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INTRODUCAO

A diversidade microbiana representa uma
importante fonte de recursos genéticos para o
avanco da biologia e da biotecnologia. Estudos
recentes em ecologia e biologia molecular tém
demonstrado que a extensdo e a heterogeneidade
da diversidade microbiana na natureza é muito
maior do que o previamente estimado e que a
distribuicdo desses organismos € universal,
abrangendo praticamente todos os ambientes do
planeta e onde quer que as condigdes fisico-
quimicas o permitam, incluindo-se ambientes
extremos, sob temperaturas abaixo de 0°C em
ambientes glaciais, acima de 100°C em fontes
termais oceanicas a grandes profundidades, em
condicbes de extrema salinidade em lagos
saturados de cloreto de sodio ou hidroxido de
sodio e, até mesmo, em fraturas de rochas
continentais (incluindo rochas da Antartida), ou
a quildémetros abaixo da superficie terrestre —
inclusive, atualmente, existe renovado interesse
na ecologia e na diversidade da vida microbiana
presente em ambientes extremos, em especial
porque teoriza-se que sua existéncia possa ser
atil como modelo de estudo para a vida em
outros planetas.

Os  microrganismos  podem  ser
considerados os pilares da vida na Terra. Ao
longo de bilhGes de anos, eles evoluiram para
todos o0s nichos concebiveis do planeta,
remodelaram os oceanos e a atmosfera e deram
origem a condi¢bes propicias aos organismos
multicelulares. Somente na década passada
comecamos a investigar profundamente o
universo microbiano, e o que descobrimos é
incrivel.  Os ecossistemas microbianos se
comportam de varias maneiras, como
ecossistemas de grande escala, embora existam
excecOes importantes. Analisamos 0s recentes
avangos em nossa compreensdo de como a
diversidade microbiana € distribuida entre os

ambientes, como os microbios influenciam os
ecossistemas em que vivem, e como essas
nanomaquinas podem ser aproveitadas para
melhorar nossa compreensao do mundo natural.
Descobrimos que eles desempenham funcdes
Unicas e cruciais na manutencédo de ecossistemas,
como componentes fundamentais das cadeias
alimentares e dos ciclos biogeoquimicos,
representando quase 90% das espécies da
biosfera. Contudo, apesar de sua grande
importancia na sobrevivéncia e manutencéo das
formas de vida na biosfera, estima-se que menos
de 10% dos microrganismos existentes no
planeta tenham sido caracterizados e descritos,
com os maiores esforcos envidados no estudo da
biodiversidade dos macrorganismos (mamiferos,
aves, peixes e plantas). Em decorréncia disso,
conhecemos mais de 80% das plantas e mais de
90% dos vertebrados existentes na natureza,
enguanto somente cerca de 1% das bactérias e
virus, e menos de 5% dos fungos.

Embora a real amplitude da diversidade
microbiana ainda esteja sendo estudada,
caracterizada e melhor descrita, é importante
ressaltar que, nos Ultimos anos, grande parte dos
avancos da biotecnologia e da agricultura deriva
das descobertas nas areas da genética, fisiologia
e metabolismo dos microrganismos. Estratégias
tradicionais de isolamento, estudo e selecdo tém
permitido explorar a diversidade genética e
metabdlica dos microrganismos visando a
obtencdo de uma ampla variedade de produtos
ou processos hiotecnologicos, tais como: a
producdo de novos antibidticos, farmacos e
agentes terapéuticos ou profilaticos
imunologicos, hormonios e vitaminas, alimentos
de alto teor protéico (cogumelos comestiveis e
suplementos alimentares), fermentados (molho
de soja, probidticos) ou processados (queijo,
iogurte, vinagre), bebidas alcodlicas (vinho,
cerveja), acidos organicos (citrico e fumarico),
alcoois (etanol), enzimas e polimeros para
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aplicacBes industriais e tecnologicas, além de
processos de tratamento e/ou biorremediacgdo de
poluentes e residuos (esgotos domésticos,
efluentes industriais, lixo), e de biolixiviacdo e
recuperacdo de minérios, bem como na
agricultura, em especial, na fertilizacdo de solos
(fixagdo biologica de nitrogénio e fosforo), no
controle bioldgico de pragas e doengas (controle
da lagarta da soja, da cigarrinha da cana de
acucar, de fitopatogenos como Rhizoctonia, entre
muitos outros), ou no desenvolvimento de
agentes de protecdo e promog¢do do crescimento
das plantas.

Os beneficios cientificos esperados a
partir de um maior conhecimento sobre a
diversidade microbiana s&o extensos, entre
outros, a melhor compreensdo das fungdes
exercidas pelas comunidades microbianas nos
ambientes terrestres e o conhecimento das suas
interagbes com  outros componentes da
biodiversidade, como por exemplo, as plantas e
0os animais. Os beneficios econdmicos e
estratégicos estdo relacionados, por sua vez, com
a descoberta de microrganismos potencialmente
exploraveis e Uteis para o desenvolvimento de
novos  processos  biotecnolégicos.  Outros
beneficios de destaque incluem 0
desenvolvimento de kits diagnosticos de doencas
humanas, de animais e de plantas, e a otimizacao
da capacidade microbiana para a fertilizacdo dos
solos e a despoluicdo das é&guas, além de
tecnologias de biocatalise e quimica verde, de
producdo de biopolimeros e biomateriais,
biossurfactantes e emulsificantes, entre muitos
outros bioprodutos. A diversidade de aplicacdes
dos microrganismos encontra-se na mesma
escala que a dos produtos quimicos. E o mais
relevante — a variedade de aplica¢Ges encontra-se
em franca expansdo, testemunhando a exploséo
de novas aplicagbes no campo da tecnologia de
microbiomas. Isso significa que o leque de

possibilidades de geracdo de  produtos
especializados e de novos nichos da
biotecnologia microbiana é excepcionalmente
amplo e pode, assim, alimentar muitas grandes,
médias e pequenas empresas com oportunidades
de novos negacios e bioprodutos lucrativos.

A biotecnologia microbiana constitui a
area de conhecimento e investigacdo
fundamental na descoberta de recursos
microbioldgicos industrialmente  exploraveis.
Ela representa uma das tecnologias mais antigas
(a historia da fermentacdo é tdo antiga quanto a
civilizacdo) e uma das industrias mais recentes e
de crescimento mais rapido (o maior nimero de
startups, globalmente, sdo empresas de
biotecnologia baseadas em microbiomas). O
campo tem, portanto, uma longa linhagem de
experiéncia e experimentagdo e atualmente
desfruta de um periodo excepcionalmente
emocionante de descobertas continuas. Uma
abordagem classica das etapas de um processo
de  desenvolvimento de um  produto
biotecnoldgico passa, resumidamente, pela coleta
de material biolégico adequado, seguida pela
selecdo e triagem de materiais com os atributos
desejados, selecdo final do(s) melhor(es)
candidato(s), a partir de uma lista reduzida de
opcdes e culmina com o desenvolvimento de um
produto comercial ou processo industrial. Este
conceito classico de exploracdo de recursos
biolégicos ainda se mantém valido nos dias de
hoje e constitui 0 modelo utilizado em diversos
setores da industria de biotecnologia mundial.
No éambito das aplicacbes microbianas em
biotecnologia  tradicional, o valor dos
microrganismos €& geralmente definido pela
potencialidade de aplicacdo direta dos mesmos
nos processos biotecnoldgicos ou pelo valor de
mercado dos produtos. O valor indireto das
biotecnologias baseadas em processos
microbianos, contudo, é raramente contemplado,
tal como: beneficios ambientais e sociais



INTRODUCAO

decorrentes do tratamento de residuos industriais
e da poluicdo ambiental. Avancos cientificos e
tecnoldgicos alcancados nos ultimos anos vém
revolucionando as abordagens tradicionais de
exploracdo de recursos bioldgicos. O processo de
busca e descoberta biotecnolégica em si vem
sofrendo profundas alteracdes em funcdo das
mudangas de modelos desencadeadas pelos
avancos em biologia molecular, gendmica e
bioinformatica. As principais forcas indutoras e
direcionadoras do  desenvolvimento  em
biotecnologia sdo a demanda econdmica,
direcionada pela industria, politicas nacionais e
internacionais, frequentemente influenciadas
pela pressdo publica, e 0s avancos em ciéncia e
tecnologia. Juntos, estes componentes catalisam
0 desenvolvimento da biotecnologia, com a
geracdo de novos mercados, solucdo de
problemas cronicos e emergentes, e a melhoria
da eficiéncia e a reducdo do custo dos processos
industriais. Nesse sentido, a biotecnologia
representa um exemplo primo de area de
exceléncia em inovacdo tecnoldgica, gerando
tecnologias inteiramente novas para atividades
industriais existentes e permitindo a geracdo de
novas industrias.

Este e-book foi elaborado pelos
académicos do Curso de Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia, da Unidade da
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul
(UERGS) em Bento Goncalves, como uma
atividade de pesquisa proposta e orientada pelo
docente responsavel pelo Componente Curricular
"Genética de Microrganismos”, e representa um
material ~ disponibilizado  para  consulta
bibliografica, organizado sob a forma de “Fichas
Técnicas”, as quais apresentam informagoes
concisas e referéncias de pesquisas relativas a
um grupo de microrganismos que se
caracterizam como potenciais alvos de estudo e
aplicacdo em  processos  biotecnologicos,
incluindo a geragdo de novos bioprodutos ou
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processos de interesse. Pretende-se, igualmente,
além de fornecer informacdes, contribuir para o
estabelecimento de novas linhas de investigacéo
cientifica e o desenvolvimento de biotecnologias
inovadoras.
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APRESENTACAO DA FICHA TECNICA

Para uma melhor compreensdo e
organizacdo deste e-book, as informacgOes
relativas a cada microrganismo abordado serdo
apresentadas sob o formato de uma Ficha
Técnica contendo o0s topicos mais relevantes
acerca do organismo (descricdo explicativa
abaixo). Nas Fichas Técnicas, 0S
microrganismos encontram-se ordenados nos
grupos (constituintes de Reinos bioldgicos ou
Dominios):  Bacteria, = Archaea, Protista
(microalgas) e Fungi (leveduras e fungos
filamentosos), sendo cada grupo representado
por um icone (Figura 1). Apés uma introducao,
0s topicos sobre cada microrganismo se dividem
em:

Caracteristicas Biologicas. Nesta se¢do
serdo abordadas as caracteristicas morfoldgicas,
0 habitat de vida, as formas de obtencdo de
energia, as interagdes com o meio ambiente e
demais atributos do microrganismo, incluindo
uma imagem ilustrativa do mesmo.

s N ( Y
\ AN J
r ) )
k. _J b .

Figura 1 - lcones escolhidos para representar
cada grupo de microrganismos. De cima para
baixo e, da esquerda para direita: Dominio
Archaea; Dominio Bacteria; Reino Protista
(Microalgas); Reino Fungi (Leveduras e Fungos
filamentosos).

Taxonomia. Tabela da divisdo taxonémica
(reino, divisdo, classe, ordem, familia, género e
espécie).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos.
Nesta secdo serdo abordadas as formas de
reproducdo do microrganismo (acrescidas de
ilustragbes  representativas) e 0S  seus
mecanismos de expressdo génica.

Genoma. Secdo contendo dados sobre a
linhagem do  organismo, numero de
cromossomos, relacdo nucleotideos GC%, entre
outras informacdes relevantes, apresentados por
meio de uma tabela.

Aplicacbes Biotecnoldgicas. O enfoque
fundamental desta secdo reside nos atributos
(qualificagbes) de cada microrganismo e seu
potencial de estudo e exploracédo tecnoldgica.

Referéncias Bibliograficas. Lista as fontes
de informacdo consultadas e ordenadas de
acordo com as regras ABNT.

O objetivo da adocdo deste modelo de
apresentacdo é ofertar ao leitor uma organizagdo
simplificada das informagGes, sem abrir m&o do
contetdo informativo, possibilitando que o leitor
se concentre em topicos especificos, conforme o
seu interesse, tornando assim a leitura mais
prazerosa, clara e objetiva.

Boa leitura!
Referéncias

SADAVA, David H. et al. Vida: A Ciéncia da
Biologia. 8. ed. Porto Alegre: Artmed, 20009.
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Dominio Bacteria

O Reino Monera compreende 0 mais antigo grupo de microrganismos presente na Terra, bem
como 0 mais numeroso e diversificado. Filogeneticamente, pode ser dividido em dois grupos distintos, ou
“Dominios”: Dominio Bacteria, também denominado Eubacteria (bactérias verdadeiras), ¢ Dominio
Archaea (arqueobactérias) — divisdo proposta por Carl Woese e George E. Fox (1977), que identificaram
que as arqueobactérias (metanogénicas) sdo geneticamente distintas (com base em analises de RNA
ribossdmico) das bactérias, e mais proximas dos eucariotos.

O Dominio Bacteria compreende procariontes unicelulares autotroficos quimiossintetizantes,
como as bactérias nitrificantes do ciclo do nitrogénio, além de espécies que desempenham um papel
fundamental na reciclagem de outros nutrientes, tais como fosforo, ferro e enxofre, ou ainda espécies
autotroficas fotossintetizantes, como as bactérias sulfurosas roxas. Outras bactérias se enquadram como
heterotroficas, como as decompositoras saprofiticas, que se alimentam de matéria organica morta do solo,
ou as parasitas, que adquirem alimento de um hospedeiro vivo, geralmente causando danos. Tais
organismos enriqguecem o solo e sdo muito importantes nos ciclos biogeoquimicos, garantindo a
sobrevivéncia da vida na Terra. Eles também sdo Uteis em bioprocessos industriais destinados a producéao
de alguns alimentos, como queijos, iogurtes e vinagre, ou na producdo de uma série de antibidticos e
outros bioprodutos de interesse farmacologico, agricola e industrial.

Bacteria Archaea Eukaria

Spirochetes Chloroflexi Entamoebidea Mycetozoa Animais
Fungos

Methanosarcina
Methanobacterium Haloarchaea
Methanococcus
Thermococcus
celer

Gram
positivas

Plantas
Ciliados

Proteobacteria
Cyanobacteria

Planctomyces

Thermoproteus

100 Flagelados
Pyrodicticum

Bacteroides Trichomonadida
Cytophaga

Microsporidia

Thermotoga

Aquifex Diplomonadida

Ancestral Comum

Figura 1 - Arvore filogenética baseada na analise do rRNA, proposta por Carl Woese e George E. Fox
(1977), mostrando a separacdo dos grandes grupos bioldgicos: Bacteria, Archaea e Eukarya. O Dominio
Bacteria (Reino Monera) encontra-se representado em azul.
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. 1. BACTERIAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO
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1.1 Acetobacter aceti
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1.8 Cupriavidus metallidurans CH34
1.9 Deinococcus radiodurans
1.10 Geobacillus stearothermophilus
1.11 Geobacter metallireducens
1.12 Ideonella sakaiensis
1.13 Magnetospirillum magnetotacticum
1. 14 Photorhabdus luminescens
1.15 Streptococcus pyogenes

1.16 Streptomyces griséus

1.1 Acetobacter aceti

Acetobacter aceti foi descrita pela
primeira vez no ano de 1864, quando Louis
Pasteur publicou “Mémoire sur la fermentation
acétique” trazendo as primeiras informacgdes
sobre a gama de bactérias que fermentavam o
etanol presente no vinho em &cido acético (9).
Tal bactéria é encontrada em ambientes com
presenca de oxigénio, além de flores, frutas, mel,
saqué, tequila, vinho, cerveja, Kefir e até em
leveduras (5).

Caracteristicas bioldgicas

O género Acetobacter pode apresentar
formas de cocos ou bacilos com tamanho
variando de 0,6 a 0,9 um de largura e 1,0 a 4,0
pum de comprimento (Figura 1) (5). Podem,
ainda, aparecer de forma isolada, aos pares ou
em cadeias (1). Além disso, apresentam ou nado
mobilidade e, quando moveis, utilizam flagelos
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peritriqueos (presentes ao longo de toda a celula)
ou polares (5). Grande parte dessas bactérias séo
gram-negativas (2) (5), ou seja, possuem fina
camada de peptideoglicano em sua parede
celular. Utiliza o etanol como fonte de carbono,
transformando-o em &cido acético e liberando
CO, e Hy0. E catalase-positiva e oxidase-
negativa (1).

Além disso, possuem temperatura e pH
otimos de 30°C e 5,0-6,5, respectivamente. Em
se tratando de reproducdo, essas bactérias se
reproduzem assexuadamente por fissdo binaria e
ndo formam esporos (9).

Sao aerobias estritas, por isso demandam
ambientes com presenca de oxigénio. Quando
cultivada, se apresenta em coldnias palidas, ndo
produz pigmentos e se reproduz por brotamento

(4)(11).

Figura 1 - Micrografia eletrénica de varredura de
Acetobacter aceti. Fonte: (3).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica da
Acetobacter aceti.

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Classe Alphaproteobacteria

Ordem Rhodospirillales

Familia Acetobacteraceae

Género Acetobacter

Espécie A. aceti
Fonte: (8)
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Ciclo de vida e Mecanismos Genéticos

Segundo pesquisas, ha um transportador
especifico para o &cido acético, que confere
grande resisténcia a tal composto pelo
microrganismo. A superexpressdo da proteina
transportadora levou a uma melhoria no
crescimento  bacteriano quando em altas
concentracdes de acido acético (7). Tal resultado
se mostra de grande valia para a industria
alimenticia, ja que fornece um metodo de
obtencdo de bactérias Acetobacter aceti capazes
de fermentar o proprio vinagre e ndo o vinho,
como ocorre normalmente.

O Ciclo de Vida da Acetobacter aceti é
comum aos das demais bactérias e esta dividido
em quatro fases: fase de retardamento,
exponencial, estaciondria e declinio. Num
primeiro momento (fase de retardamento), a
bactéria ndo cresce e apenas se adapta ao meio e
metaboliza nutrientes que a preparardo para o
proximo estagio, iniciando também as cdpias do
seu DNA. A seguir (fase exponencial), o
microrganismo se multiplica exponencialmente.
O “tempo de geracdo” vai variar conforme cada
organismo e as condicbes presentes. E neste
momento que se da a fissdo binaria (abaixo
descrito). Por sua vez, na terceira etapa (fase
estacionaria), o crescimento microbial diminui
alcancando a estabilidade. Num ultimo momento
(fase de declinio), o crescimento cessa
totalmente ocasionando a morte celular (6). A
Figura ilustra a brotacéo da A. aceti.

Anovacelula
com flagelo
se afasta
nadando

Acélula

Perdado O pedinculo pedunculada

flagelo comeca a nictaum
y se formar O pedunculo navo ciclo
Célula se alonga de replicacéo

flagelada ;e
A divisdo comeca,
e o flagelo se forma
na nova célula

Figura 2 - Ciclo de vida de bactérias
pedunculadas da classe Alphaproteobacteria.
Fonte: (10)
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Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da Acetobacter
aceti.

o)
Tamanho N° de Nede | Ano

0,
Genoma (Mb) GC% oroteinas
genes

ASM200544v1 3,73 57,1 3185 3412 | 2017

Fonte: (8)
AplicacGes Biotecnoldgicas

As bactérias dessa espécie sdo conhecidas
por produzirem grandes quantidades de
compostos  como  exopolissacarideos e
heteropolissacarideos, substancias utilizadas pela
indastria de forma a aumentar a viscosidade de
solucbes aquosas. Dessa forma, diversas
pesquisas sdo conduzidas em relacdo ao
potencial reoldgico de tais microrganismos (2).

Outrossim, para que 0 cacau possa produzir
0 chocolate que conhecemos, é necessario que
seus graos passem por processos fermentativos.
Encontram-se bactérias acéticas, lacticas e
leveduras, dentre outros microrganismos, na
microflora do cacau. O processo se inicia com
acdo das leveduras e bactérias lacticas que
consomem acgucares e acidos organicos da polpa,
produzindo etanol e lactato. Apos isso, leveduras
pectinoliticas degradam a polpa das sementes,
desidratando os grdaos e favorecendo o
estabelecimento  das  bactérias  aceticas,
principalmente a A. aceti, que produzirdo &cido
acetico a partir do etanol produzindo CO e calor
(a temperatura pode alcancar 50°C). A presenca
de acido acético e altas temperaturas fazem com
que ocorra morte do gérmen das sementes e com
que essas percam sua membrana seletiva
permeavel. A partir disso, had ativacdo de
enzimas que finalizardo o processo com o
aparecimento da améndoa do cacau (1).

Por fim, para aléem da conversacdo de
etanol em &cido acético, a A. aceti ainda pode
utilizar acucares para a producgdo de celulose. De
acordo com DAS et al (2016), € possivel utilizar
tal microrganismo em simbiose com microalgas
de forma a produzir biofilmes naturais
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potencialmente destinados a integracdo em
dispositivos associados a folhas artificiais. Tal

pesquisa  contribui para 0 estudo e
desenvolvimento de tecidos  bioldgicos,
permitindo a criacédo de sistemas

multifuncionais, vivos e auto-replicantes (3).
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1.2 Acidithiobacillus ferrooxidans

A bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans
fora descoberta no final da década de 1940, por
Colmer e Hinkle, sendo a primeira bactéria
observada na drenagem &cida mineira. Poucos
anos depois, Temple e Colmer, conseguem
evidenciar 0 crescimento autotréfico desta
bactéria e sua obtencdo de energia através da
oxidagéo de enxofre e ferro (thiosulfato), dando
origem, entdo, ao seu nome Thiobacillus
ferrooxidans (5).

O avanco das técnicas de biologia
molecular, nos anos oitenta, permitiu a
identificacdo de diferentes linhagens desta
bactéria e sua atuacdo na biolixiviacao (5).

No ano 2000, o seu género foi mudado para
Acidithiobacillus devido a estudos fisiologicos e
a comparacoes feitas por Kelly e Wood, entre as
sequéncias do gene da regido 16S rRNA desse
microrganismo, que demonstraram a sua filiagao
a ambientes &cidos (5).

No Brasil, foi isolada por Garcia Jr. no
inicio da década de noventa, a partir de amostras
solidas e liquidas com pH &cido, nos estados de
Minas Gerais, Parand, Santa Catarina e Bahia

(5).
Caracteristicas Biologicas

Esta proteobactéria (Figura 1) é gram-
negativa e tem forma de bastonete de 1,0 a 2,0
um de comprimento, podendo possuir fimbrias e
flagelo, o que permitem a sua locomocao (5).

Primeiramente  encontrado em  profundas
escavacOes de minas, onde se presenciam
concentracdes elevadas de enxofre, a A.
ferrooxidans é acidofila e mesofila, vivendo em
ambientes cujo pH varia numa faixa entre 1,5 a
45 (pH 6timo de crescimento ¢ 2,0) e cuja
temperatura varia entre 5°C e 40°C (temperatura
Otima de crescimento é de 30°C) (5).

A A. ferrooxidans habita, no geral, meios
aerobios, mas algumas linhagens ja estudadas
crescem também em condigdes anaerdbicas. Esta
espécie estd veemente presente em locais onde
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ocorre a drenagem &cida mineira, onde ha
quantidades elevadas de ions metalicos (5).

Figura 1 - Acidiothiobacillus ferroxidans. Fonte:
)

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica de
Acidithiobacillus ferroxidans.

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Acidithiobacillia
Ordem Acidithiobacillales
Familia Acidithiobacillaceae
Género Acidithiobacillus
Espécie A ferrooxidans
Fonte: (4)

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O Ciclo de Vida da Acidithiobacillus
ferrooxidans € comum ao das bactérias e estd
dividido em quatro fases: retardamento,
exponencial, estacionaria e declinio. Na fase de
retardamento, a bactéria ndo cresce e apenas
adapta-se ao meio e metaboliza nutrientes que a
preparardo para 0 proximo estagio, iniciando
também as copias do seu DNA. A seguir, na fase
exponencial, o microrganismo se multiplica
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exponencialmente. E neste momento que se da a
divisdo celular (abaixo descrito). J& na terceira
etapa, 0 crescimento microbial diminui
alcancando a estabilidade. Num Gltimo momento
(fase de declinio), o crescimento cessa
totalmente, ocasionando a morte celular (3).

Ciclo de vida

Cromossomo.
27
J E‘ s
SG@’\'Q\ Conjugagio

Cromossomo
bacteriano se
replica

Reprodugio Troca de material

assexuada genético Fator F

=l
)
Separagio dos | ke
CIOmMOSSOmos
Transferéncia
\ de inf 4
c(ﬁég f(c‘:f(\, e
o 87
Divisdo celular F+ s@\,‘\g\ O

Figura 2 - Esquerda - As células procaridticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
cada cromossomo replicado ira estar presente em
cada uma das células-filhas. Direita -
Reproducgdo sexual atribuida a A. ferrooxidans.
O fator F sera transferido da célula doadora para
a célula receptora. Fonte: (6).

Como se trata de uma bactéria, a
reproducdo  mais comum  atribuida a
Acidithiobacillus ferrooxidans é a divis&o celular
por fissdo binaria (Figura 2 a esquerda). Esta
bactéria ndo forma esporos. O seu genoma
haploide replica-se e é repartido entre as novas
células-filhas. Geralmente, num lugar especifico
da molécula de DNA (origem de replicagédo) é
onde se inicia o processo de copia do material
genético. Todavia, este lugar ndo € totalmente
conhecido. Os dois cromossomos “filhos”
recém-replicados se afastam para lados opostos,
ficando juntos a membrana plasmatica. Entre os
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polos (no centro da célula) é formada uma nova
membrana plasmatica e parede celular (6).

Apés a ativagdo de mecanismos
geneéticos, inicia-se 0 processo de
estrangulamento celular, a partir do centro da
célula, dando lugar a duas novas ceélulas, cada
uma com uma cépia idéntica de cromossomos
(6).

A presenca de plasmideos ndo ¢é
frequente, embora ja tenha sido visualizada em
alguns tipos (5). Ademais, ndo se descarta a
forma de reproducédo sexuada, no entanto, nao se
encontra na literatura a descricdo desse método
em A. ferrooxidans. Ainda assim, a reproducéo
de forma sexuada (Figura 2 a direita), &,
maioritariamente, por conjugacdo e ocorre
quando ha contato fisico entre duas células,
geralmente via pilus. Uma delas (célula doadora)
aporta um pequeno segmento linear de DNA (F-
plasmideo ou fator F) que sera transferido para a
outra (receptora, fator F ausente). Nesse
momento, a enzima DNA polimerase sintetiza
uma fita complementar para gerar a dupla fita de
DNA. Em alguns casos, a célula doadora
transfere também DNA cromossomal. A partir
de entdo, a célula receptora combina o DNA da
célula doadora com o seu préprio (1).

Genoma

Tabela 2 - Genoma de referéncia da
Acidithiobacillus ferrooxidans.

Genoma Tamanho N° de GC% N° de
(Mb) genes proteinas
NC_0117 2,98 3097 58,8 2897
61.1
Fonte: (4)

Aplicacdes Biotecnoldgicas

A aplicagdo biotecnologica predominante
deste microrganismo é na biolixiviacdo - ou
lixiviagéo bacteriana, um processo
hidrometallrgico no qual a sua atividade
enzimatica é capaz de solubilizar certos
componentes de um mineral sulfetado,
permitindo a recuperacdo de minérios de baixo
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teor (concentracéo inferior a 0,5% (m/m)), como
0 cobre e uranio, entre outros (7).

Segundo Valdés, J. et al. (2008), os
beneficios da utilizacdo desta bactéria na
biolixiviacéo sdo:

e Reducdo do uso e acidos e agentes
oxidantes.

e Baixo requerimento de energia (em
comparacao com 0 processo
pirometaldrgico).

e Baixo investimento inicial e baixo custo
operacional.

e Menos poluente quando comparado, por
exemplo, com a pirometalurgia, que
causa poluicdo atmosférica pela emissao
de SO2, ou com a lixiviagdo com cianeto.

Para melhor entender-se a importancia
deste microrganismo, € necessario mencionar a
drenagem acida mineira (DAM), um processo
natural de dissolucdo oxidativa de minerais
sulfetados (presentes em residuos de mineracao)
quando expostos a agua e ao oxigénio, gerando
assim uma solucdo de &cido sulfrico que, por
sua vez, age como lixiviante de outros minerais,
produzindo uma solucdo com elementos
altamente toxicos, como arsénio, cadmio, zinco,
uranio, entre outros. Caso esses elementos
atinjam os corpos hidricos, eles o0s tornam
improprios para uso por longo tempo (5).

E neste contexto que, entdo, atua a A.
ferroxidan ~em  conjunto com  outros
microrganismos, agindo como catalisadores da
reacdo de formacdo de DAM (Figura 3). Em
condicbes propicias, estes microrganismos
aceleram de forma significativa (em mais de 5
vezes em relacdo aos sistemas puramente
abioticos) a taxa de oxidagdo de minerais (5).

O estudo da A. ferrooxidans permitiu o
conhecimento sobre “a vida” adaptada a
ambientes de extrema acidez. Ofereceu uma
possivel perspectiva de como viveram 0S
primeiros microrganismos e possibilitou a
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criagdo de potenciais biomarcadores a serem
usados na pesquisa em evidéncias de vida
extraterrestre (5).

Ademais, o sequenciamento de genes de
algumas linhagens de A. ferrooxidans contribuiu
para reconstruir a via metabolica de certos
componentes de interesse comercial. Devido a
iSso, a atividade deste microrganismo tem um
papel importante na biolixiviacdo industrial
como um processo biotecnolégico, o que
estimula o interesse pelo estudo da sua biologia e
a de outros microrganismos associados a esse
processo (5).

Célula de A. ferroxidans

A % "
Matrix extracelular (biofilme)
pH=1-35 s /
N 0 QF'G NH,

pH=65
A ~Aso =
s
SO s, 07 Felll Fell CU“ superficie mineral

,,___..

h@oqs«mou'*%O—oS.O.hner

Metabolismo aerdbico

O HCOOH

H,O COX.N

H; Felll H_ s° NAD+ Felll S,0,* Felll HCOOH Felll

Koo Ko et o Kow s
H] ell H:/\S" NAD Fell S° ell co; ell

Felll O, NAD+ RISCs,

Fell H,0 NAD»XH O RISCs,, .vX‘“

Metabolismo anaerébico

Figura 3 - A. ferrooxidans e o papel proposto na
biolixiviacao. @) metabolismo
quimiolitoautotrofico da A. ferrooxidans resulta
na oxidacdo/reducdo de compostos ferrosos e de
enxofre, e a solubilizacdo de cobre e outros
metais viaveis comercialmente, num processo
chamado de biolixiviacdo ou biomineracdo. Este
processo também resulta na producdo de
solucdes acidificadas em ambientes com pristina,
e em drenagem acida mineira, durante operagoes
de biolixiviacdo. A) Modelo da biolixiviacdo do
cobre por meio da A. ferrooxidans. B) Reacéo de
oxirreducdo conduzida pela A. ferrooxidans. O
esquema apresenta conceitos basicos da
biolixiviagdo. C) Drenagem Acida Mineira no
Rio Tinto, Espanha, ocorrida em corpos
formados naturalmente de pirita, em minas
abandonadas, iniciadas na época pré-romana.
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1.3

Acidithiobacillus thiooxidans

A bactéria Acidithiobacillus thiooxidans,
tambéem  conhecida como  Thiobacillus
thiooxidans, foi isolada pela primeira vez por
Waksman e Joffe, no ano de 1921, a partir de
solo (10).

Foi vista como a bactéria com o papel mais
importante na oxidagdo do enxofre, producdo de
acidos e na biolixiviacdo. Devido a isso, é tido
como um microrganismo de potencial uso
biotecnoldgico (10).

Caracteristicas Biologicas

A A, thiooxidans € wuma bactéria
gamaproteobacteria gram-negativa. E
considerada  quimiolitoautotrofica. Obtém
energia e elétrons a partir da oxidacdo de enxofre
redutivel e esta apta a fixar dioxido de carbono e
assimilar nitrato, nitrito e amonio para obter
hidrogénio e carbono, sendo aerGbica
obrigatoria. Ademais, é mesofila e extremamente
acidofilica (10).

Esta bactéria ndo forma esporos e tem a
forma de Dbastonete com  extremidades
arredondadas. O tamanho médio das células
varia entre 1,0 a 2,0 um de comprimento por
0,5um de largura. Possui uma flagela que a
permite  locomover-se. Além  disso, as
microcolénias que formam (0.5-1.0 mm)
crescem em meio solido de tiossulfato, s&o
transparentes e possuem um cheiro caracteristico
de enxofre elementar (10).

As condic¢des 6timas de crescimento sdo as
de pH entre 2.0 e 3.5 e temperaturas entre 28-30
°C. A A. thiooxidans habita em ambientes muito
extremos, a saber, cavernas sulfidicas, pilhas de
lixiviagdo mineral, lixGes de minas, entre outros
ambientes acidos naturais, ricos em enxofre e
ions metélicos naturais (10).

O que se destaca nesta bactéria é o seu
metabolismo. Ela utiliza compostos de enxofre
inorganico, na forma de sulfitos, enxofre
elementar, sulfites e tiossulfatos, a fim de obter
energia, como ja mencionado. A via metabdlica
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para a oxidacdo completa do enxofre se da com o
auxilio de diversas enzimas, complexos
enzimaticos e reacOes de cadeias de transporte de
elétrons (2).

Segundo Zhang et al. (2015) A oxidagéo
consiste em quatro passos em que séo, a saber:

1° Enxofre elementar é transportado para o
espaco perisplasmico e forma ligacGes entre
atomos de enxofre e sulfano (R-S-SnH).

2° O composto R-S-S-H é oxidado pela
enzima enxofre dioxigenase (SDO).

3° Reacdo de catalise e transferéncia de
elétrons para a coenzima Q, através da
membrana citoplasmatica.

4° Dentro do citoplasma, ocorrem uma
série de reagdes cataliticas nos metabolitos
intermediarios que contém enxofre, produzindo

sulfato.

Figura 1 - Acidithiobacillus thiooxidans. Fonte:
().

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica da A.
thiooxidans.

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Acidithiobacillia

Ordem Acidithiobacillales

Familia Acidithiobacillaceae

Género Acidithiobacillus
Espécie A. thiooxidans
Fonte: (6)
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Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O Ciclo de Vida da Acidithiobacillus
thiooxidans enquadra-se no ciclo comum das
bactérias. Por sua vez, o ciclo estd dividido em
quatro fases: fase de retardamento, exponencial,
estacionaria e declinio. Num primeiro momento
(fase de retardamento), a bactéria ndo cresce e
apenas se adapta ao meio e metaboliza nutrientes
que a preparardo para O Pproximo estagio,
iniciando também as cépias do seu DNA. A
sequir (fase exponencial), o microrganismo se
multiplica exponencialmente. O “tempo de
geracdo” vai variar conforme cada organismo e
as condigBes presentes. E neste momento que se
dé a fissdo binéria (abaixo descrito). Por sua vez,
na terceira etapa (fase estacionaria), o
crescimento microbial diminui alcancando a
estabilidade. Num dltimo momento (fase de
declinio), o crescimento cessa totalmente
ocasionando a morte celular (5).

Como se trata de uma bactéria, o0 método
de reproducdo mais comum atribuido a A.
thiooxidans € a diviséo celular por fissdo binaria
(Figura 2 a esquerda). Quando a célula se
reproduz, o seu cromossomo circular se replica e
a célula se divide. Este processo de reproducéo é
0 mais simples conhecido (8).

Geralmente, num lugar especifico da
molécula de DNA (origem de replicacdo) € onde
se inicia a replicacdo, quando mais de 22
proteinas diferentes iniciam o processo de copia
do material genético. Todavia, este lugar ndo é
totalmente conhecido. Os dois cromossomos
“filhos” recém-replicados se afastam,
deslocando-se em sentidos opostos da célula,
ficando juntos a membrana plasmatica. Entre os
polos (no centro da célula) é formada uma nova
membrana plasmatica e parede celular. Apés a
ativacdo de mecanismos genéticos, inicia-se o0
processo de estrangulamento celular, a partir do
centro da célula, dando lugar a duas novas
células, cada uma com uma copia idéntica de
cromossomos (8).
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Outrossim, as bactérias podem se
reproduzir de forma sexuada, maioritariamente,
por conjugacdo. Embora a literatura néo
evidencie que este fato ocorra em A. thiooxidans,
ndo se descarta esta possibilidade. A
conjugacao ocorre quando ha contato fisico entre
duas células, geralmente via pilus. Uma delas
(célula doadora) aporta um pequeno segmento
linear de DNA (F-plasmideo ou fator F) que sera
transferido para a outra (receptora, fator F
ausente). Nesse momento, a enzima DNA
polimerase sintetiza uma fita complementar para
gerar a dupla fita de DNA. Em alguns casos, a
célula doadora transfere também DNA
cromossomal. A partir de entdo, a célula
receptora combina 0 DNA da célula doadora
com o seu proprio (1).

Ciclo de vida
Cromossomo.
0
X Conjugacdo
Cromossomo
bacteriano se
replica Reprodugio Troca de material
assexuada genético Fator F
(S21) @30
= NS j
o ¢
=F ;\5 ‘ <
0
Separagdo dos B \-g_e{ \
%

Cromossomos

Divisao celular

Transferéncia
de informagao
genética

—

Figura 2 - Esquerda - As células procarioticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
cada cromossomo replicado estara presente em
cada uma das células-filhas. Direita —
Reprodugdo sexual atribuida a A. thiooxidans. O
fator F sera transferido da célula doadora para a
celula receptora. Fonte: (8).

Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da

Acidithiobacillus thiooxidans.

Genoma | Tamanho N° de GC% N° de
(Mb) genes proteinas

19377 302 3124 53,2 2857

Fonte: (6)
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Aplicacdes Biotecnoldgicas

Segundo Yang, L. et al. (2019), as
principais acOes biotecnoldgicas aplicadas a A.
thiooxidans sdo na biolixiviacdo de metais a
partir de residuos descartados, biorremediagdo
do solo e biorremocdo de enxofre de solidos e
gases.

A biolixiviacéo ¢ a transformacao bioldgica
de um metal insolivel em uma forma soluvel, a
partir do metabolismo de bactérias ferro
oxidativas ou enxofre oxidativas. A A.
thiooxidans é a bactéria com maior potencial de
oxidagdo de enxofre conhecida, tolerando altas
quanlidades de metais pesados (3). A A.
thiooxidans tem sido utilizada para o
lixiviamento de cromo, niquel vanadio,
molibdénio e aluminio gerados das reacGes
cataliticas do petroleo (10). Gholami, R. et al.
(2011) reportou que esta bactéria consegue
extrair 2,4% de Aluminio, 83% de Cobalto, 95%
de Molibdénio e 16% de Niquel, de uma catalise
da refinaria, onde a presenga de enxofre se
encontrava na forma de Mo—Co—Ni.

Por sua vez, o descarte incorreto de objetos
tecnoldgicos como computadores, baterias, etc.
geram um grave problema ambiental, uma vez
que esses produtos sdo feitos a partir de materiais
em cuja composicdo ha metais pesados como o
cobre, aluminio e cobalto, assim como solventes
organicos. Todos sdo téxicos, contaminam o solo
e, consequentemente, as aguas. Uma alternativa
apontada para a reciclagem destes rejeitos € o
processo de biorremediacao do solo, no qual a A.
thiooxidans dissolve os sulfetos ligados aos
metais (9).

Por Gltimo, a A. thiooxidans tem a acdo
mais importante na biodesulfurizagdo. Diversos
compostos de enxofre inorganico fazem parte da
composigdo dos combustiveis fosseis, biogas e
rejeitos, sendo estas substancias muito toxicas ao
ambiente (9).
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1.4 Aphanizomenon flos-aquae

A Aphanizomenon flos-aquae (AFA) ¢é
considerada uma cianobactéria, filo que
compreende parte das microalgas. E amplamente
encontrada em lagos de regiGes temperadas, mas
ja foi vista em lagos de regides de alta latitude. A
“troca de ambientes” de algumas espécies entre
regibes subarticas e temperadas, resulta ser
recorrente, dada a atual problematica do
aquecimento global. Sendo assim, compreender
as estratégias ecoldgicas da A. flos-aquae é
importante quando considerada a possibilidade
da expansdo deste microrganismo (4).

E conhecida por ocorrer espontaneamente
no lago Upper Klamath (Oregon, EUA), inibindo
0 crescimento de outras espécies de microalgas,
quando em eflorescéncia algal. O lago Upper
Klamath € o ecossistema ideal para que a AFA
cresca, especialmente, ao final do verdo e inicio
do outono (2).

Caracteristicas Biologicas

A microalga Aphanizomenon flos-aquae
(Figura 1) é um microrganismo unicelular,
procarionte, que pertence ao filo cianobactéria
(2). E uma microalga filamentosa (existe na
forma de tricomas) cujo comprimento é variavel,
em até centenas de micrometros, é aflagelada,
movel, possui coloracdo verde-azulada e ¢é
fotoautétrofa. Ademais, vive em ambientes
aquaticos, tanto em agua doce quanto salgada,
sendo capaz de sobreviver em condigfes de
baixa concentragdo de CO2, nitrogénio ou
fosforo (2)(4).

Ademais, prolifera-se abundantemente nos
meses do verdo enquanto que nos meses frios
reduz suas atividades. Diante de alteracOes
ambientais, como varia¢fes na temperatura ou na
intensidade de luz, os acinetos (células
vegetativas) comegam a ser produzidos no
tricoma, como mecanismo de protecéao (4).

A cianobactéria, é fonte de componentes
bioativos como &cidos graxos poli-insaturados,
proteinas, pigmentos e minerais, e produz
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substancias com propriedades anti-inflamatdrias
e antioxidantes (2). No topico de aplicacdes
biotecnologicas serdo detalhados os compostos
de maior interesse.
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Figura 1 - Microalga Aphanizomenon flos-aquae.
As setas indicam os heterocistos de cada tricoma.
Barra de escala = 20 um. Fonte: (4)

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxondmica da A. flos-
aquae.

Dominio Bacteria
Filo Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae
Ordem Nostocales

Familia | Aphanizomenonaceae

Género Aphanizomenon
Espécie A. flos-aquae
Fonte: (1)

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Diferentemente de outras espécies de
microalgas estudadas neste livro, a literatura
aborda o ciclo de vida anual da A. flos-aquae
(Figura 2). Esta cianobactéria sobrevive no
inverno, na forma de acinetos e, ao final da
primavera, com 0 aumento de temperatura, séo
recrutados na agua dando lugar a células
vegetativas  (tricomas). Os fatores que
influenciam no crescimento destas células séo a



. 1. BACTERIAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

temperatura da &gua, o pH e a duracéo do dia e a
presenca de outras espécies fitoplancténicas. Ao
crescer, formam o que se conhece por
eflorescéncia algal de tricomas muito largos, que
sobem até a superficie da agua. Isso se da na
estacdo do verdo, estendendo-se até o outono.
Em seguida, a mudanca da estagéo inviabiliza o
crescimento, favorecendo o desenvolvimento de
acinetos, por meio da fragmentagdo dos
tricomas. Os novos fragmentos, em especial 0s
que estdo proximos do fundo sedimentado, sao
decompostos por microrganismos ou consumidos
por planctons (4).

Superficie da dgua Fatores promotores
Aumento na T2 agua,
dopH
& duracgo do dia
Célula Vegetativa

- L ~ -
. Aumento dz temperatura Heterocisto  papor inibitério s
Acinetos dadgua Competicio interespecifica e
- m
i LN T RE s e N
Inverno Recrutamento Aumernrtc»:xponfnc\al
(Durante a estagdo) (Primavera) (inicio do ver&o)
7 P 7 =
« T N f .
- e e
- - e comomeed
~ s
- - -

Decompasto par microrganismas. Diminuigdo da T2
Consumido por zooplactan 2gua,

dopH

& da duragio do dia

Sedimentacio Colapso da eflorescéncia

Eflorescéncia Algal
(Inicio do Inverno) algas (VerSo- Qutono)
(Fim do Qutono)

Figura 2 - Ciclo de vida anual da A. flos-aquae.
Fonte: (4).

Genoma

Tabela 2 - Genoma representativo da A. flos-
aquae.

Genoma Tamanho GC N° de N° de

(Mb) (%) proteinas | genes

NIES-81 5,85 38,8 4787 5260
Fonte: (1).

Aplicagdes Biotecnologicas

0] interesse pela pesquisa e
industrializacdo das microalgas deve-se ao seu
facil manejo e suas aplicagdes biotecnoldgicas
diversas e acessiveis. Nas ultimas duas décadas,
houve um crescente interesse pelos potenciais
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beneficios a saude ganhos pelo consumo de
Aphanizomenon flos-aquae (3).

A estacdo do inverno estimula a AFA a
produzir altos niveis de acidos graxos, incluindo
0 dmega 3. Além disso, esta microalga concentra
altos teores de vitaminas, em especial, as do
grupo B. A caréater de exemplo, a vitamina B12 é
essencial para a sintese de &cidos nucleicos,
eritrocitos e formacdo da mielina. A sua
deficiéncia pode acarretar em severas desordens
associadas ao sistema nervoso e, por isso, 0 Seu
suplemento € importante em determinados
estilos de dieta (3).

A A. flos-aquae € rica em pigmentos,
como o betacaroteno e clorofilas. As suas
ficocianinas possuem propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias significativas (2). Também é
capaz de produzir compostos com propriedades
antibacterianas e antimutagénicas (3).

Ademais, esta cianobactéria contém
significativos niveis de feniletilamina, um
neuromodulador ausente em determinados tipos
de depressdo e disturbios mentais. Existe um
grande interesse pela pesquisa e
desenvolvimento de compostos bioativos
utilizados como agentes neuroregenerativos e
neuroprotetivos no combate a deméncia (2).

Alguns estudos reportaram a presenca de
toxinas em suplementos alimentares,
supostamente produzidas pela A. flos-aquae,
como microcistinas e anatoxinas. No entanto, ha
controvérsias sobre este assunto, pois outros
estudos revelam que outras espécies € que
produzem estas toxinas e tém sua “identidade”
trocada com a AFA (SakerA). Alguns
departamentos estaduais da salde dos Estados
Unidos recomendam a concentracdo méaxima de
1mg/Kg de microcistina- LR em suplementos.
Alguns estudos indicam que uma concentragao
em até 10mg/Kg néo é nociva (3).
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1.5 Arthorospira platensis

Mais conhecida por Spirulina, a A.
platensis € uma microalga verde-azulada (2) que
ja foi isolada no lago Chenghai (China), em
lagos de origem tectdnica da Africa Oriental e
também em lagos alcalinos (7).

Inicialmente  pertencia a0  género
Spirulina, mas passou a fazer parte do género
Arthrospira ssp, por ser considerada um grupo
distinto (10).

A Arthrospira  platensis € uma
cianobactéria.  Estes  microrganismos  sao
conhecidos como elo evolucionario entre as
bactérias e as algas, visto que apresentam
estrutura morfoldgica semelhante a das bactérias,
porém um sistema fotossintetizante similar ao
das algas. Com isso, as cianobactérias
compreendem uma variedade de microrganismos
com amplas caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e fisioldgicas (2).

Os bioprodutos de origem microalgal assim
como o extrato de biomassa algas, vém tendo
notéria visualizagio no mercado mundial.
Assim, o uso industrial das microalgas vem
crescendo e observa-se 0 aumento das pesquisas
na area biotecnoldgica aplicadas as substancias
sintetizadas por estes microrganismos (2).

Neste contexto, destaca-se a A. platensis,
cujo facil cultivo permite a producdo de
compostos de interesse para as industrias
alimenticia, quimica, cosmética e farmacéutica,
dentre outras (2).

Caracteristicas Biologicas

A microalga Arthrospira platensis (Figura
1) é uma cianobactéria. E um microrganismo
procarionte filamentoso que forma tricomonas
cilindricos multicelulares e se dispée na forma
espiralada. Possui coloracdo verde-azulada, é
aflagelada, movel e fotoautdtrofa, tendo o
dioxido de carbono (CO2) e a éagua como
principais fontes de carbono e eletrdlitos,
respectivamente (5)(13).

Vive em ambientes aquaticos, tanto salinos
quanto alcalinos. As condi¢Ges Otimas de
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sobrevivéncia sdo em pH béasico com
temperatura ideal entre 30-35°C (2).

A sua parede celular é constituida por
mucopolissacarideos que permitem a
preservacdo de componentes como as vitaminas
e 0s acidos graxos poli-insaturados (2). Ademais,
a sua conformacdo € influenciada pelas
condicdes ambientais externas, tendo a forma
linear mais adaptada a situacfes de estresse ou a
luminosidade intensa (15).

A A. platensis se destaca pela sua
composicdo e pelos produtos que gera. E uma
fonte de proteinas, superior a carne, peixes e soja
(3), e a maioria delas contém todos o0s
aminoécidos essenciais, inclusive a metionina,
aminodcido  ausente na  maioria  das
cianobactérias e algas (2). A sua composicdo €é
abundante em vitaminas, como a
cianocobalamina (B12), pirodoxina (B6),
riboflavina (B2), tiamina (B1), tocoferol (E), e
fitonadiona (K), além do acido pantoténico (B5).
Também constam, na sua composi¢éo, 0s acidos
graxos poli-insaturados, como 0s &cidos
essenciais  alfa-linolénico,  gama-linolénico,
acidos palmitico, linoleico e oleico (2).

Por fim, apresenta muitos pigmentos,
dentre os quais destacam-se 0s carotenoides,
como o B-caroteno (3) e minerais como o célcio,
o ferro e o fosforo (2).

Figura 1 - Microalga Arthrospira platensis.
Fonte: (12).
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da A.
platensis. E uma microalga que pertence ao
domino Bacteria.

Dominio Bacteria

Filo Cyanobacteria

Classe | Oscilatoriophycideae

Ordem Oscillatoriales

Familia Microcoleaceae

Género Arthrospira

Espécie A. platensis
Fonte: (8).

Ciclo de Vida e Mecanismos genéticos

Segundo Wang, Z. P. & Zhao, Y. (2005),
alguns mecanismos da A. platensis sdo ativados
consoantes as condi¢cdes ambientais e adaptacdes
necessarias. Um exemplo é a linearizacdo da
célula, uma variacdo a nivel genético que pode
ser induzida por fatores ambientais. Ademais,
destacam-se a producdo de metabdlitos e a rica
composicdo desta microalga, citadas acima, fruto
do genoma desta cianobactéria.

Por sua vez, o ciclo de vida da
Arthrospira platensis (Figura 2) envolve a
quebra dos tricomonas em fracfes. A cada 4 a 6
celulas, ocorre a lise celular de ceélulas
especializadas (necrideos), que dao lugar a esses
fragmentos. Uma vez passada essa etapa, 0sS
fragmentos se desenvolvem em uma forma curta
e desenrolada (hormogonia), capaz de mover-se
por deslizamento (11)

Por fim, as células de cada hormogonia
passam pela divisdo celular para a formacéo de
um tricomona espiral (2). O citoplasma de
espeécies de cepas maiores apresenta vacuolos de
gases, granulos e septos bem visiveis (2).
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Figura 2 - Ciclo de vida da Arthrospira platensis.
Fonte: (2)

Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da Arthrospira
platensis

Genoma Tamanho GC N° de N° de
(Mb) (%) proteinas | genes
Linhagem 6,09 44,8 4845 5521
C1
Fonte: (8)

AplicacGes Biotecnoldgicas

Entre as possiveis aplicagdes da A.
platensis destaca-se 0 Seu USO COmMO um
bioproduto de interesse comercial. Na indudstria
farmacéutica, é utilizada para producdo de
carotenoides, tocoferdis, acido gama-linolénico,
selénio, antioxidantes enzimaticos, calculos de
calcio, polissacarideos e ficocianina. Ja na
industria  alimentar, €& produzida como
suplemento alimentar humano e aditivo para
racbes (6). A A. platensis possui efeitos
terapéuticos para a prevencao de doencgas como a
diabetes, a obesidade e, inclusive, o cancer. Por
possuir muitas propriedades, melhora a
qualidade nutricional e é, entdo, utilizada como
alimento funcional, nutracéutico ou suplemento
alimentar (4)(14). Ademais, pode ser utilizada
como fonte de combustivel pela geracdo de H>
ou na producdo de biogas por digestdo
anaerobica. (6).

Outra aplicacdo biotecnologica para a A.
platensis € no campo da biorremediacdo, em
fluentes com presenca de metais pesados,
nitrogénio e fosforo, onde a microalga atua
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absorvendo esses elementos, evitando assim, a
eutrofizacdo das aguas (9). Ademais, ela é capaz
de assimilar de diéxido de carbono, o que
possibilita o tratamento das emissdes industriais
(2).

Outrossim, nos seus estudos Berzegari, A.
et al. (2004) propuseram 0 uso desta microalga
como vacina comestivel baseada em plantas
(PEV). O objetivo destas vacinas € a viabilidade
econdmica, principalmente em &reas remotas,
uma vez que nesses lugares € dificil a
preparacdo, 0 armazenamento, a distribuicdo e o
acesso ao maior numero de doses de vacina em
um curto periodo de tempo. A A. platensis € uma
candidata devido ao fato de que, em comparagao
com outros organismos e plantas, apresenta uma
facil manipulacdo genética, grande producdo de
biomassa, simples purificagdo e  féacil
armazenamento.
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1.6 Bacillus thuringiensis

A Bacillus thuringiensis € uma bactéria
conhecida por ser produtora de cristais proteicos
com atividade inseticida. B. thuringiensis foi
descrito, em 1915, na Alemanha, isolado a partir
de uma espécie de traca de farinha a Anagasta
kuehniella. Anteriormente, em 1902, no Japao, o
pesquisador Ishiwata ja havia isolado uma
bactéria a partir de Bombyx mori popular bicho-
da-seda, que posteriormente, se soube ser
também uma subespécie de B. thuringiensis. A
comercializacdo do primeiro produto a base de
B. thuringiensis foi iniciada em 1938, na Franga,
com o nome de “Sporeine” (1).

Caracteristicas bioldgicas

A B. thuringiensis (Figura 1) é uma bactéria
gram-positiva, aerobica, com faixa de

temperatura de crescimento entre 10 e 45°C,
geralmente sdo moveis e apresentam formato de
bastonete (1). B. thuringiensis € encontrado no
solo, onde leva existéncia saprofitica, mas se
torna um patdgeno oportunista dos insetos
quando ingerido (3).

VGristal Oxico

B. thuringiensis
colapsado

\

Figura 1 - Micrografia eletronica por técnica de
sombreamento de Bacillus thuringiensis em sua
fase estacionéria com cristais toxicos em formato
de diamante mostrados perto do enddsporo.
Fonte: (4).
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da Bacillus
thuringiensis.

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Espécie B.
thuringiensis
Fonte: (3)

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

B. thuringiensis apresenta duas principais
fases em seu ciclo de vida. Primeiramente,
ocorre 0 crescimento vegetativo, no qual estdo
com o metabolismo ativo e multiplica-se por
divisdo binaria. A segunda fase, chamada de fase
estacionaria ocorre quando a bactéria se encontra
em condicdes adversas (escassez de nutrientes e
umidade), passando entdo a formar esporos (2).

Na fase vegetativa de crescimento ¢é
sintetizada uma proteina toxica chamada Vip e
na fase estacionaria ocorre a sintese de cristais
toxicos, sendo eles: proteinas Cry, Cyt,
thuringiensina e parasporina. Dentre estas
toxinas, a principal é a proteina Cry, também
conhecida como delta-endotoxina que apresenta
atividade entomopatogénica para varias espécies
de insetos, destacando-se as ordens dos
Lepiddpteros, Dipteros e Coleopteros. Porem, ha
subespécies de B. thuringiensis que apresentam
cristais toxicos contra insetos das ordens
Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera,
Phthiraptera e também para alguns nematoides,
protozoarios e acaros (1). A delta-endotoxina


https://pt.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacilli
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacillales
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Bacillaceae&action=edit&redlink=1
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causa paralisia do intestino médio e interrupcéao
da alimentacdo pelo hospedeiro infectado. A
presenca de um cristal parasporal, que esta fora
do exosporium do endosporo, é indicativa da
producdo da toxina e serve como um marcador
para esta espécie. A ativacdo da toxina
normalmente requer um ambiente de alto pH,
como o0s ambientes alcalinos dos insetos,
intestino médio seguido de protedlise. A ligagdo
da toxina a um receptor nas células epiteliais
intestinais serve para posicionar a toxina para se
inserir na membrana apical onde forma um
poro. O fluxo de &gua e ions para o citoplasma
resulta em eventual lise levando a danos nos
tecidos (3).

Outra forma de atuacdo da proteina Cry é
chamada de “transdu¢do de sinal”, onde a
ligacdo da proteina Cry com receptores
especificos induziria uma série de reacOes
intracelulares provocando um desequilibrio da
pressdo interna celular. A acdo das toxinas, seja
por qualquer uma das formas de atuacéo,
“formagdo de poro” ou “transducdo de sinal”,
resulta na paralisia do aparelho digestorio,
ocasionando morte por inanicdo, paralisia geral
dos musculos e septicemia. O esporo dessa
bactéria possui formato elipsoidal e localiza-se
na regido central ou paracentral quando no
interior da célula-mée. Ao final da esporulacéo,
o cristal proteico toxico corresponde a cerca de
20% a 30% do peso seco da célula, sendo
liberado no momento da lise celular (1).
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Figura 2 - Ciclo de vida de bactérias do género
Bacillus, (a) fase vegetativa de crescimento com
multiplicacdo celular por divisdo binaria, (b) fase
estacionaria com formacdo de esporos. Fonte:
4).

Genoma

As proteinas Cry sdo as principais toxinas
constituintes dos cristais que caracterizam B.
thuringiensis. S@o codificadas por genes que
geralmente se localizam em plasmideos e com
menor frequéncia, no cromossomo bacteriano
(1). O cromossomo de B. thuringiensis € circular

@).
Tabela 2 - Projeto gendémico de Bacillus
thuringiensis ASM211944v1, sequenciado em

2017, depositado no Genbank conforme nimeros
de acesso.

Genoma Tamanho | % CG N° de N° de

(Mb) proteinas | genes

CP005935.1 6 354 5743 6148
Fonte: (3).

Aplicacdes Biotecnoldgicas

A producdo de cristais toxicos por B.
thuringiensis a torna um organismo de alto
potencial como entomopatégeno em controle
bioldgico de pragas que afetam a agricultura.
Entre as vantagens dos bioinseticidas estdo a alta
especificidade, menor risco ambiental e a salde
humana, menor frequéncia de resisténcia nos
insetos alvo e a possibilidade do
entomopatégeno se multiplicar no ambiente,
aumentando seu tempo de permanéncia (1).
Outro campo onde os bioinseticidas a base de B.
thuringiensis sdo utilizados é na salde, por meio
do biocontrole de insetos vetores de doencas
como dengue, malaria e febre amarela. Além
disso, varios genes de toxinas especificas para
uma variedade de insetos estdo sendo usados em
engenharia genética projetando plantas que
produzem a toxina, eliminando a necessidade de
produzir quantidades suficientes de esporos de B.
thuringiensis (3).
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1.7 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

A Bactéria Bifidobacterium animalis
subsp. lactis foi descoberta por Henry Tissier,
em 1900 (6). As bactérias pertencentes ao género
Bifidobacterium s&o conhecidas por produzirem
acido latico, a partir da fermentacdo de acUcares.
Anteriormente, as espécies Bifidobacterium
animalis e Bifidobacterium lactis eram
consideradas distintas, porém atualmente sao
vistas como membros da mesma espécie (B.
animalis) que, por sua vez, consta de duas
subespécies, a animalis e a lactis (4).

Caracteristicas Biologicas

A B. animales subsp. lactis (Figura 1) é
uma bactéria gram-positiva que possui forma de
bastonete e vive em colbnias. Esta presente no
trato intestinal de diversos mamiferos como
gatos, vacas e humanos, sobrevivendo a pH entre
5,5 a 7 e temperatura média de 37°C (8). Por ser
um habitante comum do intestino de mamiferos,
€ muito resistente a acidez e ao estresse
oxidativos (4).

Esta bactéria € quimiorganotrofica
anaerébica, obtendo energia através da
fermentacdo de acucares que da lugar ao &cido
latico (2). Segundo Quigley, E. (2017), ja foi
identificada e caracterizada uma enzima
endopeptidase desta bactéria que confere a ela a
habilidade de utilizar proteinas e peptideos
derivados do leite. Por sua vez, o acido latico
permite a hidrélise da lactose e outros agucares
complexos. Sugere-se também que os aglcares
presentes na membrana deste microrganismo séo
capazes de interagir com o0 revestimento mucoso
do intestino grosso. Neste sentido, estas
moléculas contribuem para a a¢do da bactéria em
regular as funcionalidades bioldgicas e
fisioldgicas no intestino do hospedeiro. Assim, a
B. animalis lactis, protege as células intestinais
das inflamacdes em resposta a E. coli, ao reduzir
a aderéncia deste patdgeno a parede intestinal e
por neutralizar a migracdo de neutrofilos,
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possivelmente pela regulacdo da expressdo de
quimiocinas e citocinas.

Figura 1 - Bifidobacterium animalis subsp.
Lactis. Fonte: (3).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Bifidobacterium animalis.

Dominio Bacteria

Filo Actinobacteria

Classe Actinobacteria

Ordem Bifidobacteriales

Familia | Bifidobacteriaceae

Género Bifidobacterium

Espécie B. animalis

Fonte: (8)
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O Ciclo de Vida da B. animalis sups. lactis
enguadra-se no ciclo comum das bactérias. Por
sua vez, o ciclo esta dividido em quatro fases:
fase de retardamento, exponencial, estacionaria e
declinio. Num primeiro momento (fase de
retardamento), a bactéria ndo cresce e apenas se
adapta ao meio e metaboliza nutrientes que a
preparardo para 0 proximo estagio, iniciando
também as copias do seu DNA. A seguir (fase
exponencial), o microrganismo se multiplica
exponencialmente. O “tempo de geracao” vai
variar conforme cada organismo e as condi¢fes
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presentes. E neste momento que se da a fissdo
binéria (abaixo descrito). Por sua vez, na terceira
etapa (fase estacionaria), o crescimento
microbial diminui alcangcando a estabilidade.
Num dltimo momento (fase de declinio), o
crescimento cessa totalmente ocasionando a
morte celular (7).

Como se trata de uma bactéria, o0 método
de reproducdo mais comum atribuido a
Bifidobacterium ani/malis é a divisdo celular por
fissdo binaria (Figura 2 a esquerda). Quando a
célula se reproduz, o seu cromossomo circular se
replica e a célula se divide. Este processo de
reproducdo é o mais simples conhecido (5).

Geralmente, num lugar especifico da
molécula de DNA (origem de replicacdo) é onde
se inicia a replicacdo, onde mais de 22 proteinas
diferentes iniciam o processo de coOpia do
material genético. Todavia, este lugar ndo €
totalmente conhecido. Os dois cromossomos
“filhos” recém-replicados se afastam,
deslocando-se em sentidos opostos da célula,
ficando juntos a membrana plasmética. Entre os
polos (no centro da célula) é formada uma nova
membrana plasmaética e parede celular. Apos a
ativacdo de mecanismos genéticos, inicia-se 0
processo de estrangulamento celular, a partir do
centro da célula, dando lugar a duas novas
células, cada uma com uma cédpia idéntica de
cromossomos (5).

Outrossim, as bactérias podem se
reproduzir de forma sexuada (Figura 2 a direita),
maioritariamente, por conjugacdo. Embora a
literatura ndo evidencie que este fato ocorra em
B. animalis, ndo se descarta esta possibilidade. A
conjugacao ocorre quando ha contato fisico entre
duas células, geralmente via pilus. Uma delas
(célula doadora) aporta um pequeno segmento
linear de DNA (F-plasmideo ou fator F) que sera
transferido para a outra (receptora, fator F
ausente). Nesse momento, a enzima DNA
polimerase sintetiza uma fita complementar para
gerar a dupla fita de DNA. Em alguns casos, a
celula doadora transfere também DNA
cromossomal. A partir de entdo, a célula
receptora combina o DNA da célula doadora
com o seu proprio (1).
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Figura 2 - Ciclo de Vida da Bifidobacterium
animalis. Esquerda - As células procaridticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
cada cromossomo replicado estara presente em
cada uma das células-filhas. Direita —
Reproducdo sexual por conjugacdo. O fator F
sera transferido da célula doadora para a célula
receptora. Fonte: (6)

Fator F

Transferéncia
de informagdo

genética

Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da

Bifidobacterium animalis subsp lactis.

Genoma Tamanho N° GC% N°
(Mb) Genes Proteinas

ATCC 1,93 1,594 | 605 1470

25527

Fonte: (8)

AplicacGes Biotecnoldgicas

As acOes beneficas desta bactéria a saude
humana promoveram o seu uso nas dietas, como
suplemento nutricional: pré ou probioticos. O
meio a base de leite € ao qual estd melhor
adaptada sendo, entdo, utilizada na industria
alimentar com iogurtes e leites fermentados ou
em férmulas liofilizadas (6). Segundo Quigley,
E. (2017), os beneficios que as propriedades
desta bactéria trazem, podem ser listados em:

e Aceleragdo do transito intestinal e
microbial.

e Melhora a constipacdo e a sindrome de
intestino irritado.
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1.8 Cupriavidus metallidurans CH34

A Cupriavidus metallidurans CH34 foi
isolada, em Liége na Bélgica, de sedimentos de
mineracdo de zinco. Ap0s isso, foi encontrada
também, em uma mina de ouro na Australia.
Essa bactéria ja foi denominada Wautersia
metallidurans CH34, Ralstonia eutropha CH34,
Ralstonia metallidurans CH34 e Alcaligenes
eutrophus (1).

Caracteristicas bioldgicas

A Cupriavidus metallidurans (Figura 1) é
uma [-proteobactéria, ndo patogénica, gram-
negativa.  Possui  flagelos  uniformemente
distribuidos pela superficie celular, sendo capaz
de crescer em altas concentragdes de cerca de
treze fons metélicos diferentes e reté-los em sua
parede celular (2). E considerado microrganismo
modelo para estudos envolvendo homeostase e
resisténcia a metais, j& que o ambiente natural
dessa bactéria possui concentracdes de metais
que excedem largamente valores letais para
qualquer outro microrganismo (1).

Figura 1 - Eletromicrografia de transmissdo de
cortes histologicos de células de C.
metallidurans CH34. Fonte: (1)
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Cupriavidus metallidurans.

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Classe Betaproteobacteria

Ordem Burkholderiales
Familia Burkholderiaceae
Género Cupriavidus
Espécie C. metallidurans

Fonte: (4).
Ciclo de vida e Mecanismos genéticos

E uma bactéria  quimiolitotrofica
facultativa, podendo crescer, em meio mineral e
em variadas concentracdes de CO,, Hz e Og,
autotroficamente (1). Em condigdes anaerdbicas,
C. metallidurans CH34 reduz nitrato (3). Além
disso, é mesofilica, possuindo temperatura e pH
6timos de crescimento de 30°C e 5,0,
respectivamente. E capaz de metabolizar,
heterotroficamente, diferentes compostos
organicos, tais como: glicerol, piruvato, lactato,
acetato, gluconato, malato, succinato, fenol,
triptofano, glicina, entre muitos outros. A partir
de andlises gendmicas, demontrou que C.
metallidurans CH34 possui quarenta e um
sistemas de transporte envolvendo carboidratos.
Entretanto, cento e dez sistemas envolvendo
aminoacidos foram observados, sugerindo que,
para o crescimento heterotro6fico, o metabolismo
de aminoéacidos pode ter maior importancia sobre
0 de carboidratos (1). Além dos flagelos, o
genoma da linhagem CH34 possui genes
necessarios para a sintese de fimbrias, muito
importantes para a adesao celular e formacéo de
biofilmes, e pili, o que sugere que C.
metallidurans CH34 se reproduz por conjugagao

@)
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Figura 2 - Mecanismo de reproducdo da bactéria
Cupriavidus metallidurans CH34. Esquerda - As
células procaridticas se reproduzem por meio da
fissdo binaria, onde cada cromossomo replicado
estard presente em cada uma das células-filhas.
Direita — Reproducdo sexual atribuida a
Cupriavidus metallidurans. O fator F sera
transferido da célula doadora para a célula
receptora. Fonte: (5).

Genoma

A resisténcia dessa bactéria a ions
metalicos deve-se a transferéncia horizontal de
genes durante sua histéria evolutiva. C.
metallidurans CH34 possui dois plasmideos,
pMOL30 e pMOL28 (4), os quais garantem a
sua sobrevivéncia em locais contendo altas
concentracdes de metais e, também, estabilidade
segregacional. No plasmideo pMOL30 estdo
presentes cinco operons de resisténcia a Cd?*,
Zn?*, Co?*, Pb?*, Cu?*, Hg?* e Ag", enquanto que
no plasmideo pMOL28 trés operons s&o
responsaveis pela resisténcia a Co?*, Ni**, Hg** e
CrO4%>. Além disso, esse microrganismo ainda
possui um megaplasmideo, que contém os genes
ou operons que estdo relacionados a resisténcia a
Cd?*, Zn**, Bi**, TI*, Ag* e Cu®* e o seu proprio
Ccromossomo possui uma variedade de genes de
resisténcia a metais. Quando na presenca de
determinado ion metélico, C. metallidurans
CH34 tem a expressao de multiplos operons, ndo
somente aquele relacionado ao ion especifico, o
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que permite uma ampla defesa por parte da
bactéria (1). O genoma completo de C.
metallidurans CH34 pode ser consultado na
plataforma NCBI Nucleotide database por meio
de nimero NC_007973.1 (4).

Tabela 2 - Informacdes dos genomas associados
a Cupriavidus metallidurans CH34.

Genoma Tamanho GC% N® (,je N° de Ano
(Mb) proteinas | genes
Cromossomo 393 | 638 | 3522 | 3652 | 2014
Circular
Fonte: (4).

AplicacGes Biotecnoldgicas

Estudos demonstraram que essa bactéria é
capaz de remover totalmente Americio-241 de
rejeitos radioativos liquidos pdés 6 horas de
cultivo (2), indicando o potencial de C.
metallidurans para biorremediacdo de locais
contaminados radioativamente.

Ademais, em contato com o ouro (Au), a C.
metallidurans CH34 produz biofilmes, de forma
a impedir a entrada do metal na célula, retendo-o
na sua parede celular. Além disso, também pode
acumular particulas de Au em seu interior,
fazendo-o ndo interferir em seu metabolismo. A
partir disso, pode-se construir biossensores com
a C. metallidurans CH34 para analise de rejeitos
de minério, 0 que, nesses casos, otimizaria a
busca de ouro (6).
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1.9 Deinococcus radiodurans

O nome desta bactéria deriva do grego
deinos e kokkos que significam "gréo terrivel” e
do latim radius e durare, cujo significado é
"sobrevivente a radiacdo” (7). A Deinococcus
radiodurans foi descoberta, em 1956, por Arthur
W. Anderson, em Corvallis, Oregon, nos Estados
Unidos, durante experimentos para determinar se
comida enlatada podia ser esterilizada por
radiacio gama. Nos ensaios, expunham-se
pedacos de carne a uma dose de radiacdo capaz
de matar qualquer microrganismo conhecido.
Contudo, a carne, ainda assim, estragou, levando
assim, ao descobrimento e posterior isolamento
da D. radiodurans (3). Esta bactéria esta listada
no Guinness Book como a bactéria mais
resistente conhecida (5).

Apesar de conhecida e de ser objeto de
pesquisa ha longos anos, 0s mecanismos de
resisténcia ainda ndo estdo  totalmente
esclarecidos (4).

Caracteristicas bioldgicas

A Deinococcus radiodurans (Figura 1) é
uma bactéria gram-positiva, conhecida por
possuir alta resisténcia a radiacdo ionizante. De
formato esférico, com didmetro entre 1,5 e 3,5
um, ndo forma enddsporos e € imdvel.
Apresenta-se em grupos de duas ou quatro
células unidas e suas col6nias tém coloracédo
rosa/vermelho (9).

N3o é patogénica. E aerdbia obrigatoria e
alimenta-se de compostos organicos. Por isso,
sdo frequentemente encontradas em habitats
ricos em materiais organicos, como: solo, fezes,
carne, etc. E mesofila, com temperatura 6tima de
crescimento entre 30-37° (2).

Como ja dito, este microrganismo é
extremamente resistente a radiagfes ionizantes
(1500 Kkilorads), luz ultravioleta, dessecacéo,
oxidacgéo e a agentes eletrofilos, podendo habitar
lugares de condigdes extremas de radiacdo. A
38

dose de radiacdo absorvida €, centenas de vezes
maior, quando comparada a outros organismos

©)

Figura 1 - Deinococcus radiodurans. Fonte: (6).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da
Deinococcus radiodurans.

Filo Deinococcus-thermus

Classe Deinococci

Ordem Deinococcales

Familia Deinococcaceae

Género Deinococcus

Espécie D. radiodurans
Fonte: (8).

Ciclo de vida e Mecanismos Genéticos

Durante a fase estacionaria, cada célula
contém quatro copias do seu genoma (Figura 3)
e, quando se multiplicam, possuem de oito a dez
copias. A D. radiodurans tem a capacidade Unica
de reparar suas fitas simples e duplas de DNA,
quando danificadas pela radiacdo. No momento
em que ocorrem o0s danos a célula, ela
transforma as fitas de DNA em uma estrutura
anelar, na qual o DNA ¢ reparado (3). Os
mecanismos genéticos envolvem, como ja foi
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dito, a presenca de multiplas copias do genoma,
organizado num  nucleotideo  altamente
condensado que previne a difusdo de fragmentos
de DNA durante a irradiacdo e, também, a
acumulacdo de ions Mn+2 que previnem a
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Os
mecanismos enzimaticos desta bactéria estéo
relacionados com a resisténcia da célula
bacteriana a radiacdo, mediando os processos de
reparacdo de DNA e limitando a degradagéo de
DNA pos-radiacdo (3).

A D. radiodurans utiliza quatro tipos de
mecanismos para reparar o seu DNA, que
possibilitam a reconstrucdo cromossomal em
poucas horas. Sdo, a saber:

e Recombinacdo homdloga: utilizacdo de
uma copia de DNA de outro cromossomo
como molde para preencher ou fixar
DNA.

e Anelamento dependente de cadeia:
reparacao de DNA fragmentado por meio
de outra cdpia, reconstruindo secgoes
perdidas.

e Anelamento de cadeia Unica: sintese das
seccOes perdidas.

e Seccdo final ndo homdloga: seccdes
terminais sdo reconhecidas e fixadas, sem
necessidade de outra copia de DNA (8).

Como se trata de uma bactéria, a divisao
celular da-se por fissdo binaria (Figura 3 a
esquerda). Quando a célula se reproduz, o seu
cromossomo circular se replica a partir do ponto
de origem de replicacdo e, posteriormente, a
célula se divide originando duas celulas-filhas
idénticas. Este processo de reprodugdo é o mais
simples conhecido (10).

Outrossim, estas bactérias podem se reproduzir
de forma sexuada (Figura 3 a direita),
maioritariamente por conjugacdo, embora néo
haja na literatura evidéncias de que isto ocorra
em Deinococcus radiodurans. A conjugacao
ocorre quando h& contato fisico entre duas
células, geralmente via pilus. Uma delas (célula
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doadora) aporta um pequeno segmento linear de
DNA (F-plasmideo ou fator F) que sera
transferido para a outra (receptora, fator F
ausente). Nesse momento, a enzima DNA
polimerase sintetiza uma fita complementar para
gerar a dupla fita de DNA. Em alguns casos, a
célula doadora transfere também DNA
cromossomal. A partir de entdo, a célula
receptora combina o DNA da célula doadora
com o seu proprio (1).
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Figura 2 - Potenciais contribuicdes para a
recuperacdo da danificacdo exercida pela
radiacdo em Deinococcus radiodurans. O
esquema mostra a D. radiodurans tetracocos. O
nucleotideo em cada compartimento € altamente
condensado e mantém a sua estrutura mesmo
apos a radiacdo. Altos niveis de Mn (Il) podem
contribuir para a recuperacdo do DNA
danificado. Uma grande variedade de enzimas,
provavelmente, também contribua para a
reconstituicdo do genoma. Fonte: (3).
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Figura 3 - Esquerda - As células procarioticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
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alta radioatividade. No entanto, este campo de
estudo ainda é escasso. (5).

cada cromossomo replicado estara presente em
cada uma das células-filhas. Direita —
Reproducdo sexual atribuida & Deinococcus
radiodurans. O fator F sera transferido da célula
doadora para a célula receptora. Fonte: (1).

Genoma

Tabela 2 - Genoma da Linhagem R1 da
Deinococcus radiodurans.

Genoma | N°de | Tamanh GC Ano
genes 0 (pb) (%)

Linhage | 3,195 | 3.284.1 | 69,15 | 1999
mR1 5

Fonte: (11).

Aplicacdes Biotecnologicas

A caracteristica  peculiar da D.
radiodurans de resistir a alta radiacdo e o0s
estudos relacionados a mesma permitiram a
descoberta de familias de proteinas que séao
muito expressas durante as respostas ao estresse
e na eliminacdo de produtos da radiacdo. Duas
dessas familias sdo: a Nudix (MutT),
pirofosfohidrolases, e a DinB, enzimas
dependentes de metais, cuja funcdo ainda é
desconhecida (porém sua producdo € induzida
pelo dano do DNA) (4). O conhecimento da
regulacdo  génica sugere um  potencial
biotecnoldgico para estudos com outras espécies
de bactérias.

Para além da sua contribuicdo aos estudos
de geneética, a D. radiodurans tem sido avaliada
como possivel agente biorremediador de rejeitos,
visto que o UV pode ser utilizado em conjunto
com o tratamento bioldgico e quimico de
efluentes; a resisténcia desta bactéria a altas
radiacOes a torna eficaz na limpeza dos mesmos
(4). Ademais, esta bactéria é capaz de dissolver
solventes como o tolueno, sendo atil para
degradar compostos organicos em lugares com
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1.10 Geobacillus stearothermophilus

A Dbactéria G. stearothermophilus foi
descrita, pela primeira vez, em 1920, como
Bacillus stearothermophilus, depois de ser
encontrada em milho enlatado (1). Em 2001,
juntamente a diversas outras bactérias do género
Bacillus, foi reclassificada como um membro do
género Geobacillus, ap6s analise microbiana dos
campos de petroleo de altas temperaturas (3).

Caracteristicas bioldgicas

A Geobacillus stearothermophilus ¢
encontrada distribuida no solo, fontes termais,
sedimentos oceanicos e em alimentos de baixa
acidez, onde causa deterioracdo. E gram-
positiva, tem forma de bastonetes e aparece
isolada ou em cadeias. Mesmo sendo gram-
positiva, a coloracdo de G. stearothermophilus
pode ter variados resultados. Além disso, possui
mobilidade, utilizando flagelos peritriqueos para
locomocao.

E um microrganismo termofilo,
sobrevivendo em uma larga faixa de
temperatura, de 30 a 75°C (T 6tima: 55-65°C).
Entretanto, ja foi encontrado em ambientes com
temperatura de 130°C. Também apresenta larga
faixa de pH, j& que pode sobreviver em
ambientes com pH variando de 2 a 11 (pH
6timo: 6,2-7,5).

Figura 1 - Microscopia eletrénica de varredura
de esporos de G. stearothermophilus. Fonte: (6).

Em se tratando de respiracdo, é aerdbia
facultativa, fermentadora de diversos aguUcares,
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como: glicose, frutose, manose, sucrose e
maltose com producdo de acidos. Ainda pode
utilizar hidrocarbonetos e maltose como fonte de
energia (1)(2)(3).

Taxonomia
Tabela 2 - Classificacdo taxonémica da
Geobacillus stearothermophilus.
Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Geobacillus
Espécie G. stearothermophilus
Fonte: (2).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genético

Sua forma de reproducdo se da por
esporulacdo e, em condicOes ideais, seu tempo
de geracdo é de, aproximadamente, 25 minutos.
Em condicBes de baixo nivel de nutrientes, esse
microrganismo  produz  endésporos  para
sobreviver. No processo, o protoplasto do esporo
é desidratado, 0 que o torna muito resistente ao
calor e a produtos quimicos. Algumas proteinas
ainda se ligam aos esporos, aumentando a
resisténcia a desidratagéo (1).
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A membrana plasmatica
Parede comega a circundar 0 DNA, o

celular . citoplasma e a membrana
Citoplasma 3

epto 1solados anteriormente
Membrana = -
—— ~
O septo do esporo comega a isolar o

Cromossomo DNA recém-replicado e uma
Bacteriano pequena porgdo de citoplasma

O septo do esporo circunda a
A camada de peptideoglicana se porgdo isolada do pré-esporo
forma entre as duas membranas

em formagdo
.

Duas
membranas

A capa do esporo
se forma

r : { . O enddsporo &
1 ;) — ‘ liberado da célula

Figura 2 - llustracdo da reproducédo por formagéo
de esporos da Geobacillus stearothermophilus

(7).

Genoma

Tabela 2 - Informacgdes sobre o genoma de G.
stearothermophilus. O genoma completo pode
ser acessado na plataforma NCBI Nucleotide
database pelo nimero NZ_CP008934.1.

o] ]
Genoma Tamanho GC% N (,je N° de Ano
(Mb) proteinas | genes
Cromossomo | 565 | 595 | 3306 | 3737 | 2015
Circular
Plasmideo 0,02 54,6 16 24 2015
Fonte: (2).

AplicacGes Biotecnoldgicas

Devido ao fato dos esporos de G.
stearothermophilus sobreviverem a temperaturas
de até 130°C, sdo utilizados em dispositivos
indicadores de esterilizacdo em autoclaves a
vapor. Nesses indicadores, 0s esporos podem
estar suspensos em meio de cultura ou em uma
tira de papel acondicionada em uma ampola de
vidro quebravel. No momento da esterilizagéo, o
indicador ¢ colocado junto as superficies a serem
esterilizadas. Ap0s 0 processo, ocorre incubacao
desses mesmos esporos (a tira de papel é
colocada em meio de cultura), de forma a
analisar a eficiéncia da esterilizagdo. Se houver
mudanca de cor (devido & mudanca de pH) ou de
turbidez, sugere-se que a esterilizacdo ndo foi
eficiente, ja que
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0s esporos nao foram totalmente inativados
(1)(5). Além disso, G. stearothermophilus ainda
possui potencial para ser utilizada como
indicador biolégico de limpeza de cdrregos e
rios.

Ademais, a Geobacillus
stearothermophilus é capaz de sintetizar galacto-
oligossacarideos (GOS). Os GOS sdao utilizados
como prebidticos e tem seu consumo em
constante crescimento, 0 que mostra a
necessidade de bons métodos de producdo. Tais
compostos sdo produzidos a partir da conversdo
da lactose por enzimas galactosidades, as quais
se forem termoestaveis, favorecerdo a sintese de
GOS. Pesquisas demonstram que € possivel
utilizar a enzima B-galactosidade termoestavel de
Geobacillus stearothermophilus para a produgéo
de galacto-oligossacarideos, de forma a baratear
0 custo de producéo dos prebidticos (4).
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1.11 Geobacter metallireducens

A Geobacter metallireducens foi isolada
por Derek Lovely, em 1993, na Universidade de
Massachusetts-Amherst, Estados Unidos, e
pertence ao importante grupo de microrganismos
capazes de utilizar Fe (Ill) insolavel como
aceptor de elétrons, oxidando compostos
organicos tais como: &cidos graxos de cadeia
curta, alcoois e monoaromaticos como o fenol e
tolueno (4).

A G. metallireducens também obtém
energia pela reducdo de outros metais como o
manganés e uranio (4). O conhecimento do
potencial desta bactéria levou ao estudo do seu
uso como agente de biorremediacdo em
sedimentos aquosos ou Aaguas subterraneas
poluidas com contaminantes metélicos ou
organicos (2).

Caracteristicas biologicas

A G. metallireducens (Figura 1) é uma
bactéria gram-negativa que possui formato
oval/cilindrado (4). Quando necessita mover-se
e, em condicGes favoraveis, expressa flagelos e
fimbrias (2). Ademais, é anaerObia estrita,
obtém sua energia pela reducdo do ferro e outros
metais (2) (4). Oxidam cadeias curtas de acidos
graxos, alcoois, composto monoaromaticos
(tolueno, fenol, etc.), tendo o Fe (111), manganés,
uranio, entre outros metais, como receptores
finais de elétrons (4). Estd presente em
ambientes sedimentares, no subsolo, em aguas
subterraneas e em sedimentos contaminados com
elevada matéria organica e metal (2) (4).
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Figura 1 - Geobacter metallireducens. Fonte: (3).

3 ——
Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Geobacter metallireducens.

Filo Proteobacteria

Classe | Deltaproteobacteria

Ordem | Disulfuromonadales

Familia Geobacteraceae

Género Geobacter

Espécie | G. metallireducens
Fonte: (6).

Ciclo de vida e Mecanismos Genéticos

O sequenciamento do genoma revelou a
presenca de genes que expressam flagelos,
permitindo ao microrganismo movimentar-se em
meio aquoso. Estudos em laboratorios previram
que estes genes sdo expressos na presenca de
metais (tanto soluveis quanto insoluveis) (3).
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A Geobacter metallireducens expressa
flagelos e fimbrias quando estd em meio de Fe
(1) insolavel ou Mn (1V) oxidado. Aponta-se
que esta bactéria traca uma trilha quimica
quando estes receptores de elétrons estdo em
escassez, sintetizando assim os flagelos, que
permitam a busca por metais (2). Ademais,
chamam a atencdo os mecanismos capazes de
ativar para a metaboliza¢do de uma variedade de
metais (3), j& mencionados.

Como se trata de uma bactéria, a
reproducdo mais comum atribuida a Geobacter
metallireducens é a divisdo celular por fissdo
binaria (Figura 2 a esquerda). O seu genoma
haploide replica-se e é repartido entre as novas
células filhas. Geralmente, num lugar especifico
da molécula de DNA (origem de replicacdo) é
onde se inicia 0 processo de cépia do material
genético. Todavia, este lugar ndo € totalmente
conhecido. Os dois cromossomos “filhos”
recém-replicados se afastam para lados opostos,
ficando juntos & membrana plasmatica. Entre os
polos (no centro da célula) é formada uma nova
membrana plasmatica e parede celular (7).

Apobs a ativacdo de mecanismos genéticos,
inicia-se o processo de estrangulamento celular,
a partir do centro da célula, dando lugar a duas
novas células, cada uma com uma copia idéntica
de cromossomos (7).

Por fim, ndo se descarta a forma de
reproducdo sexuada, no entanto, ndo se encontra
na literatura a descricdo desse método. Ainda
assim, a reproducdo de forma sexuada (Figura 2
a direita), € maioritariamente por conjugacao e
ocorre quando h& contato fisico entre duas
células, geralmente via pilus. Uma delas (célula
doadora) aporta um pequeno segmento linear de
DNA (F-plasmideo ou fator F) que sera
transferido para a outra (receptora, fator F
ausente). Nesse momento, a enzima DNA
polimerase sintetiza uma fita complementar para
gerar a dupla fita de DNA. Em alguns casos a
celula doadora transfere também DNA
cromossomal. A partir de entdo, a célula
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receptora combina o DNA da célula doadora
com o seu proprio (1).

Ciclo de vida

Cromossomo.

Conjugagao
Cromossomo
bacteriano se
replica Reprodugio Troca de material

assexuada genético Fator F

Separagdo dos
Cromossomos

g:j,%?
%

Transferéncia
de informagdo
genética

— - @0

(EBE&D) @O

Figura 2 - Esquerda - As células procarioticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
cada cromossomo replicado estard presente em
cada uma das células-filhas. Direita —
Reproducdo sexual atribuida a Geobacter
metallireducens. O fator F serd transferido da
célula doadora para a célula receptora. Fonte:

().

Genoma

5

Tabela 2 - Genoma referencial da Geobacter

Genoma | Tamanho | N°de | GC (%) | N°de proteinas
(Mb) genes
GS-5 4 3629 | 59,51 3516

metallireducens.
Fonte: (6).

AplicacGes biotecnoldgicas

Um papel importante deste microrganismo
€ na restauracdo ambiental, a partir do seu uso
para remover contaminantes de metal ou
compostos  organicos nocivos, de aguas
subterraneas poluidas (2).

Um potencial biotecnol6gico desta espécie,
descrito pelo Geobacter Project (8) inclui sua
acdo na destruicdo de contaminantes derivados
do petréleo em &guas subterraneas contaminadas,
na aceleracdo da degradacdo de poluentes, na
remocao de metais radioativos.
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obacter+metallireducens. Acesso em: 18 jun.
2020

Ademais, a habilidade desta e de outras
espécies de geobactérias de transferir elétrons 7. P|ER¢tEvI'365”Ja":;” Q- Gdene'j'ca{ U’g e”f%que
- - conceitual. 5. ed. Rio de Janeiro:Guanabara
para um~a supe,rf|C|e de eletrlod(.Js, perml'tlu a Koogan, 2016, p. 58-60.
elaboracdo de células combustiveis microbianas,

cuja funcdo é converter residuos de matéria 8. SCHOLARWORKS. Environmental

organica em eletricidade (8). Biotechnology, Geobacter Project. Disponivel
em: https://scholarworks.umass.edu/geobacter/
Acesso em: 23 out. 2019.
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1.12 Ideonella sakaiensis

A Ideonella sakaiensis fora identificada
pela primeira vez, em 2016, por uma equipe de
pesquisadores liderada por Kohei Oda do
Instituto de tecnologia de Kyoto e Kenji
Miyamoto da Universidade de Keio que
coletaram 250 amostras de detritos ambientais
incluindo solo, restos e lodo ativo de uma
instalacdo de reciclagem de garrafas PET no
Japdo. A bactéria foi isolada de um consorcio
de microrganismos na amostra de sedimentos,
incluindo: protozoarios, células semelhantes a
leveduras e bactérias. Toda a comunidade
microbiana foi mostrada degradar a uma taxa
de 0.13 mg cm2dia?, 75% do PET em didxido
de carbono, uma vez que tinha sido
inicialmente degradada e assimilados por |I.
sakaiensis (10).

Antes de sua descoberta, os Unicos
degradadores conhecidos de PET eram um
numero pequeno de bactérias e de fungos,
incluindo  Fusarium solani, e nenhum
organismo foi sabido, definitivamente, por
degradar PET como uma fonte preliminar do
carbono e de energia. A descoberta de |I.
sakaiensis estimulou a discussdo sobre a
biodegradacdo de PET como um método de
reciclagem e biorremediacédo (10).

Caracteristicas Biologicas

E uma bactéria Gram negativa,
aerdbica, mesofilica, ndo forma esporos, com
formato de bastonete. Células possuem
mobilidade via flagelo polar. Cresce em faixa
de pH de 5,5-9 (6timo entre 7-7,5) e a
temperatura de 15-42 °C (6timo 30-37 °C).
Esta possui as enzimas citocromo oxidase e
catalase, vivendo, entdo, em ambientes
contendo oxigénio. As colbnias sdo circulares,
lisas e nao pigmentadas. Séo
quimiorganotroficas utilizando no caso, desta,
poli (etileno tereftalato) PET como sua maior
fonte carbonica (9).
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Figura 1 - Ideonella sakaiensis crescendo em
filme de PET por 60 horas. Fonte: (10).

Taxonomia

Tabela 1. Classificagdo taxondmica da Ideonella

sakaiensis.
Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria

Classe | Betaproteobacteria

Ordem Burkholderiales

Género Ideonella
Espécie . sakaiensis
Fonte: (5)

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Um quadro de leitura aberto
identificado (ORF), ISF6_4831, codifica uma
lipase putativa que compartilha 51% de
identidade de sequéncia de aminoéacidos e
residuos cataliticos com uma hidrolase de
Termobifida fusca (TfH) que exibe atividade
PET-Hidrolitica (8).

I. sakaiensis aderem a superficie de
PET e usam sua PETase, para degradar o PET
em mono (2-hidroxietil) acido tereftalico
(MHET), um heterodimero composto de acido
tereftalico (TPA) e o etilenoglicol. A I
sakaiensis PETase é capaz de hidrolisar as
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ligagcOes éster presentes no PET com alta
especificidade. O MHET resultante € ent&o,
degradado nos seus dois componentes
monoméricos por uma enzima MHETase
ancorada lipidicamente na membrana exterior
da célula. O etileno glicol é facilmente
absorvido e utilizado por 1. sakaiensis e muitas
outras bactérias. O 4&cido tereftalico, um
composto mais recalcitrante, € importado para
o |. sakaiensis celular, via proteina
transportadora de &cido tereftalico (3). Uma
vez na celula, a molécula de &cido tereftalico
aromatico € oxidado pelo acido tereftalico-1,2-
dioxigenase e desidrogenase de 1,2-di-hidroxi-
3,5-ciclo-hexadieno-1,4-dicarboxilato
dehydrogenase em um intermediario catecol.
O anel de catecol é entdo clivado por PCA
3,4-dioxigenase antes de o composto ser
integrado em outras vias metabolicas (Por
exemplo, ciclo de TCA). Como resultado,
ambas as moléculas derivadas do PET sao
utilizadas pela célula para produzir energia e
para construir biomoléculas necessarias.
Eventualmente, o carbono pode ser assimilado
mineralizando-o ao dioxido de carbono e
liberado para a atmosfera (3).

O Ciclo de vida desta bactéria enquadra-
se no ciclo comum das bactérias. Por sua vez, o
ciclo estd dividido em quatro fases: fase de
retardamento, exponencial, estacionaria e
declinio. Num primeiro momento (fase de
retardamento), a bactéria ndo cresce e apenas se
adapta a0 meio e metaboliza nutrientes que a
preparardo para 0 proximo estagio, iniciando
também as copias do seu DNA. A seguir (fase
exponencial), o microrganismo se multiplica
exponencialmente. O “tempo de geracao” vai
variar conforme cada organismo e as condicGes
presentes. E neste momento que se dé& a fissdo
binaria (abaixo descrito). Por sua vez, na terceira
etapa (fase estacionaria), o crescimento
microbial diminui alcancando a estabilidade.
Num dltimo momento (fase de declinio), o
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crescimento cessa totalmente ocasionando a
morte celular (4).

Como se trata de uma bactéria, 0 método
de reproducdo mais comum é a divisdo celular
por fissdo binéria (Figura 2 a esquerda). Quando
a célula se reproduz, o seu cromossomo circular
se replica e a célula se divide. Este processo de
reproducao é o mais simples conhecido (6).

Geralmente, num lugar especifico da
molécula de DNA (origem de replicacdo) é onde
se inicia a replicacdo. Todavia, este lugar ndo é
totalmente conhecido. Os dois cromossomos
“filhos” recém-replicados se afastam,
deslocando-se em sentidos opostos da célula,
ficando juntos a membrana plasmética. Entre os
polos (no centro da célula) é formada uma nova
membrana plasmaética e parede celular. Apds a
ativacdo de mecanismos genéticos, inicia-se 0
processo de estrangulamento celular, a partir do
centro da ceélula, dando lugar a duas novas
células, cada uma com uma copia idéntica de
Cromossomos (6).

Outrossim, as bactérias podem se
reproduzir de forma sexuada, maioritariamente
por conjugacdo. Embora a literatura né&o
evidencie que este facto ocorra com a I
sakaiensis, ndo se descarta esta possibilidade. A
conjugacdo ocorre quando ha contato fisico entre
duas células, geralmente via pilus. Uma delas
(célula doadora) aporta um pequeno segmento
linear de DNA (F-plasmideo ou fator F) que sera
transferido para a outra (receptora, fator F
ausente). Nesse momento, a enzima DNA
polimerase sintetiza uma fita complementar para
gerar a dupla fita de DNA. Em alguns casos a
celula doadora transfere também DNA
cromossomal. A partir de entdo, a célula
receptora combina o DNA da célula doadora
com 0 seu proprio (2).
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Ciclo de vida
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Figura 2 - Esquerda - As células procarioticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
cada cromossomo replicado estara presente em
cada uma das células-filhas. Direita —
Reproducdo sexual. O fator F sera transferido da
célula doadora para a célula receptora. Fonte: (6)

Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da ldeonella
sakaiensis.

Genoma Tamanho Ne GC% Ne
(Mb) Genes Proteinas
Nao 6,14 5,636 72,9 5,451
mencionado
Fonte: (5).

AplicacGes Biotecnoldgicas

A descoberta de ldeonella sakaiensis
tem importancia potencial para a degradacao
de plasticos PETS. Antes da sua descoberta, 0s
unicos degradadores conhecidos de PET, era
um pequeno numero de bactérias e fungos,
incluindo Fusarium solani. E nenhum desses
organismos degrada PET como uma fonte de
carbono e de energia primaria. A descoberta
de I. sakaiensis estimula estudos na &rea de
biodegradacdo de PET como um meétodo de
reciclagem e de biorremediacdo (9).

A Dbactéria selvagem ¢é capaz de
colonizar e quebrar um filme (0,2 mm de
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espessura) de baixa cristalinidade (macio) de
PET em, aproximadamente, seis semanas,
enquanto a enzima PETase responsavel
degrada PET de alta cristalinidade (duro) 30
vezes mais lento. Uma grande quantidade de
PET fabricada € altamente cristalina (por
exemplo, garrafas de pléstico), assim pensa-se
que todas as aplicagdes potenciais da enzima 1.
sakaiensis PETase em programas de
reciclagem terdo que ser precedidas por
otimizacdo genética da enzima (9).

Tais otimizacGes vém sido estudadas
com sucesso através de mutagénese estrutura-
guiada e sitio-guiada da enzima PETase, em
prol de aumentar sua eficiéncia catalitica,
buscando aumentar o sitio de ligacdo ao
substrato (9).

Em 2018, fora testado o efeito de fusdo
de peptideos de sinalizacdo de proteinas de
excrecao de E. coli Sec-dependentes e SRP-
dependentes com a ISPETase em construcédo de
vetores de clonagem. O resultado foram
vetores que efetivamente expressam e
excretam a enzima pro meio extracelular e que
mantém sua capacidade PETlitica (7).
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1.13 Magnetospirillum magnetotacticum

A Magnetospirillum magnetotacticum ¢é
uma bactéria magnetotactica conhecida por se
orientar ao longo das linhas de um campo
magnético (6). M. magnetotacticum foi isolada
das zonas microaerdbicas de sedimentos de agua
doce, em 1979, por (Blakemore et al. 1979), que
a chamou inicialmente de Aquaspirillum
magnetotacticum, posteriormente, alterando para
0 género atual (3).

Caracteristicas bioldgicas

A M. magnetotacticum (Figura 1), ¢
uma bactéria Gram-negativa, magnetotactica,
microaerofilica com o crescimento ideal a 30°C,
formato de espirilo helicoidal, mobilidade por
meio de flagelos bipolares, nutricdo quimio-
heterotroficas e habitat natural em aguas doces
com baixa [O2] (1).

Figura 1 - Micrografia eletrénica da linhagem
Aquaspirillum magnetotacticum MS-1
renomeada para o género Magnetospirillum.
Fonte: (1).
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da
Magnetospirillum magnetotacticum.

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhodospirillales
Familia Rhodospirillaceae
Genéro Magnetospirillum
Espécie M. magnetotacticum
Fonte: (2).

Ciclo de vida e Mecanismos Genéticos

A magnetotaxia de M. magnetotacticum
decorre de sua capacidade de formar
invaginacbes na membrana citoplasmatica,
chamados magnetossomas, onde ocorre a sintese
de Oxido de ferro biomineralizado magnetite
(FesOs) que sdo nanocristais ferromagnéticos.
Esses nanocristais de magnetite séo dispostos
dentro dos magnetossomas em forma de cadeia
paralela ao eixo longitudinal do movimento da
célula, formando uma agulha de bussola e
conferindo a bactéria, 0 comportamento
magnetotactico por meio de natacdo dirigida ao
longo das linhas do campo geomagnético (1,3,5).
Magnetospirillum magnetotacticum utiliza um
sistema mediado por sideroforos para aquisicdo
de ferro (3). A reproducéo de
alphaproteobacteria pedunculadas ocorre
inicialmente com a perda dos flagelos e com
posterior brotamento de um pedinculo que se
alonga e a célula se divide até se separar como
uma nova ceélula completa, seguido do
crescimento dos flagelos bipolares (7).
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Figura 2 - Ciclo de vida de bactérias

pedunculadas da classe Alphaproteobacteria.
Fonte: (7).

Genoma

Tabela 2 -  Projeto  gendbmico  de
Magnetospirillum magnetotacticum MS-1
depositado no Genbank sob nimero de acesso
NZ-JXSL00000000.1

Genoma | Tamanho | % CG N° de Ne de Ano
(Mb) proteinas | genes

Linear 4.52 63,6 4.124 4.238 2015

Fonte: (2).

Aplicagdes Biotecnologicas

A M. magnetotacticum  apresenta
aplicabilidade em diversos campos da ciéncia.
Na medicina, por exemplo, pode ser utilizada
para a producdo de nanoparticulas magnéticas
guimicamente sintetizadas utilizadas em técnicas
de diagndsticos como em ressonancia magnética,
em transporte de farmacos para tumores e no
tratamento de cancros através de hipertermia
magnética. Os magnetossomas podem também
serem utilizados como transportadores de genes
no sequenciamento de &cidos nucleicos, na
extracdo de DNA, na separacdo de células e de
diferentes compostos. OQOutra aplicacdo dos
magnetossomas é no campo da nanorrobdtica

(4).
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1.14 photorhabdus luminescens

A Photorhabdus luminescens
(anteriormente chamado Xenorhabdus
luminescens) é uma bactéria bioluminescente e
também um pat6geno letal de insetos. O papel da
bioluminescéncia no P. luminescens ndo é bem
esclarecido, pois pode ser usado para avisar
outros insetos e mamiferos ou servir para atrair
insetos. A funcdo mais importante desse
micrébio é a relacdo simbidtica com o0s
nematoides entomopatogénicos do solo (familia:
Heterorhabditidae) que também sdo patogénicos
para uma ampla gama de insetos (6).

Caracteristicas Biologicas

E uma bactéria nemat6ide-simbidtica,
gram-negativa, bioluminescente, em forma de
bastonete, sem formacéao de esporos, pertencente
a familia das Enterobacteriaceae. Photorhabdus
luminescens pode ser classificado como um
organo-heterotrofico anaerdbico. Os processos
quimicos  responsaveis pelo  metabolismo
ocorrem na auséncia de oxigénio e o carbono
organico é usado como fonte de alimento.
Estudos recentes mostram a importancia dessa
bactéria como fonte alternativa de inseticidas,
bem como um possivel patdogeno humano
emergente (6).

Figura 1 - A) Bioluminescéncia de Photorhabdus
luminescens, 72h depois de infectar Galleria
mellonela. B) Photohabdus luminescens com
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GFP, no interstino do nematoide Heterohabditis.
Fonte: (6).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica de
Photorhabdus luminescens.

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Classe | Gammaproteobacteria

Ordem Enterobacterales
Familia Morganellaceae
Género Photorhabdus
Espécie P. luminescens

Fonte: (7).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O ciclo de vida de Photorhabdus
luminescens depende da sua relacdo simbiotica
com os nematoides de Heterorhabditis. Uma vez
que o nematoide encontra um inseto hospedeiro
adequado, o P. Luminescens ¢ liberado na
corrente sanguinea do inseto e o destroi
produzindo e secretando toxinas. Também
secreta enzimas responsaveis por decompor o
corpo do inseto e converté-lo em nutrientes.
Esses nutrientes sdo, posteriormente, utilizados
pelo nematoide e pelas bactérias. Dessa maneira,
ambos 0s organismos obtém  nutrientes
suficientes para posterior reprodugédo e
replicacdo. P. luminescens é o Unico organismo
encontrado até o momento que exibe fenotipo
duplo (simbiotico dentro de um organismo e
patogénico em outro). Além disso, também
produz antibioticos e toxinas para impedir a
invasdo do inseto por competidores bacterianos
ou fungicos e se torna visivel mesmo em
ambientes néo noturnos devido a
bioluminescéncia. Uma vez concluida a fase de
infeccao, as bactérias retornam ao intestino dos
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nematoides, e esses, com suas contrapartes
bacterianas, deixam o antigo hospedeiro em
busca de um novo para repetir o ciclo. Também
foram relatados varios casos de infeccdo humana
por Photorhabdus luminescens. O ciclo de vida
de P. luminescens e vérias de suas caracteristicas
fenotipicas assemelham-se aos de Y. pestis.
Ambos transitam e colonizam insetos além de
serem patogénicas. No entanto, P. luminescens
tem sido usada para fins biologicos no controle
de insetos sem causar danos aos seres humanos
(1.2)

q
o cadaver

Bactérias se reproduzem, alimentando-
s dos nutrientes retirados do cadaver

P. luminescens
LIFE CYCLE

Figura 1 - Ciclo de vida da P. luminescens.
Fonte: (2).

Genoma

Os genes codificados consistem em
grandes matrizes de adesinas, toxinas,
hemolisinas, proteases e lipases. As proteinas
desempenham um papel vital na morte dos
competidores, colonizagdo do hospedeiro,
invasdo e bioconversdo do cadaver de insetos,
tornando essa bactéria um modelo muito bom
para 0 estudo da simbiose e patogénese. Os
genes responsaveis pelas relagdes simbidticas
também sdo codificados nas sequéncias
genébmicas (1). As fungbes patogénicas sao
codificadas em varias ilhas genbmicas de
patogenicidade (PAIs) contidas no cromossomo
bacteriano. Isso inclui um grande numero de
genes que codificam toxinas e enzimas
secretadas, bem como genes que codificam
produtos para a producdo de antibidticos e
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bacteriocinas. A secrecdo desses produtos ocorre
por uma variedade de sistemas, incluindo os
sistemas de secrecéo tipo I, tipo Il e tipo I (5).
Os mecanismos de secrecdo de toxinas ndo sdo
totalmente  elucidados.  Usando  andlise
bioinformatica e comparacdo com  0S
componentes de sistemas de  secrecdo
conhecidos, Vvérias cOpias de componentes de
todos os sistemas de secrecdo, exceto 0s que
compdem o sistema do tipo IV, foram
identificadas em todo o genoma da bactéria. I1sso
indica que Photorhabdus luminescens possui
todos 0s meios necessarios para a secrecao de
fatores de viruléncia, sendo capaz de estabelecer
uma infeccdo microbiana (6). Os genes que
promovem relagcBes simbioticas também sdo
codificados em ilhas gendmicas no cromossomo
(GI), incluindo alguns que afetam o
desenvolvimento dos nematoides. Os genes de
viruléncia parecem estar ativos durante a fase de
crescimento exponencial. Os genes simbidticos
parecem funcionar durante o crescimento da fase
estacionaria (pos-exponencial). O interruptor de
um estado para outro €é controlado. O
Photorhabdus luminescens € capaz de emitir luz,
um processo complexo que requer os produtos
do operon lux. O sistema lux tem sido
amplamente utilizado como marcador molecular
em muitas experiéncias. A funcdo biologica
exata da bioluminescéncia ndo € conhecida,
embora possa ter um papel na protecdo contra
espécies reativas de oxigénio (ERO) (5).

Tabela 1 - Genoma de Photorhabdus
luminescens. Genoma completo pode ser
acessado através do NCBI Genome database
através do ID 1123.

Genoma | Tamanho | CG% N° de | N° de | Ano

(Mb) proteinas | genes
Circular | 5,40 42,55 4,248 4,754 2003
Fonte: (5).

Aplicacdes Biotecnoldgicas

O genoma de P.luminescens ja esta
sequenciado (1). O préximo desafio € identificar
genes envolvidos na simbiose que no futuro
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poderdo ser usados visando aumentar a produgéo
dos vermes para o controle de insetos nas
plantas. Em wuma das experiéncias com
prototipos, o Photorhabdus luminescens reduziu
0s besouros de batata do Colorado e a mosca-
branca da batata-doce em 100%, em condicdes
de laboratdrio. O besouro da batata é not6rio por
desenvolver resisténcia a inseticidas, portanto, 0s
cientistas buscam controles ndo quimicos como
possiveis inseticidas naturais (3).
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1.15 Streptococcus pyogenes

Algumas pessoas portam S. pyogenes na
garganta sem problemas, apesar deste
microrganismo  poder  causar  diversas
infeccdes. Tais infeccOes estdo relacionadas a
toxinas bacterianas, febre escarlate, e febre
puerperal (2,5). Além disso, a S. pyogenes
podem também causar doencas ndao
pyogenicas, gerando complicagbes mediadas
no sistema autoimune poés-infeccdo como febre
reumatica e glomerulonefrite aguda. (2,5).

Apesar de ser nefasta para a salde
humana, € inegavel a aplicacdo que este
microrganismo teve na pesquisa cientifica.
Atraves desta bactéria, o mecanismo do
sistema CRISPR/Cas foi desvendado, o que
atualmente é uma técnica cada vez mais
recorrente  nas pesquisas em  biologia
molecular (8).

Caracteristicas Biologicas

A Streptococcus pyogenes (Figura 1) € uma
bactéria em forma de coco, aerotolerante, com
cerca de 0,5 - 1 micrbmetros, gram-positiva e
catalase negativo (1,4).

Esta Dbactéria é extracelular, sem
mobilidade e sem esporulacdo, enquadrada no
agrupamento Lancefieldl de antigeno A
(denominada GAS). Streptococcus do grupo A
cultivados em &gar com sangue produzem
zonas de beta hemolise que é a completa
destruicdo de hemécias. Nao é frequentemente
encontrada na biota da pele e é patogénica
(1,4).
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Figura 1 - Streptococcus pyogenes em zoom
900x. Fonte: (10).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da
Streptococcus pyogenes.

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Lactobacillales
Familia | Streptococcaceae
Género Streptococcus
Espécie S. pyogenes
Fonte: (7).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

A S. pyogenes é dotada de fatores de
viruléncia que a possibilitam unir-se aos
tecidos hospedeiros, evitar a resposta
imunolégica e se difundir penetrando nas
camadas dos tecidos. Na sua membrana detém
proteinas M, acido lipoteicoico e proteina F
que ajudam a anexar-se a varias células
hospedeiras. A proteina M inibe a opsonizacao
pelo sistema complemento por se ligar os
reguladores do complemento. Entretanto esta
mesma proteina também é seu ponto fraco,
pois é o antigeno reconhecido pelo sistema
imunolégico (4).

Como se trata de uma bactéria, 0 método
de reprodugdo mais comum atribuido é a divisao
celular por fissdo binaria (Figura 2 a esquerda).
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Quando a célula se reproduz, 0 seu cromossomo
circular se replica e a célula se divide. Este
processo de reproducdo € o mais simples
conhecido (9).

Geralmente, num lugar especifico da
molécula de DNA (origem de replicacdo) é onde
se inicia a replicacdo. Todavia, este lugar ndo é
totalmente conhecido. Os dois cromossomos
“filhos” recém-replicados se afastam,
deslocando-se em sentidos opostos da ceélula,
ficando juntos a membrana plasmética. Entre os
polos (no centro da célula) é formada uma nova
membrana plasmatica e parede celular. Apo6s a
ativacdo de mecanismos genéticos, inicia-se 0
processo de estrangulamento celular, a partir do
centro da célula, dando lugar a duas novas
células, cada uma com uma cépia idéntica de
cromossomos (9).

Outrossim, as bactérias podem se
reproduzir de forma sexuada, maioritariamente
por conjugacéo (Figura 2 a direita). No entanto, a
reproducdo sexual desta bactéria ndo esta
descrita na literatura. Ainda assim, a conjugacao
ocorre, em determinadas condic¢des, quando ha
contato fisico entre duas células, geralmente via
pilus. Uma delas (célula doadora) aporta um
pequeno segmento linear de DNA (F-plasmideo
ou fator F) que serd transferido para a outra
(receptora, fator F ausente). Nesse momento, a
enzima DNA polimerase sintetiza uma fita
complementar para gerar a dupla fita de DNA.
Em alguns casos a célula doadora transfere
também DNA cromossomal. A partir de entdo, a
célula receptora combina o DNA da célula
doadora com o seu proprio (2).
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Figura 2 - Esquerda - As células procarioticas se
reproduzem por meio da fissdo binaria, onde
cada cromossomo replicado estard presente em
cada uma das celulas-filhas. Direita —
Reproducdo sexual atribuida a Streptococcus
pyogenes. O fator F serd transferido da célula
doadora para a célula receptora. Fonte: (9).

Transferéncia
de informagdo
genética

Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da Streptococcus
pyogenes.

Genoma Tamanho | N°de | GC% N° de
(Mb) Genes Proteinas
NCTC8198 1,91 1,969 | 38,5 1,825

Fonte: (7).

AplicacGes Biotecnoldgicas

Valendo-se de uma adesina chamada
FbaB, produzida por esta bactéria, Zakeri et
al. (2012), do departamento de Bioquimica da
universidade de Oxford, construiram uma
super cola biolégica de proteinas muito
resistente (1nN) e, portanto, de estabilidade
mecanica e termodinamica, separando-a em
dois fragmentos, um maior e outro menor,
respectivamente: Spycatcher e SpyTag. Ao
unir os pedacos, formam rapidamente ligacdes
covalentes com alta eficiéncia e estabilidade,
tal que detergente fervendo ndo separa.
Possiveis usos seriam para unir enzimas em
uma biorreacdo e aumentar a velocidade da
reacdo e assim, os lucros. Ou unir o aparato
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fotossintético de  plantas e  recriar
artificialmente o processo natural em maior
escala (11).

Ademais, fora desvendado o sistema
CRISPR/Cas, através da observacdo dos
mecanismos dessa bactéria, que é basicamente
uma funcdo imune bacteriana para proteger a
célula de plasmideos e fagos, utilizando
crRNAs em conjunto com a proteina cas9 pra
destruir DNASs invasores. Esta pesquisa foi
realizada a partir de 2012, através do trabalho
de Jennifer Doudna, University da Carlifornia
em Berkeley, e por Emmanuelle Charpentier,
diretora do Instituto Max Planck de Biologia
de Infeccdo em Berlim. Foi usado para editar
DNA e, mais recentemente, pesquisadores
exploraram a sua capacidade para editar RNA

(8).
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1.16 Streptomyces griseus

A Streptomyces griseus é
uma bactéria conhecida por ser produtora de
antibioticos e outros metabdlitos secundarios (6).
S. griseus foi descrita pela primeira vez, em
1914, por Krainsky durante o inicio da Segunda
Guerra Mundial (11). Em 1915, o Dr. Waksman
e um de seus assistentes isolaram-na do solo uma
cepa de actinomicete que, inicialmente,
chamaram Actinomyces griseus e,
posteriormente, em 1943, foi renomeada
como Streptomyces griseus (9). O interesse nesta
espécie decorre de sua capacidade de produzir
estreptomicina, um composto que demonstrou
atividade  bactericida  significativa  contra
Mycobacterium tuberculosis, o agente causador
da tuberculose (7). A estreptomicina foi
descoberta, em 1943, em Nova Jersey no
laboratério de Selman Waksman que recebeu o
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, em
1952, por seus estudos sistematicos na producdo
de antibioticos por S. griseus (9). No comeco dos
anos 50, S. griseus era considerado um
microrganismo intermediario entre fungos e
bactérias, devido as suas caracteristicas
morfoldgicas. No entanto, ap6s serem realizados
teste bioquimicos comprovando a auséncia de
membrana nuclear nesse organismo, 0 mesmo
ficou pertencente aos proariontes (10).

Caracteristicas bioldgicas

A Streptomyces griseus (Figura 1) ¢é
uma bactéria Gram-positiva com parede celular
de peptideoglicana, filamentosa, aerdbica,
mesofilica (25 a 35 °C), quimioheterotréfica,
apresenta mobilidade e crescimento
relativamente lento (5,7). E predominantemente
encontrada no solo, embora também esteja
presente em ambientes aquaticos e vegetacao em
decomposicéo, podendo ser encontrada ainda em
simbiontes, em raizes de plantas ou em relagcfes
simbi6ticas com organismos invertebrados
como: formigas atineas e besouros (7,10).
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Apresenta odor de "terra molhada” resultante da
producéo de um metabolito volatil,
a geosmina (7). Produzem massas
de esporoscinza eo verso das cOlonias é
amarelo-cinza. Os esporos tém superficies lisas e
estdo em forma de correntes retas (4). O periodo
para crescimento das hifas aéreas é de 7 a 10 dias

(7).

Figura 1 - Morfologia de colonias de
Streptomyces griseus tipo selvagem S4-7. Fonte:

Q).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica da
Streptomyces griséus.

Dominio Bacteria

Filo Actinobacteria

Ordem Actinomycetales

Familia Streptomycetaceae

Género Streptomyces

Espécie S. griseus
Fonte: (5).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

A Streptomyces griseus, assim como outras
espécies do mesmo género, inicia seu ciclo de
vida a partir da germinacéo de esporos em niveis
adequados de nutrientes e o crescimento apical
do tubo germinativo, dando origem ao micélio
vegetativo que é composto por hifas ramificadas
septadas. Posteriormente, estas estruturas se
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dividem para formar esporos durante um
processo de diferenciacéo celular, constituindo o
micélio aéreo, que em condigdes ambientais
adversas, geralmente entra na fase estacionaria
do ciclo de vida onde se ativam as vias
metabolicas  associadas a producdo de
metabolitos secundarios (10). Espécies do género
Streptomyces sdo catalase positiva, reduzem
nitratos a nitritos e degradam adenina, esculina,
caseina, gelatina, hipoxantina, amido, e L —
tirosina (7). Excretam uma alta concentracdo de
enzimas digestivas e possuem atividades
proteoliticas, decomposicdo de queratina,
quitinas, lignocelulose, amido e também
participam no ciclo de aminoacidos e nitrogénio
(5,7). Além disso, sdo geralmente capazes de
crescer em meio composto de sais inorganicos e
glicose (7).

Dispersio de esporos
Formagio /‘ g
de esporos 4 \
¥ Germinagio de esporos
N~

Segregacdo ¢ septacio Crescimento do substrato
Cromossomica que alimenta o micélio
% o ~

€  Formagio de hifas
aéreas reprodutivas

Antibidticos
produzidos para

substrato morto

Figura 2 - Ciclo de vida e caracteristicas
macroscopicas e microscopicas de levedura do
género Streptomyces. Fonte: (10).

Genoma

Diferentemente da maioria dos outros
genomas bacterianos, 0 cromossomo de
Streptomyces griseus, assim como outras
espécies do género Streptomyces, é linear e
apresenta nas suas extremidades telémeros com
proteinas ligadas covalentemente, onde as
sequéncias terminais de cromossomos lineares e
alguns plasmideos lineares de Streptomyces
mostram extensa homologia, permitindo assumir
forma circular sob condigfes naturais ou em
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laboratério (6,7). Essas regides terminais
possuem sequéncias repetitivas que codificam,
principalmente,  funcbes  relacionadas a
regulacdo, secrecdo, diferenciacdo, transporte e
biossintese de antibidticos (7). O genoma de S.
griseus apresenta tamanho bastante grande
comparado a outros genomas baterianos.
Outra caracteristica € o alto conteudo de citosina
e guanina (C-G), sendo em torno de 70% (10).

Tabela 2 - Projeto gendmico de Streptomyces
griseus IFO 13350 depositado no Genbank sob
namero de acesso AP009493.1.

Genoma Tamanho % N° de N° de Ano
(Mb) CG | proteinas | genes

Linear 8.55 72,2 6.935 7.167 | 2008

Fonte: (5).

Aplicacdes Biotecnologicas

O género Streptomyces € reconhecido
por sua capacidade de produzir uma ampla
variedade de metabolitos secundarios
(antibioticos,  parasiticidas,  herbicidas e
substancias farmacologicamente ativas,
incluindo agentes antitumorais e
imunossupressores) aplicados na medicina,
agricultura e veterinaria (6,8). A linhagem de
S.griseus IFO 13350 produz 34 tipos diferentes
de metabdlitos secundarios como estreptomicina,
grixazona, isorenierateno, HPQ melanina,
alquilresorcinol, nocardamina, 2-
metilisoborneol, entre outros (6). Devido a
morfogénese complexa e importancia industrial e
médica, S. griseus tornou-se um modelo de
procarionte para o0 estudo da diferenciacédo
multicelular e do metabolismo secundario, pois
sdo responsaveis pela producdo de mais de 2/3
dos antibidticos clinicamente Uteis de origem
natural (2,6). S.griseus também pode ser
aplicado em biorremediacdo corretiva de aguas e
solos contaminados com cromo hexavalente que
é extremamente toxico. Isso ocorre devido ao
fato de algumas linhagens serem capazes de
reduzir cromo hexavalente a cromo trivalente
que € uma forma menos toxica do composto (3).



https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Secondary_metabolites&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhhXiSg5IYUqt3dP0yQQAmRI6v-vMg

secretar
quitinases,

. 1. BACTERIAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Devido a capacidade da S. griseus de
diversas enzimas como proteases,
lipases, este microorganismo €

utilizado como ferramenta de biocontrole na
agricultura, por meio de engenharia genéticas de
plantas, onde durante a relacdo simbidtica, o

microrganismo  produz

metabolitos para o

controle bioldgico de fitopatdgenos (8).

Referéncias

62

1. CHO, Hyun Ji; KWON, Young Sang; KIM,
Da-ran; CHO, Gyeongjun; HONG, Seong Won;
BAE, Dong-won; KWAK, Youn-sig. WbIE2
transcription factor in Streptomyces griseus S4-7
plays an  important role in  plant
protection. Microbiologyopen, [s.l.], v. 6, n. 5,
10 p., 19 maio 2017. Wiley. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/
mbo3.494. Acesso em: 17 out. 2020.

Doi: 10.1002/mb03.494

2. HIRANO, Setsu; TANAKA, Katsuyuki;
OHNISHI, Yasuo; HORINOUCHI, Sueharu.
Conditionally positive effect of the TetR-family
transcriptional regulator AtrA on streptomycin
production by Streptomyces
griseus. Microbiology, [s.l.], v. 154, n. 3, p. 905-
914, 1 mar. 2008. Microbiology Society.
Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1099/mic.0.2007/014381-0.
Acesso em: 17 out. 2020.

3. LAXMAN, R.s; MORE, S. Reduction of
hexavalent ~ chromium by  Streptomyces
griseus. Minerals Engineering, [s.l.], v. 15, n.
11, p. 831-837, nov. 2002. Elsevier BV.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/s0892-
6875(02)00128-0. Acesso em: 17 out. 2020.

4. LIU, Z. Classification of Streptomyces
griseus (Krainsky 1914) Waksman and Henrici
1948 and related species and the transfer of
'Microstreptospora  cinerea’ to the genus
Streptomyces as  Streptomyces yanii  sp.
nov. International Journal Of Systematic And
Evolutionary Microbiology, [s.I.], v. 55, n. 4, p.
1605-1610, 1 jul. 2005. Microbiology Society.
Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1099/ijs.0.63654-0.  Acesso
em: 17 out. 2020.

11.

5. NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI).
Genome. Streptomyces griseus. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=str
eptomyces+griseus. Acesso em: 17 out. 2019.

6. OHNISHI, Y.; ISHIKAWA, J.; HARA, H,;
SUZUKI, H.; IKENOYA, M.; IKEDA, H,;
YAMASHITA, A HATTORI, M.;
HORINOUCHI, S.. Genome Sequence of the
Streptomycin-Producing Microorganism
Streptomyces griseus IFO 13350. Journal of
Bacteriology, [s.I.], v. 190, n. 11, p. 4050-4060,
28 mar. 2008. American Society for
Microbiology. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1128/jb.00204-08.  Acesso
em: 17 out. 2020.

7. SILVA, Ingrid Reis da. Caracterizagdo de
compostos antimicrobianos produzidos por
Streptomyces sp. 2016. 103 f. Tese (Doutorado) -
Curso de Pds-graduacdo em Biotecnologia,
Universidade Federal do Amazonas, Manaus,
2016.

8. SOUSA, Carla da Silva; SOARES, Ana
Cristina Fermino; GARRIDO, Marlon da Silva;
ALMEIDA, Gabriela Maria Carneiro de Oliveira.
Estreptomicetos no controle da meloidoginose
em mudas de tomateiro. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, [s.l.], v. 41, n. 12, p. 1759-1766, dez.
2006. FapUNIFESP (SciELO). Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1590/s0100-
204x2006001200010. Acesso em: 17 out. 2020.

9. THE NOBEL PRIZE. Award ceremony
speech. Disponivel em:
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1952
[ceremony-speech/. Acesso em: 17 out. 2019.

10. TORRES, Maria Alejandra Ferreira. Andlise
gendbmica de Streptomyces olindensis DAUFPE
5622 e de suas vias cripticas para obtencao de
novos metabolitos secundarios de interesse
biotecnoldgico. 2015. 104 f.  Dissertacdo
(Mestrado) - Curso de Pds-graduacdo em
Microbiologia, Departamento de Microbiologia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

WAKSMAN S.A., REILLY H.C., HARRIS D.
A. Streptomyces griseus (Krainsky) Waksman
and Henrici. Journal of Bacteriology, v. 56. n.
3, p. 259-269, sep 1948. PMID: 16561569;
PMCID: PMC5185.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mbo3.494
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/mbo3.494
http://dx.doi.org/10.1002/mbo3.494
http://dx.doi.org/10.1099/mic.0.2007/014381-0
http://dx.doi.org/10.1016/s0892-6875(02)00128-0
http://dx.doi.org/10.1016/s0892-6875(02)00128-0
http://dx.doi.org/10.1099/ijs.0.63654-0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=streptomyces+griseus
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=streptomyces+griseus
http://dx.doi.org/10.1128/jb.00204-08
http://dx.doi.org/10.1590/s0100-204x2006001200010
http://dx.doi.org/10.1590/s0100-204x2006001200010
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1952/ceremony-speech/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1952/ceremony-speech/

Dominio Archaea

O Dominio Archaea, pertencente ao Reino Monera, inclui organismos extremofilos, que
podem tolerar ambientes muito agressivos, com altas temperaturas, acidez, ou auséncia de oxigénio. Esses
organismos incluem espécies termofilicas — que gostam de calor e podem colonizar ecossistemas como
fontes termais vulcanicas terrestres ou oceanicas; metanogénicas — que podem existir em ambientes
anoxicos e produzir gas metano como um subproduto metabdlico; e halofilicas — que gostam de sal e
podem existir em locais onde os niveis de salinidade sdo incrivelmente altos. As espécies metanogénicas,
em particular, desempenham um papel significativo no tratamento de esgotos domeésticos e industriais,
enguanto outros grupos de archaeobactérias sustentam ecossistemas e habitas com condigdes extremas,
uma vez que muitos organismos dependem delas como fontes de alimento.

Bacteria Archaea Eukaria

Spirochetes Chloroflexi Entamoebidea Mycetozoa Animais

Gram Methanosarcina Fungos
positivas Methanobacterium Haloarchaea
Proteobacteria Methanococcus Plantas
Cyanobacteria Thermococcus Ciliados
celer
Planctomyces Thermoproteus Flagelados

Pyrodicticum

Bacteroides Trichomonadida
Cytophaga
Microsporidia

Thermotoga
Diplomonadida

Aquifex

Figura 1 - Arvore filogenética baseada na analise do rRNA, proposta por Carl Woese e George E. Fox
(1977), mostrando a separacdo dos grandes grupos bioldgicos: Bacteria, Archaea e Eukarya. O Dominio
Archaea (Reino Monera) encontra-se representado em vermelho.
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2.1 Haloarcula marismortui

Encontrada por primeira vez no Mar
Morto e isolada em 1960 por Ginzburg et al. (8),
a Haloarcula marismortui é uma arqueia
vermelha  pertencente a  familia  das
halobacteriaceae. Como toda arqueia haldfila, €
capaz de sobreviver em condi¢cdes ambientais
extremas, gragas as estruturas proteicas, as
estratégias metabodlicas adotadas, e as suas
respostas fisiologicas também (1).

Interessantemente, é importante 0
sequenciamento do seu genoma  para,
gradualmente, desdobrar o conhecimento sobre
0S Seus mecanismos genéticos que permitem a
sua habilidade Unica de sobreviver em ambientes
extremos. Além disso, € necessaria a
compreensdo das respostas fisiologicas acima
citadas para que o conjunto de sistemas que
caracterizam 0 microrganismo possa ser
delineado por pesquisadores. Através disso,
podem ser dadas aplicacGes biotecnoldgicas a
esta e a outros microrganismos que comungam
em aspectos Unicos.

Caracteristicas Biologicas

H. marismortui € um microrganismo
unicelular e de formato arredondado. Pertence ao
grupo das arqueias haléfilas, ou seja, € altamente
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tolerante a alta concentracdo de sal e de baixa
solubilidade de oxigénio. Habita em lugar com
alta intensidade de luz (3).

Devido a0 meio em que vive, este
microrganismo desenvolveu um sistema de
resposta fotobioldgica complexo, no qual
participam as  opsinas, 0  complexo
criptocromo/fotoliase, reguladores de ciclos e
transdutores. A H. marismortui possui seis
proteinas opsinas que utilizam a energia
luminosa para manter as concentra¢fes dos ions,
facilitar a fototaxia e gerar energia via gradiente
de prétons. J& por meio dos transdutores,
proteinas relacionadas ao metabolismo, a H.
marismortui consegue estar sensivel ao ambiente
que a envolve e, assim, mudar de respostas
conforme lhe é exigido para que sobreviva (3).

A H. marismortui possui estratégias
metabolicas flexiveis, limitantes & osmose, como
é 0 caso do seu metabolismo via metilaspartato,
onde ocorre a aneplerosis (processo de reposicao
de  suprimentos de intermediarios -
metilaspartato - metabolicos) (7).

Ademais, a H. marismortui obtém
energia, carbono metabolico e nitrogénio ndo sé
por glicolise, mas pelo catabolismo de
aminoacidos. Carbonos inorganicos sdo fixados
em aclcar, por meio do ciclo de carboxilato
redutivo, onde participam as enzimas fosfo
piruvato carboxilase e gluconeogénase (3).

Figura 1 - Haloarcula marismortui. Fonte: (9).
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica da
Haloarcula marismortui.

Dominio Archaea

Filo Euryarchaeota

Classe Halobacteria

Ordem | Halobacteriales

Familia | Haloarculaceae

Género Haloarcula

Espécie | H. marismortui

Fonte: (5).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Os mecanismos genéticos associados ao
metabolismo da H. marismortui é o que a tornam
um microrganismo unico.

O genoma desta arqueia possui genes
que codificam para enzimas que sintetizam até
16 aminoédcidos, sendo que o estandarte para
halobactérias € de oito aminoécidos (3).
Paralelamente, existem evidéncias de que o
metabolismo via metilaspartato foi originado
pela aquisicdo de certos genes especificos, por
meio de transferéncia horizontal (9).

Em relacdo ao ciclo de vida, a
reproducdo da Haloarcula marismortui ndo esta
particularmente elucidada. O método mais
comum de reproducdo, o qual é atribuido as
arqueias desta familia, é por fissdo binaria. Ap6s
0 nucléolo se dividir, mecanismos genéticos
ativam o estrangulamento celular, a partir dos
polos, gerando duas novas células-filhas
idénticas (Figura 2).

00
0®

() (d)

(h)

Figura 2 - Modelo especulativo da divisdo
celular de Haloarcula marismortui (a-h). A
CdvA (proteina de interacdo membranar) forma
uma estrutura anelar (em vermelho) envolta do
nucleoide (em azul) antes da segregacdo deste e
orienta a separacdo dos nucleoides (b-d). A
maquinaria responsavel para a separacdo
cromossomal ainda n&o é identificada. O anel
CdvA recruta e facilita a montagem de outras
proteinas (lilas) associadas as novas estruturas
formadas (e). Em conjunto, vao diminuindo
gradualmente a medida que a membrana
invagina (f-h). Fonte: (10).

Genoma

Tabela 2 - Propriedades gendmicas da
Haloarcula marismortui (ATCC 43049 I).

Genoma Tamanho GC% N° de N° de
(Mb) genes proteinas
ATCC 3,13 62,4 3,199 3,108
43049 |
Fonte: (5)

AplicacOes Biotecnoldgicas

A Haloarcula marismortui  soma
diversas pesquisas e possiveis aplicacdes
biol6gicas. Destacam-se nela o0s estudos
genéticos. H. marismortui é utilizada para
identificar e  categorizar 0os  estados
conformacionais do RNA, utilizados depois para
investigar as leis estatisticas que direcionam tais
estados. A sua grande subunidade ribossémica é
a parte mais estudada devido a sua estrutura
cristalina e o seu tamanho, que permitem uma
alta resolucdo (2). Zhou, P. et al. (2007)
estudaram os mecanismos genéticos relacionados
a tolerancia a exposicdo de luz UV, uma vez que
este microrganismo é alvo da alta intensidade
desta, 0 que provoca alteragcbes no DNA, visando
entender estes mecanismos genéticos
importantes para futuras aplicacoes
biotecnoldgicas. Ja Marden, D. Edel, C. (2007)
pesquisaram sobre a estabilidade de proteinas
halofilicas. Mostrou-se, no estudo, que a
superficie destas proteinas € enriquecida por
aminoacidos acidicos que mantém a estabilidade
em meios com alta concentracgéo de sal.
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Por sua vez, a investigacdo feita por
Tehei, M. et al. (2007), sobre a dindmica do
movimento da &gua dentro da H. marismortui,
demonstrou que o movimento da agua numa
concentracdo a 3.5M de NaCl é muito mais lenta
do que em células que ndo contém NaCl, em
aproximadamente 250 vezes. E. coli foi testada
igualmente e ndo apresentou 0S MesSMOS
resultados. A hipdtese que se da é que o
movimento lento (e Unico) da agua dentro da
celula de H. marismortui se deve a estrutura da
agua que facilita a ligacdo do K+ com ceélulas
cujo movimento de agua interna € mais lento.

O avancgo das pesquisas com relacdo a
este microrganismo o torna cada vez mais apto a
ter aplicagdes biotecnologicas, uma vez que
possui  caracteristicas Unicas estaveis em
ambientes ndo convencionais.
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2.2 Haloferax volcanii

A arcquéia Halloferax volcanii foi isolada
pela primeira vez, em 1975, no Mar Morto pelo
microbiologista Benjamin Elazari Volcani. Esta
haloarquea, bem adaptada a ambientes salinos,
emergiu como um sistema de modelo archaeal
muito importante. Por ser de facil crescimento e
por apresentar uma baixa taxa de mutagéo, foi
possivel a utilizacdo deste microrganismo em
diversas aplicacdes de biologia molecular, o que
transformou a H. volcanii num modelo n&o
apenas para o estudo do dominio Archaea, como
também para o desenvolvimento de aplicacdes
biotecnoldgicas (10).

E o microrganismo predominante nos
sedimentos do Mar Morto. Devido a isso e,
juntamente com outros halofilos relacionados,
sabe-se que quando as condicGes favorecem a
proliferacdo e crescimento microbiano, estes
extremofilos impregnam as aguas do Mar Morto
com sua cor avermelhada. Devido a fatores
naturais e ao aumento da atividade humana, a
salinidade no Mar Morto estd aumentando,
tornando este ambiente cada vez menos
hospitaleiros, até mesmo para extremofilos.
Mesmo que a presenca de H. volcanii ainda seja
bastante notavel, o nivel destes microrganismos
no Mar Morto é minimo se comparado com a
década de 1980 (6)(9).

Caracteristicas Biologicas

H. volcanii € um microrganismo haléfilo,
encontrado em ambientes hipersalinos, como o
Mar Morto e mares oceanicos com alta
concentracédo de cloreto de sodio (6).

O seu tamanho pode variar entre 1 e 3
um de diametro e é pleomorfica, podendo adotar
diferentes formas como em discos curvos,
cUpula, ou quando mdvel, a forma de bastonetes,
independente da condicéo ideal (3)(10).

A sua membrana é formada por isoprenoides
ligados a éteres e a sua parede celular é
composta por uma camada de glicoproteina (10)
que, por sua vez, € estavel sob altas
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concentracgdes de sal, e do contrario, ocorre a lise
das células. Devido a alta osmolaridade do seu
entorno, a H. volcanii neutraliza as pressdes
osmoticas mantendo uma alta concentracdo
interna de ions K+, o que faz balancear a
hipertonia do meio. Esta habilidade unica é
exclusiva da ordem das Halobacteriales (8).
Ademais, possui grandes quantidades de
carotenoides presentes na sua membrana. S&o
estes que lhe dao a cor avermelhada, tornando-se
visivel no mar quando em altas quantidades. O

carotenoide 34 -
poximonoanidrobacterioruberina é unico da H.
volcanii (11).

As condicBes 6timas de crescimento s&o
em temperatura de 42°C com concentragdo de
cloreto de sodio (NaCl) entre 1,5 a 2,5 M (13).

E quimiorganotréfica, metabolizando
acucares simples, amidos e aminoacidos como
fonte de carbono (8; 10). E anaerdbia facultativa:
0 oxigénio é preferido como aceptor terminal de
elétrons, porém, uma vez que a solubilidade
desta molécula é baixa em salmouras, utiliza o
fumarato, nitrato, DMSO ou TMAO, como
aceptores alternativos, representando assim, a via
anaerdbia de respiracdo celular (7) (8).

“ X11,000 1um

Figura 1 - Haloferax Volcanii. Fonte: (2).
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Taxonomia

Tabela 1 - Descricéo taxonémica da H. volcanii.

Dominio Archaea
Filo Euryarchaeota
Classe Halobacteria
Ordem Haloferacales
Familia Halobacteriaceae
Género Haloferax
Espécie Haloferax Volcanii
Fonte: (4).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Segundo Samson, R. Y. & Bell, S. D.
(2011), o estudo do ciclo celular das arqueias
ainda esta no seu estagio inicial. Isto se deve, em
parte, ao tamanho fisico e do genoma, e pelas
condicoes de crescimento esotéricas,
caracteristicas delas. Devido ao fato do ciclo
celular bacteriano e de microrganismos
eucariotas ja ser bem conhecido, as pesquisas
feitas com arqueias revelam  grandes
similaridades entre ambos, elucidando cada vez
mais a filogenia de cada microrganismo.

Durante o ciclo da H. volcanii, uma série
de eventos-chaves necessita acontecer. A
replicacdo do DNA precisa ser iniciada, mantida
e terminada. Para isso, 0s niveis de precursores
de nucleotideos precisam ser suficientes para que
0 processo dé continuidade, 0s cromossomos
sejam segregados e ocorra 0 estrangulamento
(5).

Durante a fase de crescimento
exponencial, a H. volcanii tem aproximadamente
dezoito cdpias do seu genoma por célula. Na fase
estacionaria, por sua vez, estabiliza com dez
copias por célula (5). Segundo Pohlschroder, M.,
& Schulze, S. (2018), células poliploides podem
conter até 30 cdpias do seu cromossomo.
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Ademais, este microrganismo possui seis
regides de replicacdo nos cromossomos que, por
sua vez é circular, igual as demais arqueias e
bactérias (5; 8).

O meio de reproducao da H. volcanii é
por fissdo binaria (Figura 2) (8) onde, apds a
replicacdo dos cromossomos, mecanismos
genéticos sdo ativados para que ocorra o0
estrangulamento polar da célula dando origem a
duas células-filhas idénticas, cada uma com uma
copia do material genético (1). Em condicGes
ideais de crescimento, 0 tempo para se
multiplicar é de 4 horas (8).

A proteina que mais esta envolvida na
divisdo celular da H. volcanii é a FtsZ, que é
semelhante a das bactérias. Esta proteina
polimeriza para formar uma estrutura anelar ao
redor dos pontos de divisdo. O anel, ao se
contrair em paralelo a invaginacdo membranar, é
a forca motriz para a divisdo celular. Nesta
argueia, a proteina FtsZ também forma anéis no
meio da célula (5).
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Figura 2 - Modelo especulativo da diviséo
celular da H. volcanii (a-h). A FtsZ (proteina de
interacdo membranar) forma uma estrutura
anelar (em vermelho) envolta do nucleoide (em
azul) antes da segregagdo deste e orienta a
separagdo dos nucleoides (b-d). A maquinéria
responsavel para a separacdo cromossomal ainda
ndo é identificada. O anel FtsZ recruta e facilita a
montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (e). Em conjunto,
vao diminuindo, gradualmente, a medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (5).
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Figura 3 - Microscopia do momento divisio
celular da Haloferax volcanii. Fonte: (10).

Genoma

Tabela 2 - Informaces do genoma referencial da
Haloferax volcanii sequenciado em 2010.

Genoma Tamanho N° de GC% N° de
(Mb) genes proteinas
DS2 2,85 2,961 66,6 2,840

Fonte: (4)(13).

Ademais, a H. volcanii possui dois
cromossomos secundarios (85 e 690 kb) e um
plasmideo (6,4 kb), totalizando 3996 genes que
codificam proteinas (8).

AplicacGes Biotecnoldgicas

Este microrganismo se destaca pela sua
utilizacdo em estudos moleculares. Como ja
mencionado na introducgéo, a arqueia Haloferax
volcanii se tornou relevante por representar um
sistema de modelo archaeal. S&o desenvolvidos
estudos das caracteristicas genéticas,
moleculares, bioldgicas e bioguimicas, além de
serem utilizadas ferramentas como vetores de
expressao, estratégias de delecéo de genes, como
0 CRISPR, entre outras técnicas, para a pesquisa
deste microrganismo (10).

Ademais, a aplicacdo direta de métodos
como a marcacdo metabdlica e sequenciamento
gendmico estabeleceu a base para os estudos
transcriptbmicos e protedmicos. Estas
ferramentas permitem analisar o processo da
transcri¢do, conhecer os RNAs ndo codificantes,
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entender a sintese e degradacdo de proteinas, a
glicosilacao, motilidade, entre outras
caracteristicas das arqueias. As pesquisas
voltadas para esta area permitem o0
desenvolvimento de novas aplicacoes
biotecnoldgicas deste microrganismo (10).

Devido ao fato de que as condi¢des em
que a H. volcanii sobrevive mimetizam as
condicbes da superficie de Marte (alta
concentragdo de sal e radiacdo), este
microrganismo é estudado como modelo para
teste de sobrevivéncia em meio extraterreste,
além de servir para estudos evolutivos (12).
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2.3 Haloterrigena turkmenica

A Haloterrigena turkmenica € uma
arqueia halofila (capaz de se desenvolver em
ambientes com altas concentracdes de sal). Foi
isolada por primeira vez em Ashkhabad,
Turquemenistdo, a partir de solo salino com
sulfato (2). Pertence a ordem das halobactérias
e, inicialmente, foi alocada ao género
Halococcus (Halococcus turkmenicus) (5).
Contudo, os estudos de Ventosa et al. (1999)
demonstraram, mais tarde, significativas
diferengas entre H. turkmenicus e outros
organismos do género Halococcus, dando lugar a
um novo género, Haloterrigena, ao qual este
microrganismo passou a fazer parte.

O nome deste género deve-se ao
requerimento de sal (halos) e da sua origem no
solo (terrigena). Por sua vez, turkmenica €
devido a sua descoberta ocorrer na regido da
Turquia (2).

Caracteristicas Biologicas

A Haloterrigena turkmenica (Figura 1) é
uma arqueia gram-negativa, com formato
oval/esférico, cujo didmetro varia de 1.5-2 um, e
pode ocorrer também em forma de bastdo.
Habita em solos, geralmente como célula Unica,
raramente ocorrendo em pares ou quartetos. N&o
forma esporos, nem flagelos (ndo se movimenta)
ou granulos lipidicos (4).

As colbnias sdo pigmentadas em
vermelho ou rosa claro, devido a presenca de
Cso-carotenos (4). Ademais, é
quimiorganotrofica e aerdbia, utiliza compostos
organicos como fonte de energia e carbono e tem
0 oxigénio como receptor final de elétrons.
Requer um minimo de 2 M de cloreto de sédio
(NaCl) (4).

A temperatura de crescimento varia entre
29° e 57°C. Em condigbes Otimas de
crescimento, este microrganismo é o membro da
familia Halobacteriaceae com mais rapido
crescimento. O tempo de geragdo é de apenas 1.5
horas (2).

71

Figura 1 - Micrografia eletronica de varredura da
estirpe 4k™ de Haloterrigena turkmenica. Fonte:

).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da

Haloterrigena turkmenica
Dominio Archaea
Filo Euryarchaeota
Classe Halobacteria
Ordem Halobacteriales
Familia Halobacteriacea
Género Haloterrigena
Espécie H. turkmenica
Fonte: (2)

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

A analise gendmica deste
microrganismo revelou a existéncia de varios
agrupamentos de genes envolvidos na
biossintese de metabdlitos secundarios e
peptideos. O seu genoma possui genes
enzimaticos que codificam para carboxilesterase,
carboxilase e xilose isomerase. Além disso,
constam de multiplos genes que codificam as
enzimas celulose e xilanase (3).
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Em relagdo ao ciclo de vida, a
reproducdo da H. turkmenica ainda né&o foi
particularmente elucidada. O método mais
comum de reproducdo, ao qual € atribuido a esta
arqueia, € por fissdo binaria. Apos o nucléolo se
dividir, mecanismos genéticos ativam 0
estrangulamento celular a partir dos polos,
gerando duas novas células-filhas idénticas
(Figura 2).
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Figura 2 - Modelo especulativo da divisdo
celular de H. turkmenica (a-h). A CdvA
(proteina de interacdo membranar) forma uma
estrutura anelar (em vermelho) envolta do
nucleoide (em azul) antes da segregacdo deste e
orienta a separacdo dos nucleoides (b-d). A
maquinaria responsavel para a separacdo
cromossomal ainda ndo é identificada. O anel
CdvA recruta e facilita a montagem de outras
proteinas (lilas) associadas as novas estruturas
formadas (e). Em conjunto, vao diminuindo,
gradualmente, a medida que a membrana
invagina (f-h). Fonte: (1).

Genoma

Tabela 2 - Propriedades gendmicas da Estirpe
4kT da Haloterrigena turkmenica.

Genoma Tamanho Nede | GC (%)
(bp) genes
Estirpe 5,440,782 | 5,350 | 64.26%
4kT
Fonte: (2).

Aplicagdes Biotecnologicas

O conhecimento sobre o0s potenciais deste
microrganismo ainda ndo foi totalmente
esclarecido. Os estudos genéticos realizados
revelaram diversos genes codificadores para
enzimas como a celulase, xilanase, xilose
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isomerase e carboxilesterase (3). Estas enzimas
sdo de interesse biotecnoldgico em diversos
campos.

Adicionalmente, a Haloterrigena
turkmenica é uma boa candidata para pesquisa
em termos de preservacdo de DNA, estudos
filogenéticos, metanogenesis e ampliacdo do
conhecimento do dominio ao qual pertence e das
caracteristicas da terra nos seus estagios iniciais
4).

A Haloterrigena turkmenica possui 0
tempo de geragdo mais curto entre 0s organismos
que pertencem a familia Halobacteriaceae e
cresce em meio de cultura conhecido, 0 que a
torna um potencial alvo maior utilizacéo e estudo

(2).
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2. 4 Methanosarcina barkeri

A arquéia M. barkeri foi isolado de
varios lugares, incluindo esgoto em Los Angeles
e Urbana, Illinois (1). A linhagem fusaro foi
isolada de amostras de lama colhidas no lago de
agua doce, Lago del Fusaro, na Italia. Também é
relatado que M. barkeri vive no rimen do gado,
onde ajuda a digerir a celulose.

A M. barkeri é o organismo no qual o 22°
amino&cido pirrolisina foi descoberto. Embora
essa ndo tenha sido uma descoberta totalmente
revolucionaria devido a descoberta anterior do
21° aminoacido (selenocisteina), € de particular
interesse porque € encontrada apenas nas
arqueias, principalmente nos metanogénicos. A
pirrolisina desempenha um papel significativo no
processo de metanogénese. Também deve ser
observado que a pirrolisina é o 21° aminoéacido
que é diretamente carregado em um tRNA. A
selenocisteina é produzida somente ap6s o tRNA
ter sido carregado com serina e a mesma ser
modificada em selenocisteina (4).

Caracteristicas Biologicas

M. barkeri (Figura 1) ndo é mével e nao
contém flagelos, no entanto, uma espécie foi
observada produzindo  vesiculas  gasosas.
Tendem a formar aglomerados irregulares de
células, de varios tamanhos, a medida que as
celulas se dividem. Os aglomerados podem
crescer grandes, o suficiente, para serem vistos a
olho nu. As células sdo geralmente grandes e
esféricas e produzem uma coloragdo Gram
positiva (1). Na cultura liquida, as células
formam grandes massas (3). Existe discussao na
comunidade cientifica sobre se M. barkeri.
fusaro produz ou ndo vesiculas gasosas. Foi
demonstrado  que  outras  espécies  de
Methanosarcina e uma linhagem de M. barkeri
produzem vesiculas gasosas, possivelmente
como um meio de movimento. Porém, varios
estudos falharam em produzir vesiculas gasosas
em M. barkeri Fusaro (2). Isso normalmente néo
levaria a muita discussdo, porém o genoma de M.
barkeri fusaro possui 0s genes necessarios para a
producdo de vesiculas gasosas e, portanto, deve
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ser capaz de produzi-las. Na linhagem que
produziu tais vesiculas, somente o fez na
presenca de H>/CO,. Foi proposto que as
vesiculas gasosas sdo produzidas em resposta a
gradientes de hidrogénio (2).

T -

Figura 1 - Micrografia eletrénica da secdo fina
de M. barkeri fasaro. As células cultivadas em
meio com baixa solucdo salina (A) crescem
como agregados multicelulares incorporados em
uma matriz de metanocondroitina (mc). As
células cultivadas em meio marinho (B) crescem
como células Unicas sem a camada externa da
metanocondroitina. Quando cultivadas com
hidrogénio, vesiculas gasosas (gv) sdo
observadas em algumas células. Fonte: (2).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Methanosarcina barkeri.

Dominio Archaea

Filo Euryarchaeota

Classe Methanomicrobia

Ordem Methanosarcinales

Familia | Methanosarcinaceae

Género Methanosarcina

Espécie M. barkeri
Fonte: (8).
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Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

M. barkeri é um metanogénico
anaerdbico extremamente sensivel ao oxigénio e,
diferentemente da maioria dos metanogénicos
que usam apenas didxido de carbono, o M.
barkeri é capaz de fermentar uma variedade de
fontes de carbono, incluindo Hz, metanol,
metilaminas e acetato (1). Isso oferece uma
grande vantagem para M. barkeri, pois ndo e
capaz de motilidade e, portanto, depende de seu
ambiente. Como é capaz de utilizar uma
variedade de fontes de energia, € relativamente
adaptavel ao seu ambiente, em comparacdo com
seus parentes (2). Reproduz-se de duas maneiras.
Uma delas é a fissdo binaria. Esse processo é a
replicacdo direta do cromossomo pela proteina
FtsZ. Isso direciona a divisdo celular e, ap6s a
fissdo binaria, duas células idénticas sdo criadas.
A brotacdo ou fragmentacgdo é a outra maneira da
espécie se reproduzir. Uma parte da célula brota
da celula principal e, eventualmente, se
transforma em uma célula  separada,
alimentando-se da célula-mae. Eventualmente se
transforma em uma coOpia idéntica da célula
original.
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Figura 2 - Modelo especulativo da divisdo
celular de M. barkeri (a-h). A CdvA (proteina de
interacdo membranar) forma uma estrutura
anelar (em vermelho) envolta do nucleoide (em
azul) antes da segregacdo deste e orienta a
separacdo dos nucleoides (b-d). A maquinaria
responsavel para a separacdo cromossomal ainda
n&o é identificada. O anel CdvA recruta e facilita
a montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (e). Em conjunto,
vao diminuindo, gradualmente, a medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (7).
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Genoma

A partir do genoma de M. barkeri
fusaro, foi determinado que M. barkeri possui
um cromossomo circular e um plasmideo
circular. O cromossomo de M. barkeri consiste
em 4.837.408 pb, bastante grande para um
metanogénico. Isso € atribuido a capacidade do
M. barkeri de metabolizar muitas fontes
diferentes de carbono. Dos 4,8Mbp, 69% deles
codificam proteinas. Existem também 73 RNAs
estruturais, 132  pseudogenes e  Varios
transposons. O genoma é de, cerca de 39% de
GC, relativamente baixo. O plasmideo consiste
em 36.358 pb, dos quais 58% sdo codificantes. O
plasmideo € de apenas 33% de GC. Foram
identificados 26 genes no plasmideo, com quatro
genes que se acredita estarem associados a
sintese de metanocondroitina, cinco transposases
putativas e sete genes hipotéticos, cuja funcéo €
desconhecida. Pensa-se que o plasmideo seja
replicado com a célula porque ndo contém um
local necessario para replicacdo pelo método do
circulo rolante (2).

Tabela 2 - Propriedades genOmicas da
Methanosarcina barkeri

Genoma Tamanho (bp) N° de GC (%)
genes
Circular 4.837,408 3,680 39%
Fonte: (2).

Aplicacdes Biotecnoldgicas

M. barkeri é potencialmente util para a
industria por duas razdes principais. A primeira
esta relacionada ao seu 22° aminoacido
exclusivo, a pirrolisina. Ao contrario do 21°
aminoacido, a selenocisteina, a pirrolisina é
encontrada apenas nas arqueias. Isso abre a
possibilidade de usar o tRNA da pirrolisina para
codificar aminoacidos "ndo naturais", permitindo
engenharia avangada de proteinas (5). O uso
mais Obvio de M. barkeri é produzir metano
como combustivel alternativo. Como
mencionado acima, M. barkeri é capaz de usar
uma variedade de fontes de carbono para a
metanogénese, por isso € mais flexivel do que
outros metandgenicos em termos de material de
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partida. Além disso, M. barkeri também &
aparentemente eficiente neste processo.
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2. 5 Nanoarchaeum equitans

A Nanoarchaeum equitans € uma espécie
de arqueia marinha que foi descoberta em 2002
em uma abertura hidrotermal na costa da
Islandia, no cume de Kolbeinsey, por Karl
Stetter. Foi proposta como a primeira espécie em
um novo filo. Linhagens desse microbio também
foram encontradas no cume oceanico medio
subpolar e na piscina de obsidiana no Parque
Nacional de Yellowstone. Uma vez que cresce
em temperaturas proximas de 80 graus Celsius, é
considerado um termofilo (1).

Caracteristicas Biologicas

Esta arqueia habita em ambientes com
temperaturas acima de 80°C (2). Suas ceélulas
tém apenas 400 nm de didmetro, tornando-o um
dos menores organismos celulares conhecidos,
além de ser a menor arqueia j& encontrada.
Ademais, tem preferéncia por lugares abundantes
em enxofre, hidrogénio e dioxido de carbono.
Também cresce melhor em ambientes com pH 6
e concentracdo de salinidade de 2%. A nivel
fisionémico possui a forma esférica e, em média,
tem 40 nm de didmetro, sendo considerada uma
das menores células vivas (1).

Interessantemente, apresenta simbiose
com |. hospitalis (Figura 1). Micrografias
eletrbnicas de contato entre |. hospitalis e N.
equitans exibem dois modos de interacdo. Um é
indireto e mediado por fibras finas. Em outro,
células das duas superficies celulares estdo
diretamente em contato. As duas membranas das
células de I. hospitalis sdo frequentemente vistas
em contato direto, sendo isto, possivelmente, um
pré-requisito para transporte de metabdlitos ou
substratos do citoplasma de uma célula para a
outra. Raramente, transportes através de
vesiculas de carga sdo observados entre |I.
hospitalis e N. equitans. Ndo ha evidéncias para
a presenca de estruturas tubulares, como em
Pyrodictium, ou que os dois citoplasmas se
fundam, na forma de uma "ponte” citoplasmatica

(3).
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Figura 1 - Simbiose entre N. equitans e |I.
hospitalis. Fonte: (3).

Taxonomia
Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Nanoarchaeum equitans.

Dominio Archaea

Filo Nanoarachaeota

Ordem Nanoarchaeales

Familia Nanoarchaeaceae

Género Nanoarchaeum

Espécie N. equitans

Fonte: (6).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Células de N. equitans mostram um
modo classico de divisao celular, por constri¢éo.
Seu citoplasma exibe dois tipos de fibras:
alongado e em forma de anel (5). Nanoarqueum
parece ser um simbionte obrigatério do arquaea
Ignicoccus e deve estar em contato com o
organismo hospedeiro para sobreviver (3).
Devido a falta de genes que codificam varias
vias metabolicas vitais, o Nanoarchaeum
equitans depende de seu hospedeiro para adquirir
muitas biomoléculas, como lipidios, aminoacidos
e nucleotideos (4).
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Figura 2 - Modelo especulativo da divisdo
celular de N. equitans (a-h). A CdvA (proteina
de interagdo membranar) forma uma estrutura
anelar (em vermelho) envolta do nucleoide (em
azul) antes da segregacdo deste e orienta a
separagdo dos nucleoides (b-d). A maquinaria
responsavel para a separacdo cromossomal ainda
ndo é identificada. O anel CdvA recruta e facilita
a montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (e). Em conjunto,
vao diminuindo, gradualmente, a medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (5).

Genoma

Tabela 2 - Propriedades gendmicas da N.
equitans.

Genoma | Tamanho | N°de GC Ano
(pb) genes | (%)

Circular | 490.885 553 | 31,6% 2003

Fonte: (4).
Aplicagdes Biotecnologicas

A N. equitans possui um elevado
potencial para a engenharia genética devido ao
pequeno tamanho do seu genoma e por se tratar
de um microorganismo hipertermoéfilo. Ja foi
testada para a codificacdo e processamento de
tRNA, através de rotas ndo convencionais. Além
disso, em estudos envolvendo mecanismos
evolutivos, pode ser utilizada para analises da
composicdo genbmica e protedmica, em
comparagao com outros organismos
hipertermofilos, mesofilos e parasitas
obrigatorios. Ademais, na Microbiologia é
utilizada em estudos sobre o parasitismo
existente no universo microbiologico (1).
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2.6 Pyrococcus furiosus

Pyrococcus furiosus € uma arqueia
aquatica anaerébica e hipertermofila, isolada
pela primeira vez em uma abertura hidrotermal
perto da Ilha Vulcano, na Italia. Sua temperatura
ideal de crescimento € de 100 graus °C, portanto
suas enzimas si0 extremamente termoestaveis. E
um dos primeiros hipertermdfilos a ser estudado
extensivamente pelos cientistas e, verificou-se
que suas enzimas e proteinas sdo altamente
resistentes ao choque térmico e a radiagdo.
Também é notavel que algumas de suas enzimas
dependem do tungsténio, um elemento muito
raro encontrado no sistema biologico. Além
disso, ele é Unico entre seus tipos, pois pode usar
uma ampla gama de compostos como fonte de
carbono, como peptideos e carboidratos. E,
diferentemente de outros hipertermofilos, ele ndo
precisa de enxofre elementar para o crescimento

(1).

Caracteristicas bioldgicas

A arqueéia Pyrococcus furiosus (Figura 1),
aparece maioritariamente como cocos regulares
de 0,8um a 1,5um de diametro com flagelagao
monopolar  politréfica  (4). E  composto
principalmente por um tipo de glicoproteina
semelhante a flagelina bacteriana, mas difere em
outros aspectos dos flagelos bacterianos. Esses
flagelos também possuem uma funcdo muito
Unica, além da motilidade. Em cerca de 5% das
células durante a fase estacionéria, os flagelos
formam estruturas semelhantes a cabos,
permitindo a conexdo célula a célula, uma
funcdo muito semelhante ao pilus sexual em
muitas bactérias. Também permite que as células
de P. furiosus se liguem a uma superficie sélida
e juntamente com a conexdo a outras células, o
P. furiosus pode viver em uma comunidade
semelhante a de um biofilme de bactérias (2).
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Figura 1 - Micrografia de P. furiosus em sombra
platinada. A imagem mostra o flagelo tripartido
monopolar. Bar 0,5 um. Fonte: (4).

Taxonomia
Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da
Pyrococcus furiosus.

Dominio Archaea

Filo Euyarchaeota

Classe Thermococci

Ordem Thermococcales

Familia | Thermococcaceae

Género Pyrococcus
Espécie P. furiosus
Fonte: (9).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

E conhecida pela sua duplicacio rapida,
que gira em torno de 37 minutos sob condigdes
Otimas. Cresce entre 70 °C e 103 °C, com uma
temperatura de crescimento 6timo de 100 °C, e
no pH entre 5 e 9 (com uma 6tima de pH 7). E
anaerobio estrito e cresce bem em: extrato de
levedura, maltose, celobiose, B-glucanas, amido
e fontes de proteina (triptona, peptona, caseina e
extratos de carne). O crescimento é muito lento,
ou inexistente em: aminoacidos, acidos
organicos, alcoois e mais carboidratos (incluindo
glicose, frutose, galactose e lactose).
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A capacidade de crescer em
polissacarideos (maltose, celobiose, amido), mas
ndo sobre agUcares monoméricos, sugere que
oligossacarideos com diversos graus de
polimerizacdo podem ser importados para a
célula, e so6 depois, hidrolisados a glicose (4).
Além disso, em contraste com muitos outros
hipertermofilos, prefere acucar (amido) a
aminoacidos (proteinas) pelo seu metabolismo
anaerdbico. Considerando que o crescimento
eficiente em proteinas requer enxofre como
aceptor de elétrons, produzindo sulfeto de
hidrogénio, o crescimento em oligossacarideos
pode ser realizado na auséncia de enxofre, o que
torna a cultura e a colheita de células muito mais
facil (5). Esse organismo também pode,
surpreendentemente, metabolizar o tungsténio

(D).

Figura 2 - Modelo especulativo da diviséo
celular de P. furiosus (a-h). A CdvA (proteina de
interagdo membranar) forma uma estrutura
anelar (em vermelho) envolta do nucleoide (em
azul) antes da segregacdo deste e orienta a
separacdo dos nucleoides (b-d). A maquinaria
responsavel para a separacdo cromossomal ainda
ndo é identificada. O anel CdvA recruta e facilita
a montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (e). Em conjunto,
vao diminuindo, gradualmente, a medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (8).

Genoma

Possui um Gnico cromossdmico circular.
Seu tamanho é de 1,908,255 bp, com 40,8% do
conteldo de G-C e 2.065 ORFs que codificam
proteinas, 470 operons. Destas 2.065 ORFs, 6%
(130 ORFs) foram consideradas Unicas para P.
furiosus. Evidéncias experimentais mostraram
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que ele pode manter pelo menos dois vetores
estaveis de transferéncia. Além disso, em uma
analise comparativa entre os genomas de P.
furiosus e Pyrococcus woesei observou-se
evidéncias de que mais de 100 ORFs foram
adquiridas por transferéncia lateral de genes. O
genoma de P. furiosus se distingue das outras
espécies de Pyrococcus por um inventario
significativamente mais completo das vias
biossintéticas de amino&cidos e pela adi¢do de
varias vias para a captacdo e catabolismo dos
carboidratos:  celobiose, maltose, trealose,
laminarina e quitina (1).

Tabela 2 - Propriedades genémicas da P.
furiosus.

Genoma Tamanho | N°de GC Ano
(pb) genes | (%)
DSM
3638 1.908,256 | 2.169 | 40,8% | 2001
Fonte: (4)

AplicacOes Biotecnoldgicas

A Pyrococcus furiosus ndo apenas revelou
uma infinidade de reacdes metabdlicas sem
precedentes, mas também foi uma fonte de
enzimas termoestaveis, com possiveis aplicacoes
em VAarios processos industriais. Provavelmente,
0 mais famoso exemplo é a DNA polimerase |
que possui uma atividade de exonuclease de 3’-
5’. Devido a essa capacidade de revisdo, essa
polimerase chamada de Pfu-DNA tem uma taxa
de erro muito menor nas PCRs, em comparagdo
com a polimerase Tag-DNA. A polimerase Pfu é
agora usada em milhares de PCRs em todo o
mundo. Vaérias outras enzimas de P. furiosus
foram isoladas nas Ultimas trés décadas, algumas
exibindo  extrema termoestabilidade.  Por
exemplo, uma B-glucosidase de 85h a 100 °C e
uma o-amilase que tem meia-vida de 2h a 120
°C. Ja& nos primeiros anos, P. furiosus foi
chamado de E. coli dos hipertermoéfilos. No
entanto, a auséncia de um sistema genético
dificultou,  severamente, seu  potencial
biotecnoldgico. Durou até 2010, quando um
sistema de transformacdo baseado em
plasmideos foi desenvolvido, logo seguido por
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manipulacdo genética cromossémica de uma
linhagem de P. furiosus naturalmente
competente (COM1). A expressdo de genes
heter6logos codificados pelo cromossomo, se
tornou possivel, incluindo genes originados de
baixa temperatura ou mesmo de bactérias. Isso
abriu muitas possibilidades para a engenharia
metabolica, incluindo a introducdo de novas
rotas para a formacdo alternativa de produtos,
respondendo  aos pedidos da industria
farmacéutica ou da base biologico-econémica

(5).
Referéncias

1. ROBB, Frank T. et al. Genomic sequence of
hyperthermophile, Pyrococcus furiosus:
Implications for physiology and enzymology.
Methods In Enzymology, [s.l.], p.134-157,
2001. Elsevier. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/s0076-6879(01)30372-
5. Acesso em: 20 set. 2020.

2. NATHER, D. J. et al. Flagella of Pyrococcus
furiosus: Multifunctional Organelles, Made for
Swimming, Adhesion to Various Surfaces, and
Cell-Cell Contacts. Journal Of Bacteriology,
[s.l.], v. 188, n. 19, p.6915-6923, 15 set. 2006.
American Society for Microbiology. Disponivel
em: http://dx.doi.org/10.1128/jb.00527-06.
Acesso em: 20 set. 2020.

3. POOLE, F. L. et al. Defining Genes in the
Genome of the Hyperthermophilic Archaeon
Pyrococcus furiosus: Implications for All
Microbial Genomes. Journal Of Bacteriology,
[s.l.], v. 187, n. 21, p.7325-7332, 19 out. 2005.
American Society for Microbiology. Disponvel
em: https://jb.asm.org/content/187/21/7325.short.
Acesso em: 20 set. 2020. DOL:
10.1128/jb.187.21.7325-7332.2005. Acesso em:
20 set. 2020.

4. FIALA, Gerhard; STETTER, Karl O. Pyrococcus
furiosus sp. nov. represents a novel genus of
marine heterotrophic archaebacteria growing
optimally at 100 °C. Archives Of Microbiology,
[s.l.], v. 145, n. 1, p.56-61, jun. 1986. Springer

Nature. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/BF0041
3027. Acesso em: 20  set. 2020.

D0i:10.1007/bf00413027

80

5.

KENGEN, Servé W. M.. ‘Pyrococcus furiosus,
30 years on’. Microbial Biotechnology, [s.l.], v.
10, n. 6, p.1441-1444, 20 fev. 2017. Wiley.
Disponivel em:
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/
full/10.1111/1751-7915.12695. Acesso em: 20
set. 2020. DOI: 10.1111/1751-7915.12695.
Acesso em: 20 set. 2020.

WAGNER, Alexander et al. Mechanisms of gene
flow in archaea. Nature Reviews Microbiology,
[s.l.], v. 15, n. 8, p.492-501, 15 maio 2017.
Springer Science and Business Media LLC.
Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1038/nrmicro.2017.41.
Acesso em: 20 set. 2020.

BRIDGER, S. L. et al. Genome Sequencing of a
Genetically Tractable Pyrococcus furiosus Strain
Reveals a Highly Dynamic Genome. Journal Of
Bacteriology, [s.l.], v. 194, n. 15, p.4097-4106,
25 maio 2012. American Society for
Microbiology. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1128/jb.00439-12.  Acesso
em: 20 set. 2020.

SAMSON, Rachel y; BELL, Stephen D. Cell
cycles and cell division in the archaea. Current
Opinion In Microbiology, [s.I.], v. 14, n. 3,
p.350-356, jun. 2011. Elsevier BV.
Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/].mib.2011.04.005.
Acesso em: 20 set. 2020.

WIKIPEDIA. Pyrococcus furiosus. Disponivel
em:
https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrococcus_furiosu
s. Acesso em: 20 set. 2020.



http://dx.doi.org/10.1016/s0076-6879(01)30372-5
http://dx.doi.org/10.1016/s0076-6879(01)30372-5
http://dx.doi.org/10.1128/jb.00527-06
https://jb.asm.org/content/187/21/7325.short
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00413027
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00413027
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1751-7915.12695
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1751-7915.12695
http://dx.doi.org/10.1038/nrmicro.2017.41
http://dx.doi.org/10.1128/jb.00439-12
http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.2011.04.005
https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrococcus_furiosus
https://en.wikipedia.org/wiki/Pyrococcus_furiosus

. 2. ARQUEIAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

2.7 Pyrolobus fumarii 1A

O nome Pyrolobus deriva das palavras
gregas “pyros”, que significa fogo, e a palavra
“lobos”, que significa lobo, dando origem ao
lobo do fogo, fazendo referéncia & capacidade de
sobrevivéncia de Pyrolobus fumarii a altissimas
temperaturas. Além disso, fumarii tem origem na
palavra latina “fumari”, a qual significa chaminé,
ja que essa arquea pode ser isolada de paredes de
chaminés. Por isso, é frequentemente chamada
de “fumante negro” (1). Foi isolada em 1996 da
Dorsal Mesoatlantica, uma cordilheira submarina
que se estende ao longo do Oceano Atlantico, a
uma profundidade de 3650 metros (2). Esse
microrganismo sobrevive por, pelo menos, uma
hora dentro de uma autoclave a 121°C (6).

Caracteristicas Biologicas

E  hipertermofilo,  crescendo  em
temperaturas entre 90 e 113°C (sua temperatura
6tima é de 106°C) e pH de 4,0 a 6,5 (seu pH
6timo é de 5,5). E quimiolitotrofico, podendo
crescer em concentracOes de sal de 1 a 4%, e
aerébio facultativo, ganhando energia pela
oxidacdo de H,. Nitrato, S,0s* e O, a baixas
concentragOes séo utilizados por P. fumarii 1A
como aceptores de elétrons, o0s quais sdo
reduzidos a amonia, sulfato de hidrogénio e
agua, respectivamente. Ainda, sobrevive em
ambientes pressurizados, contendo até 250 bar
de pressdo. Possui forma de cocos irregulares
com diametro de 0,7 a 2,5 um (2).

Figura 1 - Pyrolobus fumarii. (8) Micrografia
eletronica de baixa ampliacdo de células coradas
com acetato de uranila, 2 pum. (b) Micrografias
eletronicas de sec¢des ultrafinas de células, 200
nm. Fonte: (2).
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Tabela 1 - Classificacdo taxonémica de
Pyrolobus fumarii.

Filo Crenarchaeota
Classe Thermoproteli
Ordem Desulfurococcales
Familia Pyrodictiaceae

Género Pyrolobus
Espécie P. fumarii 1A
Fonte: (10).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

A P. fumarii 1A reproduz-se por fissdo
binaria e, segundo pesquisas, utiliza 0 complexo
chamado de ESCRT-III juntamente a ATPase
Vps4 para se reproduzir (5). Devido a sua
resisténcia as condicdes de altas temperaturas e
pressdo, a modificacdo pods-transcricional foi
identificada como um mecanismo principal de
estabilizacdo estrutural. Foram detectados 26
nucleosideos modificados, incluindo 1,2'-0-
dimetilguanosina (m'Gm), nucleosideo de RNA
previamente desconhecido (3).

00006
®®oede
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Figura 2 - Ciclo de vida por fissdo binaria de
microrganismos da Ordem Desulfurococcales (a-
h). A Vps4 (proteina de interagdo membranar)
forma uma estrutura anelar (em vermelho)
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envolta do nucleoide (em azul), antes da
segregacdo deste e orienta a separacdo dos
nucleoides (b-d). A maquinaria responsavel para
a separacdo cromossomal ainda ndo €
identificada. O anel Vps4 recruta e facilita a
montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (e). Em conjunto,
vao diminuindo, gradualmente, & medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (5).

Genoma

O genoma de P. fumarii 1A contém
informacdo para sintese de diversas proteinas e
enzimas resistentes a produtos quimicos
inorganicos e altas temperaturas. O genoma tem
1,85 milhdo de pares de bases e contém,
aproximadamente, 2.000 genes. Estudos sugerem
que P. fumarii 1A possui um alto nimero de
genes que ndo tém similaridade com o0s genes
descritos em outras archaeas (1).

Tabela 2 - Genoma referéncial da Pyrolobus
fumarii 1A.

0 o]
Genoma Tamanho GC% N (;Ie N° de Ano
(Mb) proteinas | genes
Cromossomo
Circular 1,84 54,9 1906 1969 | 2013
Fonte: (4).

Aplicagdes Biotecnoldgicas

Devido ao fato de P. fumarii 1A
sobreviver em condicdes que pouquissimos
outros microrganismos sobrevivem, ha interesse
em suas proteinas e enzimas termoestaveis, além
daquelas produzidas para a degradacdo de
compostos inorganicos (1) (2). Além disso, 0s
nucleosideos encontrados em P. fumarii 1A
podem ser utilizados para a producdo de
medicamentos e relacionados.
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2.8 Sulfolobus acidocaldarius

Sulfolobus  acidocaldarius é um
crenarquedo termoacidofilico aerébico que
cresce otimamente a 80 °C e pH 2 em fontes de
sulfato  terrestre. E, principalmente, um
organismo aquatico, altamente abundante em
fontes de acido quente rica em enxofre no Parque
Nacional de Yellowstone (1). Também se
estabelece em solos 4&cidos quentes a
temperaturas de 55 a 85 °C. Esta arqueia é
responsavel pela oxidacdo do enxofre na
producdo de acido sulfurico e pela existéncia de
bactérias oxidantes de enxofre (3). Ele serve
como um organismo modelo para o filo
Crenarchaeota e é usado em muitos estudos
sobre a biologia dos arqueias.

Caracteristicas Bioldgicas

As células deste organismo (Figura 1) séo
ligeiramente irregulares e apresentam Iébulos, o
que justifica em parte o nome do género. As
células apresentam um diametro entre 0.8 e 1
pum, com pouca variacdo de tamanho. Crescem
sob condicbGes estritamente aerdbicas, nem
substratos organicos complexos, incluindo
extrato de levedura, triptona e casaminoacidos,
uma ampla gama de aminoacidos € um ndmero
limitado de agUcares (fontes de carbono).

Figura 1 - S. acidocaldarius tratada com
hidroclorito de guanidina a 6 M. Fonte: (8).
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Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Sulfolobus acidocaldarius.

Reino Archaea

Filo Crenarchaeota

Classe Thermoprotei

Ordem Sulfolobales

Familia Sulfolobaceae

Género Sulfolobus

Espécie S. acidocaldarius

Fonte: (10).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

E um organismo autotréfico facultativo.
Quando cresce autotroficamente, este organismo
oxida enxofre elementar (codifica a enzima para
metabolizar o enxofre, que produz 4cido
sulfurico a partir do sulfeto de hidrogénio),
convertendo-o em sulfato, ao mesmo tempo em
que fixa carbono proveniente de dioxido de
carbono em carbono organico. Tem tempo de
duplicacdo de 36.8 a 55.3h quando o crescimento
ocorre na presenca de enxofre. Esta espécie
também pode crescer em um meio complexo de
substratos biologicos. Ao crescer em 0,1% de
extrato de levedura, o crescimento é mais rapido
do que quando o crescimento é autotrofico, e a
duplicacdo ocorre entre 6.5 e 8h. Para ocupar um
ambiente tdo extremo com eficiéncia, possui
caracteristicas Unicas que lhes permitem viver
em fontes quentes e cidas. Eles sdo capazes da
correcdo direta de danos no DNA através do
reparo de excisao de bases, reparo de exciséo de
nucleotideos e reparo da quebra de fita dupla (1).
A S. acidocaldarius tem uma distribuicdo de
meia-vida de mRNA bastante curta, semelhante
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a das bactérias de rapido crescimento, que atende
a necessidade de reprogramar rapidamente a
expressdo génica ap6s mudancgas repentinas no
ambiente (4). Além disso, 0 organismo carrega
um aparelho para reparo por excisdo de dano
ultravioleta em seu genoma, a endonuclease de
dano UV (1). E observada também, a motilidade
para longe de pontos muito quentes e letais,
mesmo na auséncia de fontes de carbono e
energia. Essa motilidade sensivel a temperatura é
um importante mecanismo de sobrevivéncia
exclusivo para Sulfolobus acidocaldarius no
ambiente  hidrotérmico  (2). Possui um
mecanismo de replicacdo homologo ao
mecanismo ESCRT encontrado em eucariotas.

(a) I (b) Q (c) @ (d) G
(e) E (U] E ; (9) : : (h)I I

Figura 2 - Modelo especulativo da divisdo
celular de Sulfolobus acidocaldarius (a-h). A
CdvA (proteina de interacdo membranar) forma
uma estrutura anelar (em vermelho) envolta do
nucleoide (em azul) antes da segregacéo deste e
orienta a separagdo dos nucleoides (b-d). A
maquinaria responsavel para a separacdo
cromossomal ainda ndo é identificada. O anel
CdvA recruta e facilita a montagem de outras
proteinas (lilas) associadas as novas estruturas
formadas (e). Em conjunto, vao diminuindo,
gradualmente, a medida que a membrana
invagina (f-h). Fonte: (9).

Genoma

O genoma circular carrega 2.225.959 bp
(37% GC) com 2.292 genes codificadores de
proteina. Dos genes codificadores de proteinas,
305 sdo exclusivos para S. acidocaldarius e 866
sdo especificos para o género Sulfolobus. Além
disso, 82 genes para RNAs nao traduzidos foram
identificados (1).
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Tabela 2 - Genoma referéncial da S.
acidocaldarius.

Tamanho 0
Genoma (Mb) GC% | Genes Ano
DSM 639 2.225.959 37 2374 2005
Fonte: (1).

AplicacGes Biotecnoldgicas

Termofilos extremos sempre foram de
grande interesse por causa de suas habilidades
termoestaveis. Sulfolobus acidocaldarius ajudou
nos estudos de proteinas de ligagdo a cromatina,
replicagdo, ciclo celular, reparo, transcri¢éo,
traducdo e metabolismo (5). Além disso, sua
sensibilidade a uma ampla gama de antibio6ticos
ribossémicos e a facilidade de transformacéo
tornaram S. acidocaldarius um foco para estudos
genéticos in vivo. E o Unico arquétipo
hipertermofilico com taxa de mutacdo
espontanea quantificada in vivo. Desperta alto
interesse com sua baixa taxa de mutacdo em
ambientes de alta temperatura e com seus
sistemas de reparo altamente eficientes (1). Em
2007, uma série de vetores de transferéncia
Sulfolobus-Escherichia coli foi construida com
sucesso. Os vetores recém-desenvolvidos
baseando-se em plasmideos de transferéncia
Sulfolobus-Escherichia coli ndo integrativos séo
muito estaveis nos hospedeiros, o que os torna
adequados para 0 uso na expressao de proteinas e
estudos de genes. O novo sistema vetorial
facilitard os estudos genéticos de Sulfolobus,
bem como outros usos biotecnolégicos,
incluindo superexpressdo e otimizacdo de
enzimas termofilicas que ndo sdo expressas
adequadamente em hospedeiros mesofilicos (5).
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2.9 Sulfolobus solfataricus

A espécie arqueal Sulfolobus solfataricus
é um microrganismo extremofilo. Foi isolada
pela primeira vez nos arredores do vulcdo
Solfatara (Psciarelli-Campania, Italia) por dois
microbiologistas alemaes, Karl Setter e Wolfram
Zilling, no ano de 1980 (5, 6).

No ano de 2004, foram identificadas as
origens da replicacio do DNA deste
microrganismo, juntamente com a Sulfolobus
acidocaldarius. Essa foi a primeira vez em que
se mostrou mais de uma origem de replicacéo do
DNA de uma célula procarionte. A partir desse
momento, a S. sulfataricus passou a ser utilizada
como modelo de estudo sobre os mecanismos
moleculares da replicagdo de DNA em arqueias

(6).

Caracteristicas Bioldgicas

A S. sulfatararicus (Figura 1) é um
microrganismo procarionte, aerobio obrigatorio,
unicelular, de formato esférico e que, com
frequéncia, forma I6bulos (1). A S
solfataricus vive em ambientes extremos, assim
como todas as espécies do seu género. O seu
habitat sdo areas de atividades vulcanicas, fontes
termais e em géiseres. Por ser termdfila e
aciddfila, sua condicdo 6tima de crescimento é
em pH muito baixo (pH entre 2 e 3) e altas
temperaturas (75-80°C) (6; 4).

A ordem das Sulfobales é conhecida por
formar lipidios tetra-éter pouco comuns. Os
lipidios ligados ao éter se unem covalentemente
através de uma bicamada, formando tetra éteres.
Estes tetra-éteres formam uma monocamada que
protege o microrganismo das condi¢des extremas
do ambiente em que estdo (6).

O microrganismo S. solfataricus possui
um  metabolismo  flexivel (varia entre
litoautotrofico e quimioheterotréfico). Obtém a
sua energia pela oxidacdo de enxofre
(litoautotrofismo) ou oxida compostos que
contém carbono — agUcares, alcoois, compostos
aromaticos (na presenca de oxigénio) -
quimioheterotrofismo (6; 10).
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Figura 1 - Sulfolobus solfataricus. Fonte: (6).

Taxonomia
Tabela 1 - Descricdo taxondmica da S.
solfataricus.
Dominio Archaea
Filo Crenarchaeota
Classe Thermoprotei
Ordem Sulfolobales
Familia Sulfolobaceae
Género Sulfolobus
Espécie S. solfataricus
Fonte: (7).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Como mencionado na introducdo, em
2004 foram identificadas as origens da
replicacdo do DNA da S. solfataricus e a, partir
desse momento, este microrganismo passou a ser
utilizado como modelo de estudo sobre os
mecanismos moleculares da replicagdo de DNA
em arqueias. Ademais, uma vez que seu sistema
de replicacio de DNA ¢ simples, sugeriu-se
como um possivel modelo de estudo ao
complexo sistema de replicagcdo em eucarioentes
(6).

De acordo com Frols, S. et al. (2008), a
exposicdo da S. solfataricus aos agentes que
danam o seu DNA, tais como: radiacdo UV,
bleomicina e mitomicina C, induz a agregacgao
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celular, situacdo que ndo é vista perante outros
estresses fisicos, nomeadamente, a exposi¢do a
cambios no pH ou temperatura. Isto sugere que a
inducdo a agregacdo de células é causada por
danos especificos ao DNA, no entanto, as
pesquisas ainda ndo séo esclarecedoras.

Em relacdo ao ciclo de vida, o tipo de
reproducdo atribuida a S. solfataricus a assexual,
por meio da divisdo celular (figura 2). Apos o
nucléolo se dividir, mecanismos genéticos
ativam o estrangulamento celular a partir dos
polos, gerando duas novas células-filhas
idénticas (Figura 3).

Figura 2 - S. solfataricus durante a divisdo
celular. Fonte: (6).

Figura 3. Modelo especulativo da diviséo celular
de S. solfataricus (a-h). A CdvA (proteina de
interacdo membranar) forma uma estrutura
anelar (em vermelho) envolta do nucleoide (em
azul) antes da segregacdo deste e orienta a
separacdo dos nucleoides (b-d). A maquinaria
responsavel para a separacdo cromossomal ainda
n&o é identificada. O anel CdvA recruta e facilita
a montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (). Em conjunto,

87

vao diminuindo, gradualmente, a medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (9).

Genoma

Tabela 2 - InformagBes gendmicas da S.

solfataricus.

Genoma Tamanho N© GC% Ne
(Mb) genes proteinas

SSOP1 3,03 3,279 35,8 2,894

Fonte: (7).

AplicacGes Biotecnoldgicas

A Sulfolobus sulfataricus possui enzimas
que sdo de interesse biotecnoldgico para varias
inddstrias (6). As aminopeptidases e as esterases,
como a serine arylesterase, uma nova enzima
descoberta nesta arqueia, sdo termoestaveis (nao
se degradam a altas temperaturas) e, por isso, as
industrias de alimento, téxtil e de papel tém
interesse, visto que elas sdo faceis de cultivar,
estabilizar e importantes em acelerar reacOes-
chave (2).

Novos estudos também apontam uma
crescente importancia as vesiculas membranares
do microrganismo, devido a presenca de agentes
com propriedades antimicrébicas (8).
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2.10 Thermoplasma acidophilum Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da

A Thermoplasma acidophilum foi isolada, Thermoplasma acidophilum.

pela primeira vez, em 1960, de uma regido
térmica e acida de uma pilha de carvéo no estado
de Indiana, nos Estados Unidos. Normalmente, é
encontrada em fontes termais e campos de
solfatara (grande camada de enxofre depositada
pelos vapores que saem de vulcdes em repouso)
(11). Ja& foi encontrada, junto a outros
organismos  extremofilos, no Rio Tinto,
localizado na Espanha (8).

Caracteristicas bioldgicas

E unicelular, anucleada, ndo possui parede
celular rigida (1) (5), porém é delimitada por
uma membrana de camada tripla, com espessura
de 5a 10 nm (5). A T. acidophilum (Figura 1) é
pleomdrfica, ou seja, sua forma vai depender das
condicbes e do estagio de crescimento. As
celulas podem ser moveis, utilizando flagelo
monotriqueom (5). O tamanho de cada célula
varia de 0,1 a 5,0 um (5) (7). Trata-se de um
microrganismo termdfilo, podendo crescer em
ambientes quentes com temperaturas entre 45 e
63°C (demonstra um Otimo crescimento em
temperatura proxima a 55°C). Além disso, esta
entre 0s organismos mais acidofilos conhecidos e
se desenvolve em ambientes com uma faixa de
pH de 0,5 a 4 (o pH 6timo fica proximo de 2,0 e,
em pH neutro, T. acidophilum sofre lise)

(G)(7)(11).

100nm

Figura 1 - Micrografia eletronica de isolados de
Thermoplasma acidophilum. Fonte: (15).
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Filo Euryarchaeota

Classe Thermoplasmata

Ordem | Thermoplasmatales

Familia | Thermoplasmataceae

Género Thermoplasma
Espécie Thermoplasma
acidophilum
Fonte: (7).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Muitas pesquisas que sugerem forte
relacdo evolutiva de T. acidophilum com o reino
Eukaryota  baseiam-se em  estudos do
proteossoma dessa arqueia (Figura 2) (2). Foi
possivel entender a organizacdo do proteossoma
eucariotico, a partir da estrutura de T.
acidophilum (3).

Segundo Puhler et al. (1992), os
proteossomas de T. acidophilum e de eucariotos
sdo quase idénticos. Enquanto o proteossoma de
eucariotos é composto de 10 a 20 diferentes
subunidades, o da arqueia possui apenas
subunidades a ¢ B (9) (16). Devido ao fato de
existir conservacdo da estrutura da enzima ha,
também, conservacdo da funcéao dela, por isso, 0s
proteossomas dessa arqueia desempenham
praticamente  0S mesmos  papéis  dos
proteossomas eucarioticos (2).

Com relagdo ao ciclo de vida, de acordo
com algumas pesquisas, arqueobactérias
pertencentes ao filo Euryarcheota, como T.
acidophilum, codificam proteinas FtsZ (em
vermelho), responsaveis pela divisdo celular, o
que sugere que a T. acidophilum possa se
reproduzir por fissdo binaria (Figura 3) (6).
Porém, outras publicacGes sugerem que alguns
filamentos presentes nos microrganismos do
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género Thermoplasma facam com que se
reproduzam por brotamento (1) (5). Ainda por
ser um dos organismos mais acidofilos
conhecidos, muitas pesquisas sd@o conduzidas em
torno de suas proteinas, j& que a maioria das
proteinas  “comuns” desnaturam em altas
temperaturas e baixos niveis de pH (7)(11).

Eucarioto

Visdo lateral eucariético Visdo lateral T. acidophilum Visdo superior

Figura 2 - Comparacdo entre proteossomas de
eucariotos e de T. acidophilum. Fonte: (4)(11).

Figura 3 - Ciclo de vida por fissdo binaria
representativo da Thermoplasma acidophilum (a-
h). A FtsZ (proteina de interacdo membranar)
forma uma estrutura anelar (em vermelho)
envolta do nucleoide (em azul) antes da
segregacdo deste e orienta a separacdo dos
nucleoides (b-d). A maquinéria responsavel para
a separacdo cromossomal ainda ndo €
identificada. O anel FtsZ recruta e facilita a
montagem de outras proteinas (lilas) associadas
as novas estruturas formadas (). Em conjunto,
vao diminuindo, gradualmente, a medida que a
membrana invagina (f-h). Fonte: (12).

Genoma

O genoma de T. acidophilum foi
sequenciado, em 2015, e pode ser acessado na
plataforma em NCBI Nucleotide database por
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meio da identificacdo AL139299.1 (7).
Anteriormente, acreditava-se que 0
microrganismo  pertencesse ao  dominio
Eukaryota, ja que pesquisas sugerem forte
relacdo evolutiva com os eucariotos. Essa
arqueia possui 1564 kb, o que a classifica como
um dos microrganismos com menor genoma
sequenciado. Apesar disso, possui informacao
para sintetizar 68 proteinas que nao aparecem em
nenhum outro microrganismo semelhante (11).

T. acidophilum

Tabela 2 - Genoma da Thermoplasma
acidophilum.
o] (0]
Genoma Tamanho GC% N (,je N° de Ano
(Mb) proteinas | genes
Circular | 1,56 46 1521 1590 | 2015
Fonte: (7).

AplicacGes Biotecnoldgicas

As aplicacbes biotecnoldgicas da arqueia
thermoplasma acidophilum concentram-se nas
pesquisas a nivel molecular nas areas medicinal
e farmacéutica. Devido a organizagdo do
proteossoma de T. acidophilum ser quase
idéntica ao dos organismos eucariontes (2),
como ja mencionado, foi possivel o estudo dos
mecanismos proteoliticos de enzimas
eucarioticas relevantes a satde humana, atraves
do proteossoma “modelo” desta arqueia (17),
uma vez que ambos o0s proteossomas
desempenham fungdes similares (2).

Os proteossomas de alguns eucariontes estdo
envolvidos com a regulagéo proteica em algumas
enfermidades. Entender os mecanismos quimicos
dessas enzimas possibilita a compreensao de
doencas causadas por muta¢Ges no proteossoma,
como: fibrose cistica, sindrome de Angelman,
doenca de Parkinson, sindrome de Liddle e,
inclusive, alguns tipos de céancer (13). A
desregulacdo desse sistema enzimatico pode
influenciar positivamente na progressdao de
tumores, na resisténcia a farmacos e no sistema
imune debilitado. Assim, novas terapias podem
surgir com base nos estudos de proteossoma da
arqueia thermoplasma acidophilum.




. 2. ARQUEIAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Referéncias

1.

91

AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION
(ATCC). Thermoplasma acidophilum (ATCC®
25905™), Disponivel em:

https://www.atcc.org/search#g=thermoplasma%?2
Oacidophilum&sort=relevancy. Acesso em: 26
mar. 2020.

DAHLMANN, Burkhardt. et al. Biochemical
properties of the proteasome from Thermoplasma
acidophilum. FEBS. v. 208, n. 3, p. 789-797,
1992.  Disponivel —em:  http://dx.doi.org/
10.1111/5.1432-1033.1992.tb17249.x. Acesso
em: 24 set. 20109.

HEDGE, Ashok N. Ubiquitin-Dependent Protein
Degradation. In: LIU, Hung-Wen (Ben);
MANDER, Lew. Comprehensive Natural
Products Il: Chemistry and Biology. 1 ed.
Reino Unido: Elsevier Ltd, 2010. p. 711.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/B978-
008045382-8.00697-3. Acesso em: 26 mar. 2020.

HODOSCEK, Milan; ELGHOBASHI-
MEINHARDT, Nadia. Insight into Inhibitor
Binding in the Eukaryotic Proteasome:

Computations of the 20S CP. International
Journal of Molecular Sciences, Berlim, v. 19, n.
12, p. 1-18, 2018. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.3390/ijms19123858. Acesso
em: 01 out. 2019.

LANGWORTHY, Thomas A. Thermoplasma.
In: WHITMAN, William B. Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria. 1 ed.
Nova Jersey: John Wiley & Sons, Inc, 2015.
Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1002/9781118960608.gbm00
524. Acesso em: 26 mar. 2020.

MIYAGISHIMA, Shin-ya. et al. FtsZ-less
prokaryotic cell division as well as FtsZ- and
dynamin-less chloroplast and non-photosynthetic
plastid division. Frontiers in Plant Science, v. 5,
n. 459, p. 1-13, 2014. Disponivel em:

10.

11.

12.

13.

https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00459. Acesso
em: 26 mar. 2020.

NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI).
Thermoplasma acidophilum. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Th
ermoplasma+acidophilum. Acesso em: 24 set.
2019.

PILLING, Sergio. Astrobiologia: Extremofilos
(tipos, propriedades, zona de habitabilidade
extrema). Disponivel em:

https://www1.univap.br/spilling/AB/Aula 16%2
OExtremofilos.pdf. Acesso em: 24 set. 2019.

PUHLER, Gabriela. et al. Subunit stoichiometry
and  three-dimensional arrangement  in
proteasomes from Thermoplasma acidophilum.
The EMBO Journal, v. 11, n. 4, p. 1607-1616,
1992. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1373380.

Acesso em: 30 set. 2019.

RCSB, PROTEIN DATA BASE. Thermoplasma
acidophilum 20S proteasome. Disponivel em:
https://www.rcsh.org/3d-view/3J91. Acesso em:
01 out. 20109.

RUEPP, Andreas. et al. The genome sequence of
the thermoacidophilic scavenger Thermoplasma
acidophilum. Nature, v. 407, n. 6803, p. 508-
513, 2000. Disponivel em: https://dx.doi.org/
10.1038/35035069. Acesso em: 24 set. 20109.

SAMSON, Rachel; BELL, Stephen. Cell cycles
and cell division in the archaea. Current
Opinion in Microbiology, v. 14, n. 3, p. 350-
356, 2011. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.mib.2011.04.005.
Acesso em: 30 mar. 2020.

VOGES, D., ZWICKL, P., BAUMEISTER, W.
The 26S proteasome: A molecular machine
designed for controlled proteolysis. Annu. Rev.
Biochem. v. 68, p. 1015-1068, 1999. DOI:
10.1146/annurev.biochem.68.1.101. Acesso em:

30 mar. 2020.


https://www.atcc.org/search#q=thermoplasma%20acidophilum&sort=relevancy
https://www.atcc.org/search#q=thermoplasma%20acidophilum&sort=relevancy
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1992.tb17249.x
https://doi.org/10.1016/B978-008045382-8.00697-3
https://doi.org/10.1016/B978-008045382-8.00697-3
http://dx.doi.org/10.3390/ijms19123858
https://doi.org/10.1002/9781118960608.gbm00524
https://doi.org/10.1002/9781118960608.gbm00524
https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Thermoplasma+acidophilum
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Thermoplasma+acidophilum
https://www1.univap.br/spilling/AB/Aula_16%20Extremofilos.pdf
https://www1.univap.br/spilling/AB/Aula_16%20Extremofilos.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1373380
https://www.rcsb.org/3d-view/3J9I
https://doi.org/10.1038/35035069
https://doi.org/10.1016/j.mib.2011.04.005

14.

15.

16.

17.

92

. 2. ARQUEIAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

WANG, Xunde; LUTKENHAUS, Joe. FtsZ ring:
the eubacterial division apparatus conserved in
archaebacteria. Molecular Microbiology, USA,
v. 21, n. 2, p. 313-319, 1996. Disponivel em:
https://dx.doi.org/10.1046/j.1365-

2958.1996.6421360.x. Acesso em: 26 mar. 2020.

YASUDA, Moriyoshi. et al. Morphological
Variation of New Thermoplasma acidophilum
Isolates from Japanese Hot Springs. Applied and
Environmental Microbiology, v. 61, n. 9, p.
3482-3485, 1995. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574659.
Acesso em: 24 set. 2019.

ZWICKL, P.; LOTTSPEICH, F.;
BAUMEISTER, W. Expression of functional
Thermoplasma acidophilum proteasomes in
Escherichia coli. FEBS, Martinsried, v. 312, n.
2,3, p. 157-160, 1992. Disponivel em:
https://dx.doi.org/10.1016/0014-5793(92)80925-
7. Acesso em: 24 set. 2019.

ZWICKL, P. et al. An archaebacterial ATPase,
homologous to ATPases in the eukaryotic 26 S
proteasome, activates protein breakdown by 20 S
proteasomes. J. Biol. Chem. v. 274, n.37, p.

26008-14. 1999. DOI:
10.1074/jbc.274.37.26008.1999.  Acesso em: 30
mar. 2020.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574659
https://doi.org/10.1016/0014-5793(92)80925-7
https://doi.org/10.1016/0014-5793(92)80925-7

Reino Protista (Microalgas)

Os Protistas representam um grupo de organismos eucarioticos unicelulares muito diversificado,
e vagamente conectados filogeneticamente entre si, que ndo se enquadram como plantas, fungos ou
animais. Ndo ha uma caracteristica Unica, como historia evolutiva ou morfologia comum a todos esses
organismos, e eles estdo, extraoficialmente, posicionados sob um Reino separado chamado Protista (ou
Protoctista). Portanto, o Reino Protista ndo constitui uma classificacdo formal, e diferentes membros
mostram varios graus de homologia, com base em sequenciamento de DNA, com espécies pertencentes a
organismos de todos os cinco Reinos eucaridticos. No entanto, ainda é usado como um termo de
conveniéncia para descrever os primeiros microrganismos eucarioticos. E composto exclusivamente por
organismos com um nucleo totalmente definido, com estrutura celular complexa, mas sem organizacdo
em nivel de tecido, incluindo um nimero notavel e uma variedade de organismos vivos que superam em
muito o numero de bactérias e virus em sua diversidade de espécies. Estima-se que haja quase trés vezes
mais protistas desconhecidos do que aqueles que foram descritos. A sua diversidade funcional e a
natureza cosmopolita dos nichos que ocupam — de fontes geotermais do oceano profundo a calotas polares
articas, de piscinas a intestinos de mosquitos — tornam-nos fundamentais para a conservacao e
manutencdo da biodiversidade, bem como candidatos potenciais para estudo e desenvolvimento de novas
biotecnologias. Apresentam uma grande variedade de habitos alimentares, ciclos reprodutivos e modos de
locomocdo. Alguns sdo autotrofos, utilizando pigmentos para aproveitar a energia solar e converté-la em
carboidratos simples, enquanto outros sdo heterotrofos, como a ameba, e consomem outros organismos
como alimento. Protistas autotréficos e ndo mdveis costumam ser considerados algas, embora ndo tenham
niveis mais altos de organizacéo tecidual. Estima-se que os membros desse grupo contribuam com quase
40% da atividade fotossintética da Terra e, em particular, as algas (fitoplancton) representam as grandes
responsaveis por produzir a maior parte do oxigénio disponivel no planeta — um subproduto da
fotossintese. Alguns protistas sdo heterotroficos e madveis, comumente reportados como protozoarios.
Eles séo classificados com base em seu modo de locomogdo. Alguns, como a ameba, usam pseuddpodes
ou "pés falsos", enquanto outros usam flagelos ou cilios. Esses protistas de vida livre estdo entre os
maiores consumidores de bactérias e contribuem para a diversidade de espécies em muitos ecossistemas.

Bacteria Archaea Eukaria

Spirochetes Chloroflexi Entamoebidea Mycetozoa Animais
Fungos

Gram
positivas

Methanosarcina
Methanobacterium
Methanococcus
Thermococcus
celer

_ Haloarchaea
Proteobacteria Plantas

Cyanobacteria Ciliados

Planctomyces

Thermoproteus

100 Flagelados
Pyrodicticum

Bacteroides Trichomonadida
Cytophaga

Microsporidia

Thermotoga

Aquifex Diplomonadida

Figura 1. Arvore filogenética baseada na analise do rRNA, proposta por Carl Woese e George E. Fox
(1977), mostrando a separacdo dos grandes grupos bioldgicos: Bacteria, Archaea e Eukarya. O Dominio
Eukaria, que abriga o Reino Protista, encontra-se representado em marrom.
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3.1 Botryococcus braunii

Botryococcus braunii € uma microalga
plancténica verde que tem sido amplamente
estudada, sendo de grande interesse no campo da
biotecnologia, devido a sua habilidade em
produzir grandes quantidades de hidrocarbonetos
de cadeia longa e lipidios etéreos extracelulares,
similares ao petroleo bruto (7)(4). Ademais,
pesquisas evidenciam que este organismo e seus
parentes ancestrais colaboraram para a formacéo
de reservas de petroleo desde o periodo
Ordoviciano (6).

Das dezessete espécies reconhecidas do
género Botryococcus, a B. braunii é a mais
estudada. Suas estirpes se diferem nos tipos de
hidrocarbonetos que sintetizam, sendo entéo
classificadas em quatro racas (Tabela 2). Entre
elas, a espécie da raca B é a que se destaca
porgue tem a capacidade de acumular até 86% de
botriococcenos de peso seco e metilesqualenos;
ambas as moléculas facilmente convertidas em
biocombustivel (4).

Caracteristicas Biologicas

Botryococcus braunii (Figura 1) é uma
microalga verde eucarionte, unicelular e
planctbnica. Com  formato  oval, vive
maioritariamente em col6nias cobertas por uma
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matriz lipidica (Figura 2) que confere as células
com alta resisténcia a condigfes adversas de
temperatura e umidade (12). Esta matriz modela-
se numa estrutura oval flexivel apta a reservar os
hidrocarbonetos produzidos por cada célula.
Cada nova célula, oriunda de uma divisdo
celular, ao comecar a secretar celulose e pectina,
forma uma nova “bolsa” que se encaixa na
matriz e que vai armazenando  0S
hidrocarbonetos produzidos (3).

A parede celular desta microalga é feita
de hidrocarbonetos usados para classificar as
diferentes estirpes existentes (Tabela 1). Estes
biopolimeros  contidos sdo resistentes &
degradacdo quimica na auséncia de oxigénio e
esta qualidade deve-se aos acidos graxos de
cadeias longas, em sua maioria acido oleico (5).

Em se tratando do habitat da B. braunii,
esta microalga é encontrada em &guas doces,
lagoas e também j& foi vista em salinas. Possui
uma boa condicdo de crescimento a 23°C, é
fotossintética com necessidade de fotoperiodo de
12h/dia (9).
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Tabela 1 - Tipos de hidrocarbonetos segundos as
quatro ragas de Botryococcus braunii.
Raca Hidrocarboneto

A Hidrocarbono n-alcadieno e trieno, nimero
impar de carbono entre Cz3 € Cs3

B Hidrocarbonos triterpendides,
Botryocosenos C30-C37 e escaleno
metilado em C34

L Hidrocarbonos tetraterpendides e
licopadieno

S Cadeias epdxi-n-alcano e n-alcano saturado,
com 18 e 30 carbonos, respetivamente.

Fonte: (4) Adaptado.

Figura 2 - Col6nia de B. braunii BOT-22 mostra
as células embebidas numa matriz organica. A
coldnia estd sendo comprimida pelas goticulas de
hidrocarbonetos da matriz, o que leva ao
afastamento de algumas das células. Fonte: (4).
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Tabela 2 - Classificacdo taxonémica da
Botryococcus braunii.

Filo Chlorophyta

Classe | Trebouxiophycea
e
Ordem Trebouxiales

Familia | Botryococcaceae

Geénero Botryococcus

Espécie B. braunii

Fonte: (2) Adaptado.

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Segundo Borowitzka (2018, p. 52), o
ciclo de vida de Botryococcus € pouco
conhecido. A Reproducdo sexual nunca foi
reportada e a reproducdo vegetativa da-se por
autésporos. Suzuki et al. (2013, p. 4)
descreveram a fissdo binaria desta microalga e
mudancas de algumas estruturas em diferentes
fases. Durante a divisdo celular, num primeiro
momento, ocorre a divisdo mitotica das
organelas e do nucleo. Em seguida, forma-se o
septo e a célula-mae divide-se, dando lugar a
duas novas células idénticas. Uma vez geradas as
células-filhas, ocorre a formacdo de parede
celular ao redor das mesmas e acumulagdo de
lipidios na superficie celular.

Ademais, Suzuki et. al. (2013, p. 5)
mencionam que as bolsas lipidicas mudam
drasticamente em dois estagios especificos do
ciclo celular da microalga B. braunii. A primeira
mudanca, na qual o nimero e o tamanho destas
bolsas aumentam, deu-se desde o estagio de
crescimento até apds a formacdo do septo. Por
sua vez, a segunda grande mudanga, na qual
estas bolsas foram “reformadas”, aconteceu
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desde a maturagdo das células-filhas até depois
da nova acumulacdo de lipidios na superficie
celular.
Genoma

Tabela 2 - Genoma da Botryococcus braunii.

Genoma Tamanho GC%
(Mb)
Inespecifico 184,38 50,8
Fonte: (8).

Aplicac0es biotecnoldgicas

B. braunii tem sido, ultimamente,
considerada uma potencial fonte alternativa de
biodiesel devido ao alto armazenamento de
lipidios e uma vez que, com isso, pode gerar
elevadas quantidades de Oleo. Esta alternativa
“verde” se destaca também por nao competir por
espaco em terras de cultivo (10).

Ademais, também €é modelo para
melhorias genéticas no sentido de aumentar a
capacidade de producdo de coprodutos de alto
valor agregado que seriam derivados do petréleo.
Seus hidrocarbonetos se assemelham em 90% ao
petréleo em nivel de eficiéncia (10).

Outrossim, como ja mencionado, B. braunii
produz escaleno. Este composto, presente no
figado de tubar@es, é utilizado para proteger as
celulas, reduzindo os efeitos da quimioterapia.
Portanto, a microalga Botryococcus braunii pode
se tornar uma alternativa a este produto
farmacéutico (1).
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3.2 Chlorella vulgaris

Esta  microalga  unicelular  fora
descoberta, em 1890, por Martinus Willem
Beijerinck como a primeira microalga com um
nucleo bem definido. No inicio da decada de
1990, cientistas alemé&es notaram o alto teor de
proteina de C. vulgaris e comecaram a
considerd-la como wuma nova fonte de
alimento. O Japdo €, atualmente, o maior
consumidor de  Chlorella.  Microalgas,
incluindo diatoméaceas e algas verdes, em
conjunto com cianobactérias, foram estudadas
durante mais de um século (3). O uso desses
microbios fotossintéticos tem varias vantagens
sobre plantas superiores por causa de sua taxa
mais rapida de crescimento, maior
produtividade de biomassa, a falta de
concorréncia com as culturas de terras araveis,
além da capacidade de crescimento sustentavel
com recursos marginais. Em 2002, fora
também descoberto que C. vulgaris produz
vitamina B12, embora fosse identificado em
2015, que esta na forma de metil cobalamina
(6), seria mais facil de ser assimilada por seres
humanos.

Caracteristicas Biologicas

A Chlorella vulgaris (Figura 1) se
apresenta como uma alga verde eucaridtica e
unicelular, esférica, com tamanho de 5-10um.
Fotolitoautotrofica, heterotrofica ou
mixotrofica capaz de crescer rapidamente
chegando a cada 20 a 24 horas quadruplicar
seus numeros. Devido ao seu alto nivel de
proteina e minerais é usado para produzir
diversos produtos alimenticios, seja para
suplementacdo humana em forma de céapsulas
e desidratado ou até em racgBes para animais.
Assim como muitas algas, C. vulgaris produz
lipidios através da fotossintese. Isso faz destes
organismos uma fonte viavel de
biocombustivel por deter um conteddo lipidico
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por biomassa de aproximadamente 42%, muito
maior que a soja, cana-de-acUcar e milho.
Possui parede celular digerivel por enzima,
diferente de outras algas verdes. C. vulgaris é
um pouco versatil quanto a fixacdo de carbono

(7).
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Figura 1 - Chlorella vulgaris vista em
microscopio. Fonte: (12).
Taxonomia
Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da
Chlorella vulgaris.
Filo Chlorophyta

Classe | Trebouxiophyceae

Ordem Chlorellales
Familia Chlorellaceae
Género: Chlorella
Espécie: C. vulgaris

Fonte: (8) Adaptado.
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O cloroplasto de C. vulgaris fora
sequenciado por Wakasugi e seu time, em
1997, e estes observaram a existéncia de genes
possivelmente envolvidos na divisdo de
cloroplastos, tendo entdo sua atividade
fotossintética expandida (11). Tal é sua
atividade fotossintética que empresas como a
Hypergiant  Industries estdo  vendendo
fotobiorreatores de microalgas com, segundo
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sua propaganda, 400 vezes maior assimilagéo
por volume que uma &rvore poderia (5).

Michela Cecchin et al. sequenciaram o
genoma de C. vulgaris e estudaram o
transcriptoma para qualifica-lo em suas
atribuicdes (fig. 4), observando caracteristicas
tais como: DNA mitocondrial grande como o
das plantas, genes para mobilidade e
pseudogene de plastidio presente no DNA da
mitocondria sugerindo transferéncia
horizontal, sendo este ultimo previamente sé
encontrado em plantas (2).

Figura 2 - Ciclo de vida sexuado (a) e assexuado
(b) de Chlorella SP. llustracdo: Aldona
Griskeviciene / Shutterstock.com. Fonte: (10).

Complexs proteico

Figura 3 - Classificagdo de Ontologia genética
(GO) de genes 211/11P de Chlorella vulgaris
anotados. Transcricdes de Chlorella vulgaris
anotadas usando o programa blast2Go foram
agrupadas funcionalmente com base nos termos
GO ‘func-tion molecular' (a), ‘componente
celular (b) e ‘'processo bioldgico' (c). A
distribuicéo dos diferentes grupos é relatada com
base na pontuacdo do né associado a cada grupo,
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considerando termo GO com pontuacdo de no
superior a 1%. Fonte: (2).

Genoma

Tabela 2 - Genoma referencial da Chlorella
vulgaris.

Genoma Tamanho GC N° de Ano
(Mb) % genes
16 40 56,1 | 10.724 | 1997
Cromossomos
Fonte: (14).

Aplicacdes Biotecnologicas

Biocombustiveis: C. vulgaris é visto
como uma fonte promissora de bioenergia.
Pode ser uma boa alternativa as culturas de
biocombustiveis como: soja, milho ou colza,
pois é mais produtiva e ndo compete com a
producdo de alimentos. Pode produzir uma
grande quantidade de lipidios (5-40% da
massa seca), até 20 vezes mais do que as
culturas que tém um perfil adequado para a
producdo de biodiesel. Esta microalga também
contém grandes quantidades de amido (12-
55% de peso seco), bom para a producdo de
bioetanol (1). Nao apenas isto, mas C. vulgaris
vem sido utilizada em processos industriais
para a formacdo de hidrogénio e metano
(9)(12), como sera relatado a seguir.

Nutricionais: O teor de proteinas de C.
vulgaris varia de 42 a 58% de seu peso seco
de biomassa. Essas proteinas sdo consideradas
como tendo uma boa qualidade nutricional em
comparacdo com o perfil padréo para nutricdo
humana da Organizacdo Mundial da Saude e
da Organizacdo da Alimentacdo e Agricultura,
ja que as algas sintetizam aminoacidos (1).

Ambientais: Microalgas verdes podem
crescer em aguas residuais rapidamente e
absorver compostos contendo nitrogénio e
fosforo do meio ambiente. E importante
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ressaltar que a biomassa de algas produzida
através de tal processo pode ser usada como
matéria-prima na producao de biocombustiveis
e para uma série de subprodutos como:
medicamentos, alimentos, nutricao,
fertilizantes e suplementos de racdo animal e
peixes. Ao todo, o tratamento de A&guas
residuais por microalgas parece ser eficiente
tanto para a reciclagem de biomassa quanto
para a protecdo ambiental da industria suina
(13). Fora também observado que C. vulgaris
tem potencial para reduzir nanoparticulas de
niquel, um poluente danoso (4).
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3.3 Cyanidioschyzon merolae

A Cyanidioschyzon merolae é considerada
uma microalga vermelha apesar de ter,
predominantemente, a cor verde. Possui 0 menor
genoma de todos os eucariontes fotossintéticos
(4) e, devido a sua arquitetura celular
extremamente simples e de organizacdo
minimalista, é tida como um excelente sistema-
modelo para pesquisa nas areas de biologia
estrutural e bioquimica (3) (5).

Foi isolada pela primeira vez, em 1978,
por De Luca, nas fumarolas de Solfatara em
Campi Flegrei, Naples, Italia (3).

Caracteristicas bioldgicas

Esta microalga vermelha, pertence a classe
das Cyanidiales (5) e apresenta-se como um
microrganismo unicelular, em forma de “taco”,
de aproximadamente 2pm.

A C. merolae possui 0 menor genoma
entre todos os eucariontes fotossintéticos
conhecidos com poucas estruturas internas.
Contém um unico nacleo, um cloroplasto, uma
mitocondria, um aparelho de Golgi com duas
cisternas, um peroxissomo, um reticulo
endoplasmatico, um plastidio e poucas estruturas
semelhantes a lisossomos. N&o consta de
vacuolo, nem de parede celular e tem baixo
volume de citosol (4). Ademais, estd adaptada a
ambientes de fontes termais acidas (pH 1,5, T
45°), com alto teor de enxofre (4).

Embora ndo haja relatos na literatura
especificando como se desenvolve, atribui-se a
esta alga a forma de crescimento por
fotoautotrofismo, através do qual utilizam a
energia do sol, diéxido de carbono e agua para
produzir compostos organicos (3).
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Figura 1 - Cyanidioschyzon merolae. Fonte: (1).
Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Cyanidioschyzon merolae.

Diviséo Rhodophyta

Classe | Cyanidiophyceae

Ordem Cyanidiales

Familia Cyanidiaceae

Género | Cyanidioschyzon

Espécie C. merolae

Fonte: (6).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Matsuzaki, M. et al. (2004) identificaram
que ao menos 86,3% do genoma da C. merolae é
expresso. As caracteristicas Unicas da estrutura
do seu genoma incluem a presenca de introns em
apenas 26 genes. Apenas trés copias de DNA
ribossdmico mantém o nucléolo e, a existéncia
de dois genes dinamos,  envolvidos
exclusivamente na divisdo mitocondrial e do
plastidio.

A origem conservada em mosaico das
enzimas do ciclo de Calvin, tanto desta
microalga quanto de plantas verdes, sustenta a
hipbtese da existéncia de uma Unica
endossimbiose plastidica primaria (4). Ademais,
a C. merolae ndo expressa 0 gene para actina
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nem da miosina, tornando o processo de
citocinese simples, o que a torna um modelo
ideal de estudo sobre a origem, evolucdo e os
mecanismos fundamentais da célula eucariotica
4).

A sua reproducédo da-se por fissdo binaria,
sincronizada com o ciclo de luz e escuriddo

(4)(5).
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Figura 2 - C. merolae 10D. Imagens
fluorescentes de contraste entre a interfase (a) e
divisdo celular (b). Nas células mostram-se a
localizagdo do DNA nuclear (topo), mitocondrial
(meio) e plastidio (no fundo em azul/branco),
apos coloracdo com DAPI. Os plastidios emitem
fluorescéncia vermelha. A divisdo celular
esquematica (c¢) contém um nucleo (Nucleus),
uma mitocondria (Mitochondrion) em V, um
plastidio (Plastid) na forma de sino, um
peroxissomo (Microbody) e um aparelho de
Golgi (Golgi apparatus). As divisdes dos
mesmos estdo sincronizadas por ciclos de luz e
escuriddo. Fonte: (4).

Genoma

Tabela 2 - Genoma da Cyanidioschyzon merolae
10D.

Genom N° de Tamanho GC% Ano
a genes (pb)
10D 5331 16.520,305 55,0 2004
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Fonte: (4)
Aplicacdes Biotecnologicas

O ponto de maior interesse com relacdo a
Cyanidioschyzon merolae é a pesquisa sobre a
sua origem, evolucdo e interagdo com outros
organismos.

As analises protedbmicas e microarrays
feitos a partir das informacdes do genoma da A
C. merolae, possibilitam o conhecimento sobre
0s principios basicos das microalgas (4).

Ademais, pela perspectiva evolucionista, este
microrganismo  possui  propriedades  que
permitem o0 estudo da origem das células
eucarioticas, endossimbiose priméaria entre
cianobactérias e hospedeiros eucariéticos, e
endossimbiose secundaria entre alga vermelha e
seus hospedes (4). Neste contexto, este
microrganismo € uma espécie-modelo em
estudos bioguimicos e biolégicos (5).
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3.4 Dunaliella salina

Pertencente ao filo Chlorophyta, a
microalga Dunaliella salina, também conhecida
como Dunaliella bardawil (3), embora alguns
autores diferenciem estas espécies (2), € hoje em
dia amplamente utilizada em diversos setores da
industria (3)(8). Esta microalga é uma fonte
natural de PB-caroteno e o desenvolvimento do
seu cultivo em larga-escala teve inicio nos anos
oitenta em Australia, Israel e Estados Unidos da
América (3). Isto conduziu a produgdo comercial
desta microalga para a terceira maior industria
no ramo de producdo de biomassa de microalgas
dado ao fato de que o B-caroteno é considerado o
carotenoide de maior relevancia no mercado,
dadas as diversas aplicacdes (8).

Caracteristicas Bioldgicas

A Dunaliella salina (Figura 1) ¢
unicelular, bipartida, uninucleada e com um
unico cloroplasto. Possui formato oval flexivel e
ndo consta de parede celular, embora tenha uma
camada de glicocalix que envolve a célula (3)(8).

Em condigbes favordveis de crescimento,
apresenta coloracao verde, pois possui apenas 0S
pigmentos necessarios para a fotossintese, em
concentragdes ndo muito elevadas. Além das
clorofilas a e b, contém carotenoides, tais como o
caroteno, a bixina, a cantaxantina, a zeaxantina e
a luteina, apresentando-se assim, na coloracédo
amarelo-alaranjado (2).

Ademais, € encontrada em ambientes
aquaticos hipersalinos (halofila) como: lagos
salgados, lagoas cristalizadas e salinas (3)(4).
Conseguir sobreviver em condig¢fes extremas de
hipersalinidade, onde a maioria dos eucariontes
ndo conseguiria viver, deve-se ao fato da célula
acumular glicerol como soluto compativel, que
atua como regulador osmético, equilibrando
assim a atividade osmotica externa e protegendo
a integridade das proteinas celulares (3).

Nestes ambientes, destaca-se por ser um
microrganismo eucarionte com a fungdo de
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produtor primario (fotossintético), responsavel
pela maior parte da producdo primaria (ou
formacdo de substancias organicas ricas em
energia a partir de material inorganico). Por fim,
também é capaz de sobreviver em condicdes
extremas de temperatura (6).

UTEX LB #1644
Dunabella sabina

Figura 1 - Dunaliella salina. Fonte: (9).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Dunaliella salina.

Filo Chlorophyta
Classe Chlorophyceae
Ordem Chlamydomonadales
Familia Dunaliellaceae
Género Dunaliella
Espécie D. salina

Fonte: (1) Adaptado.

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Sua reproducéo pode ocorrer por divisdo
longitudinal das células mdveis (reprodugéo
vegetativa — Figura 2A), por formacdo de
aplandsporos (Figura 2B) ou por fuséo de duas
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células modveis para formar um zigoto
(reproducdo sexual — Figura 2C) (3).

A reproducdo vegetativa se inicia com a
divisdo nuclear, seguida da invaginacédo da célula
nos dois polos (extremidade flagelar e a oposta).
Concomitantemente, ocorre a divisdo do
cloroplasto e do pirenoide até que as futuras duas
novas células fiquem conectadas apenas por uma
fina ponte citoplasmatica no meio. Neste
momento, recresce 0 segundo flagelo em ambas
as células e, quando estes atingem o tamanho
ideal, as células se deslocam em direces opostas
e acabam por romper a ponte citoplasmatica
existente entre elas (3).

Uma vez expostas a diminuicdo da
salinidade, algumas estirpes da D. salina sdo
capazes de entrar no estagio palmelar, onde elas
perdem o seu flagelo (ficam imdveis),
arredondam um pouco mais e passam a secretar
uma camada organica na qual se dividem
continuamente, dando origem a muitas células
dentro dessa matriz gelatinosa. Quando as
condicdes se tornam favoraveis, as células
voltam ao seu estado normal, readquirindo as
suas caracteristicas comuns (3). Ademais, nessas
mesmas condi¢cOes de salinidade, em condicdes
ambientais de inverno ou em deficiéncia de
nitrogénio, a D. salina pode formar cistos
vegetativos (aplandsporos), que sao células
extremamente resistentes e com uma parede
celular rugosa. A germinacdo destes cistos da-se
pela divisdo mitética que origina apenas duas
células-filhas que, ao terem suas proprias
flagelas crescidas, rompem com a parede do
aplandsporo e escapam (3).

Por fim, o aumento da salinidade do meio
fomenta a reproducéo sexual, que é isogamética.
Estirpes isomorficas (+/-) juntam seus flagelos
totalmente, o organismo gameto (+) passa a
produzir um “tubo” entre os seus flagelos que
conecta com o outro organismo (gameto (-)),
também entre seus flagelos. Assim, as duas
células se “atrelam” e vao se fusionando
transversalmente (formando o planozigoto com
107

quatro flagelos) até ser um organismo so.
Depois, o planozigoto descarta os flagelos,
arredonda e forma uma parede celular densa,
formando assim o zigoto. Durante a germinacao,
ocorre divisdo meiotica e quatro, oito ou até
trinta e duas novas células podem ser geradas.
As novas células, uma vez com seus flagelos,
quebram a parede do zigoto e escapam (3).
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Figura 2 - Diagrama do Ciclo de vida da D.
salina. (A) Reproducdo vegetativa da célula
haploide por mitose seguida de citocinese. (B)
Formagdo de aplandsporos (cistos assexuais).
Em condicOes favordveis ocorre uma ou mais
divisdo mitética que gera células-filhas haploides
que serdo libertadas. (C) Reproducdo sexual:
Encontro entre duas linhagens compativeis (+ e
—-). Em seguida da-se a plasmogamia e a
cariogamia. E formado o zigdsporo diploide. Em
condigBes favoraveis, da-se a meiose e as
células-filhas haploides serdo libertadas. Fonte:

3).
Genoma

Tabela 2 - Genoma da Dunaliella salina.

Genoma Tamanho GC%
(Mb)
Master WGS 343.4 40,1
Fonte: (5).
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Aplicacdes Biotecnoldgicas

A contribuicdo mais notavel para a
biotecnologia da Dunaliella salina é a sua
producdo natural de pigmentos, em especial, o -
caroteno. Esta substadncia tem uma grande
variedade de aplicacGes: corante nos alimentos
industrializados, producdo de aromatizantes
(madeira, horteld, doce, frutado, etc.), sendo um
componente integrado nos produtos
farmacéuticos, cosméticos e alimenticios. Outros
pigmentos que produz também sao utilizados (8).

Segundo Tinoco, B. et al (2015), as aplicacdes
destes corantes sao as seguintes:

e [-Caroteno (cor amarela), usado para
Provitamina A, antioxidante, aditivo
alimentar E160a e coloracdo de gema de
0vo.

e Bixina (cor amarelada, cor de péssego),
usado como aditivo alimentar E160b
(corante) e em cosméticos.

e Zeaxantina (cor laranja-amarelo), usado
para aditivo alimentar E 161 h, racdo
animal e na Industria farmacéutica como
anticancer do colon, antidegeneracao
muscular.

e Luteina (cor amarelo-laranja), usado
como aditivo alimentar E161b, coloracao
amarela da gema de ovo (aditivo) e
pigmentacdo de tecidos animais. Na
indGstria farmacéutica é usado como
antidegeneracéo muscular; para
cosméticos é usado na coloragéo.

e Cantaxantina (cor laranja dourado),
utilizado como aditivo alimentar E 161 g,
cultivo de salmonideos e frango, e para
pilulas de bronzeamento.

Além da producdo de carotenoides, a D.
salina tem amplo emprego em outras areas da
biotecnologia como: a  produgdo  de
biocombustiveis, tratamento de aguas residuais,
remocao de metais pesados, producéo de glicerol
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e acidos graxos, vitaminas e indicadores
ecoldgicos (2).
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3.5 Euglena gracilis

A microalga Euglena gracilis é um
eucarionte pertencente a divisdo da Euglenozoa,
sendo a espécie mais estudada da mesma (2).
Nos Ultimos anos, emergiu como um
microrganismo, candidato a diversas aplicacOes
tanto na area da pesquisa quanto na industria
devido & sua versatilidade, resiliéncia e sintese
de uma variedade Unica de bioprodutos (3).

Caracteristicas Biologicas

A Euglena gracilis (Figura 1) é uma
microalga unicelular (3) que pode ser encontrada
em ambientes de agua doce ou salobra como
lagoas ricas em matéria orgéanica (2).

E biflagelada, sendo que um dos flagelos é
curto e ndo se sobressai, quanto que o outro é
longo e permite a célula mover-se. Ademais,
possui diversos cloroplastos envoltos por trés
membranas e pirenoides. Por sua vez, este
microrganismo nao possui parede celular. O seu
citoplasma estd envolvido em uma pelicula
constituida por proteinas espirais e microtubulos.
E esta pelicula que permite & célula ter muita
flexibilidade e contractilidade durante o seu
movimento (2).

Os microrganismos  pertencentes ao
género Euglena constam do estigma, uma
organela que filtra a luz e a foca no corpo
paraflagelar, e estd envolvida na fototaxia da
célula (2).

A E. gracilis tem metabolismo flexivel,
sendo fotoautotrofica e/ou heterotréfica (3).
Armazena energia na forma de paramilon, -1,3
glucose em granulos no citosol (2). Ademais, é
tolerante a diversas condi¢cbes ambientais de
estresse como: a acidificagdo, radiagdo ionizante
e presenca de metais pesados, sendo capaz de
sequestrar 0os mesmos (3).
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Figura 1 - Euglena gracilis. Fonte: (4).
Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxondmica da Euglena
gracilis.

Dominio Eukaryota
Diviséo Euglenozoa
Classe Euglenida
Ordem Euglenales
Familia Euglenaceae
Género Euglena
Espécie Euglena gracilis
Fonte: (5).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Segundo Borowitzka, M. A. (2018),
ainda ndo foi evidenciada a reproducédo sexual de
nenhuma espécie do género Euglena, ocorrendo
apenas a reproducdo vegetativa por fissdo binaria
longitudinal. Ademais, o estagio palmeloide e de
formacéo de cistos ja foram reportados.

A reproducdo assexuada por fissdo binaria
(Figura 2) envolve o processo de mitose e
divisdo celular, dando lugar a duas células-filhas
idénticas. A maioria das espécies Euglena tem
seu ciclo de vida dividido em fase movel e
imével. E durante a fase movel que a célula
multiplica 0 seu genoma e suas organelas. A
posteriori, ocorre a citocinese, separacédo
longitudinal da célula (1).
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Em  condigbes  desfavordveis  ao
microrganismo, eles se protegem englobando-se
dentro de um cisto. A formacdo deste cisto
protetor € caracteristica da fase ndo movel da
célula. Neste contexto, em alguns casos é
possivel que a microalga entre no estagio
palmeloide, dando lugar a formacdo de cistos
reprodutivos. Estes cistos (aplandsporos) sédo
envoltos numa camada gelatinosa e se dividem
por fissdo binaria originando células-filhas
idénticas. Uma vez em condi¢des adequadas,
estes cistos se tornam flagelados e deixam de
possuir a envoltura gelatinosa (1).

Flagelo

Vaciolo contrictil

Nicleo

Figura 2 - llustracdo da reproducdo assexual da
Euglena gracilis. Fonte: (6).

Genoma

Tabela 2 - Genoma de referéncia da Euglena

gracilis.
Genoma Tamanho GC%
(Mb)
master 1435,5 50,6
WGS
Fonte: (5).

Aplicac0es biotecnoldgicas

Segundo Gissibl, A. et al. (2019), as
aplicacdes biotecnoldgicas da microalga Euglena
gracilis se estendem nas categorias de nutricdo,
biocombustiveis e biomateriais, biomedicina e
nutracéuticos.

Por ser capaz de sequestrar metais
pesados, a Euglena gracilis ja foi testada para a
biorremediacdo de corpos de &gua poluidos com
elevados niveis de nitrogénio, fosfatos, carbono

111

organico, cadmio, cromo, uranio, zinco e
mercurio (3).

Esta microalga consegue acumular uma
alta quantidade do polissacarideo paramilon (j3-
1,3- glicose). Esta molécula e seus derivados s&o
de interesse biotecnologico devido a sua
atividade imuno-estimuladora e antimicrobica.
Adicionalmente, alguns estudos indicam que
estes tipos de acgucares auxiliam na diminuicao
do colesterol, e tém atividade antidiabética,
antiglicémica e hepatoprotetiva, além de ja terem
sido utilizadas para o tratamento de cancer de
estbmago. Ademais, a E. gracilis é fonte de
proteinas dietéticas, vitaminas A, C e E, acidos
graxos poli-insaturados e fibras dietéticas (3).

Por fim, esta microalga foi proposta como
fonte de biocombustivel, uma vez que acumula
elevados niveis de lipidios, como ésteres e &cidos
graxos, durante o seu crescimento. Também
pode ser empregada para a producdo de
lubrificantes, de velas ou em cosmeéticos (3).
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3.6 Galdieria sulfuraria

A primeira descricdo desta microalga
vermelha foi feita no ano de 1899, e foi lhe
atribuida primeiramente o género Pleirococcus
(Pleurococcus sulphurarius). Porém, ap0s mais
estudos, principalmente relativos aos seus
pigmentos, este microrganismo deu lugar a um
novo género, o Galdieria, ao qual passou a
pertencer,  tornando-se  entdo  Galdieria
sulphuraria (5).

O interesse pela producdo de microalgas
em escala industrial para atender o seu uso
comercial tem vindo a crescer nos Gltimos anos.
Uma maior visualizacdo tem sido dada a
aplicacdo nos campos da medicina, biotecnologia
e farmécia. Assim, com a habilidade de crescer
tanto em condigdes heterotréficas como
fotoautotroficas, e cujo metabolismo é versatil —
capaz de utilizar diversas fontes de carbono - a
Galdieria sulphuraria ¢ um potencial alvo de
pesquisa nestas linhas (2).

Caracteristicas Biologicas

A Galdieria sulphuraria (Figura 1) € uma
microalga vermelha eucarionte, unicelular e de
formato esférico. Possui um didmetro de 3 a 11
pm (picbmetros) e pode se dividir em 4-8-16 ou
mais autosporos. Contém um cloroplasto (produz
clorofila e C-ficocianina (C-FC)), um vacuolo e
inimeras mitocéndrias (5).

E termoaciddfila, pertencendo a familia
das algas vermelhas melhor adaptadas a
ambientes acidos e sobrevive a temperaturas de
até 56 °C. Em condicBes extremas é capaz de
crescer com eficiéncia, produzindo quantidades
significativas de biomassa e compostos de
interesse (9).

A maioria das espécies pertencentes a sua
divisdo sé@o fotolitotroficas, ou seja, utilizam a
luz solar e componentes inorgéanicos como fonte
de energia (8). Porém, esta espécie se destaca por
ter um metabolismo muito flexivel (8; 9; 13).
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Sdo consideradas fotolitotroficas facultativas, ou
seja, podem obter energia por fotolitotrofismo ou
por quimio ou foto-organotrofismo, obtendo sua
energia a partir de componentes organicos (8).

Sdo autotroficas, mistotréficas, ou seja,
heterotréficas e fotoautotroficas, capazes de
utilizar mais diversos tipos de acgucares e alcoois
como fonte de carbono, sendo que mais de 50
diferentes fontes ja foram reportadas (13). O seu
metabolismo de carbono é unico, devido ao fato
de sobreviver em ambientes de condigdes
extremas, dando lugar a compostos benéficos
para 0 uso humano (9). Segundo Sakurai, T. et
al. (2015), a Galdieria sulphuraria pode
metabolizar diferentes fontes de carbono, mesmo
em altas concentracbes, e inclusive o proprio
CO2. Assimila também a partir do ar com 50
ppm de SO2. A regularizacdo do fluxo
metabdlico de carbono na sintese de glicogénio e
acidos graxos vai depender das condi¢cdes de
crescimento, ou seja, 0 acimulo e a estrutura do
glicogénio, assim como a quantidade e a
composicdo dos lipidios produzidos vao variar
dependendo do tipo de metabolismo que a G.
sulphuraria adota, segundo as condi¢Ges em que
esta presente (9).

. ()
P @;@@9 °

£ R @ .

Figura 1 - Imagem microscopica da Galdieria
sulphuraria. A barra preta corresponde a 20 um.
Fonte: (4).
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica da
Galdieria sulfuraria.

Diviséo Rhodophyta

Classe Cyanidiophyceae

Ordem Cyanidiales

Familia Galdieriaceae

Género Galdieria

Espécie G. sulfuraria
Fonte: (7).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O genoma da G. sulphuraria contém
evidéncias de transferéncia horizontal de genes a
partir de archaeas e bactérias termofilicas. 1sso
explica a sua adaptacdo a ambientes extremos.
Assim, observa-se neste microrganismo algo
incomum nos eucariontes: a0 menos 5 % do seu
proteoma derivam de transferéncia horizontal de
genes (10). Ademais, o genoma deste
microrganismo contém um vasto numero de
genes associados ao metabolismo do carbono e
ao transporte através da membrana (1).

Com relacdo ao seu ciclo de vida,
compartilha 0s mecanismos de reproducédo
comuns as microalgas. E capaz de se reproduzir
sexuadamente (Figura 2a), onde ha a fusdo de
dois individuos distintos geneticamente através
dos gametas flagelados. Esta fusdo ocorre por
plasmogamia (fusdo dos protoplastos) seguida
pela cariogamia (fusdo dos nucleos), que resulta
na formacéo do zigoto diploide (2n). Os flagelos
encurtam-se até desaparecerem e no lugar forma-
se uma parede espessa e 0 zigoto se torna um
zigosporo, que fica em wum periodo de
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dorméncia. Apos este periodo, 0 zigoto se divide
por meiose zigotica originando quatro células
haploides (n), as quais formardo dois novos
flagelos. A Reproducéo vegetativa (assexual) da
celula haploide se da por mitose seguida de
citocinese (figura 2b). Ocorre a formacdo de
aplandsporos (cistos assexuais). Em condigdes
favoraveis, ocorre uma ou mais divisdo mitotica
que gera 4 ou mais células-filhas haploides
(também conhecidas como aut6sporos), que
romperdo a membrana e serdo libertadas (12).

Figura 2 - Ciclo de vida sexuado (a) e
assexuado (b) de Galdieria sulphuraria.
lustracdo: Aldona Griskeviciene /
Shutterstock.com. Fonte: (12).

Genoma

Tabela 2 - Genoma de referéncia da G.
sulfuraria.

Genoma N°de | Tamanho | GC% N° de
genes (Mb) proteinas

ASM34128v1 | 6,723 13,71 37,9 7,174

Fonte: (7).
AplicacGes Biotecnoldgicas

As microalgas sdo capazes de gerar uma
grande variedade de metabolitos com excelentes
propriedades. A G. sulphuraria se destaca pelos
antioxidantes capazes de produzir. Tanto o0s
antioxidantes como as moléculas
antiproliferativas, oriundas de fontes naturais,
sdo uma alternativa aos compostos elaborados
sinteticamente, que possuem efeitos toxicos (2).

Esta microalga, em estudo, contém
ficobiliproteinas, como a ficocianina (C-FC),
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pigmentos que capturam a energia da luz solar
num comprimento de onda cuja clorofila absorve
em menor quantidade. Assim, auxilia o processo
de captacdo de energia, aumentando a sua
eficiéncia (2). A C-FC contém o grupo protético
cromoforo, que é muito fluorescente, sendo
entdo utilizado em diversas aplicacdes como as
andlises imunoldgicas e deteccdo de espécies
reativas de oxigénio. Este grupo protético
também tem acdo antioxidante e anti-
inflamatoria (2).

Ademais, a Galdieria sulphuraria foi
testada como ingrediente ativo em férmulas
cosméticas e dermatoldgicas, para acdo em peles
com excesso de oleosidade e sebo. Esta
microalga é capaz de inibir a acdo da enzima 5-a
reductase (que regula o hormdnio associado a
superproducdo de sebo) e de induzir a expressao
de pB-defensinas (primeira linha de defesa das
celulas da pele no combate de microrganismos
associados ao sebo) (4). Adicionalmente, esta
microalga tem sido utilizada para bioremediacéo.
Segundo Ju, X. et al. (2016), a G. sulphuraria é
eficiente na biossorcdo de metais preciosos. A
sua aplicacdo na recuperacdo de metais em baixa
concentracdo, como o0 ouro ou paladio, tendo
sido descartados em &guas residuais metalicas,
mostrou-se ecoldgica e econdmica. E uma
alternativa viavel frente a outras tecnologias de
alto custo operacional. Dentro deste contexto,
pesquisas tém sido direcionadas para a
reciclagem de metais de terras raras, devido as
inimeras aplicacdes industriais destes elementos.
Uma vez que o acumulo de metais em
microrganismos é um método de baixo custo,
ecologico e eficiente, este microrganismo foi
testado e mostra-se eficaz para a recuperacao de
metais terra-rara como La (111), Nd (111), Dy (111)
(6).

Por fim, a Galdieria sulphuraria também é
aplicavel na remocdo de nutrientes em efluentes
tais como nitrogénio amoniacal e fosfatos (11).

115

Referéncias

1. BARBIER, G. et al. Comparative genomics of
two closely related unicellular thermo-acidophilic
red algae, Galdieria  sulphuraria  and
Cyanidioschyzon merolae, reveals the molecular
basis of the metabolic flexibility of Galdieria
sulphuraria and significant differences in
carbohydrate metabolism of both algae. Plant
Physiology.v. 137, n.2, p. 460-74,
2005. DOI:10.1104/pp.104.051169._Acesso em:
24 abril 2020.

2. BOTTONE, C. et al. Antioxidant and anti-
proliferative  properties of extracts from

heterotrophic cultures of Galdieria
sulphuraria. Natural Product Research. v. 33,
n 11, p. 1659-1663,

2018. DOI: 10.1080/14786419.2018.1425853.
Acesso em: 24 abril 2020.

3. JU, X. et al. Effective and selective recovery of
gold and palladium ions from metal wastewater
using a sulfothermophilic red alga, Galdieria
sulphuraria. Bioresource Technology. v. 211, p.
759-64, 2016.
DOI:10.1016/j.biortech.2016.01.061. Acesso em:
24 abril 2020.

4. LUCIA, A. D. et al. Galdieria sulphuraria

Relieves Oily and Seborrheic Skin By
Inhibiting the 5-a Reductase Expression in
Skin Cells and Reducing Sebum Production in
vivo. Smantic Schoolar. Publicado em 2016.
Disponivel em:
https://www.semanticscholar.org/paper/Galdieria
-sulphuraria-Relieves-Oily-and-Seborrheic-
Lucia-
Carola/bc8589982c97f8¢c3cd2738df24123984921
7adc6. Acesso em: 24 abril 2020.

5. MEROLA, A. et al. Revision of Cyanidium
caldarium. Three species of acidophilic
algae. Giornale botanico italiano. v. 115, n. 4-
5, p. 189-195,
1981. DOI: 10.1080/11263508109428026.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1065348
https://doi.org/10.1104%2Fpp.104.051169
https://doi.org/10.1080/14786419.2018.1425853
https://doi.org/10.1016%2Fj.biortech.2016.01.061
https://www.semanticscholar.org/paper/Galdieria-sulphuraria-Relieves-Oily-and-Seborrheic-Lucia-Carola/bc8589982c97f8c3cd2738df241239849217adc6
https://www.semanticscholar.org/paper/Galdieria-sulphuraria-Relieves-Oily-and-Seborrheic-Lucia-Carola/bc8589982c97f8c3cd2738df241239849217adc6
https://www.semanticscholar.org/paper/Galdieria-sulphuraria-Relieves-Oily-and-Seborrheic-Lucia-Carola/bc8589982c97f8c3cd2738df241239849217adc6
https://www.semanticscholar.org/paper/Galdieria-sulphuraria-Relieves-Oily-and-Seborrheic-Lucia-Carola/bc8589982c97f8c3cd2738df241239849217adc6
https://www.semanticscholar.org/paper/Galdieria-sulphuraria-Relieves-Oily-and-Seborrheic-Lucia-Carola/bc8589982c97f8c3cd2738df241239849217adc6
https://doi.org/10.1080/11263508109428026

10.

11.

. 3. MICROALGAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Acesso em: 24 abril 2020.
MINODA, A. et al. Recovery of rare earth
elements from the sulfothermophilic red alga
Galdieria sulphuraria using aqueous
acid. Applied Microbiology and
Biotechnology. v. 99, n. 3, p. 1513-9, 2015.
DOI: 10.1007/s00253-014-6070-3. Acesso em:

24 abril 2020.

NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION.
Galdieria sulphuraria. Representative genome:
Galdieria sulphuraria (assembly ASM34128v1).
Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Ga
Idieria+sulphuraria+genome. Acesso em: 20 abril
2020.

RAVEN, J. A. et al. Chapter 8: Carbon
metabolism. In; COLE, K. M.; SHEATH, R. G.
Biology of the Red Algae. Cambridge:
Cambridge University Press. [s.i], p. 172. 1990.

SAKURAI, T. et al. Profiling of lipid and
glycogen accumulations under different growth
conditions in the sulfothermophilic red alga
Galdieria sulphuraria. Bioresource Technology.
v. 200, p. 861-866, 2015. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/ j.biortech.2015.11.014.
Acesso em: 24 abril 2020.

SCHONKNECHT, G. et al. Gene transfer from
bacteria and archaea facilitated evolution of an
extremophilic eukaryote. Science. v. 339, n.
6124, p. 1207-10,
2013. DOI:10.1126/science.1231707.___ Acesso
em: 24 abril 2020.

SELVARATNAM, T. et al. Evaluation of a
thermo-tolerant acidophilic alga, Galdieria
sulphuraria, for nutrient removal from urban
wastewaters. Bioresource Technology. v. 156, p.
395-9,
2014.
Acesso

DOI:10.1016/j.biortech.2014.01.075.
em: 24 abril 2020.

116

12.

13.

SILVA, Priscila. Algas verdes. Infoescola. [S.1.]
[20187] Disponivel em:
https://www.infoescola.com/biologia/algas-
verdes/. Acesso em: 24 abril 2020.

WEBER, A. P. et al. EST-analysis of the thermo-
acidophilic red microalga Galdieria sulphuraria
reveals potential for lipid A biosynthesis and
unveils the pathway of carbon export from
rhodoplasts. Plant Molecular Biology. v. 55, n.
1, p. 17-32, 2004. DOI:10.1007/s11103-004-
0376-y. Acesso em: 24 abril 2020.


https://doi.org/10.1007%2Fs00253-014-6070-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Galdieria+sulphuraria+genome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Galdieria+sulphuraria+genome
https://doi.org/10.1126%2Fscience.1231707
https://doi.org/10.1016%2Fj.biortech.2014.01.075
https://www.infoescola.com/biologia/algas-verdes/
https://www.infoescola.com/biologia/algas-verdes/
https://pub.uni-bielefeld.de/download/2915173/2915896/Weber_et_al-2004-Plant%20Molecular%20Biology.pdf
https://pub.uni-bielefeld.de/download/2915173/2915896/Weber_et_al-2004-Plant%20Molecular%20Biology.pdf
https://pub.uni-bielefeld.de/download/2915173/2915896/Weber_et_al-2004-Plant%20Molecular%20Biology.pdf
https://pub.uni-bielefeld.de/download/2915173/2915896/Weber_et_al-2004-Plant%20Molecular%20Biology.pdf
https://pub.uni-bielefeld.de/download/2915173/2915896/Weber_et_al-2004-Plant%20Molecular%20Biology.pdf
https://doi.org/10.1007%2Fs11103-004-0376-y
https://doi.org/10.1007%2Fs11103-004-0376-y

. 3. MICROALGAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

3.7 Haematococcus pluvialis

A Haematococcus pluvialis é uma
microalga verde que pertence a divisdo das
clorofitas e chama a atengcdo por acumular
grandes quantidades do carotenoide astaxantina
(1,2,3). A primeira empresa que cCOmMegou a
cultivar esta espécie foi a Cyanotech no Havai,
fazendo-a crescer em grandes lagoas ao ar livre.
No entanto, a maioria das demais empresas
utiliza o sistema de cultivo em fotobioreatores
tubulares, destacando-se a Algatechbologies,
localizada no Deserto de Negev, que possui mais
de quinhentos quilébmetros em tubulacdes de
vidro (2).

Caracteristicas Biologicas

A H. pluvialis (Figura 1) é encontrada na
natureza em corpos de agua rasos, como charcos
perto de rochas (1)(2). Apresenta-se como uma
célula verde, biflagelada e mével, contendo um
anico cloroplasto. Porém, a medida que evolui
no seu ciclo de vida, perde tais caracteristicas,
adquirindo um formato redondo (cocéide), torna-
se aflagelada e de coloragdo vermelha (Figura 2).
Os principais pigmentos fotossintetizantes séo a
clorofila a e b. Armazena energia na forma de
amido, contendo grandes quantidades do mesmo
(2).

No estagio inicial do seu ciclo de vida, a
sua célula possui uma matriz extracelular
gelatinosa (periplasma) conectada ao protoplasto
por meio de uma fina camada citoplasmatica.
Ademais, inicialmente, o acumulo de astaxantina
é observado em goticulas lipidicas no citoplasma
ao redor do nucleo. A posteriori, quando se
desenvolve em aplandsporo, o acumulo deste
carotenoide preenche todo o citoplasma (2).

Esta microalga € fotoautotréfica, mas
pode ser cultivada mixotréfica e
heterotroficamente, tendo nestes dois ultimos
casos 0 acetato como a fonte de carbono
preferencial. No entanto, para uma maior
concentracédo de astaxantina (em até 5,0% do seu
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peso seco) sO € possivel em cultura
fotoautotrofica, uma vez que a biossintese deste
carotenoide requer alta intensidade de luz (2).

Curiosamente, a producgéo da astaxantina
é induzida quando a H. pluvialis é cultivada em
condicdes de estresse, a saber, alta intensidade
luminica, limitagdo em nutrientes, especialmente
0 nitrogénio, alta temperatura, salinidade ou na
presenca de ions como o Fe2+ (2).

Figura 1 - Haematococcus pluvialis. Fonte: (4).
Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Haematococcus pluvialis.

Divisdo Chlorophyta

Classe Chlorophyceae

Ordem Chlamydomonadales

Familia Haematococcaceae
Género Haematococcus
Espécie H. pluvialis

Fonte:(4) Adaptado.
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O Ciclo de vida da H. pluvialis é descrito
a partir do seu cultivo. Assim, em cultura, a
microalga passa por todos o0s seus estagios de
vida vegetativos, iniciando como uma célula
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verde e biflagelada. Nesta forma, entra no
estagio de palmela, tornando-se arredondada e
perdendo seus flagelos. A seguir, entra no
processo de encistamento, onde ocorre a
formacdo do aplandsporo (cisto assexual), que
por sua vez contém grande quantidade de
astaxantina acumulada. Quando o aplandsporo é
colocado em meio fresco, inicia-se a divisao
celular, mitoses e citocineses sdo levadas a cabo,
produzindo até trinta e duas células-filhas
flageladas haploides (autésporo) dentro da
parede celular da célula-mde, que romperdo a
membrana e serdo libertas (2)(5).

Por sua vez, ainda que ndo se exclua a
reproducdo sexuada, este mecanismo ndo esta
descrito na literatura para este microrganismo.

% :
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1 Célula 2 Células 4 Células 8 Células 16 Células

Divisdo Celular
Reinicio

Formagio do aplanésporo

O—©@—0O ¥

Célula intermedisria Célula verde Célula flagelada
(palmeléide)

Cisto (aplanésporo)

Figura 2 - Ciclo de vida da Haematococcus
pluvialis. Reinicio: culturas antigas s&o
transpostas para um meio fresco e entdo as
células cocdides incidem o processo de divisao
celular para formar células flageladas no interior
da célula-mée. Germinacdo: as células flageladas
se assentam e se tornam células cocoides. As
condicdes de estresse aceleram o acumulo de
astaxantina durante o encistamento, formacao do
aplanosporo (setas vermelhas). Fonte: (2).

Genoma

Tabela 2 - Genoma de referéncia da
Haematococcus pluvialis.

Genoma | N°de | Tamanho | GC% N° de
genes (Mb) proteinas

Lacustris | 33,500 171,8 43,4 28,279
1.0
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Fonte: (4).
Aplicacdes Biotecnoldgicas

A H. pluvialis se destaca por ser a fonte
natural mais rica em astaxantina, um carotenoide
com propriedades nutracéuticas. A astaxantina
possui atividade antioxidante através da qual é
capaz de inibir producdo de mediadores
inflamatorios, uma vez que bloqueia a ativagdo
de determinadas moléculas como as NF-kB,
INOS e COX-2. Ademais, suprime a producéo
de NO, PGE2 e TNF- a (1).

Guerin, M. et al. (2003) descrevem este
bioproduto como um pigmento presente em
diversos alimentos do mar como o salmdo e as
ostras, e que esta associado a diversas fungdes
bioldgicas essenciais como a protecao a oxidacao
de acidos poliinsaturados, aos efeitos da luz UV
e das respostas imunes, sendo entdo utilizado na
industria farmacéutica, cosmética e de alimentos.
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3.8 Neochloris oleoabundans

E uma microalga verde pertencente a
classe Chlorophyceae. Conhecida por seu alto
teor lipidico, este microrganismo € capaz de
acumular altas quantidades de triacilglicerideos,
que € o substrato para a producdo de biodiesel
(1). Foi isolada pela primeira vez em dunas da
Arébia Saudita (3). O primeiro estudo relatando
a composicdo lipidica de  Neochloris
oleoabundans (Figura 1) fora realizado por
Tornabene e colaboradores, em 1983. Eles
observaram que 0 maior acumulo de
triacilglicer6is ocorre em meio com baixo
nitrogénio (1).

Interessantemente, o0 &cido oleico (18:1®9)
é 0 mais abundante, seguido do palmitico (16:0)
e do estedrico (18:0). As cadeias mais
abundantes tém poucas insaturacbes e a
propor¢do de 4&cido linoleico (18:3w3) esta
abaixo de 12%, atendendo aos requisitos do
padrdo europeu EN 14214 para a producdo de
biodiesel (1).

Caracteristicas biologicas

Neochloris oleoabundans (Figura 1) é
uma microalga verde terrestre, unicelular,
movel que vive em colbnias, adaptando-se aos
ambientes de condicbes severas como: a
escassez de agua e alta salinidade (3).

A parede celular rigida desta microalga
permite a sobrevivéncia da célula a diferentes
intempéries, como o0 estresse bidtico ou
abiotico, e concede a ela plasticidade, fazendo
com que a célula cresca e adote diferentes
formatos, sendo, predominantemente,
arredondada (3).
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Figura 1 - Neochloris oleoabundans. Fonte: (4).
Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica da
Neochloris oleoabundans.

Filo Chlorophyta
Classe Chlorophyceae
Ordem Sphaeropleales
Familia Neochloridaceae
Género Neochloris
Espécie N. Oleoabundans

Fonte: (6).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Embora ndo haja referéncias literarias
que descrevam o ciclo de vida da Neochloris
oleoabundans, atribui-se que esta compartilha a
reproducdo  sexual comum a  divisdo
Chlorophyta, tendo a reprodugdo assexuada
(Figura 2b), a mais usual.

Num primeiro momento, no interior da
celula, ocorrem varias divisdes mitoticas das
organelas e do nucleo, gerando-se novas células-
filhas que, todavia, ficam dentro da “antiga”
celula-m&e. Normalmente, o nlcleo se divide em
até 16 células-filhas. Apds o desenvolvimento de
uma parede ao redor do ntcleo e o flagelo, cada
célula-filha produz uma enzima que rompe a



. 3. MICROALGAS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO |

parede da célula-mé&e e as novas células passam a
se dispersar no ambiente (2).

Este microrganismo também se reproduz
sexuadamente (Figura 2a), onde ha a fusdo de
dois individuos distintos geneticamente atraves
dos gametas flagelados. Esta fusdo ocorre por
plasmogamia (fusdo dos protoplastos), seguida
pela cariogamia (fusdo dos nucleos), que resulta
na formagéo do zigoto diploide (2n). Os flagelos
encurtam-se até desaparecerem e, no lugar,
forma-se uma parede espessa e 0 zigoto se torna
um zigésporo, que fica em um periodo de
dorméncia. Apos este periodo, 0 zigoto se divide
por meiose zigdtica originando quatro células
haploides (n), as quais formardo dois novos
flagelos (2).
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Figura 2 - Ciclo de vida sexuado (a) e
assexuado (b) de N. oleoabundans. llustragéo:
Aldona Griskeviciene / Shutterstock.com.
Fonte: (2).

Genoma
Tabela 2 - Genoma da Neochloris
oleoabundans UTEX 1185.
Genoma Tamanho GC% N° genes
(Mb)
UTEX 40 57,32% 9960
1185
Fonte: (1).

Aplicacbes Biotecnoldgicas

Esta microalga é considerada uma fonte
promissora de matéria-prima para a producao de
bioenergia. Por ser naturalmente capaz de grande
acumulo lipidico em resposta a privacdo de
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nitrogénio e possuir um perfil de acidos graxos,
ideal para a producédo de biodiesel, a Neochloris
oleoabundans é uma espécie de grande interesse
biotecnolégico  para a  producdo  de
biocombustiveis de terceira geracdo (1).

Ja a caracterizacdo de seu genoma
permitiu, por sua vez, levantar insumos para a
compreensdo das bases moleculares do fenotipo
de maior interesse relacionado a maior producéo
lipidica. Foram identificados 0s genes
envolvidos no metabolismo energético, no
acumulo de lipidios e na resposta a privacao de
nitrogénio, permitindo levantar genes-chaves que
podem ser objetos de estudos mais detalhados
ou, até mesmo, de manipulacdo genética,
contribuindo assim, para aplicacoes
biotecnoldgicas (5).
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Reino Fungi (Leveduras e Fungos

filamentosos)

Fungos sdo organismos eucaridticos, unicelulares (leveduras) ou multicelulares (fungos
filamentosos e bolores de solo, de madeira, de ambientes quentes e Umidos, da agua e do ar, e
macrofungos), que sdo heterotréficos e desempenham papéis importantes no ciclo de nutrientes em um
ecossistema. Os fungos se reproduzem sexualmente e assexuadamente e também tém associagdes
simbioticas com plantas e bactérias.

As células dos fungos tém um nucleo e organelas, como as células vegetais e animais. As paredes
celulares dos fungos contém quitina, uma substancia dura também encontrada no exoesqueleto de insetos
e artropodes, como os crustaceos. Eles ndo contém celulose, que comumente constitui a parede celular
das plantas. Os fungos multicelulares tém muitas hifas (singular: hifas), que séo filamentos ramificados.
As hifas tém uma forma tubular e sdo divididas em compartimentos semelhantes a células por paredes
conhecidas como septos. Essas células podem ter mais de um ndcleo, e 0s nucleos e outras organelas
podem se mover entre eles. A rede de hifas de um fungo € chamada de micélio.

Os fungos sdo heterotroficos — eles ndo podem realizar a biossintese de carboidratos e, assim, tem
que obter nutrientes da matéria organica. Para fazer isso, eles usam suas hifas, que se alongam e se
ramificam rapidamente, permitindo que o micélio do fungo aumente rapidamente de tamanho. S&o
organismos oportunistas, o que significa que podem obter nutrientes de uma ampla variedade de fontes e
prosperar em uma ampla gama de condi¢cBes ambientais. Alguns fungos obtém nutrientes da matéria
organica morta; esses fungos sdo chamados de saprdbios e considerados decompositores. Outros fungos
parasitam plantas ou animais e sdo responsaveis por induzir doencas. No entanto, os fungos também
podem ter relaces simbidticas (mutuamente benéficas) com algas ou bactérias fotossintéticas, bem como
com as raizes das plantas. Uma associagdo simbiética de um fungo e um protista (alga) fotossintetizante é
chamada de liquen, enquanto uma associacao de raiz de planta e fungo é chamada de micorriza.

Bacteria Archaea Eukaria

Spirochetes Chloroflexi Entamoebidea Mycetozoa Animais

Gram
positivas

Methanosarcina Fungos
Methanobacterium
Methanococcus

Thermococcus
celer

Haloarchaea

Proteobacteria Plantas

Cyanobacteria Ciliados

Planctomyces Thermoproteus Flagelados
Pyrodicticum
Bacteroides
Cytophaga

Trichomonadida

Microsporidia

Thermotoga

Aquifex Diplomonadida

Figura 1 - Arvore filogenética baseada na anélise do rRNA, proposta por Carl Woese e George E. Fox
(1977), mostrando a separagdo dos grandes grupos biologicos: Bacteria, Archaea e Eukarya. O Dominio
Eukaria, que abriga o Reino Fungi, encontra-se representado em marrom.
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4.1 Aspergilus fumigatus

O Aspergilus fumigatus é um fungo
causador da aspergilose, doenca que €
contraida pelo trato respiratério e pode levar a
varias alergias e doencas, variando em
severidade e podendo atingir um nivel grave.
Estima-se que um individuo inale centenas de
conidios deste fungo, mas o sistema
imunoldgico consegue combaté-lo eficazmente
(em individuos saudaveis), através da acao dos
macrofagos (4,8,10). O sequenciamento da
estirpe Af293 ocorreu em 2005, e isso abriu
portas para estudar melhor o ciclo de vida e o
sistema  metabdlico da espécie para
desenvolver uma forma eficaz de tratamento
(7).

Apesar de ser nocivo a saude do ser
humano, pelo seu estudo, foram desvendados
alguns usos biotecnologicos, como a
bioabsorcdo de metais em solucdes aquosas

(9).
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Caracteristicas Biologicas

O Aspergilus fumigatus (Figura 1) é um
fungo filamentoso que pode ser encontrado no
mundo todo. Comumente vive no solo e é
encontrado com frequéncia na superficie de
plantas e de composteiras. Tendo assim um
papel saprofitico de reciclar carbono e
nitrogénio de organismos mortos. O mesmo
também possui capacidade de suportar a
temperaturas de 70 °C, temperatura
caracteristica de pilhas de compostagem.
Apesar de estar no solo, por poder se
disseminar pelo ar, pode assim invadir outros
hospedeiros (1).

T b

Figura 1 - Cultura de Aspérillus fumigatus.
Fonte: (4).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica do
Aspergillus fumigatus.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales
Familia Aspergillaceae
Género Aspergillus
Espécie A. fumigatus
Fonte: (6).
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Ciclo de vida e Mecanismos Genéticos

Pesquisas protedmicas de A. fumigatus
indicaram que este tem um armamento
enzimatico que o permite degradar a parede
polisacaridica das plantas (glicosilhidrolases)
e em comparagdo com sapotroficos e
fitopatogenos, indica que o nicho primario de
A. fumigatus é em vegetais. Ndo possui lignina
peroxidase, entdo seu papel degradativo
principal é em folhas e outros materiais
friaveis e ndo em madeira (9). Devido ao seu
ambiente, A. fumigatus é frequentemente
exposto a flutuacbes de pH e temperatura, bem
como a espécies reativas de oxigénio. Uma
resposta ao estresse regulado pela proteina
cinase dependente de AMPc (PKA)
desempenha um papel na regulagdo do
crescimento e da viruléncia do fungo (7).
Ademais, foi demonstrado em experimentos
que os mutantes da subunidade reguladora da
PKA sdo mais suscetiveis a danos oxidativos e
anormalidades nos conidios, dificultando sua
capacidade de se tornar transportada pelo ar e
capturada por individuos (7).

Ascomicetos filamentosos, como € o
caso deste fungo, produzem hifas divididas
por septos perfurados, permitindo a
transmissdo do citoplasma de uma célula para
a outra. Conidios e ascos, que sdo usados para
a reproducdo sexual e assexual,
respectivamente, geralmente sdo separados das
hifas vegetativas por septos blogueados (nédo
perfurados) (5).

A reproducdo assexuada (Figura 2) ¢
frequente e envolve a producdo de
conidiéforos que liberam esporos haploides
que, por sua vez, irdo germinar (5).

A reproducdo sexual comega com O
desenvolvimento de hifas especiais de um dos
dois tipos de linhagens de acasalamento. A
cepa “masculina” produz anteridios e a
“feminina” desenvolve o ascogdnio. Na
fertilizagdo, o anteridio e o ascogbnio se
combinam sem fusdo nuclear (plasmogamia).
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Surgem, entdo, hifas ascdgenas especiais, nas
quais pares de nucleos migram: um da
linhagem “masculina” e outro da linhagem
“feminina”. Em cada asco, dois ou mais
ascosporos haploides fundem seus ndcleos
para originar um zigoto diploide (cariogamia)

(5).
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Reprodugao Sexuada hapldides sdo
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Ascocarpo % um esce com qualro
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Cariogamia: p, Zigoto
0= nicleos, nos asaos, (Zn)
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Figura 2 - llustracdo do ciclo de vida do
Aspergillus fumigatus. O ciclo de vida de um
ascomiceto € caracterizado pela producdo de
ascos durante a fase sexual. A fase haploide é a
fase predominante do ciclo de vida. Fonte: (5).

Genoma

Tabela 2 - Genoma de referéncia do Aspergillus

fumigatus.
Genoma | N°de | Tamanho | GC% N° de Ano
genes (Mb) proteinas
Af203 | 9544 | 28,831 | 49,5 9630 2005

Fonte: (6).
Aplicacdes Biotecnoldgicas

Uma potencial aplicacdo do fungo A.
fumigatus é na bioabsorcdo. A bioabsorcédo é
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considerada como uma tecnologia inovadora
para remover metais de solucdes aquosa
devido as suas vantagens de alta eficiéncia e
seletividade para absorver metais em baixas
concentracbes, economia de energia e largo
espectro de pH e temperaturas. Assim, a A.
fumigatus vem sendo utilizada com sucesso em
construir beads fangicos para absor¢do de ions
de uranio (V1), metal este que pode contaminar o
meio e se amplificar na cadeia alimentar (9,11).

Ademais, o A. fumigatus provou ser
eficaz em  reduzir ions de cobre
extracelularmente, de forma réapida, detendo o
potencial de sintetizar nanoparticulas de prata
(Figura 3) quando apresentado a ions do
mesmo. Os resultados apresentados pelo grupo
de Bhainsa et al (2006) provaram ser esse
método rapido comparével aos métodos fisicos
e quimicos atuais, tomando questdo de
minutos para a sintese. E considerado
vantajoso por ser extracelular e ndo precisar
de passos adicionais como tratamento por
ultrassom ou adicdo de detergentes. Na&o
apenas isso, mas as nanoparticulas formadas
sdo bem estaveis mostrando assim, aplicacdo
pratica para fabricar nanomateriais (2).

Figura 3 - Micrografia de nanoparticulas de prata
sintetizadas por A. fumigatus. Fonte: (2).
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4.2 Beauveria bassiana

O fungo Beauveria bassiana fora
nomeado apdés o entomologista italiano
Agostini Bassi, que o descobriu, em 1835,
como sendo a causa da doenca muscardina,
transportada por vetores aéreos (2).

E caracterizado por esporos
microscopicos que, ao entrar em contato com
um inseto hospedeiro, germinam, penetram na
cuticula e se reproduzem dentro, matando o
inseto em alguns dias. Ap6s isso, um mofo
branco emerge do corpo e produz novos
esporos. Estirpes diferentes podem ter
hospedeiros-alvo  diferentes. Os  fatores
responsaveis  pela  susceptibilidade do
hospedeiro ainda ndo foram desvendados. A
capacidade dos insetos de se defenderem
contra Beauveria iluminou muitos aspectos da
imunidade inata com relevancia direta para a
imunologia humana (1).

Caracteristicas Biologicas

Nasce naturalmente no solo em diversas
partes do mundo, sendo considerado ubiquo. E
categoricamente parasita de varias espécies de
artrépodes (entomopatogénico) causando a
doenca da muscardina branca (Figura 1). E o
anamorfo (forma reprodutiva assexuada) do
Cordyceps bassiana (5).

Em cultura, o B. bassiana se
desenvolve como um bolor branco; produz
muitos conidios secos em forma de p6 como
bolas de esporos brancas caracteristicas. Cada
esporo € composto de células conidiogénicas
aglomeradas. O apice destas células ¢
denominado raqui, o qual alonga apos cada
conidio produzido, resultando em uma
extensdo em zig-zag. Os conidios sdo
unicelulares, haploides e hidrofébicos (5).
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Figura 1 - Gafanhotos mortos por Beauveria
Bassiana, foto por Stefan Jaronski. Fonte: (6).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica de
Beauveria bassiana.

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Classe Sordariomycetes

Ordem Hypocreales
Familia | Cordycipitaceae
Género Beauveria
Espécie B. bassiana

Fonte: (4).
Ciclo de vida e Mecanismos Genéticos

O alvo principal de estudo para este
microrganismo sdo as suas proteinas
degradadoras de quitina  denominadas
quitinases, as quais agem em conjunto com
proteases para destruir a cuticula artropode,
embora o0 envolvimento da quitinase na
patogenia a insetos ainda ndo fora
caracterizado. Pesquisadores do Centro de
Pesquisa Biotecnologica de Chongging
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observaram que a superexpressdo da
endoquitinase Bbchitl, através da clonagem
do gene da mesma, resultou em uma viruléncia
maior por afideo (5). Pigmentos ndo
peptidicos e policetideos (por exemplo,
osporeina, bassianina e tenellina), peptideos
sintetizados de maneira ndo ribossémica (por
exemplo, beauvericina, bassiandlides e
beauveridlides) e metabolitos secretados
envolvidos na patogénese e viruléncia (por
exemplo, 4&cido oxalico), possuem usos
industriais,  farmacéuticos e  agricolas
potenciais ou ja realizados (2).

Com respeito ao ciclo de vida,
ascomicetos filamentosos, como é o caso deste
fungo, produzem hifas divididas por septos
perfurados, permitindo a transmissdo do
citoplasma de uma célula para a outra.
Conidios e ascos, que sdo usados para a
reproducéo sexual e assexual,
respectivamente, geralmente sdo separados das
hifas vegetativas por septos blogueados (nédo
perfurados) (3). A reproducdo assexuada
(Figura 2) é frequente e envolve a producdo de
conidi6foros que liberam esporos haploides
que, por sua vez, irdo germinar (3). A
reproducdo  sexual comeca com O
desenvolvimento de hifas especiais de um dos
dois tipos de linhagens de acasalamento. A
cepa “masculina” produz anteridios e a
“feminina” desenvolve o ascogdnio. Na
fertilizacdo, o anteridio e o ascogbnio se
combinam sem fusdo nuclear (plasmogamia).
Surgem, entdo, hifas ascégenas especiais, nas
quais pares de nucleos migram: um da
linhagem “masculina” e outro da linhagem
“feminina”. Em cada asco, dois ou mais
ascosporos haploides fundem seus nucleos
para originar um zigoto diploide (cariogamia)

(3).
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Figura 2 - llustracdo do ciclo de vida do fungo
Beauveria bassiana. O ciclo de vida de um
ascomiceto é caracterizado pela producdo de
ascos durante a fase sexual. A fase haploide € a
fase predominante do ciclo de vida. Fonte: (3).

Genoma

Tabela 2 - Genoma de referéncia de Beauveria

bassiana.

Genoma | N°de | Tamanho | GC% N° de Ano
genes (Mb) proteinas
ARSEF | 10,364 33,7 51,5 10,364 | 2012
2860

Fonte: (4).

Aplicacdes Biotecnoldgicas

O fungo Beauveria bassiana pode ser
usado como biopesticida para controle
biolégico de pragas como cupins, moscas-
brancas e muitos outros insetos. Além disso, o
uso no controle de mosquitos transmissores da
maléria estd sob investigagdo (2). Como
inseticida, os esporos sao pulverizados nas
culturas afetadas como uma suspensao
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emulsionada, em pé molhavel ou aplicados nas
redes mosqueteiras como um agente de
controle de mosquitos. Pelo fato de algumas
cepas terem uma alta abrangéncia de
hospedeiros, esses sdo considerados
inseticidas biologicos ndo seletivos. E nédo se
recomenda seu uso em flores visitadas por
insetos polinizadores. (2, 5)

Outrossim, a modificacdo genética de
B. bassiana direcionada a aumentar a
expressdo do gene Bbchitl, responsavel pela
producdo de quitinase, mostrou-se promissora
em aumentar a viruléncia da espécie contra
afideos (1).

O Beauveria bassiana também é um
conhecido  biocatalisador em  produtos
quimicos e tem aplicacdes industriais (5).
Ademais, as larvas do bicho-da-seda
infectadas por este fungo (bicho-da-seda
batriticado), sdo, h& séculos uma medicina
tradicional chinesa. O potencial medicinal dos
bichos-da-seda batriculados foi validado por
tecnologias modernas, por exemplo: extrato de
agua de bichos-da-seda batriculados protege
contra a neurotoxicidade induzida por b-
amiloide (5).
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4.3 Cyberlindnera jadinii

A Cyberlindnera jadinii anteriormente
conhecida pelos géneros (Picchia, Hansenula,
Lindnera) pertence ao grupo de leveduras
ascomicetas, altamente diversificadas que
apresenta um enorme potencial biotecnologico.
Essas leveduras convertem uma ampla variedade
de substratos em compostos Uteis como: etanol,
lipidios e vitaminas (5). A C. jadiniié
considerada como sinénimo de Candida utilis
devido sua proximidade gendmica de 98% (6). A
levedura Candida utilis fora descrita pela
primeira vez como Torulopsis utilis, em 1926,
por Henneberg, justificando ser popularmente
conhecida como levedura Torula (1).

Caracteristicas Biologicas

A Cyberlindnera jadinii (Figura 1) é um
organismo unicelular, que pode crescer em
extremos de temperatura, salinidade e pH (5). C.
jadinii foi isolada em wuma variedade de
substratos, desde madeira em decomposicdo até
0 organismo humano, mas seu habitat natural é
incerto. A espécie € considerada um patdgeno
oportunista de baixo grau (2,7,9). Suas celulas
podem apresentar formas distintas, como
alongadas, esféricas ou ovoides. Algumas
espécies do género Cyberlindnera produzem
hifas e pseudo-hifas (7).

Figura 1 - Imagem de C. utilis sinbnimo de
Cyberlindnera jadinii por microscopia de
fluorescéncia. Fonte: (1).
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Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica de
Cyberlindnera jadinii.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Phaffomycetaceae
Género Cyberlindner
Espécie C. jadinii
Fonte: (3).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Em sua forma de reproducdo
teleomorfica (sexuada) é dita como C. jadinii,
ocorrendo a formacdo de ascésporos. Em sua
forma anamorfica (assexuada), € dita como
Candida utilis, ocorrendo brotamento
multilateral (6,7). Apresenta capacidade de
assimilar  pentoses, sendo frequentemente
cultivada em meios ricos em xilose (8). Além
disso, também assimila outras fontes de carbono
tais como: &cidos  organicos, alcoois,
propionaldeido e acetaldeido, bem como diversas
fontes de azoto (nitrato, nitrito, ureia, hidroxido
de amonio) e aminoacidos, 0 que permite o seu
crescimento em diversos substratos de residuos
derivados da biomassa (1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/115784
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo
de vida de Cyberlindnera jadinii. Fonte: (4).

Genoma

Tabela 2 - O projeto genémico de Cyberlindnera
jadinii  NRRL Y-1542 foi depositado no
GenBank sob o nOomero de acesso
LTADO000000000.1.

Genoma | Tamanho % N° de N° de Ano
(Mb) CG | Proteinas | Genes

Linear 13.02 44,6 6.032 6.184 | 2015

Fonte: (3).
AplicacGes Biotecnoldgicas

A levedura C. jadinii apresenta um vasto
potencial biotecnolégico, podendo ser utilizada
para a producdo de metabdlitos, proteinas, acidos
organicos, carotenoides, entre outros, tendo
como exemplo: invertase, glutationa,
glucomanano, acidos ribonucleicos. Na medicina
estuda-se sua utilizacdo para producdo de
proteinas terapéuticas de baixo custo para
tratamento de doencas autoimune em humanos,
devido uma estirpe de C. jadinii ter induzido
tolerancia a esclerose mdltipla, em testes com
ratos. Outra aplicacdo para a C. jadinii seria
como agente probidtico, sendo, por exemplo,
antagonista do importante patégeno flngico
humano Candida albicans (1).
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4. 4 Exophiala dermatitidis

O fungo Exophiala dermatitidis foi
encontrado, primeiramente, em ambientes de
floresta tropical (no solo e em madeira em
decomposicdo). E comumente isolado de locais
com condicdes quentes e Umidas como: saunas,
banhos de vapor e lava-lougas (9). Ainda, pode
ser encontrado em fontes ambientais associadas a
locais poluidos contendo madeira com creosoto
(composto utilizado na preservagdo da madeira)
e Oleo de origem petrolifera (6). Pode ser
denominada Wangiella dermatitidis, sindnimo
utilizado para caracterizar esse fungo (7).

InfeccBes superficiais, doencas cutaneas
e subcutaneas, além de doencas sistémicas ou
viscerais podem ser causadas por E. dermatitidis.
As infeccOes superficiais s&o comumente
relacionadas a traumas, embora possam ocorrer
infecgBes invasivas por E. Dermatitidis, apos
traumas. H& uma série de relatos de casos
envolvendo feohifomicose, cromoblastomicose,
adenite  linfatica,  fungemia,  estomatite,
otitismedia, Ulceras de coOrnea, esofagite,
pneumonia, cirrose  hepéatica, pancreatite,
inflamacéo dos sistemas gastrointestinal e biliar,
edocardite e peritonite, além de infecches
cerebrais (3). Um dos fatores mais importantes
da viruléncia desse fungo esta envolvido com a
producdo da melanina. Tal composto confere
crescimento em pH acido, tolerancia a
dissecacdo, protecdo  contra  estresse e
substancias tdxicas e capacidade de sobreviver
com baixa disponibilidade de agua e nutrientes
(6). A melanina pode agir como sequestrador de
radicais oxidativos do oxigénio, conferindo
maior resisténcia a drogas antifingicas e aos
mecanismos de defesa do organismo do
hospedeiro (1).

Caracteristicas Biologicas
O Exophiala dermatitidis (Figura 1)

trata-se de um fungo dematiaceo, fungo negro
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caracterizado pela producdo e deposicdo de
melanina em sua parede celular. E semelhante &
levedura, oligotrofico e termofilico, tolerando
temperaturas entre 4 e 42°C. Apresenta
crescimento lento a 25°C e escurecimento da
colnia ap6s 3 ou 4 semanas de cultivo. N&o
assimila nitrato de potassio. E um patégeno
oportunista (1,9).

Figura 1 - (a) Macro e (b) micrografia do fungo
Exophiala dermatitidis. Fonte: (1).

Taxonomia
Tabela 1 - Classificacdo taxonémica de
Exophiala dermatitidis.

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Classe Eurotiomycetes

Ordem Chaetothyriales

Familia | Hepotrichiellaceae

Género Exophiala

Espécie E. dermatitidis

Fonte: (8).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

E. dermatitidis possui propriedades
polimdrficas, que impedem a exata determinacéo
taxonbmica, ja que, em algumas fases de
crescimento,  apresenta  caracteristicas  de
leveduras, como a reproducdo mitética por
brotamento para producéo de novas células.
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Além disso, E. dermatitidis produz pseudo-hifas
e hifas septadas. Nao foi observada forma sexual
desse fungo, mas estudos analisando o locus
mating type de E. dermatitidis sugerem que pode
se reproduzir sexualmente (1,9,11).

Mitose e
divisdo celular:
oito ascdspares
hapldides sao

Figura 2 - llustracdo do ciclo de vida de
Exophiala dermatitidis. O ciclo de vida de um
ascomiceto é caracterizado pela producdo de
ascos durante a fase sexual. A fase haploide € a
fase predominante do ciclo de vida. Fonte: (4).

Genoma

O genoma de Exophiala dermatitidis ainda
ndo foi totalmente sequenciado. Na plataforma
NCBI Nucleotide database encontram-se: o
DNA mitocondrial em um nivel de 50% do
sequenciamento e 0 DNA cromossémico em um
nivel de 25% do sequenciamento. Tais
informagbes podem ser consultadas na
plataforma pelo nimero NW_008751656.1 (8).

Tamanho o N° de N° de
Genoma (Mb) GC% proteinas | genes Ano
Cromossomo | »5 37 | 515 | 9578 | 9356 | 2017
1 Linear

Tabela 1 - Genoma de Exophiala dermatitidis.
Fonte: (8).
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Aplicacdes Biotecnologicas

Possui grande aplicacdo biotecnoldgica
por ser um organismo oligotréfico, utilizando-se
de diversos hidrocarbonetos para  sua
sobrevivéncia. Estudos demonstraram que E.
dermatitidis suportou o crescimento tendo
benzeno, tolueno, xileno, gasolina ou 6leo diesel
como unica fonte de carbono. Dessa forma, pode
ser utilizado para biorremediacdo de areas
contaminadas com esse tipo de composto (5).
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4.5 Geotrichum candidum

O fungo onipresente  Geotrichum
candidum pode ser encontrado em uma ampla
gama de ambientes, desde solo, agua, ar, tecidos
vegetais, silagem, leite, queijos e até no trato
respiratorio e gastrointestinal de humanos e
outros mamiferos (3,10). Por isso, é utilizado
para producdo de muitos queijos, conferindo
qualidades organolépticas a eles, além de
cervejas e enzimas industriais. Inicialmente, fora
classificado como levedura, mas sua alta
variabilidade morfoldgica e ampla diversidade
fenotipica o fizeram ser reclassificado como
fungo filamentoso do tipo levedura (6).

Outrossim, o G. candidum é capaz de
causar geotricose. Essa € uma doenca micotica
esporédica, infecciosa e oportunista de
mamiferos. O primeiro registro de geotricose
ocorreu em 1809, quando um médico isolou o G.
candidum de um paciente. A infeccdo ja foi
relatada na india e em outros paises do mundo.
Nos seres humanos, pode ocorrer como uma
infeccdo oral, bronquica, pulmonar ou intestinal.
O tratamento da geotricose utiliza medicamentos
antifingicos.  Anfotericina B, nistatina e
miconazol apresentaram, in vitro, potencial
antifingico contra G. candidum (9).

Caracteristicas Biologicas

O Geotrichum candidum (Figura 1) trata-
se de um fungo filamentoso do tipo levedura
aerobio, movel, ndo capsulado com temperatura
Otima de crescimento de 30° a 35°C. Pode
sobreviver a temperaturas minimas de 2°C e é
inativado em temperaturas proximas a 55°C (9).
O pH ¢6timo para crescimento se encontra nas
faixas de 6,0 e 7,0. Quando cultivado em agar
Sabouraud glicose a 37°C, esse fungo produz
colénias planas, brancas e cremosas (3). G.
candidum apresenta alta sensibilidade ao sal,
sendo inibido completamente com concentragdes
acima de 5% de cloreto de sodio e, por isso, é
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encontrado e utilizado apenas no inicio da
fermentacao de queijos (1).

SR

P Arthrosporesk
Q" X 2 3

Figura 1 - Variagéo na aparéncia (a) macro e (b)
microscopica de  Geotrichum  candidum
utilizando lentes de 400x de aumento. Fonte:
(12).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica de
Geotrichum candidum.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Dipodascaceae
Género Geotrichum
Espécie G. candidum
Fonte: (7).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

G. candidum possui  propriedades
polimorficas, que por varios anos tornaram sua
taxonomia  bastante  confusa (6). Esse
microrganismo  pode se reproduzir  por
esporulacio e também produzir hifas. E capaz de
metabolizar, por via oxidativa, glicerol,
galactose, manose, D-xilose, sorbose, glucose,
fructose, manitol, sorbitol e esculina. A lactose é
dificilmente oxidada, enquanto que o &cido latico
€ uma boa fonte de carbono para G. candidum
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(1). Ainda, pode ser utilizado para a
despolimerizacdo de polifendis (2).

a
oYa
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Germinagdo Mitose
Reprodugdo Asse da
Plasmogamia e mitose: eprodugao Assexuada
o ascogbnio e o anteridio o
se fundem. Mitose e "’Qq - Conidiéfore
diviséo celular resultam na Micelio o
formagéic de muitas hifas Sy, iy
dicariéticas, que formam um 3

corpo de frutificagio
chamado ascocarpo. Os
asces se formam nas
pontas dessas hifas

Dispersdo e
Germinagao

O

Ascésporos

(a)
(1m)

4 D
K Mitose e
divisdo celular:
oito ascosporos
Reprodugao Sexuada hapléides san
farmades.

)
Meiose:
Ascocarpo % um asce com guatro
ndcleos haploides &
4 tormada

Cariogamia: Y Zigoto
Os niicleos, nos ascos, (2n)
se fundem para formar

um zigoto dipldide

Figura 2 - llustracdo do ciclo de vida do
Geotrichum candidum. O ciclo de vida de um
ascomiceto é caracterizado pela producdo de
ascos durante a fase sexual. A fase haploide € a
fase predominante do ciclo de vida. Fonte: (5).

Anteridio

Ascogdnio

Genoma

A analise genética de G. candidum revelou
que o fungo possui muitos genes para a producéo
de quitina, composto este presente nas paredes
celulares de fungos. Devido ao fato dessa
substancia ser muito importante para a formacéo
de filamentos, explica-se o fato de G. candidum
reproduzir-se por meio da formacdo de hifas.
Além disso, alguns genes detectados estdo
envolvidos na produgéo de enzimas celulases, as
quais sdo necessarias para fungos que habitam
plantas, para decompor a celulose em agucares
menores e de facil assimilagdo. Dessa forma,
tem-se mais uma caracteristica que o faz ser
classificado como fungo e ndo levedura (6). O
genoma de Geotrichum candidum ainda né&o foi
totalmente sequenciado. Ha& duas reunibes de
informacdes na plataforma NCBI Nucleotide
database que contemplam 50% do genoma desse
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fungo. Tais informagdes podem ser acessadas na
plataforma utilizando o nimero de identificacdo
34452 (7).

Tabela 2 - Genoma da linhagem CLIB 918 de
Geotrichum candidum.

Tamanho N° N° de

0,
Genoma (Mb) GC% proteinas | genes Ano

CLIB 918 24,84 42,3 6799 7357 | 2015

Fonte: (7).
AplicacOes Biotecnoldgicas

Estudos demonstraram a utilizacdo de G.
candidum, juntamente a Trichosporon cutaneum,
no tratamento de residuos da producéo de azeite
de oliva. O fungo em questdo foi utilizado no
tratamento e descoloracdo do efluente e em seis
dias, G. candidum removeu 77% da DQO
(demanda quimica de oxigénio) e 47% da cor do
residuo, justamente por sua capacidade de
despolimerizar  polifendis, compostos que
geralmente sdo responsaveis pela coloracdo de
vegetais (2). Isso se deve ao fato do fungo
produzir lipases ligadas ao seu micélio, quando
cultivado em presenca de 6leo, 0 que o torna um
biocatalisador para industrias de 6leos e gorduras
(8). Além disso, algumas pesquisas também
sugerem a utilizacdo desse fungo para a
micorremediacdo de locais poluidos pela
industria de alcool etoxilado e detergentes (4).
Ainda, como ja citado, pode ser utilizado no
inicio da fermentagdo de queijos (1),
principalmente do queijo Camembert, devido a
fazer parte da microbiota natural do leite cru e
por sua capacidade proteolitica e aromatica (7).
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4.6 Kluyveromyces marxianus

A levedura Kluyveromyces marxianus ja
foi encontrada em uma grande variedade de
habitats. Isso sugere a existéncia de uma alta
diversidade metabdlica e elevado grau de
polimorfismos intraespecificos (2, 8). Entretanto,
por ser uma levedura fermentadora de lactose, é
largamente encontrada em fontes lacteas (2,6).
Tal levedura possui diversas aplicagOes
biotecnoldgicas e industriais como: producdo de
enzimas enddgenas termoestaveis, biomassa,
emulsificantes, compostos aromaticos, além de
poder ser utilizada para o tratamento de residuos
de papel e lama, remocdo de lactose e outros
acucares de aguas residuais, biossorcdo de
corantes e, ainda, recuperacdo de metais pesados
de &guas residuais (2).

Caracteristicas Bioldgicas

A Kluyveromyces marxianus (Figura 1) é
unicelular, ndo filamentosa, tem parede celular
rigida e pode apresentar-se em formato esférico
ou oval (7). Ocasionalmente, pode aparecer na
forma de cilindro, com tamanho variando de 4 a
8 um. Pode ocorrer de forma isolada, aos pares,
ou em cadeias (1). Ainda, é termotolerante,
podendo crescer em temperaturas entre 25 e
45°C (2).

Figura 1 - Micrografia de microscopia eletronica
de varredura de K. marxianus; 2 um. Fonte: (4).
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Taxonomia
Tabela 1 - Classificagdo taxondmica de
Kluyveromyces marxianus.
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia | Saccharomycetaceae
Género Kluyveromyces
Espécie K. marxianus
Fonte: (6).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

As leveduras desse género sdo
facultativas e, em condi¢des aerdbias,
sobrevivem por meio de respiracdo por
possuirem alta afinidade ao oxigénio e grande
capacidade respiratéria (7). Quando em
condicdes anaerObias estritas, sobrevivem a
partir da fermentacdo produzindo etanol. Além
disso, possuem capacidade de utilizar agucares
como: lactose, inulina (polimero de frutose,
metabolizado intra e extracelularmente) e
glicose. Também, produzem enzimas como: a -
galactosidase  (intracelular), inulinase e
endopoligalacturonase (2,7,8). A K. marxianus
possui alta taxa de crescimento celular e
eficiéncia na conversdo de substratos em
biomassa, que sdo consequéncia da rapida
hidrolise de substrato, 0 que otimiza tempo de
reacdo (2). Em se tratando de reproducéo, essa
levedura realiza brotamento, mas também produz
esporos e pode produzir pseudohifas (1).
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Figura 2 - llustracdo do ciclo de vida de
Kluyveromyces marxianus. Alternancia de
geracOes e crescimento vegetativo. Fonte: (5).

Genoma

O numero de cromossomos dessa espécie
pode variar de seis a doze, dependendo da cepa
que for analisada. A quantidade mais comum €
de oito cromossomos (3). InformacGes sobre o
genoma completo de K. marxianus podem ser
consultadas na plataforma NCBI pelo numero de
identificacdo 10898. Mesmo assim, ainda ha
grande limitacgdo em relacdo a pesquisa
molecular de K. marxianus, devido a falta de
informacBes abrangentes sobre a sequéncia do
genoma, ja que existe forte dependéncia da
sequéncia parcial da cepa CBS 712 de
Kluyveromces marxianus (2).

Tabela 2 - Genoma de Kluyveromyces

marxianus.

Genoma Tamanho GC% | Protefnas | Genes | Ano
(Mb)

Crom(fsomo 1,75 | 400 | 803 832 | 2016

Fonte: (6).

Aplicagdes Biotecnologicas

As leveduras da espécie K. marxianus
pertencem a classificacdo de microrganismos
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GRAS (“Generally Recognized As Safe”, do
inglés,  “geralmente  reconhecidos como
seguros”) feita pelo departamento FDA (Food
and Drug Administration) do governo dos
Estados Unidos (2,7,8). Por isso, ha alto
potencial no setor da biotecnologia e poucas
restricbes a aplicacdo, otimizando o uso desse
microrganismo na inddstria. Além disso, sua
capacidade de fermentar acucares como: lactose
e inulina, somada a sua taxa de crescimento
extremamente rapida, na qual o tempo de
geracdo é de aproximadamente 70 minutos, e
também a termotolerancia e atividade secretora,
aumentam seu potencial de aplicabilidade na
industria biotecnologica (2).

Ademais, o fato de K. marxianus
produzir enzimas como [-galactosidase (7) e
inulinase impulsionaram diversas pesquisas
acerca de seu potencial industrial. A producéo de
inulinase, principalmente, € de grande interesse
por ndo ser uma enzima encontrada em outras
leveduras e fungos. Tais estudos tornam
Kluyveromyces marxianus uma fonte alternativa
de enzimas interessantes para a biotecnologia
).

Por fim, de acordo com algumas
pesquisas, a levedura em questdo é uma
alternativa a Saccharomyces cerevisiae para a
producdo de etanol 2G a partir de material
lignocelul6sico. Kluyveromyces marxianus se
mostrou mais eficiente devido a extrema
termotolerancia, o que possibilita que o0s
processos de sacarificacdo e fermentacdo
ocorram em conjunto, otimizando 0 processo
como um todo (4).
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4.7 Komagataella pastoris

A Komagataella pastoris é uma levedura
metilotrofica, anteriormente  pertencente  ao
grande grupo conhecido como Pichia
pastoris, que foi reclassificado para um novo
género denominado Komagataella e dividido em
trés espécies K. pastoris e K. phaffii, que foram
as linhagens utilizadas para aplicagOes
biotecnoldgicas, e K. pseudopastoris. A
Komagataella pastoris é a linhagem de
referéncia para todas as linhagens de Pichia
pastoris disponiveis, abrangendo a série SMD de
linhagens deficientes em protease. Sendo a
espécie de levedura mais utilizada na producéo
de proteinas heterdlogas, especialmente com
estruturas de  N-glicano  semelhantes a
humanos. Komagataella pastoris é
mundialmente usada na producdo de proteinas
em diversos campos de estudos fundamentais,
sendo alvo de medicamentos, devido ao uso
terapéutico, além de ser utilizada como
modelo para  proliferacdo  peroxissOmica e
assimilacdo de metanol (4).

Caracteristicas Biologicas

A Komagataella pastoris (Figura 1) é um
organismo unicelular, pertencente a familia
Saccharomycetaceae, aerébica  facultativa,
podendo apresentar forma oval ou cilindrica. Em
meio sélido, formam col6nias ndo filamentosas
brancas ou creme (8). Sendo geralmente
encontradas em exsudatos (seiva) de arvores
como Quercus emoryi, Populus fremontii (2).
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Figura 3 - |Imagem de Pichia pastoris
reclassificada para o género Komagataella, (a)
células em brotamento. b) células com tubos de
conjugacdo; c) asco deliquescente com quatro
ascosporos em forma de chapéu. Fonte: (2).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica de
Komagataella pastoris.

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Classe Saccharomycetes

Ordem | Saccharomycetales

Familia | Saccharomycetaceae

Género Komagataella
Especie K. pastoris
Fonte: (5).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

As leveduras da familia
Saccharomycetaceae reproduzem-se de forma
assexuada ou sexuada, podendo existir como
celulas haploides ou diploides. A reproducédo
assexuada ocorre nas celulas haploides, durante
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escassez de nutrientes, por brotamento ou fisséo
(mitose). Na reprodugdo sexuada existem dois
tipos de acasalamento onde as diferentes células
haploides se fundem e sofrem fusdo nuclear para
criar uma célula diploide capaz de se reproduzir
por mitose. Porém, a escassez de nutrientes
induz a celula diploide a sofrer meiose,
resultando em quatro nucleos haploides que se
separam em diferentes células produzindo
esporos haploides que ficam presos em uma
estrutura comum, o asco (7). A notavel
caracteristica fisioldgica dessa levedura € o fato
de ela ser metilotréfica, sendo capaz de crescer
em meio contendo metanol como Unica fonte de
carbono. Isso ocorre pela hiperexpressao de uma
enzima peroxissomal chamada alcool oxidase
que pode atingir 30% das proteinas intracelulares
na presenga de metanol (6).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do ciclo
de vida de K. pastoris. Fonte: (7).

Genoma

O genoma de Komagataella pastorisé de
aproximadamente 9,4 Mb, organizado em quatro
Cromossomos, nos quais apresenta baixa
redundancias de genoma, onde a maioria das
enzimas metabdlicas esta presente apenas em
copias unicas (4). O genoma de K. pastoris
contém dois genes alcool oxidase
AOX1 e AOX; especificos que permitem a
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utilizacdo do metanol como fonte de carbono e
energia. Os promotores de AOX sdo induzidos
por metanol e s&o reprimidos por glicose,
glicerol ou etanol (1).

Tabela 2 - O projeto gendmico de Komagataella
pastoris DSMZ 70382 foi depositado no
GenBank sob o nOomero de acesso
LTADO00000000.1.

Genoma | Tamanho | % CG Ne de N°de | Ano
(Mb) proteinas | genes

Linear 9,4 41,1 5,057 5,274 | 2009

Fonte: (5).
AplicacGes Biotecnoldgicas

Quanto ao potencial biotecnologico de
Komagataella pastoris, a mesma se destaca
como hospedeiro alternativo para a producédo de
proteinas heter6logas biofarmacéuticas como:
proteases, anilases, glicomilases, xilanases,
lipases, celulases, isomerases entre outras.
Apresentando muitas vantagens em relacdo a
outras  leveduras como, por exemplo,
Saccharomyces cerevisiae, devido a sua alta
densidade de cultivo, rapido crescimento,
desenvolvimento de linhagens mais estaveis,
com processamento pos-traducional similar ao
de humanos com glicosilagdo dos tipos (O e N-
glicano), crescimento em meio com metanol que
inibe o crescimento de contaminantes, baixo
custo de producdo em escala industrial e baixa
carga protéica (6). A baixa carga protéica
secretada € uma grande vantagem que possibilita
0s produtos secretados serem muito menos
contaminados com a proteina da célula
hospedeira (4). Além disso, a necessidade de
engenharia genética para produzir linhagens de
K. pastoris melhoradas de alto rendimento é
relativamente baixa (3). Embora a producédo de
proteinas  seja a  principal  aplicacdo
biotecnoldgica de K. pastoris, a producdo de
metabolitos também entrou recentemente em
foco de pesquisa, pois além dessas aplicacOes
biotecnoldgicas, ¢ amplamente utilizado como
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4.8 Penicillium chrysogenum

O Penicillium chrysogenum é um fungo
ascomiceto conhecido por ser o principal
produtor, a nivel industrial, de antibioticos -
lactdmicos , sendo a penicilina, 0 mais conhecido
(4). A penicilina foi descoberta, em 1928, por
Fleming, que chamou inicialmente o fungo
produtor deste antibidtico de Penicillium
notatum e, posteriormente, renomeou-0 como
Penicillium chrysogenum. A enorme utilidade da
penicilina ndo foi notada até a década de 1940,
quando foi testada clinicamente e produzida em
grande escala (8). Todas as linhagens industriais
mutadas de P. chrysogenum sdo descendentes da
linhagem selvagem NRRL 1951, que fora isolada
durante a Segunda Guerra Mundial, a partir de
um mel&o infectado (1). As linhagens industriais
foram obtidas por mutagénese por raios X e UV,
com objetivo de construir linhagens melhoradas
de alta producdo, incluindo a amplificacdo dos
genes de biossintese da penicilina (1,4).

Caracteristicas bioldgicas

O Penicillium chrysogenum (Figura 1) é
um fungo estritamente aerdbico, saprofito,
mesofilico, filamentoso com hifas septadas e
formadoras de conidios que podem variar entre
as formas globosa, subglobosa e elipsoidal. Suas
col6nias apresentam um denso feltro aveludado,
geralmente, de coloracdo branca nas bordas e
verde azulado, verde amarelado, cinza azulado
no centro, produzindo um exsudado amarelo
palido ao amarelo brilhante, com aroma frutado
ou picante, frequentemente semelhante a abacaxi
ou magd, ou podendo ser inodoro (5). O género
Penicillium é onipresente e pode ser isolado de
diferentes ambientes: solos, sedimentos, aguas
marinhas e em locais de condi¢Bes extremas
(temperatura, salinidade, habitats  acidos,
alcalinos e deficientes em &gua), associados a
plantas, caracterizando-se como fungos epifitos,
enddfitos e rizosfericos, além de estar presente
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também em alimentos em decomposi¢cdo como
frutas e paes (9).

-

s
y & '

Figura 1 - Colbnia de Penicillium chrysogenum.
Fonte: (9).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificagdo taxondmica do fungo
Penicillium chrysogenum.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Espécie P. chrysogenum
Fonte: (3).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

O P. chrysogenumé um fungo
considerado naturalmente anamorfo (assexual) a
mais de 100 anos. No entanto, recentemente,
evidéncias comprovaram o0 potencial de P.
chrysogenum para um ciclo sexual heterotalico,
envolvendo producdo de progénie de ascOsporo
recombinante. Isso ocorre devido a descoberta de
genes de sinalizacao do tipo acasalamento (MAT)
e feromonios presentes em P. chrysogenum. A
descoberta dos cruzamentos sexuais é de grande
importancia para o desenvolvimento de novas
linhagens com  caracteristicas  industriais
aprimoradas (2). A reproducdo assexuada ocorre
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a partir da formacdo dos conididéforos que
produzem conidios, sendo estes, carregados pelo
vento e, ao encontrarem condi¢Bes favoraveis
para desenvolvimento, geminam dando origem a
outro corpo vegetativo do fungo. A reproducao
sexuada de fungos ascomicetos ocorre por meio
do contato gametangial, seguido de copulacéo
gametangial e espermatizacdo, ou somatogamia
que se constitui de trés fases que sdo
plasmogamia, cariogamia e meiose. Apl6s a
meiose sdo formados o0s ascos que s&@o
semelhantes a sacos onde sdo produzidos 0s
ascosporos, que se dispersam e germinam
formando novas hifas (6). Os esporos aéreos
de P. chrysogenum sdo importantes alérgenos
humano, cujas principais proteinas alergénicas
sdo as proteases vacuolares (Pen ch 18) e as
serina proteases alcalinas (Pen ch 13) (7). O
Penicillium chrysogenum é caracterizado por ser
o principal produtor de antibidticos p-lactamicos

como penicilina e seus derivados
semissintéticos: amoxicilina, ampicilina e
pivampicilina  entre  outros  metabdlitos

secundarios. Quando infectam alimentos, 0 seu
metabolismo de degradabilidade também produz
micotoxinas nocivas a salde humana e animal
como: aflatoxinas, ocratoxina e patulina (9).

Reprodugio assexuada

Comdlo
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pmaibsd e @ Aucimm oc.,n.é’mm e °""’
dos aschsporos. & 9 P
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| onidiahro.
\ @ .
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S - € 0 conidio germina
gamia. € Plasmogamia. para produzir a his.

Figura 5 - Ciclo de vida de fungos ascomicetos
como o Penicillium chrysogenum. Fonte: (8).
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Genoma

O genoma da linhagem industrial mutada
P. chrysogenum P2niaD18 est4 organizado em
quatro  cromossomos e  apresenta  alta
produtividade de penicilina e deficiéncia de
nitrato redutase (10).

Tabela 2 - O projeto genémico de Penicillium
chrysogenum P2niaD18 foi depositado no
GenBank sob 0o nUimero de  acesso
JMSF00000000.1.

Genoma Tamanho % N° de N° de Ano
(Mb) CG | proteinas | genes
Linear 32,52 48,9 11,198 11,460 | 2014
Fonte: (3).

AplicacOes Biotecnoldgicas

O Penicillium chrysogenum é produtor de
uma grande diversidade de antibidticos, enzimas
e metabdlitos secundarios  biosurfactantes
(glicolipideos,  lipopeptideos,  fosfolipidios,
acidos graxos e compostos poliméricos) que
fazem com que apresente um amplo potencial
biotecnoldgico, podendo ser aplicado no ramo
industrial,  ambiental e  biotecnoldgico.
Industrialmente, pode ser utilizado para
producdo em larga escala de enzimas, produtos
farmacéuticos, produtos alimenticios,
cosméticos. No ramo ambiental e
biotecnoldgico, pode ser aplicado como agente
de controle bioldgico, agentes promotores do
crescimento de plantas, devido a promover fito-
horménios como é&cido indolacético (auxina) e
acido giberélico, biorremediacéo e
biodegradagdo, além de um grande campo de
pesquisa ainda inexplorado possibilitando o
surgimento de novos produtos naturais para
aplicacdo na medicina, agricultura e industria

(9).
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4.9 Rhizopus stolonifer

E um fungo conhecido por causar o
“bolor preto do pao” e a “podridio mole em
frutos” (5). Foi descrito pela primeira vez por
Shipper e Stalpers em 1984 (6).

Caracteristicas Biologicas

Rhizopus stolonifer (Figura 1) é um fungo
saprofitico, filamentoso com hifas ndo septadas
(cenociticas) (7). Apresenta crescimento ideal
em condi¢cbes de umidade acima de 75% e
elevadas temperaturas. Suas colonias sdo
cobertas por um micélio branco e, em seguida,
por uma massa de esporangios negros (5). R.
stolonifer € comumente encontrado no solo,
excremento de animais e vegetacdo em
decomposigéo (1).

Figura 1 - Placa de Petri com col6nia de
Rhizopus Stolonifer (6).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica de Rhizopus
Stolonifer.

Reino Fungi
Filo Zigomicota

Classe Zigomicetes

Ordem Mucorales

Familia Mucoraceae

Género Rhizopus

Espécie R. stolonifer

Fonte: (7).
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Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Apresenta  reproducdo assexuada e
sexuada, 0S  esporos  assexuais  sdo
esporangidsporos. Quando o esporangio se abre,
0S esporangiosporos se dispersam e ao cairem
em um meio adequado, germinardo, originando
um novo talo de fungo. Os esporos sexuais sdo
zigosporos, que é um esporo grande no interior
de uma parede espessa, resultante da fusdo de
nacleos de duas células morfologicamente
similares (7). As hifas flngicas secretam
enzimas pectinoliticas (5).

@® o espores germinam
para produzit a hitas.
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Figura 2 - Ciclo de vida de fungos do género
Rhizopus, um Zigomiceto. Fonte: (7).

Genoma
Tabela 2 - Projeto gendmico de Rhizopus

stolonifer B9770, depositado no GenBank sob o
numero de acesso JDNS00000000.1.

Genoma Tamanho % CG N° de Ano

(Mb) proteinas Seq.

Linear 38,03 35,5 13,974 2014
Fonte: (4).

AplicacGes Biotecnoldgicas

As especies de Rhizopus sdo importantes
fermentadores bioindustriais para a producéo de
alimentos e metabolitos (1). Devido R. stolonifer
apresentar grande atividade biocatalitica, o
mesmo é utilizado para degradagdo de
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micotoxinas  (ocratoxina A, zearalelona),
producdo de metabolitos bioativos por meio da
biotransformacdo de esteroides e terpenos como
diterpenos cauranicos que apresentam atividade
antimicrobiana, antitumoral, tripanossomicida,
anti-inflamatoria, analgésica e anti-HIV (6). R.
stolonifer também é amplamente utilizado para a
producdo industrial de enzimas como glicose-
oxidase, pectinases e fitases (2,3).
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4. 10 Saccharomyces cerevisiae

Os seres humanos tém explorado o
fermento que brota Saccharomyces cerevisiae
por muitos anos para a fabricacdo de vinho,
cerveja e panificacdo. Esta relacdo estreita
com a atividade humana levou Louis Pasteur a
descobrir seu papel essencial na fermentacéo
alcodlica, em 1857 (6).

Produzir cerveja também foi a principal
motivacdo para o0 inicio da genética do
fermento. Os experimentos de melhoramento
iniciais foram realizados por @jvind Winge, no
laboratorio Carlsberg, na década de 30, tendo
como objetivo combinar tracos de cerveja
desejaveis, cruzando diferentes cepas (6).

A nossa capacidade de controlar e
manipular o seu ciclo de vida, fez da levedura
que brota, o mais poderoso sistema eucariotico
unicelular para a pesquisa bioldgica, e foi,
rapidamente, adotado em todo o mundo para
investigar, praticamente, todos os aspectos da
biologia. Em 1996, S288c se tornou o primeiro
eucarioto tendo seu genoma completamente
sequenciado e, bibliotecas de estirpe foram
subsequentemente desenvolvidas, tais como:
bibliotecas de delecdo, mutantes de sobre-
expressdo e estirpes com genes etiquetados
por genes reporter (6).

Caracteristicas Biologicas

A Saccharomyces cerevisiae (Figura 1)
é uma levedura amarelo-esverdeada em forma
globular ovoide com em torno de 5-10 um de
diamétro. Estirpes naturais da levedura sdo
encontradas sobre as superficies de plantas,
filme de cera envolvendo frutos, nos tratos
gastrointestinais, nas superficies do corpo de
insetos e animais de sangue quente, nos solos
de todas as regides do mundo e, mesmo, em
ambientes aquéticos (6).
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Figura 1 - Saccharomyces cerevisiae em
microscopia eletronica. Fonte: (7).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da

Saccharomyces cerevisiae.
Reino Fungi
Divisdo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Espécie S. cerevisiae

Fonte: (7).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

A riqueza de informagbes que
descrevem o0s genes e proteinas de S.
cerevisiae € tdo vasta que exigiu e possibilitou
a criacdo do Genome Snapshot pelo
Saccharomyces Genome Database (SGD),
uma visdo geral do genoma desta levedura,
constantemente  atualizada. Esta  pagina
responde a uma serie de questdes, desde as
mais basicas, como por exemplo, quantos
genes codificam proteinas em S. cerevisiae, as
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perguntas mais complexas sobre quais e
quantos genes estdo envolvidos em processos
celulares particulares (3,8).

O ciclo de vida da levedura que brota é
semelhante ao de qualquer eucariota sexual,
alternando entre estados haploides e diploides,
contendo um e dois conjuntos de
complementos cromossomicos,
respectivamente (Figura 1). As células se
dividem por brotamento. Uma célula-mée
brota para produzir uma célula-filha
geneticamente idéntica. Antes da liberacdo
desta, copias de cada cromossomo segregam
por mitose (5). Na fase haploide, duas células
haploides se acasalam e se fundem,
produzindo uma célula diploide. Ja na fase
diploide, este pode crescer por brotamento ou
sofre meiose, uma dupla rodada de divisao
celular produzindo quatro esporos haploides
mantidos juntos em um asco. Os esporos
podem  ser isolados e  propagados,
individualmente, como clones haploides de
esporos ou, acasalados entre si, para formar
um diploide (5).

Por fim, assim como outras células, as
de levedura envelhecem. Uma célula-mée
produz um numero limitado de células-filhas

(5).
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Figura 2 - O ciclo de vida de Saccharomyces

cerevisiae.  Alterndncia de  geragcdes e
crescimento vegetativo. Fonte: (5).

Genoma

Tabela 2 - Classificagho genbmica da

Saccharomyces cerevisiae S288C.

Genoma | Tamanho | GC% | N°de

(Mb) proteinas
S288C 11,890 | 38,29 5410

Fonte: (7).

Aplicacdes Biotecnologicas

Industrial: ~ Através da fusdo de
protoplastos de organismos amilioliticos com
S. cerevisiae, obtém-se organismos que detém
o potencial de transformar amido em etanol,
sem passar pelo processo de sacarificacdo (1).

Ambiental: a S. cerevisiae demonstra
vantagens para ser usada na bioabsorcdo de
metais pesados. As vantagens para este
processo sao as seguintes:

e Facil de crescer sem técnicas muito
sofisticadas.

e Ser obtida de maneira facil como um
residuo  solido da inddstria de
fermentagdo, se diferenciando de
microrganismos usados na industria
enzimatica e farmacéutica, que se
recusam a ceder seus residuos de
biomassa, pelo segredo que envolve
seus produtos.

e E considerada segura.

e Por ser tdo conhecida, torna-se ideal
para estudar o mecanismo de absorcao
de metais pesados por microrganismos
(9).

Pesquisa: uma riqueza enorme de
informacBes  sobre  genética, biologia
molecular e fisiologia foi acumulada deste
microrganismo, desde que seu genoma foi
sequenciado, em 1996, por Goffeau et. al
fazendo desta espécie tradicional, o sistema
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eucarioto melhor caracterizado hoje. Assim,
ndo é surpreendente que a primeira vacina
recombinante comercializada da hepatite B
seja derivada de SC. E esta é largamente
utilizada para estudo e expressdo de genes
para diversos fins (2).
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4.11 Saccharomyces pastorianus CBS 1483

A levedura Saccharomyces pastorianus €
considerada sinbnimo de  Saccharomyces
carlsbergensis (1,2). A linhagem 1513 de S.
carlsbergensis fora isolada, no comeco do século
XX, por Hansen, em uma cervejaria
dinamarquesa denominada Carlsberg (1,2,11). S.
pastorianus € um hibrido interespecifico de
S. cerevisiae e S. bayanus (9,10,11), que surgiu
de um provavel evento espontaneo (10). Devido
a isso, foi contemplada com caracteristicas que
otimizam a producdo de cerveja do tipo Lager,
por meio de baixa fermentacdo, com o processo
ocorrendo a baixas temperaturas, entre 8 e 15°C
(1,9).

Caracteristicas Bioldgicas

A Saccharomyces pastorianus (Figura 1)
consiste em uma célula eucaridtica eliptica, que
apresenta elasticidade em sua parede celular (9).
E aerdbia facultativa, utilizando aclcares como:
sacarose, maltose, melibiose e rafinose, tanto
para fermentacdo quanto para respiracdo celular.
Outras fontes de carbono como o glicerol e o a-
metil-D-glucosideo sdo metabolizados também
para a respiracao celular (4). Por se tratar de um
hibrido de outras leveduras, é considerada
criotolerante, jA& que tem a capacidade de
conduzir a fermentacdo da cerveja em
temperaturas proximas a 5°C (5).
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Figura 1 - Microscopia de Saccharomyces
carlsbergensis. Fonte: (6).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxonémica de

Saccharomyces pastorianus.
Reino Fungi
Subreino Dikarya
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Espécie S. pastorianus

Fonte: (10).
Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Cepas de S. carlsbergensis podem se
reproduzir, tanto por brotamento unilateral,
quanto por meio do crescimento como células
Gnicas (6). O género  Saccharomyces,
especificamente, se reproduz sexualmente,
podendo o estado sexuado ser poliploide ou
haploide. Nesse caso, a reproducdo por
conjugacdo pode ocorrer entre linhagens que se
complementam ou pode ocorrer quando células
diploides se fundem para formar ascos, 0s quais
contém quatro ascosporos com formato oval ou
globoso e constituido por parede lisa (2,12).
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Figura 2 - O ciclo de vida de Saccharomyces
cerevisiae.  Alternancia de geracbes e
crescimento vegetativo. Fonte: (8).

Genoma

O genoma das linhagens de S.
pastorianus € altamente aneuplOide, ou seja,
cada cromossomo pode ou ndo conter inimeras
copias de si mesmo. Nesse caso, podem ser
encontradas de zero a cinco coépias de cada
cromossomo em diferentes linhagens de S.
pastorianus. Alguns genomas individuais de
linhagens dessa levedura contém entre 45 e 79
cromossomos, 0 que faz com que S. pastorianus
seja considerado um microrganismo excepcional
dentro do género Saccharomyces e tenha
evoluido ao longo de sua utilizacdo no ambiente
cervejeiro (11).

Muitas pesquisas relacionadas ao genoma
dessa levedura abordam a separagdo das
linhagens em dois grupos diferentes: o Grupo 1,
que contém representantes cuja hibridizacéo
ocorreu entre um ancestral haploide de S.
cerevisiae e um ancestral dipldide de S.
Eubayanus; e o Grupo 2, que contém
representantes cuja hibridizagdo ocorreu entre
um ancestral diploide, triploide ou tetraploide de
S. cerevisiae e um ancestral dipléide de S.
eubayanus. As primeiras cepas isoladas por
Hansen fazem parte do Grupo 1. Evidéncias
recentes comprovam que 0 mesmo evento de
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hibridacdo foi responsavel pelo surgimento das
linhagens dos dois grupos, porém a perda de
heterozigosidade, frequente em Saccharomyces,
afetou tais genomas (11).

A linhagem CBS 1483 pertence ao Grupo
2 foi utilizada para estruturar uma montagem
gendémica de uma levedura Saccharomyces
pastorianus, ja& que, anteriormente, haviam
assembléias  gen6micas  incompletas  ou
fragmentadas desse  microrganismo.  Essa
montagem gendmica utilizou o sequenciamento
de leitura longa para gerar um genoma de
referéncia contendo vérias copias nao idénticas
de um mesmo cromossomo. Além disso, para
analisar a ancestralidade de S. pastorianus, foi
desenvolvido um método computacional que
calculou a similaridade entre os dados
disponiveis para S. Pastorianus, em relacdo aos
conjuntos de dados de S. cerevisiae e S.
eubayanus (11).

A anélise do genoma completo resultou
em 31 cromossomos, totalizando 23 Mb e 10.632
genes. Os cromossomos foram nomeados
conforme sua presenca nos sub-genomas de S.
cerevisiae e S. eubayanus, como por exemplo, o
cromossomo intitulado ScXIl se refere ao
cromossomo  XII  do sub-genoma de S.
cerevisiae, enquanto Selll, da mesma forma, se
refere ao cromossomo 1l do sub-genoma de S.
eubayanus. Alguns cromossomos, devido a
recombinacgdes, contém sequéncias dos dois sub-
genomas, incluindo: Selll-Sclll, SeVII-ScVII,
ScX-SeX, SeX-ScX e SeXII-ScXIll. Por meio
da andlise de ontologia genética, o estudo
identificou o enriquecimento de diversas func¢oes
importantes para a industria na linhagem CBS
1483 de S. pastorianus, como genes
envolvidos na floculagcdo da levedura ou na
atividade transportadora de diversos acucares
como: manose, frutose e glicose (11).

Devido ao extenso numero de
cromossomos, as informagdes apresentadas na
tabela abaixo serdo resumidas. O genoma
completo da linhagem CBS1483 de
Saccharomyces pastorianus pode ser acessado
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na plataforma NCBI pelo numero de
identificacdo 342 (10), ou diretamente nos
artigos aqui citados (11).

Tabela 2 - Genoma da linhagem CBS1483 de
Saccharomyces pastorianus.

Tamanho o | Node

Genoma (Mb) GC% genes Ano
Linhagem

CBSiag3 | 230 | 39,3 | 10632 | 2019
Fonte: (10).

Aplicacdes Biotecnologicas

A histdria evolutiva de Saccharomyces
pastorianus ainda possui muitas duvidas e
controvérsias, sendo que, atualmente, muitas
pesquisas estdo sendo conduzidas com o intuito
de melhor elucidar sua evolugédo (2). Além disso,
é possivel abordar, em estudos, a selecdo de
linhagens dessa levedura adaptadas a condicGes
extremas de fermentagdo, impostas nos
processos industriais, como por exemplo, sua
capacidade de fermentar a baixissimas
temperaturas. Em relacdo ao seu emprego
industrial, essa levedura tem sido utilizada para a
producéo de bebidas como cerveja, do tipo Lager
e vinho (12). Também pode ser empregada na
producdo de extrato de levedura: composto
comumente utilizado como fonte proteica em
meios de culturas microbianas (3).
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4.12 Yarrowia lipolytica

A Yarrowia lipolytica, anteriormente
conhecida como Candida lipolytica, € uma
levedura oleaginosa, diferenciada por sua
capacidade em estocar Oleo (4). Esta levedura
estd muito distante, metabolicamente, de outras
leveduras. No entanto, compartilha vérias
propriedades com  fungos, incluindo a
diferenciacdo em uma verdadeira forma micelial
sob certas condigdes de crescimento (2).Y.
lipolytica é usada como organismo modelo para
engenharia metabolica (1). Pertence ao grupo de
leveduras “ndo convencionais” sendo
amplamente utilizada na industria, biologia
molecular e em estudos genéticos (5).

Caracteristicas Bioldgicas

A Yarrowia lipolytica (Figura 1) é um
organismo dimérfico que apresenta a habilidade
de crescer em duas formas distintas: como
levedura (forma oval) e como filamentos (hifas
septadas e pseudo-hifas), sendo estas formas
reversiveis entre si, apresentando micélio
verdadeiro, sendo estritamente aerdbicas, ndo
patogénica, unicelulares (3). A'Y. lipolytica tem
como habitat, substratos ricos em lipidios e
proteinas como (queijos, embutidos e iogurtes),
mas a grande maioria das cepas foi isolada do
solo, de rede de tratamento de esgoto e de
ambientes contaminados com dleos (1,3,4).
Apresenta vigoroso crescimento em diferentes
valores de pH e apesar de ter crescimento 6timo
a 30°C, também é capaz de crescer em uma
ampla faixa de temperatura entre 5 e 32°C, além
de ser tolerante a salinidade (3,4). Assim como
outras leveduras oleaginosas,a Y. lipolytica
armazena 6leo dentro da célula na forma de uma
gota, em reservatérios denominados lipossomos,
sendo este, um importante mecanismo de
resisténcia em ambientes adversos, pois o0
estoque intracelular de 6leo representa uma fonte
de energia para garantir sua sobrevivéncia,
mesmo em condig¢Bes ambientais severas (6).
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Figura 6 - Imagens de microscopia 6ptica de Y.
lipolytica em aumento de 400x, apresentando
células na forma leveduriforme (A) e na forma
de hifas (B). Fonte: (3).

Taxonomia

Tabela 1 - Classificacdo taxondmica da levedura
Yarrowia lipolytica.

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Dipodascaceae
Género Yarrowia
Espécie Y. lipolytica
Fonte: (2).

Ciclo de Vida e Mecanismos Genéticos

Estas leveduras se reproduzem em um
padrédo de germinacdo bipolar independente de
ser haploide ou diploide, ndo sofrendo alteracéo
de tipo de acasalamento como, por exemplo, em
Saccharomyces cerevisiae  (3). Ocorre a
formacédo de ascos e ascosporos (células sexuais
tipicas aos fungos ascomicetos, responsaveis
pela produgdo de esporos para propagacdo
sexuada) (4). O metabolismo nutritivo de Y.
lipolytica exige que a mesma tenha uma
producdo diferenciada de lipases, permitindo
assim, metabolizar lipideos e hidrocarbonetos e
secretar diversos metabolitos em grande
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quantidade como: 4&cidos organicos (acido
citrico, isocitrico, piravico, alfa-cetoglutarico)
proteinas extracelulares e vérias enzimas, como
proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de
grande interesse biotecnologico (3,4). A gama de
substratos utilizados por Y. lipolytica inclui
alcanos, éacidos graxos, 4acidos organicos,
proteinas e alguns acucares, principalmente,
glicose e, mais raramente, sacarose, sendo

particularmente substratos
hidrofébicos (3).

Figura 7 - Ciclo de vida dimorfico de V.
lipolytica (A) blastosporos; (B)  tubos
germinativos; (C) formacdo de hifas a partir do
crescimento apical de tubos germinativos; (D)
micélios; (E) blastosporos secundarios separados

dos filamentos. Fonte: (3).

adaptada a

Genoma

O genoma de Yarrowia lipolytica W29 ¢é
de aproximadamente 20,5 Mb, organizado em 6
Cromossomos (2).

Tabela 1 - Genoma de Yarrowia lipolytica W29.

Genoma | Tamanho | % CG N° de N°de | Ano

(Mb) proteinas | genes | seq.

Linear 20,2 49 6,665 7,144 | 2014
Fonte: (2).

AplicacGes Biotecnoldgicas

A Yarrowia lipolyticaé uma das
leveduras oleaginosas mais estudadas, sendo
uma especie-modelo para engenharia metabolica
159

de gorduras (1). Além disso, € um hospedeiro
para a producdo de proteinas heterdlogas
farmacéuticas e industriais, como a toprina L
utilizada para a formulagdo de ragdes animais e
demais proteinas para nutricdo humana, além de
enzimas. Uma das mais importantes enzimas
segregadas por este microrganismo sdo as
lipases, que podem ser exploradas para varias
aplicacOes na industria (alimenticia,
farmacéutica) e por apresentarem similaridade
com as lipases, naturalmente, produzida em
humanos, oferecem menores riscos de reacgoes
alérgicas. Y. lipolytica também é um hospedeiro
para a producdo biotecnolégica de &cidos
organicos como: é&cido citrico, compostos
aromaticos (aplicados na industria farmacéutica,
alimenticia, cosmética e de perfumaria),
compostos flavorizantes, carotenoides para
aplicacdo em corantes e estabilizantes
alimenticios naturais, alimentos
probioticos e prebidticos,  adocantes  como
manitol e eritritol. Outra aplicacdo de Y.
lipolytica € na produgdo de substancias
hidrofobicas (6leo microbiano), que pode ter a
sua composicdo modificada dependendo da
formulacéo do meio, das condicdes de cultivo ou
através  de engenharia  genética  do
microrganismo,  obtendo-se  assim, uma
variedade de 6leos que podem apresentar desde
um perfil similar ao de sementes oleaginosas
como a soja, sendo aplicavel na sintese de
biodiesel, até 6leos altamente insaturados (acidos
graxos poli-insaturados PUFAs) como 0s
O0megas, para suplementacdo da alimentacédo
humana. A Y. lipolytica apresenta também
aplicacdo na biorremediacdo de solos ou aguas
contaminadas com hidrocarbonetos ou lipideos
(4,5,6).
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