ela ndo pertence a espécie Acidihalobacter prosperus.
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Figura 4.2. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene de rRNA 16S de bactérias da
familia Ectothiorhodospiraceae. As sequéncias foram obtidas dos bancos de dados SILVA, RDP e
NCBI e alinhadas com o algoritmo ClustalW. A arvore filogenética foi gerada pelo programa MEGA
— versdo 5.2, utilizando o método de Mdxima Verossimilhanca com o modelo Tamura-Nei trés-
parametros. A confiabilidade da arvore filogenética foi testada por reamostragem com 1.000

replicatas.
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Figura 4.3. Arvore filogenomica baseada nas sequéncias dos 31 genes marcadores de bactérias da

familia Ectothiorhodospiraceae, obtidos através do software AMPHORA 2. A 4rvore filogendmica

foi gerada com o programa MEGA — versdo 5.2, utilizando o método de Médxima Verossimilhanca

com o Modelo JJT, levando em conta as frequéncias de valores gama discretos e de aminodcidos

(+G+F). A confiabilidade da arvore filogendmica foi testada por reamostragem com 1.000 replicatas.
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4.4. CONCLUSOES

O sequenciamento do genoma de Thiobacillus prosperus DSM 14174 forneceu novas
informacdes sobre vias metabdlicas e mecanismos responsdveis pela osmorregulacdo e
sobrevivéncia de bactérias acidéfilas que crescem em ambientes com alta salinidade. As
andlises filogenomica e de filogenia mostraram que 7. prosperus DSM 14174 deve ser
reclassificada no género Acidihalobacter, dentro da familia Ectothiorhodospiraceae. Esta

bactéria ndo pertence a mesma espécie de A. prosperus DSM 5130.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados mostraram que os efeitos do NaCl nas células de A.
ferrooxidans puderam ser identificados por diferentes técnicas e afetaram diversos processos
celulares. As andlises de espectroscopia RAMAN revelaram que a membrana das células de
A. ferrooxidans apresentou alteragdes na sua composi¢do, seja por curtos ou longos periodos
de exposi¢do ao NaCl. Essas alteracdes foram corroboradas pela expressdo diferencial de
genes e proteinas, conforme observado nos experimentos de proteoma e transcriptoma. Os
dados sugerem que as alteracdes na composicdo da membrana das células de A. ferrooxidans
resultaram na diminui¢do da permeabilidade e no aumento da rigidez, formando uma barreira
contra a entrada de ions cloreto no citoplasma. Além disso, foi observada a expressdo de
proteinas diretamente envolvidas no efluxo dos fons cloreto da célula.

Os efeitos negativos do NaCl nas células resultaram na diminuicdo da expressdo de
genes e proteinas relacionados a producdo de energia, ao crescimento e a divisdo celular. Em
contrapartida, as células apresentaram um aumento na expressdo de genes e proteinas
envolvidos na resposta ao estresse. Isto mostra que o NaCl pode ter afetado o metabolismo de
A. ferrooxidans de maneira geral, obrigando a célula a direcionar a producio de energia para a
manutencdo da homeostase celular e sobrevivéncia.

O sequenciamento do genoma da linhagem DSM 14174 da bactéria tolerante ao sal,
Thiobacillus prosperus, mostrou que esta bactéria possui vdrios genes que permitem o seu
crescimento em altas concentracdes de sal. Foram encontrados genes que codificam proteinas
relacionadas a biossintese e transporte de solutos compativeis e ions, proteinas com funcdes
mecanossensitivas e sinalizadoras de estresse osmoético. Os estudos filogenéticos e
filogendmicos mostraram que a bactéria Thiobacillus prosperus DSM 14174 pertence ao
mesmo género da recém reclassificada Acidihalobacter prosperus DSM 5130 nao
pertencendo, porém, a mesma espécie. O estudo de propriedades halotolerantes em bactérias
acidofilas pode auxiliar no aumento da eficiéncia da biolixiviagio em ambientes com alta

salinidade.
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