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RESUMO

Organismos halofilos crescem em ambientes com altas concentragdes de sais e sdo
distribuidos nos trés dominios da vida: Bacteria, Eukarya e Archaea. Tais ambientes incluem
aguas salgadas, solos, alimentos salgados fermentados e sais alimentares. A presenca de
arqueias halofilas em sais alimentares ¢ comum e tem sido descrita em diversos trabalhos
cientificos, entretanto, ndo ha informacdes sobre sua ocorréncia em sais comercializados no
Brasil. Assim, este trabalho teve como objetivo principal a caracterizacdo de arqueias halofilas
extremas presentes em sais alimentares, por meio de abordagens dependentes da cultura.
Aliquotas de quatro sais comerciais foram inoculadas em dois meios de cultura para haléfilos
(ATCC e MGM), com a adi¢ao de NaCl 3 ou 4 M, em busca de organismos halo6filos extremos.
Os resultados obtidos sugerem a presenca procariotos nos sais analisados, uma vez que o
crescimento microbiano foi observado em todos os meios analisados. A maioria das colonias
obtidas apresentou coloracdo avermelhada, tipico de Archaea haldfilas, enquanto a andlise
microscopica revelou a presenca cocos e bacilos, predominantemente Gram negativos. Todas
as culturas foram submetidas a extragdo de DNA, seguido de PCR, com primers especificos
para os dominios Archaea e Bacteria, a fim de verificar que tipos de procariotos se encontravam
presentes nos sais analisados. Os amplicons obtidos de alguns dos sais foram entdo ligados em
vetores de clonagem e transformados em Escherichia coli XL1-Blue. Os clones recombinantes
foram analisados por sequenciamento de DNA e os resultados revelam a presenca de Archaea
cujos genes 16S rRNA exibem alto grau de identidade com os respectivos genes dos géneros
Halobacterium e Halolamina.

Palavras-chave Sais alimentares, Halofilos extremos, Archaea, Halobacterium, Halolamina.



ABSTRACT

halophile organisms separate in environments with high concentrations of salts and are
distributed in the three domains of life: Bacteria, Eukarya and Archaea. Such environments
include salt waters, soils, fermented salt foods and food salts. The presence of halophilic
Archaea in food salts is common and has been prescribed in several scientific works, however,
there is no information about their occurrence in salts sold in Brazil. Thus, this work had as
main objective the characterization of extreme halophilic Archaea presents in the feeding salts,
through culture-dependent approaches. Aliquots of four commercial salts were inoculated into
two culture media for halophiles (ATCC and MGM), with the addition of 3 or 4 m NacCl, in
search of extreme halophiles. the results obtained suggest the presence of prokaryotes in the
analyzed salts, since microbial growth was observed in all analyzed media. Most colonies had
reddish colors, typical of halophilic Archaea, while microscopic analysis revealed the presence
of cocci and bacilli, predominantly gram negative. All cultures were maintained with DNA
inheritance, followed by PCR, with specific primers for the Archaea and Bacteria domains, to
verify which types of prokaryotes were present in the analyzed salts. The amplicons obtained
from some of the salts were then ligated into cloning vectors and transformed into Escherichia
coli x11-blue. The recombinant clones were analyzed by DNA sequencing and the results
revealed the presence of Archaea whose 16s rRNA genes exhibit a high degree of identity with

the respective genes of the Halobacterium and Halolamina genera.

Keywords: Food salts, Extreme Halophiles, Archaea, Halobacterium, Halolamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 SAIS ALIMENTARES E ORGANISMOS HALOFILOS

O cloreto de sodio ("sal") tem sido fundamental para os humanos ao longo da
historia. Com o surgimento da civilizagdo, o sal tornou-se uma das principais
commodities comerciais do mundo antigo, sendo também usado como conservante de
diferentes alimentos. O sal ¢ um ingrediente presente em muitos alimentos
industrializados e na culindria mundial, sendo um dos principais géneros alimenticios
consumidos pelos seres humanos. O sal era tdo valioso que as pessoas o utilizavam para
cerimoOnias religiosas, para selar acordos € como moeda, em algumas culturas. A propria
palavra "salario" vem da palavra latina "sal", mostrando assim sua importancia na
civilizagdo humana (Cirillo et al., 1994).

O sal na industria de alimentos e bebidas possui trés papéis fundamentais, tais
como conferir sabor especifico ao produto, aprimorar e modificar o sabor de outros
ingredientes e reduzir a sensa¢do de amargor (Man, 2007 e Hutton, 2002). No entanto,
talvez o principal uso do sal seja como conservante de alimentos, reduzindo a atividade
da 4gua e, por consequéncia, a atividade microbiana ja que essa ¢ dependente daquela
(Henney, 2010 e Hutton, 2002). As diferentes concentracdes de sal presentes nos
alimentos como queijos, alimentos processados, conservas, assim como no proprio sal,
criam condi¢des que permitem o crescimento de uma grande diversidade de organismos,
denominados genericamente de halofilos (Ma et al., 2010).

Ha divergéncias quanto a nomenclatura dos organismos halofilos pois, de acordo
com alguns autores, estes sdo classificados como halotolerantes, hal6filos moderados e
haléfilos extremos. Por outro lado, em algumas publicagdes ha a descricdo de
halotolerantes, ligeiramente halo6filos, halofilos moderados e hal6filos extremos. Essas
diferencas referem-se a concentragdo de sal tolerada por cada grupo. Para simplificar,
nesse trabalho consideraremos como organismos halotolerantes aqueles capazes de se
desenvolver ambientes contendo até 5% de NaCl, mas que apresentam crescimento
exuberante em menores concentragdes de sal. Halofilos moderados sdo aqueles que
crescem em meios com 5 a 20% de NaCl, como as bactérias Halomonas elongata e as
arqueias Haloferax sulfurifontis, enquanto halofilos extremos sdo aqueles capazes de

crescer em ambientes com concentragdes de sal que variam de 20 a 30%, como salinas
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ou mesmo cristais de sal alimentar (Kushner e Kamekura, 1988; Olivier, 1994; Lee et al.,
2013; Tamang et al., 2020; Sekar et al., 2020;), como exemplos de halofilos extremos
temos a espécie bacteriana Salinibacter Ruber e a arqueia Halobacterium salinarum

(Anton, 2002).

1.2 CLASSIFICACAO DOS ORGANISMOS HALOFILOS

Organismos halofilos possuem representantes nos trés dominios da vida (Ma et
al., 2010) e um dos primeiros relatos sobre a presenca destes em alimentos data de 1878,
por Farlow, que descreveu a deterioragdo do bacalhau causada por um avermelhamento,
que resultava em um impacto econdmico pela impossibilidade da venda do produto. Anos
depois se constatou que tal fendmeno era decorrente do crescimento de arqueias halofilas,
oriundas do sal utilizado para a salga do bacalhau. No dominio Eukarya ha representantes
halo6filos como as algas do género Dunaliella (Oren, 2005) e o fungo Hortaea werneckii
(Slizewska, Struszczyk-Swita, Marchut-Mikotajczyk, 2022).

No dominio Bacteria temos Salinibacter Ruber (Anton, 2002) e Halorhodospira
halophila (Imhoff e Siiling, 1996), que sdo halofilos extremos. No dominio Archaea,
temos organismos haldfilos distribuidos em trés classes do filo Euryarchaeota:
Halobacteria, Methanonatronarchaeia (Sorokin et al., 2018) e Methanomicrobia, além
do superfilo DPANN: Nanohaloarchaea, a arqueia extremamente halofila nanométrica

(Feng et al., 2021).
1.2.1 Arqueias Halofilas

A maioria das arqueias halofilas pertence a classe Halobacteria, distribuidas nas
ordens Haloferacales, Natrialbales e Halobacteriales, embora relatos mais recentes
descrevam o isolamento de arqueias metanogénicas, essas hal6filas moderadas (Dyall-
Smith e Cui, 2021).

A classe Halobacteria possui 71 géneros e um total de 275 espécies, sendo 49,8%
destas isoladas do ambiente marinho salino ¢ 50,2% de ambientes salinos continentais
(Dyall-Smith e Cui, 2021). Dentre as arqueias metanogénicas de ambientes salinos, temos

como exemplo a espécie haldfila moderada Methanocalculus halotolerans, que cresce em
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até 12% de NaCl (McGenty, 2010 e Thauer et al., 2008; Ollivier et al., 1998). No entanto,
existem outros representantes halofilos na familia Methanosarcinaceae, sendo
Methanohalobium evestigatum a espécie com maior tolerancia a concentragdes elevadas
de sal, crescendo em uma concentragdo ideal de NaCl de 4,3 mol/L, mas podendo variar
em um intervalo de 2,6 mol/L a 5,1 mol/L. (Zhilina e Zavarzin, 1987 e Zhilina ¢ Merkel,
2015). Em 2018 foi proposta uma nova linhagem, "Methanonatronarchaeia", com
caracteristicas semelhantes aos membros da classe Halobacteria (Sorokin, 2018).

O superfilo DPANN ¢ composto por organismos que possuem como caracteristica
unificadora o pequeno tamanho de seus representantes, muitas vezes com dimensdes
nanométricas, como os membros do género Nanohaloarchaea, um grupo de arqueias
halofilas, identificadas primariamente por meio de estudos metagenémicos (Hamm et al.,

2019; Feng et al., 2021).

1.2.2 Bactérias Halofilas

Embora em ambientes salinos a abundancia de membros do dominio Archaea seja
de cerca de 70-95%, as populagdes bacterianas representam cerca de 5-30% da
comunidade microbiana geral (Anton et al., 2008). Bactérias haldfilas sdo encontradas
em varios filos, com espécies halotolerantes e haldfilas extremas (Ventosa et al., 1998).
Essas exibem uma ampla capacidade metabdlica e ecoldgica, o que as torna adaptadas a
uma gama de ambientes, os quais muitas vezes ndo sdo estaveis, pois apresentam
gradientes de concentragdo de sais em suas composi¢des (Oren, 2008 e Olivier, 1994).
Essa tamanha heterogeneidade se mostra presente na diversidade metabolica, com
organismos aerobicos, anaerobios, fototroficos e heterotroficos (Oren, 2006; Ventosa,
2006 e de la Haba et al., 2011).

Salinibacter, um interessante membro extremamente halofilico das bactérias,
anteriormente classificado no filo Bacteroidetes, agora ¢ classificado como uma ordem
separada, os Rhodothermales, no filo Rhodothermaeota (Oren et al., 2004). O filo
Cyanobacteria possui representantes que crescem em altas concentragdes de sal, embora
ndo nas concentragdes extremas como aquelas encontradas em salinas solares. Dentre as
espécies de cianobactérias temos: Aphanothece halophytica, Coleofasciculus
chthonoplastes e Halospirulina tapeticola (Oren, 2015). O filo Proteobacteria abrange a

maioria das espécies halofilicas ou halotolerantes, as quais podem ser isoladas de
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ambientes hipersalinos. Ha ainda relatos de espécies halofilas nos filos Firmicutis,

Actinobacteria, Bacteriodetes e Spirochaeta (Arahal e Ventosa, 2006 e Oren, 2008).

1.3 HALOFILOS, SAL DE COZINHA E SAUDE HUMANA

O sal alimenticio tem sido objeto de estudo quanto & ocorréncia de procariotos
hal6filos. Os trabalhos de Grant e Gemmell (1998) e McGenty (2000) revelaram ser
possivel cultivar procariotos haléfilos a partir de cristais de halita (NaCl), pois esses
permanecem viaveis mesmo quando enclausurados nos cristais. Henriet e colaboradores
(2014) indicaram que, por meio da combinagdo de metagendmica e abordagens de
isolamento e cultivo, a ocorréncia e diversidade de arqueias halofilas em alguns sais,
superam em muito as bactérias nessas amostras. Gibtan e colaboradores (2017)
mostraram que a presenc¢a de muitos géneros unicos de bactérias e arqueias em diferentes
amostras de sal pode ser atribuida a fatores ambientais locais e regionais que afetam a
formagdo das comunidades microbianas. Satari e colaboradores (2021) sugerem que a
origem do sal ¢ um fator importante na determinagdo da composi¢ao microbiana, com 0s
sais de origem marinha apresentando uma maior abundancia de arqueias, enquanto os sais
ndo marinhos apresentam uma maior diversidade de bactérias.

Diversos estudos foram conduzidos para analisar diferentes tipos de sais
alimentares, o que permitiu a identifica¢do da presenca de diversos procariotos haléfilos.
Dentre esses, as andlises revelaram a existéncia de muitas arqueias halofilas, como a
Halobacterium salinarum, que foram encontradas em inclusdes de cristais de halita
(Mormile et al., 2003). Outros trabalhos foram capazes de isolar de sais marinhos
comerciais espécies também de arqueias halofilas como Halobaculum magnesiiphilum
(Shimoshige et al., 2013), Halarchaeum nitratireducens (Minegishi et al., 2013),
Natronoarchaeum mannanilyticum (Shimane et al., 2010) e Salarchaeum japonicum
(Shimane et al., 2011), entre outras. Diversas espécies de bactérias halofilas também
foram identificadas, como a Halogranum salarium isolada de sal marinho (Kim et al.,
2011). Algumas espécies sdo isoladas de outros alimentos, como Halococcus
thailandensis (Namwong et al., 2007), encontrado em molho de peixe na Tailandia. Além
disso, espécies de arqueias halofilas foram identificadas em alimentos fermentados e no

intestino humano, tais como a Natronoarchaeum mannanilyticum (Lee, 2013).
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Outros trabalhos buscaram estudar a diversidade de procariotos hal6filos em um
conjunto de sais alimentares. Dentre esses se destacam trabalhos como o de Henriet e
colaboradores (2014), que ap6s a analise de 26 sais de qualidade alimenticia, descreveram
os géneros Haloarcula, Halobacterium e Halorubrum como os mais representativos.
Outros géneros, como Halonotius, também foram detectados, embora em menor
frequéncia. O uso de sequenciamento de DNA de alto rendimentos mostrou que dentre os
sais analisados, os géneros predominantes foram Halorubrum, Halonotius e Haloarcula.
Algumas bactérias também foram detectadas em menor propor¢cdo como Salinibacter
ruber, Halobacillus alkaliphilus, Pontibacillus marinus e Actinopolyspora halophila. No
estudo de Gibtan e colaboradores (2017) onde foram analisados quatro tipos de sais, 0s
géneros mais recorrentes de arqueias halofilas foram Halorubrum, Halobacterium,
Haloarcula, Halonotius, Natromonas, Halarchaeum, Halomicrobium e Salarchaeum,
presentes em todos os sais. Ja os géneros mais recorrentes de bactérias halofilas foram
Enterobacter, Halovibrio, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria e Firmicutes.
No trabalho de Satari e colaboradores (2021) onde foram analisados seis sais, os géneros
predominantes de arqueias foram Halorubrum, Halobacterium, Hallobellus,
Natronomonas, Haloplanus, Halonotius, Halomarina e Haloarcula. Dentre as bactérias
halédfilas, Sulfitobacter sp. foi a mais frequente, representada em quase todos os sais.

Em suma, esses estudos destacam a grande diversidade de procariotos halofilos
que podem ser encontrados em sais alimentares, incluindo arqueias e bactérias com
adaptagdes unicas para sobreviver em ambientes altamente salinos.

Diante do exposto, devido ao alto consumo de alimentos salgados e do proprio sal
como género alimenticio, ndo ¢ surpreendente que os procariotos halofilos sejam
detectados em humanos (Seck et al., 2019). Com o isolamento de halofilos adaptados a
ambientes de baixa salinidade (Purdy et al., 2004) e o conteudo de sédio médio do
intestino sauddvel humano ser de 135-145 mM (Kaptein et al., 2016), se levantou a
possibilidade da coexisténcia desses organismos com humanos (Oxley et al., 2010). Seck
(2018) estima que a quantidade de halofilos na microbiota intestinal humana seja
expressiva, com a predominincia de membros dos filos bacterianos Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes ¢ de arqueias do filo Euryarchaeota,
especialmente espécies metanogénicas. Trabalhos de metagendmica ampliaram o rol de
arqueias, principalmente haléfilas presentes no ser humano, incluindo diversos

organismos pertencentes a Halobacteria (Nkamga, Henrissat e Drancourt, 2017), com a
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descri¢do espécies de Halorubrum koreense, Halococcus morrhuae, Halorubrum
saccharovorum e Halorubrum alimentari (Kim et al., 2020; Gaci et al., 2014; Nam et al.,
2008). Khelaifia e colaboradores (2018) isolaram a primeira arqueia halofila, Haloferax
massiliense, a partir de amostras de fezes humanas, porém ainda ndo ¢ compreendido se
esses procariotos sao comensais ou transitorios.

De forma geral estudos buscam compreender o papel desses procariotos nos
humanos. Krawczyk, Locht e Kowalewicz-Kulbat (2022) sugerem que Halorhabdus
rudnickae e Natrinema salaciae, procariotos halofilos, tém potencial como adjuvantes
imunoldgicos, o que significa que podem ser usados para ajudar a aumentar a eficacia das
respostas imunoldgicas humanas a patdgenos e vacinas. Por outro lado alguns relatos
relacionam a microbiota intestinal halofila a algumas doencas cronicas, como a
obesidade, de forma que a ingestdo excessiva de sal poderia alterar a composi¢do da
microbiota intestinal, levando a proliferagdo de procariotos haldfilos e a deplecdo de
bactérias benéficas como a Akkermansia muciniphila, uma bactéria benéfica que
desempenha papel importante na satde intestinal e no controle do peso corporal, ja que a
mesma ¢ responsavel por preservar a homeostase do intestino humano (Seck, 2019).
Outro relato, associa a presenca de haldfilos a doencas como diabetes tipo 2, doenca
celiaca ou doenga inflamatdria intestinal (Satari et al., 2021). O consumo de sal ¢ também
relacionado a hipertensdo, principalmente o sal de origem marinha, muito rico em sddio.
Por questdes culturais e de saude, ha algum tempo estd em voga o uso dos sais gourmet,
sais de origens diversas como o rosa do Himalaia, o sal Guérande da Franga, os quais
também comegaram a integrar o cardapio brasileiro. Esses sais sdo menos salgados ao
paladar, pois contém menos sddio e mais minerais tracos (Carapeto et al., 2018). Alguns
estudos foram realizados visando avaliar seus beneficios para a satide. Por exemplo,
Loyola e colaboradores (2022) sugerem que ndo ha diferengas significativas no impacto
do consumo de sal rosa do Himalaia em comparagao com o sal marinho na pressao arterial

e na concentracdo urindria de sddio em individuos com hipertensao arterial.

1.4 ECOLOGIA DOS PROCARIOTOS HALOFILOS

A maioria do conhecimento sobre os ecossistemas hipersalinos vem das salinas

solares mediterraneas ou lagos salinos de Israel ou Espanha, os quais sdo utilizados para
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a producdo de sal (Martinez, 2022). Esses ecossistemas exibem grande diversidade
microbiana, com muitos tipos de bactérias e arqueias halofilas (Santos et al., 2012 e Viver
et al., 2015). Compreender a ecologia desses ambientes ¢ importante, pois muitos dos
procariotos que formam a microbiota desses ambientes influenciam diretamente no
processo de producdo do sal, seja de forma positiva, melhorando a evaporagdo, ou de
forma negativa quando cianobactérias, por exemplo, secretam grandes quantidades de
polissacarideos viscosos que resultam na formagao de sal de baixa qualidade, quebradi¢o
(Rodrigues et al., 2011).

As salinas solares sdo sistemas de produ¢do de sal a partir da d4gua do mar. Estas
consistem em uma série de lagoas de evaporagdo rasas conectadas por tubos/canais que
direcionam a salmoura para lagoas menores onde a salinidade aumenta de forma
sucessoria devido a evaporacao (Davis, 2009). Durante o processo de evaporagdo, ocorre
uma precipitacdo sequencial, que segue a ordem: carbonato de célcio, sulfato de calcio
(gesso) e NaCl (halita) (Al-Shammiri, 2002). Essa evaporacao leva a diferentes gradientes
de salinidade, que permite floragdes sequenciais de diferentes espécies microbianas
adaptadas as diferentes faixas de salinidade. Desta forma, sdo suportadas populagdes de
algas (Oren, 2014), crustaceos do tipo artémia (Mohebbi, 2010), larvas de moscas de
salmoura, protozodrios (Harding, 2018) e fungos (Oren, 2009).

Ha quatro fatores que dirigem a vida desses microrganismos nas salinas solares: a
concentragdo de sal, pH, disponibilidade de nutrientes e aerag¢do (Pedrds-Alio, 2005). Em
relagdo a salinidade foi observado que, quanto mais ela aumenta, menor a diversidade de
microrganismos (Benlloch et al., 2002). Em relacdao ao pH, esse ¢ totalmente varidvel e
depende da composi¢do ionica. Quanto ao oxigénio, nas salmouras ele ¢ em baixa
concentragdo e até mesmo ausente. E as concentragdes de nutrientes encontradas nas
salinas solares dependem de uma variedade de pardmetros, como fatores geograficos, o
estado dos nutrientes que estdo presentes na agua do mar, a natureza e as praticas do
manejo (Gasol et al., 2004). Nesses sistemas ha também a formacgdo de tapetes
microbianos, os quais tém papéis fundamentais de evitar vazamentos das salinas e auxiliar
na evaporacao (Wong et al., 2016; SORENSEN et al., 2004; Desmarais, 1995).

O uso de técnicas dependentes de cultivo resultou no isolamento de muitas
arqueias da familia Halobacteriaceae a partir de varias salinas solares, como
representantes do género Haloarcula, Halobacterium, Halorubrum e Haloferax, bem

como de bactérias extremamente haldfilas, sendo Salinibacter ruber o principal
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representante (Antén et al., 2008; Benlloch et al., 2002; Oren, 2002). Anélises
metagenomicas em salinas solares relatam frequentemente a presenca dos géneros
Halorubrum e Haloquadratum (Pasic et al., 2009), além de Nanohaloarchaea
(Narasingarao et al., 2012). Em relagdo as bactérias, estudos realizados em salinas solares
com diferentes concentragdes de sal revelam que salinas de baixa concentracdo de sal,
possuem filotipos abundantes de Proteobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Tenericutes. Nas salinas de concentracdes moderadas e
elevadas de sal os filos bacterianos mais representativos foram Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Verrumicrobia (Mani, 2020 e Oren, 2008).

O uso de salinas solares no Brasil para a produ¢do de sal foi iniciado pelos
colonizadores portugueses, que estabeleceram as primeiras minas de sal localizadas em
pontos de desagua dos rios que se encontram com o oceano atlantico, especialmente no
Nordeste. A partir dos anos 60-70 esta atividade foi modernizada pela substituicdo da
extracdo manual pela mecanizada, dando um carater de produ¢do industrial do sal. As
salinas mecanizadas constituem a maior parte da producdo de sal no Brasil, restando as
salinas manuais o valor historico. Atualmente, o principal estado produtor ¢ o Rio Grande
do Norte, com 97% da producdo de sal do pais, sendo o municipio de Macau o maior
produtor de sal do estado (Costa et al. 2013, Saldanha et al., 2017 e Costa et al., 2015).
Apesar de estudos em salinas do Rio de Janeiro revelarem a ocorréncia de espécies de
cianobactérias dos géneros Phormidium e Lyngbya, ha ainda uma enorme caréncia de
trabalhos envolvendo a caracterizagdo das comunidades microbianas presentes nestes

ambientes em nosso pais (Feder, 2013).

1.5 CARACTERISTICAS DE PROCARIOTOS HALOFILOS

1.5.1 Morfologia

Embora a grande maioria das bactérias e arqueias halofilas apresentem morfologia
cocoide ou bacilar, algumas espécies de arqueias exibem morfologia bastante peculiar,
como formas triangulares, no caso de Haloarcula japonica ou quadradas, como
Haloguadratum walsbyi, além de representantes pleomorficos (Oren, 1999; Burns et al.,

2007; Birbir et al., 2007; Juez et al., 1986; Arnoldi et al., 2000).
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1.5.2 Pigmentos de Membrana

A presenga de procariotos haldfilos podem ser detectada a olho nu em ambientes
salinos devido as cores vermelho, laranja, roxo ou verde vibrantes, presentes nesses
ambientes (Oren, 2006). Tais coloracdes sdo devidas aos pigmentos encontrados nas
membranas desses organismos, que se tornam visiveis quando a populagdo aumenta nos
estados de floragdes. A intensidade desses pigmentos depende do estado nutricional da
célula e da salinidade do meio (Ali et al., 2016).

As arqueias haldfilas possuem geralmente uma coloragdo que varia do alaranjado
ao vermelho (Khanafari, Khavarinejad e Mashinchia; 2010), devido ao alto conteudo de
pigmentos retinais (bacteriorodopsinas, halorodopsinas, rodopsinas) e carotenoides
(bacterioruberinas “c-50” e B-carotenos) em suas membranas (Oren e Rodrigues-Valera,
2001). Algumas raras espécies, como Halorhabdus tiamatea, ndo apresentam
pigmentacao (Antunes et al., 2008).

Duas fungdes sdo atribuidas a bacterioruberina: prote¢do contra danos por altas
intensidades de UV e reforco da estrutura da membrana celular (Rodrigo-Banos et al.,
2015). Os pigmentos carotendides, como os da Halobacterium salinarum, também
protegem as células contra a radiacio UV e auxiliam na foto-reativacdo (Jehlicka;
Edwards; Oren, 2013). Os pigmentos retinais tém papel importante para as arqueias
destacando-se a bacteriorodopsina da bomba de protons, a halorodopsina da bomba de
cloreto e duas rodopsinas sensoriais envolvidas na deteccdo da luz para fototaxia (Song
etal., 2014 e Andersson, 2009).

A maioria dos estudos sobre bombas acionadas pela luz em arqueias hal6filas
foram realizados com Halobacterium salinarum, que sob determinadas condi¢des
apresenta uma mudanca de coloragdo de vermelho para o roxo. A Halobacterium
salinarum produz grandes quantidades de um pigmento purpura, a bacteriorodopsina,
cuja presenga confere vantagens ecoldgicas, pois permite as células utilizarem
diretamente a energia luminosa quando as fontes energéticas organicas sdo escassas € ha
baixas concentracdes de oxigénio (Oren, 2010).

Esses pigmentos convertem a energia dos raios luminosos em energia quimica por
meio de uma bomba de protons H'. Esses pigmentos sdo locais de fotossintese, mas

diferentemente da clorofila, a luz ndo ¢ utilizada para gerar poder redutor e fixar o CO.,
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sendo usada apenas como um suplemento para as arqueias quando se encontram sob
condi¢des de baixa concentragdo de Oz (Rozenberg, 2021).

A bacteria Salinibacter ruber possui colora¢do vermelho/alaranjada devido a
presenga de pigmentos carotenoides, como a salinixantina (C40) e de pigmentos retinais,
como a xantorrodopsina. A salinixantina funciona como uma antena de luz, transferindo
energia para o grupo retinol da xantorrodopsina, que € uma bomba de protons similar a
bacteriorrodopsina (Balashov et al., 2005). Além disso, a salinixantina pode ser utilizada
como biomarcador, uma vez que estudos indicam que sua presen¢a pode representar de
5% a 7,5% do total de pigmentos em salmouras naturais (Martinez Martinez et al., 2022).

Os pigmentos de bactérias fotossintéticas, principalmente em cianobactérias que
vivem em tapetes microbianos, possuem clorofila e ficocianina que conferem uma cor
azul-esverdeada ao sedimento (De Beer et al., 2017). Ha uma abundancia de diferentes
pigmentos carotenoides, principalmente mixoxantofilas e equinenona, que conferem

coloracdo amarelo-alaranjada aos tapetes (Soresen et al., 2005).

1.5.3 Halocinas

Ambientes hipersalinos podem apresentar comunidades microbianas complexas,
onde diferentes membros interagem e competem entre si por alimento e espaco. Halocinas
sdo compostos produzidos por arquéias, que inibem o crescimento de outros organismos.
As “arqueocinas” foram detectadas pela primeira vez em culturas de Halobacterium e,
por essa razao, receberam o nome de halocinas (Rodriguez-Valera, 1982). Atualmente, o
termo refere-se aos diferentes compostos antimicrobianos secretados por arqueias e
bactérias haléfilas (Kumar e Tiwari, 2019). Algumas halocinas sdo especificas para certas
espécies ou géneros, enquanto outras tém um amplo espectro de agdo.

Halocinas sdo divididas em proteinas halocinas e micro-halocinas, com base em
sua massa molecular. As micro-halocinas, sdo caracterizadas pela capacidade de resistir
as baixas concentracdes de sal, aquecimento e armazenamento de longo prazo, enquanto
as halocinas sdo proteinas geralmente mais sensiveis ao estresse ambiental (Shand e
Leyva, 2007). As halocinas podem atingir massas moleculares de até 35 kDa, enquanto
as micro-halocinas nao ultrapassam 3,6 kDa. Até o momento quinze halocinas foram
descritas e somente trés genes, halC8, halS8 e halH4, foram sequenciados. Produtos com

propriedades semelhantes as halocinas, produzidos por arqueias do género Sulfolobus,
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foram também identificados e denominados sulfolobicinas (O'Connor et al., 2002;

Pranngishvili et al., 2000).

1.5.4 Adaptacdes osmoticas

Com relagdo aos processos realizados para obter energia e carbono para o
crescimento, o mundo haldfilo ¢ tdo diversos quanto esperado, em vista da grande
diversidade filogenética dos procariotos presentes em altas concentragdes de sal (Oren,
2002). De forma que processos metabolicos que acontecem em ambientes com baixas
concentragdes de sal ndo ocorrem em ambientes de alta concentracdo, assim como em
ambientes tipicamente hipersalinos. Para que tais processos ocorram sdo necessarias
adaptacdes celulares que tornem o contetido citoplasmatico osmoticamente equivalente
ao meio externo (Oren, 1999).

Dentre essas adaptacdes, ha uma bomba de soédio (antiportador Na+/H+
dependente de energia) que expulsa o Na+ do citoplasma. Porém o sédio deve ser
substituido para manter o equilibrio osmético, sendo isto feito com diferentes
componentes moleculares, nos diferentes microrganismos. As principais formas de
substitui¢do incluem a estratégia salt-in, que ¢ o acimulo de ions de potassio e cloreto em
concentragdes semelhantes as concentragdes idnicas no meio, ¢ a salt- out, mais comum,
exclui ions e acumula pequenos solutos orgénicos eletricamente neutros, denominados
solutos compativeis (Siglioccolo, 2011).

A estratégia salt-in, requer uma adaptacdo de toda a célula no que tange sua
maquinaria, proteinas/enzimas e fungdes celulares, j4 que o funcionamento de certos
processos e a atividade de enzimas cessam ou diminuem na presenca de altas
concentragdes de sais. Essas adaptacdes envolvem principalmente as proteinas, que
assumem natureza acida, devido a maior presenga de residuos de glutamato e aspartato,
conferindo carga negativa a molécula. A estratégia de salt-in tem a vantagem de ser
energeticamente mais barata, quando comparada a sintese de solutos osmoticos
organicos. Portanto, aqueles microrganismos que usam a estratégia salt-in sdo organismos
hal6filos sempre adaptados as maiores concentragdes de sal (Oren, 2013).

Por outro lado, o salt-out ¢ muito comum e envolve a sintese de solutos a partir de
compostos encontrados no ambiente, ou sua absor¢do quando ja se encontram presentes

no ambiente. A vantagem dessa adapta¢do se reflete na capacidade de adaptacdo a
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diversas concentragdes de sais. A diversidade de solutos utilizados pelos procariotos
haléfilos ¢ variada, incluindo glicerol e outros polidis, agucares simples como sacarose e
trealose, diferentes derivados de aminodcidos, como glicina betaina e ectoina, entre outros

(Roberts, 2005 ¢ Welsh, 2000).

1.6 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS PROCARIOTOS HALOFILOS

A bacteriorodopsina ¢ uma proteina encontrada em Halobacterium salinarum que
atua como uma bomba de protons quando exposta a luz solar e tem diversas aplicacdes
em tecnologia aqui se destacam os varios representantes do género Halobacterium, como
a Halobacterium halobium (Das et al., 2019 e Wu, Lin e Song, 2022). Os carotenoides
sdo antioxidantes com aplicacdes em biotecnologia, como corantes em alimentos e
agentes antitumorais, mas ainda ndo sdo produzidos em grande escala a partir de forma
sintética. A produgdo de pigmentos naturais usando fabricas celulares ¢ vista como uma
abordagem promissora para a obtengdo de carotenoides em grande escala. Ambas as
proteinas sdo altamente estdveis e resistentes a condi¢cdes extremas de temperatura e
salinidade (Rodrigo-Bafios, 2015; Giani et al., 2019 e Moopantakath et al., 2023).

A ectoina e betaina possuem multiplas aplicagdes, como em cosméticos € como
possiveis tratamentos para doencas como a asma e a infiltracdo adiposa do figado
(Martinez e Martinez-Espinosa, 2022; Hoffmann, 2012 e Roberts, 2005). As enzimas
halofilicas sdo altamente estaveis em condi¢des extremas de salinidade e temperatura, e
sdo utilizadas em processos biotecnologicos como hidrolases, desidrogenases e enzimas
nitrito e nitrato redutases, como a Halobacterium cutirubrum que produz lipossomas
(DasSarma, 2015; Mesbah, 2022 e Martinez-Espinosa et al., 2022). Além disso,
compostos com potencial anticancerigeno, como as enzimas L-asparaginase e L-

glutaminase, foram descobertos em espécies halofilicas e halotolerantes (Corral, 2020).
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polihidroxialcanoatos (PHAs), uma familia de biopolimeros, como alternativa
ecoldgica aos plasticos baseados em petroquimicos. Dois compostos dessa familia, o PHB
e o PHBYV, sdo particularmente interessantes por suas propriedades e uso na industria. A
producdo desses compostos por microrganismos halofilicos tem vantagens como a alta
concentragdo de sal em que podem crescer, uso de fontes de 4gua salgada, substratos de
baixo custo e recuperagdo simples dos PHAs. Espécies halofilicas de arqueias sdo
interessantes para a producdo de PHAs devido as suas propriedades Unicas, como a
capacidade de crescer em ambientes extremos de alta salinidade e temperaturas elevadas,
e podem produzir PHAs com propriedades fisicas e quimicas diferentes das produzidas
pelas bactérias. Haloferax mediterranei ¢ uma das espécies mais utilizadas para produzir

bioplasticos (Abdallah et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacao fenotipica e genética de procaridticos presentes em amostras de sal

alimenticio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivo e isolamento de organismos procaridticos presentes em amostras de sal
alimenticio.

Comparacao da eficiéncia de diferentes meios de cultura e diferentes condi¢des
de cultivo na obten¢ao de isolados microbianos.

Caracterizacdao morfoldgica dos isolados, por técnicas de microscopia e coloragao.
Caracterizacao filogenética dos isolados, por PCR dirigida ao gene codificador de
rRNA 168, seguida de sequenciamento de DNA dos produtos obtidos.

Andlise da diversidade microbiana presente nas amostras de sal analisadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE SAIS

Foram utilizados trés sais de qualidade alimentar, de origens e aspectos
morfoldgicos diversos, conforme identificado abaixo: Sal Rosa do Himalaia (Smart), de
graos rosados; Sal Francés Guérande (Smart), de graos acinzentados e Sal do Ird/Pérsia

(Drogheria Alimentari), de graos azulados.

3.2 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

Tendo em vista a grande diversidade de meios de cultura utilizados para o
crescimento de halofilos, optamos por testar duas formulagdes distintas: o meio MGM
(Dyall-Smith, 2009), por ser um meio bastante utilizado e também por sua composi¢cdo
bastante simples. O segundo meio, denominado ATCC-974 (www.atcc.org), foi
escolhido por tratar-se de um meio anteriormente utilizado em nosso laboratdrio, para o

cultivo e manutencdo de Haloferax volcanii.

3.2.1 Meio MGM

Os meios MGM foram confeccionados adicionando-se NaCl para as
concentragdes finais de 3 M e 4 M, visando o enriquecimento de organismos hal6filos
extremos. No caso do uso de meios sélidos, 1,5% de agar foi adicionado aos meios

(Tabela 1).

Tabela 1 — Composi¢do do Meio MGM.

Componentes 3M NaCl 4M NaCl
Peptona 05¢g 05¢g
Extrato de levedura 0,1g 0,1g
NaCl 17,532 g 23,376g
H2O0 destilada q.s.p. 100 mL 100 mL

O pH do meio foi ajustado para 7,5 e esterilizado em autoclave
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3.2.2 Meio ATCC-974

Os meios ATCC foram também adicionados de NaCl para as concentragdes finais
de 3M e 4 M, visando o enriquecimento de organismos halé6filos extremos. No caso do

uso de meios sdlidos, 1,5% de 4gar foi adicionado aos meios (Tabela 2).

Tabela 2 — Composi¢do do Meio ATCC- 974.

Componentes 3M NaCl 4M NaCl
MgCI2 2342 ¢ 1,71 g
K2S04 05g 05g

CaCl2.2H20 0,013 g 0,013 g

Triptona 05¢g 05¢g
Extrato de levedura 05¢g 05¢g
NaCl 17,532 g 23376 g
H2O0 destilada q.s.p. 100 mL 100 mL

O pH do meio foi ajustado para 6,8 e esterilizado em autoclave.

3.2.3 Preparo do inoculo e condicdes de cultivo

Aliquotas de 1% de cada sal foram pesadas em balanca de precisao, sob condi¢des
assépticas em fluxo laminar, e adicionadas aos diferentes meios de cultura liquidos. Em
seguida, os tubos foram agitados manualmente para dissolver as amostras de sal nos
meios, sendo entdo incubados em shaker a 37°C, sob agitacao de 120 rpm. Ao se observar
turvacdo nos meios liquidos, aliquotas de cada cultura foram semeadas nos respectivos
meios solidos, sendo as placas incubadas em estufa a 37°C, até o crescimento de colonias

visivelis.

3.3 COLORACAO DE GRAM

Amostras dos diferentes cultivos foram submetidas a coloracao diferencial de
Gram. Por se tratar de organismos halofilos, o procedimento apresenta pequenas
modificacdes, conforme descrito a seguir. Uma vez preparados os esfregagos, esses foram

secos a temperatura ambiente e, em seguida, imersos em solucao de acido acético 2% por
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5 minutos. Esse passo € necessario pois a alta concentragdo de cristais salinos em meios
de cultura para haldfilos prejudica a fixacdo dos corantes pelas células. Dessa forma, a
solugdo de 4cido acético tem o papel de solubilizar esses cristais, favorecendo a absor¢ao
dos corantes (Dyall-Smith, 2009). Transcorrido o tempo, a solugdo acida foi escorrida e
as laminas novamente secas a temperatura ambiente, para entdo serem submetidas a

protocolo convencional de coloracdo de Gram.

3.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Foram utilizados dois procedimentos para a extragdo de DNA total: lise osmdtica,

ou extragdo por meio de tratamento com fenol/cloroféormio.

3.4.1 Lise Osmotica

No caso de culturas em meios liquidos, aliquotas de 1,5 mL foram transferidas
para tubos tipo eppendorf e centrifugadas a 5000 g/4 °C/2 min. O sobrenadante foi
descartado e, em casos de culturas com pouco crescimento, o processo foi repetido,
visando a obten¢do de maior quantidade de células. Em seguida, foram adicionados 100
uL de agua destilada ao sedimento, homogeneizando-se suavemente. As amostras foram
incubadas em agua fervente por 5 minutos e novamente centrifugadas sob as mesmas

condi¢des, sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo.

3.4.2 Extraciao com Fenol/Cloroféormio

Os sedimentos celulares provenientes de meios liquidos foram ressuspensos em
tubos tipo eppendorf contendo 472 puL. de tampao TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,0), 8 uLL de RnaseA 4 mg/mL e 3 puL de Proteinase K 20 mg/mL. Em seguida, foram
adicionados 15 pL. de SDS 20% e os tubos foram mantidos em estufa a 37 °C/1 h. Em
seguida, foram adicionados aos tubos 500 pL. de clorofane (25 V de fenol:24 V de
cloroféormio:1 V de alcool iso-amilico), sendo entdo homogeneizados e submetidos a
centrifugacao a 8000 g/4 °C/5 min. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos

e adicionados de 500 uL de clorofil (24 V de cloroféormio:1 V de dlcool iso-amilico),
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seguido de nova homogeneizacdo e centrifugacdo sob as mesmas condigdes. Os
sobrenadantes foram coletados e transferidos para novos tubos aos quais se adicionou
NaCl para a concentracao final de 0,3 M e 2,5 V de etanol 100% gelado. Os tubos foram
entdo armazenados a -20 °C por uma noite e centrifugados a 12.000 g/4 °C/20 min. Os
sobrenadantes foram descartados e cada sedimento lavado com 500 pL de etanol 70%
gelado, seguido de nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des e descarte do etanol 70%.
Os tubos foram invertidos ¢ mantidos & temperatura ambiente até a secagem dos
sedimentos. Os DNA extraidos pelos dois procedimentos tiveram sua qualidade e
concentragdo estimadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio (solucdo estoque de 10 mg/mL), empregando-se como referéncia o

marcador de massa molecular 1 kb Ladder (Kasvi).
3.5 PCR DIRIGIDA AO GENE DE RRNA 16S DE Archaea E Bacteria

Foram realizadas reagdes de PCR com iniciadores especificos para os dominios
Archaea: 211/958r (DeLong, 1992) e Bacteria, 27f/1492r (Lane, 1991). As reagdes de
PCR foram preparadas em sistemas com volume final de 30 pL, aos quais foram
adicionados volumes de DNA para concentracdes finais de 10 a 50 ng. Os demais
reagentes foram adicionados nas seguintes concentragdes finais: 1X de tampao de reagao,
1,5 uM de MgClz, 0,5 uM de cada iniciador, 200 uM de dNTPs e 1,5 U de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen). A efetividade de amplificacdo dos fragmentos de DNA foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose. As caracteristicas dos iniciadores e

condi¢des empregadas nos ensaios de PCR sdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Caracteristicas dos iniciadores e tamanho esperado dos fragmentos de DNA amplificados.

Dominio Sequéncia (5°’- 3°) Tamanho
Archaea

21F TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA 937 pb
958R YCC GGC GTT GAM TCC AAT T

Bacteria

27F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 1465 pb
1492R GGT TACCTT GTT ACG ACT T

Y: pirimidina, M: adenina ou citosina.
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Tabela 4 — Condi¢des empregadas nos ensaios de PCR.

Archaea Bacteria
Etapas Temperatura Tempo Temperatura Tempo
1. Desnaturacio 94 °C 1 min 94 °C 5 min
2. Desnaturacio 94 °C 1 min 94 °C 1 min
3. Anelamento 55°C 1 min 55°C 1 min
4. Extensio 72 °C 1 min e 30 seg 72 °C 2 min
Repeticio das etapas 2 a 4 por 29 vezes

5. Extensao Final 72 °C 10 min 72 °C 10 min
6. Manutencio 4°C 4°C

3.6 PURIFICACAO DOS AMPLICONS

Todos os produtos de amplificagdo resultantes das reagdes de PCR foram
submetidos a purificagdo com o kit Wizard® Genomic (Promega), conforme as instru¢des

do fabricante.

3.7 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

3.7.1 Preparacio de células competentes de Escherichia coli

Células de E. coli XL1-Blue foram inoculadas em 10 mL de meio Luria Bertani
(Triptona: 10 g/L, Extrato de leveadura: 5,0 g/L, Cloreto de Sédio: 5,0 g/L e H>O destilada
q.s.p.: 1000ml. pH ajustado para 7,0 e esterilizado em autoclave) e incubadas em estufa
a 37 °C por uma noite. Apds esse periodo, 300 puL da cultura foram inoculados em 30 mL
de meio LB, sendo o sistema incubado a 37 °C, sob agitacdo de 200 rpm até que a
densidade optica (ODsoo) da cultura alcangasse um valor entre 0,2 e 0,3. Neste momento,
a cultura foi centrifugada a 4000 g/4 °C/10 min, o sobrenadante descartado, o sedimento
ressuspenso em 15 mL de solugdo gelada de cloreto de calcio 100 mM e incubado em
gelo por 30 minutos. Apos a incubagdo, a cultura foi novamente centrifugada 2000 g/4
°C/10 min, sendo o sobrenadante descartado, o sedimento gentilmente ressuspenso em 1

mL da solugdo de cloreto de calcio 100 mM fria e incubado em gelo, até sua utilizagdo.



30

3.7.2 Ligac¢ao dos fragmentos amplificados no vetor de clonagem

Os fragmentos amplificados a partir do DNA total das amostras foram purificados e ligados ao
vetor pGEM-T easy (Promega), na propor¢do de 3:1 de inserto em relagdo ao vetor. Os sistemas de ligagdo

foram mantidos por 1h em temperatura ambiente e em seguida foram armazenados a 4 °C por uma noite.

3.7.3 Transformacio por choque térmico

Aliquotas de 100 pL das células competentes de E. coli XL1-Blue foram
adicionadas a tubos de hemolise contendo 5 pL. de cada sistema de ligacdo. Os tubos
foram incubados em gelo por 30 min e, em seguida, submetidos ao choque térmico em
banho a 37 °C, por Smin. Apds transcorrido o tempo, 1 mL de meio LB foi adicionado a
cada tubo e os sistemas incubados em estufa a 37 °C por 1h. Apos a incubagdo, aliquotas
de 100 a 200 pL das células transformadas foram semeadas em agar LB suplementado
com ampicilina (100png/mL), Xgal (0,00625%) e IPTG (0,5mM), com o auxilio de pérolas
de vidro estéreis. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por uma noite.

Os clones recombinantes foram inoculados em meio LB suplementado com
ampicilina (100pg/mL), incubados por uma noite em shaker a 37 °C/120 rpm. Apos a
incubag¢do, uma aliquota de 500 pL de cada cultura foi adicionada a tubos tipo eppendorf
estéreis, contendo o mesmo volume de glicerol 70%, que foram armazenados a -20 °C. O

restante de cada cultura foi utilizado para a extragdo de DNA plasmidial.

3.7.4 Extracio de DNA plasmidial

Aliquotas de 1,5 mL de cada cultura recombinante foram centrifugadas a 6000 g/4
°C/5 min por duas vezes, sendo o sobrenadante descartado em cada etapa. Os sedimentos
obtidos foram ressuspendidos em 100 pL de solucdo I (50mM de glicose, 25mM de Tris-
HCI, 10mM de EDTA, pH 8,0) e incubados por 5 min atemperatura ambiente. Em
seguida, 200uL de solucao II (1% SDS, 0,2M de NaOH) foram adicionados aos tubos,
que foram suavemente homogeneizados por inversiao e incubados em gelo por 5 min.
Transcorrido o tempo, foram adicionados 150 pL. de solucdo III (3M de acetato de
potassio, 2M de acido acético glacial), nova homogeneizacao foi realizada e os tubos

foram novamente incubados por 5 min em gelo.
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Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados a 12000 g/4 °C/5min, sendo
os sobrenadantes transferidos para novos tubos, adicionados de SuL. de RNAse A
(10mg/mL) e incubados em estufa a 37 °C/1h. Em seguida, um volume igual de clorofane
foi adicionado as amostras, que foram entdo homogeneizadas por inversao, centrifugadas
a 7000 g/4 °C/5 min, transferindo-se ao final do processo a fase aquosa para novos tubos.
Um volume igual de clorofil foi adicionado a cada tubo, repetindo-se o processo de
homogeneizagdo, centrifugagdo e transferéncia da fase aquosa para novos tubos.

Cada sistema foi entdo adicionado de 2,5 V de etanol 100% gelado, incubado a -
20 °C por uma noite, para a precipitacio do DNA plasmidial. No dia seguinte, os tubos
foram centrifugados a 12000 g/4 °C/30 min, o sobrenadante descartado e 300uL de etanol
70% gelado foram adicionados as amostras. Os tubos foram entdo mais uma vez
centrifugados nas mesmas condicdes anteriores. Apds o descarte dos sobrenadantes os
tubos foram mantidos a temperatura ambiente para a secagem dos sedimentos, que foram
posteriormente ressuspensos em diferentes volumes de agua destilada, de acordo com
seus tamanhos. A qualidade e concentragdo dos plasmideos obtidos foram analisadas
em eletroforese de gel de agarose 1%, com o marcador de massa molecular 1Kb DNA

Ladder (Kasvi).

3.8 SEQUENCIAMENTO E CLONAGEM DE DNA E ANALISES DE
BIOINFORMATICA.

Os plasmideos contendo os fragmentos de interesse foram sequenciados no Centro
de Genomica de Alto Desempenho do DF. Os iniciadores 21f foram utilizados
no sequenciamento, dos produtos de PCR dirigidos ao gene de rRNA 16S de Archaea. As
sequéncias de DNA obtidas foram analisadas quanto a qualidade pelo algoritmo PHRED
(Ewing et al., 1998), através da ferramenta Electropherogram quality
analysis, disponivel no endereco eletronico: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.
Foram selecionadas as sequéncias com mais de 250 nucleotideos e que apresentaram
valor de Phred superior a 20. As sequéncias obtidas foram comparadas a sequéncias de
DNA disponiveis no banco de dados do NCBI ( National Center of Biotechnology
Information). Estas também foram comparadas entre si para avaliar o grau de identidade,

por meio da ferramenta BLAST, disponivel online (Altschul et al., 1990).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DE CULTURAS A PARTIR DOS DIFERENTES SAIS

O cultivo microbiano em meios hipersalinos, como aqueles empregados nesse
trabalho, ¢ geralmente lento, sendo observado ao longo de semanas. Além do NaCl, outros
sais como KCI, CaCl,, MgCl,, Na-acetato, Na>xS203, NaBr e NaNOs; podem ser
adicionados aos meios em diferentes concentragdes, dependendo das necessidades dos
organismos em questdo (Sui, Liu, e Deng, 2014; Schneegurt, 2012; Rodriguez-Valera;
Ruiz-Berraquero e Ramos-Cormenzana , 1980).

O cultivo de microrganismos halofilos apresenta desafios que exigem a escolha
adequada dos meios e condi¢des de crescimento. Os meios utilizados nesse trabalho
foram escolhidos por terem sido adotados por diferentes autores para o cultivo de varias
espécies e também devido a disponibilidade dos ingredientes em nosso laboratorio. A
adicao de NaCl aos meios de cultura, nas concentrag¢des finais de NaCl de 3 e 4 M, foi o
principal fator utilizado para selecionar espécies haldfilas extremas, uma vez que
concentragdes inferiores de sal permitem o crescimento de uma extensa variedade de
organismos.

Ap6s a inoculagdo dos diferentes sais nos meios MGM e ATCC, contendo 3 ou 4
M de NaCl, foi observado o crescimento microbiano entre 15 e 60 dias, revelado pela
turbidez dos meios de cultura. Esse tempo de crescimento ¢ compativel com o tempo
descrito em manuais que descrevem o isolamento e cultivo de haléfilos (Dyall-Smith,
2009). Apos 15 dias de incubagdo, todas as amostras de sal apresentavam crescimento no
meio ATCC 4M, enquanto em ATCC 3M a turvagdo era ainda muito discreta. Nos meios
MGM 3 e 4 M as amostras de sal francés e sal rosa exibiram pequena turvagdo, enquanto
a amostra de sal do Ird ndo apresentava qualquer indicio de crescimento. A necessidade
de periodos mais longos de incubagdo ¢ muito recorrente nos trabalhos envolvendo o
cultivo de halofilos (Pedrds-Alio et al., 2000; Bolhius et al., 2004). Como discutido
amplamente na literatura, o cultivo de micro-organismos em meios artificiais apresenta
desafios, pois amostras ambientais podem abrigar grandes comunidades que, quando
submetidas ao crescimento in vitro, podem encontrar condigdes que favorecam

determinados grupos de organismos, em detrimento de outros.
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Aliquotas das culturas que apresentavam crescimento em meios liquidos foram
inoculadas em meios sélidos, a fim de se verificar o aspecto macroscépico das colonias
resultantes. Nas culturas obtidas a partir das amostras dos sais francés, rosa e do ird
inoculadas em meio ATCC 3M, foi possivel se observar colonias transparentes, como
exemplificado na Figura 1. Geralmente, arqueias haldfilas produzem colonias com
pigmentacdo avermelhada quando cultivadas em meios artificiais. O mesmo fendmeno
ocorre com a espécie bacteriana Salinibacter ruber. Por outro lado, a ocorréncia de
coldnias transparentes ¢ um evento raro em arqueias haldfilas, excetuando-se a espécie
Halorhabdus tiamatea (Antunes et al., 2008). Por essa razio, poderiamos especular que

as espécies presentes seriam representantes do dominio Bacteria.

e

Figura 1 — Aspecto macroscopico das colonias obtidas a partir da amostra de Sal do Ird, em meio ATCC
3M. As coldnias resultantes apresentam ndo possuem pigmentagdo, como indicado pelas setas azuis.

Os cultivos das amostras de sal francés, rosa e do Ird em meio ATCC 4M
revelaram coldnias pequenas, arrendondadas, de coloragdo avermelhada, caracteristicas
de arqueias halofilas, além de colonias transparentes, como observadas neste mesmo meio
com menor concentracdo de sal (Figura 2). De acordo com a literatura, a intensidade dos
pigmentos depende do estado nutricional da célula e da salinidade do meio (Ali et al.,
2016). Assim, poderiamos sugerir que as diferentes intensidades observadas seriam

resultantes de diferentes estados metabolicos das espécies presentes nestas culturas.
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Figura 2 — Aspecto macroscopico das colonias obtidas em meio ATCC 4M, a partir de diferentes amostras
de sal. A) amostra de sal francés, com coldnias transparentes e avermelhadas (setas). B) amostra de sal rosa,
com colonias avermelhadas (setas) e C) amostra de sal do Ird, também com coldnias pigmentadas.

As culturas obtidas a partir da amostra de sal rosa e meios MGM 3M e 4M
revelaram crescimento de coloracdo avermelhado apds cerca de 30 dias de incubagdo
(Figura 3). As amostras dos sais francés e do Ird inoculadas em meios MGM 3 e 4M nao

apresentaram crescimento neste periodo de incubagao.

A) B)

Figura 3 — Aspecto macroscopico das coldnias obtidas em meio MGM 3M (A) e 4M (B). As setas indicam
o crescimento ou coldnias de colora¢do avermelhada.

42  MICROSCOPIA OPTICA

Em busca de se observar as caracteristicas morfoldgicas dos organismos obtidos
a partir de cada amostra de sal nos diferentes meios de cultura, essas foram submetidas a

coloragao de Gram. As amostras de sal rosa ¢ sal francés nos meios ATCC e MGM 3M e
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4M, bem como as de sal do ird em meios ATCC 974 3M e 4M revelaram células com
formas de cocos e bacilos pequenos, em sua maioria Gram negativas, apesar de também
terem sido observadas células Gram positivas nas culturas de sal francés em meios MGM
3M e 4M (Figura 4).

A presenca de organismos Gram positivos pode sugerir a ocorréncia de espécies
bacterianas ou mesmo arqueias cuja parede celular apresenta estrutura mais espessa. A
ocorréncia de células Gram positivas foi descrita em culturas de Halococcus morrhuae,
Natronococcus occultus (Usami et al., 2003), Halalkalicoccus jeotgali (Roh et al., 2007),
Natronococcus jeotgali (Roh et al., 2007) e Natronococcus pandeyae (Kajale et al., 2022)
onde a variagdo na coloracdo de Gram estaria relacionada as condigdes ambientais onde

as células se encontravam (Oren, 2018).

A) B)

Figura 4 — Coloragdo de Gram de algumas das culturas obtidas. A) Amostra de sal francés em meio ATCC
3M, revelando células cocdides (setas). B) Amostra de sal francés em meio MGM 4M, revelando células
cocoides e bacilares, Gram positivas e Gram negativas (setas).
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A Tabela 5 apresenta os tipos morfoldgicos detectados nas diferentes culturas

obtidas a partir dos sais francés, rosa e do Ira, quando submetidos a coloracdo de Gram.

Tabela 5 — Tipos morfologicos das culturas obtidas nos diferentes meios.

Sal Meio Morfologia celular Gram
Francés ATCC3 e4M €ocos -
Francés MGM 3M bacilos +
Francés MGM 4M cocos/ bacilos +
Rosa ATCC3 e4M €ocos -
Rosa MGM 3M €ocos -
Rosa MGM 4M cocos/ bacilos -
Ira ATCC3e4 M €OCcos -

43 EXTRACAO DE DNA TOTAL

Como as culturas em meios liquidos apresentavam crescimento exuberante, estas
foram utilizadas para a extracdo de DNA total, a fim de se verificar que tipos de
organismos estavam presentes nos diferentes meios de cultura. A extragdo de DNA
gendmico por lise osmotica com agua destilada foi efetiva para as culturas de Sal Francés
em ATCC 3 e 4M e MGM 4M; Sal Rosa em ATCC 3M, MGM 3 e 4M, gerando bandas
de DNA de alta massa molecular, quando submetidas a eletroforese em gel de agarose.
As amostras de Sal Francés em MGM 3M e Sal do Ird ATCC 4M, por outro lado, ndo
geraram bandas de DNA, enquanto as culturas de Sal Rosa ATCC 4M e do Ira ATCC 3M

revelaram pequena quantidade de DNA gendmico, como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio dos diferentes DNAs
gendmicos extraidos por meio de lise osmotica com dgua destilada das culturas crescidas em meios liquidos.
Marcador de massa molecular 1IKB DNA Ladder (Kasvi).

Essas variagdes nas quantidades de DNA extraido pelo método de lise osmotica
com agua sdo comuns em halofilos, pois algumas espécies Halococcus possuem paredes
celulares mais resistentes que protegem a célula contra o estresse osmotico (Dyall-smith,
2009). Por essa razao, foi necessario utilizar o método de extragdo de DNA pelo protocolo
que emprega fenol-cloroférmio. Esse método se mostrou mais eficiente que a lise
osmotica. Globalmente, as amostras ndo exibiam alto grau de degradacdo, permitindo

assim seu uso nos experimentos subsequentes de PCR (Figura 6).

Figura 6 — Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio dos diferentes DNAs
gendmicos extraidos com fenol-cloroférmio, das culturas crescidas em meios liquidos. Marcador de massa
molecular 1IKB DNA Ladder (Kasvi).
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4.4 ENSAIOS DE PCR DIRIGIDOS AO GENE DE RNA 16S DE ARCHAEA E
BACTERIA

A escolha dos iniciadores se mostra algo essencial nesse tipo de estudo, uma vez
que essa decisdo pode influenciar bastante na diversidade de comunidades de arqueias
reveladas por cada par de iniciadores s (Belmok, 2021). DeLong, 1992 propos e empregou
o conjunto 21f/958r para detectar a presenga de Archaea em amostras de plancton
coletadas em diversas areas costeiras. Esses iniciadrores demonstraram uma alta
especificidade para o gene do rRNA 16S das arqueias, sendo empregados em uma série
de trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa (Rodrigues, 2013; Dias, 2015,
Ambroésio 2016), como também com halofilos, como nos trabalhos de Pedrds-Alio, 2005;
Christelle, 2014 e Das, Kumar, Nayak, 2020.

Tendo em vista que as extragdes de DNA resultaram em preparagdes com
concentragdes distintas, os ensaios de PCR foram realizados empregando-se diferentes
volumes de cada amostra. Em alguns casos, as amostras foram diluidas 1:10 e destas
dilui¢des foram utilizados os volumes de 1 ¢ 3 uLL em cada sistema de PCR, a fim de
empregarmos cerca de 10 ng de DNA em cada reacdo. Dependendo da concentragao
estimada de DNA, algumas amostras foram utilizadas sem qualquer dilui¢do prévia. A
PCR dirigida ao gene de rRNA 16S de Archaea, empregando os iniciadores 21F/958R,
resultou na amplificagdo de fragmentos de DNA de tamanho esperado (= 940 pb) na

maioria das amostras, como ilustrado na Figura 7.
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Figura 7 — Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos de DNA amplificados a partir de culturas
crescidas em diferentes sais, empregando os iniciadores 21f/958r, dirigidos ao gene de rRNA 16S do
dominio Archaea. O controle negativo foi preparado utilizando-se agua destilada em lugar de DNA.
Marcador de massa molecular 1IKB DNA Ladder (Kasvi).

A PCR dirigida ao gene de rRNA 16S de Bacteria, empregando os iniciadores
271/1492r, resultou na amplificacdo de fragmentos de DNA de tamanho esperado (cerca
de 1500 pb) nas amostras referentes a cultura de Sal Francés em ATCC 3M e em MGM
3 ¢ 4M. Quando comparado ao resultado da PCR dirigida ao dominio Archaea, tal
resultado poderia sugerir que as condic¢des de cultivo utilizadas nesse trabalho permitiram
um maior crescimento de representantes de Archaea que de Bacteria, uma vez que
somente a partir de uma pequena fracdo das amostras foi possivel obter a amplificagdo de

fragmentos de DNA de tamanho esperado (Figura 8).
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Figura 8 — Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos de DNA amplificados a partir de culturas
crescidas em diferentes sais, empregando os iniciadores 27f/1492r, dirigidos ao gene de rRNA 16S do
dominio Bacteria. O controle negativo foi preparado utilizando-se agua destilada em lugar de DNA. Como
controle positivo foi utilizado o DNA de E. coli. Marcador de massa molecular 1KB DNA Ladder (Kasvi).

E importante ressaltar que o fato de apenas a amostra de sal francés ter permitido
o cultivo de bactérias, ndo significa necessariamente que as outras amostras ndo
contenham tal tipo de organismo. Pode-se especular que a diversidade microbiana nas
diferentes amostras seja maior que o observado por meio dos métodos utilizados neste
estudo, sendo provavelmente necessaria a adocdo de outras condi¢des de cultivo para

melhor caracterizar a presenga de outros grupos de microrganismos nas amostras (Gibtan,

2017 e Satari, 2021).
4.5 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR OBTIDOS

Visando a obtencdo de uma maior concentracdo dos fragmentos de DNA
amplificados nas diferentes reagdes de PCR, os produtos obtidos a partir de uma mesma
amostra foram reunidos e purificados, empregando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Seis amostras amplificadas no ensaio dirigido ao gene de rRNA 16S de Archaea
foram selecionadas para a clonagem devido a maior concentragdo dos fragmentos de

DNA obtidos. Assim, foram preparados seis sistemas de ligacao no vetor pGEM-T Easy
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(Promega), onde os insertos correspondiam aos fragmentos amplificados a partir das
culturas sal rosa ATCC 3M e 4M; sal rosa MGM 3M e 4M e sal do Irda ATCC 3M e 4M.

Ap6s a transformacao de células de E. coli XL1-Blue, foram observados poucos
clones recombinantes € um nimero extremamente elevado de colonias “piratas”,
proximas aos clones transformantes, o que demonstra uma falha técnica no que tange a
qualidade da ampicilina usada. Por essa razao, foram selecionados um total de 63 clones,

sendo cerca de 10 clones oriundos de cada sistema de transformacao.
4.5.1 Extracao de DNA plasmidial dos clones recombinantes

Para a extracdo do DNA plasmidial, os 63 clones foram inoculados em meio LB
suplementado com ampicilina e incubados por uma noite em estufa a 37 °C. Apods esse
periodo, verificou-se que a grande maioria das amostras ndo correspondia a clones
recombinantes, uma vez que ndo cresceram na presenca do antibidtico. Assim, o nimero
de clones recombinantes foi reduzido para apenas 11, assim distribuidos: 4 clones da
cultura de Sal Rosa em MGM 3M, 4 clones do mesmo sal em MGM 4M, 1 clone de Sal
do Ird em MGM 3M e 2 do mesmo sal em MGM 4M. Esses tiveram seu DNA plasmidial

extraido e submetido ao sequenciamento.

4.6 SEQUENCIAMENTO DE DNA E ANALISES PRELIMINARES DE
BIOINFORMATICA

As 11 amostras de DNA plasmidial das amostras de Sal Rosa em MGM 3M (4),
Rosa MGM 4M (4), Ira ATCC 3M (1) e Ira ATCC 4M (2) foram submetidas ao
sequenciamento automatico de DNA empregando-se o iniciador 21F, especifico para o
Dominio Archaea. Das 11 sequéncias enviadas, 10 apresentaram Phred (Ewing et al.,
1998) de qualidade superior a 20 em mais de 250 nucleotideos, sendo que a amostra sal
rosa MGM 4M ndo apresentou tal qualidade e, portanto, foi descartada. As dez sequéncias
restantes foram submetidas a andlises adicionais de bioinformatica.

As dez sequéncias vélidas foram avaliadas em relacdo a presen¢a de quimeras com
a ferramenta Uchime2 ref, na plataforma do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), onde nenhuma apresentou caracteristicas de sequéncias quiméricas.

Utilizando-se também a ferramenta de BlastN do NCBI, as dez sequéncias de DNA foram
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comparadas entre si, visando observar o grau de identidade entre elas. As amostras de sal
do Ird obtidas a partir dos meios ATCC 3M e 4M apresentaram identidade de 100.0%
entre si. As trés amostras do sal do Ird ATCC, duas do meio 4M e uma de meio 3M, se
mostraram 100% idénticas. As sequéncias de sal Rosa em MGM 3M variaram de cerca
de 86 a 100% de identidade, enquanto as sequéncias desse mesmo sal em meio MGM 4M
eram 100% idénticas.

Quando comparadas as sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank,
excetuando-se uma Unica amostra, todas as demais exibiram altos graus de identidade
com sequéncias do gene de rRNA 16S de Halobacterium. A inica exce¢do ocorreu com
uma sequéncia proveniente de um dos clones obtidos a partir de Sal Rosa em MGM 3M,
que apresentou 98,06% de identidade com o género Halolamina. Das quatro sequéncias
provenientes do sal Rosa em meio MGM 3M, trés exibiram identidades de 93,30%;
98,81% e 100% com sequencias do género Halobacterium. Da mesma forma, as trés
sequéncias do sal Rosa em meio MGM 4M apresentaram identidades de 96,46%; 96,66%;
99,30% com Halobacterium.

Todas as sequéncias referentes ao Sal do Ird apresentaram identidades entre 98 e
100% com Halobacterium. Como o numero de amostras sequenciadas ¢ ainda
extremamente baixo, ndo foi possivel realizar qualquer correlagdo mais robusta em
relacdo as observagdes de microscopia e as andlises de identidade em banco de dados.
Além disso, vale ressaltar que as microscopias foram realizadas em culturas distintas
daquelas utilizadas para a obten¢do de DNAs destinados ao sequenciamento. Entretanto,
a titulo de fornecer maiores informagdes sobre os géneros detectados em nossas culturas,
abaixo se encontra uma breve descri¢do destas arqueias.

O género Halobacterium foi encontrado em diversos sais estudados
anteriormente, como o sal rosa do Himalaia e o sal de Guérande. Por outro lado, o género
Halolamina foi encontrado apenas no sal de Guérande, indicando uma baixa abundancia
desse género entre os sais estudados (Henriet et al., 2014). Outro estudo detectou o género
Halobacterium em todas as amostras de sal, diferentes das utilizadas no estudo anterior.
O género Halolamina também foi encontrado em uma quantidade significativa em uma
unica amostra de sal (Gibtan et al., 2017). Isso sugere que o género Halobacterium esté
presente em diferentes tipos de sais comerciais. Em outro estudo, tanto o género
Halobacterium quanto o Halolamina foram encontrados em amostras de sal do Atlantico

e rosa do Himalaia (Satari et al., 2021).
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Com base nessas informagdes, pode-se sugerir que o género Halobacterium ¢
abundante entre os diferentes sais estudados, enquanto a abundancia do género
Halolamina é geralmente baixa, exceto em algumas amostras especificas. A presenga
recorrente do género Halobacterium em diferentes tipos de sais comerciais indica sua
ampla distribui¢do e adaptabilidade a esses ambientes. J4 o género Halolamina pode estar
relacionado a condigdes especificas de salinidade ou outros fatores ambientais presentes
em algumas amostras de sal.

Por fim, ¢ importante ressaltar que a auséncia de amplificagdo nas amostras de
bactérias, a ndao ser nas amostras referentes a cultura de Sal Francés em ATCC 3M e em
MGM 3 e 4M, ndo descarta necessariamente a presenga desses organismos nelas. A
técnica de PCR tem suas limitagdes, e fatores como a eficiéncia da extragdo de DNA e a
especificidade dos primers utilizados podem influenciar os resultados. Estudos
complementares usando outras técnicas de andlise microbiana, como o sequenciamento
de proxima gera¢do, podem fornecer uma visdo mais abrangente da diversidade
bacteriana e arqueal em amostras de sal. Por fim, segue uma breve descri¢do desses

géneros.

4.6.1 Género Halobacterium

O género Halobacterium é amplamente encontrado tanto em ambientes hal6filos
naturais quanto em sintéticos (Hang e Cui, 2014). Organismos pertencentes a este género
sdo bacilos Gram negativos, embora dependendo das condi¢des de cultivo, algumas
espécies possam apresentar morfologia cocéide (Gruber et al. 2004). O género
Halobacterium foi descrito pela primeira vez em 1957, sendo considerado o género tipo
da familia e ordem Halobacteriales, com sete espécies reconhecidas: Halobacterium
bonnevillei, H. hubeiense, H. jilantaiense, H. litoreum, H. noricense, H. rubrum e H.
salinarum (NCBI, 2023). Os membros desse género sdo aerdbios, apesar de haver a
descricao de crescimento anaerdbico no escuro, conduzido pela fermentagdo da arginina
em H. salinarum, H. noricense e H. jilantaiense. Representantes deste género sdo isolados
e recuperados de varias fontes, como peixes salgados, salinas marinhas e sal-gema. O

conteudo de DNA G + C varia de 54,3 a 71,2 mol% (Oren, 2015).
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4.6.2 Género Halolamina

O género Halolamina, pertence a classe Halobacteria, ordem Haloferacales e
familia Haloferacaceae. As células de Halolamina sdo bacilos pleomoérficos Gram
negativos, aerobios, quimioorganotrdficos, que crescem otimamente em pH 6,5-8,0 e em
37-42 °C. Representantes desse genéro sdo isolados de salinas solares marinhas, minas
de sal ou amostras de sal. O conteido de DNA G+C varia de 62,7-69,1 mol%. A espécie-
tipo € Halolamina pelagica. Sua posicao filogenética foi confirmada em estudos baseados
no gene que codifica a subunidade B da RNA polimerase (Oren, 2015). Sete espécies sao
reconhecidas: H. litorea, H. pelagica, H. rubra, H. salifodinae, H. salina e H. sediminis

(NCBI, 2023).

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho reveou a presenca arqueias em sais alimentares comercializados no
Brasil. A presenga de arqueias em sais alimentares, alimentos salgados diversos e salinas
solares ¢ uma érea ainda pouco explorada em nosso meio. A identificacdo desses
microrganismos € a caracterizacdo de suas propriedades podem contribuir para o
desenvolvimento de novos produtos e tecnologias na area de alimentos, como a produc¢do
de enzimas e outras biomoléculas de interesse industrial. Portanto, as perspectivas futuras

incluem:

e Realizar novas culturas dos sais escolhidos, visando a obten¢ao de um maior nimero
de clones, a fim de termos uma melhor ideia sobre a diversidade de arqueias presentes
nestas amostras.

e Comparar as popula¢des microbianas presentes nos sais analisados, quando cultivados
em diferentes meios artificiais e sob diferentes concentragdes de NaCl.

e Realizar o sequenciamento de DNA diretamente a partir do sal, sem a necessidade do

cultivo, a fim de caracterizar a composi¢ao microbiana presente nos sais selecionados.
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