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RESUMO

NOBREGA PEREIRA, F. Além da Antartica: os limites da vida ao frio e & dessecacdo
no ambito da astrobiologia. 2015 165 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séao Paulo, Sado Paulo, 2015.

Os limites conhecidos a vida na Terra tém se expandido ao longo dos anos, porém a
vida como nos a conhecemos é estritamente dependente de &gua liquida. A
descoberta de evidéncias de agua em diversos corpos do sistema solar, em especial
em Marte e nas luas geladas de Saturno e Japiter, abre a possibilidade da existéncia
de habitats fora de nosso planeta. Na Antartica e no Artico, a vida microbiana é
presente e diversificada, tendo se adaptado a condi¢des similares as encontradas em
mundos que despertam maior interesse a astrobiologia. Neste contexto, o presente
estudo investigou as alteracbes fisiolégicas do extremofilo psicrotréfico
Exiguobacterium antarcticum B7 sob diferentes temperaturas, notando-se alteragbes
significativas em diferentes areas de seu metabolismo e fenétipo. Para tanto, foram
utilizadas técnicas de eletroforese de proteinas em duas dimensfes associada a
espectrometria de massa, juntamente com técnicas de microscopia. E. antarcticum foi
também submetida a condi¢cdes fisicas encontradas em Marte e no ambiente
interplanetario. Em um foco mais amplo e seguindo evidéncias de que micro-
organismos psicrotréficos podem também ser resistentes a periodos prolongados de
dessecacao, foi investigada a presenca de linhagens microbianas resistentes a baixas
temperaturas e anidrobiose em solos da Antartica e permafrost do Artico canadense.
O estudo filogenético mostrou que a maioria dos isolados sao bactérias gram-positivas
do filo Firmicutes e bactérias gram-negativas do filo Proteobacteria, algumas cepas
mostraram tolerdncia a dessecac¢do comparavel ao controle positivo utilizado, a
bactéria Deinococcus radiodurans. Por fim, voltando-se a ecologia microbiana de
solos polares permanentemente congelados, foi estudada a diversidade microbiana
de permafrost, a partir da técnica de sequenciamento de alto rendimento. Os filos
Actinobacteria, Chloroflexi, Proteobacteria e Acidobacteria respondem pela maioria
das sequéncias identificadas. A estrutura da comunidade bacteriana também variou
com a profundidade do solo, mas de forma distinta para cada grupo observado.

Palavras-chave: Extremdfilos. Microbiologia polar. Antartica. Artico. Astrobiologia.



ABSTRACT

NOBREGA PEREIRA, F. Beyond Antarctica: the limits of life to cold and desiccation
in the context of astrobiology. 2015 165 f. Ph.D. thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The known limits of life on Earth has expanded over the years, being water in
its liquid form the one need for its occurrence. The discovery of evidence of liquid water
in various solar system bodies, especially Mars and the icy moons of Saturn and
Jupiter, opens the possibility of habitats outside our planet. In Antarctica and the Arctic,
microbial life is present and diverse, having adapted to low temperature and humidity
conditions, similar to the worlds that arouse more interest to astrobiology. In this
context, the physiological changes of the psychrotrophic extremophile
Exiguobacterium antarcticum B7 were investigated at different temperatures (0 °C and
37 °C), significant changes were observed in different areas of its metabolism and
phenotype. Two dimensional protein electrophoresis techniques was used for
proteome analysis in conjunction with mass spectrometry for the study of bacterial
proteome as well as various microscopy techniques for morphological characterization.
E. antarcticum was also subjected to physical parameters found on Mars and in the
interplanetary environment. In a broader focus and following evidence that
psychrotrophic microorganisms may also be resistant to prolonged periods of
desiccation, the presence of microbial strains resistant to cold temperatures and
anhydrobiosis was investigated on samples of Antarctic soils and the Canadian Arctic
permafrost. The taxonomic study of these bacteria showed that the majority of isolates
are gram-positive bacteria of the phylum Firmicutes and gram-negative bacteria of the
phylum Proteobacteria, some strains showed a desiccation tolerance comparable to
the positive control, the bacterium Deinococcus radiodurans. At last, turning the
attention to the microbial ecology of permanently frozen polar soils, it was studied the
bacterial diversity of the Arctic permafrost, at different depths, with next-generation
high throughput sequencing. Phyla Actinobacteria, Chloroflexi, Proteobacteria and
Acidobacteria account for most of the identified sequences. The bacterial community
structure also varies with depth, but differently for each group observed.

Key words: Extremophiles. Polar microbiology. Antarctica. Arctic. Astrobiology.
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1 INTRODUCAO

Apesar do homem ter colonizado muitos dos ambientes terrestres, micro-
organismos como bactérias e arqueias, SA40 muito mais numerosos e possuem
distribuicdo mais ampla na Terra do que qualquer outra forma de vida. Sabe-se que o
planeta Terra é hoje habitado por cerca de 7 bilhdes de pessoas e que na histéria do
planeta estima-se que tenham existido ao todo 105 bilhdes de seres humanos. No
entanto, esse numero € mil vezes menor do que os estimados 100 trilhbes de micro-
organismos que vivem dentro do intestino humano. Em um planeta com pouco mais
de 40 mil quildmetros de circunferéncia, a vida microbiana prospera a 4 km debaixo
do gelo da Antértica, no lago Vostok; a 11 km de profundidade no local mais profundo
dos oceanos, a Fossa das Marianas; e, em outra direcdo, a 10 km de altitude, ja foi
detectada presente no rarefeito ar atmosférico. A vida como ndés conhecemos €, no
entanto, limitada por diversos parametros fisicos e quimicos, a comecar pela
necessidade intransponivel da presenca de agua em estado liquido (DARTNELL,
2011; STEVENSON et al., 2015). Aos micro-organismos que vivem as margens dos
limites da vida se deu o0 nome de extremofilos, os habitantes dos ambientes extremos.

O estudo do metabolismo, mecanismos de adaptacdo e da diversidade de
comunidades microbianas de habitats extremos nos permite compreender os limites
da vida na Terra e vislumbrar os limites fora dela. A pesquisa com extremofilos em
conjunto com a ciéncia planetaria e a melhor compreensdo dos ambientes
extraterrestres, possibilita também um maior entendimento acerca dos limites da vida
no sistema solar e além. Estes estudos integram o campo multidisciplinar conhecido
como astrobiologia; que se propoe a estudar a origem, evolugéao, distribuicao e futuro
da vida no universo. Neste contexto, destaca-se o estudo de ambientes presentes nas
chamadas "luas geladas" do sistema solar; classe de satélites naturais com superficie
composta principalmente de gelo, porém com possibilidade de presenca de agua
liquida subsuperficial. Acredita-se, por exemplo, que Europa, lua de Jupiter possua
oceanos internos e Encélado, lua que orbita Saturno, tenha agua liquida de forma
localizada como bolsdes de agua associados a criovulcées. Em nosso planeta, os
habitats polares, artico e Antartica, delimitam a vida quanto a sua capacidade de
prosperar a baixas temperaturas e sob baixa disponibilidade de agua liquida.



27

Na Antartica, a Estacdo Antértica Brasileira Comandante Ferraz (EACF) esta
localizada nas proximidades da peninsula antartica, na ilha Rei George. As pesquisas
desenvolvidas pelo Brasil e outros paises na regido nos ultimos 30 anos, resultaram
em um avanco consideravel no conhecimento relacionado a Antartica. A diversidade
de micro-organismos na regiao tem sido explorada, ainda que de forma pontual. Ainda
assim, apenas recentemente o Comité Cientifico Internacional de Pesquisa Antértica
(SCAR) tem incentivado estudos buscando explorar os limites de adaptacdo de micro-
organismos a esse ambiente e sua distribuicéo bi-polar (Artico e a Antartica).

O isolamento de micro-organismos de habitats polares € um grande recurso
para o estudo aprofundado de suas adaptacdes. O estudo da fisiologia destes micro-
organismos permite a compreensao das alteracdes metabdlicas imprescindiveis a
sobrevivéncia sob essas condicdes limitrofes. No entanto, sabe-se em microbiologia
que apenas uma fracdo de espécies microbianas pode ser cultivada em laboratério
(um namero menor que 5% para habitats terrestres), uma limitacdo j& bastante
conhecida (STALEY; KONOPKA, 1985). Recentemente, 0s avancos de técnicas que
permitem o estudo da diversidade microbiana de forma independente de cultivo e
isolamento ganhou destaque. Esses métodos se baseiam na amplificacdo de genes
representativos de cada micro-organismo por reacéo de cadeia da polimerase (PCR),
seguida do sequenciamento massivo de todos esses fragmentos amplificados de
DNA. Desta forma, o estudo da composicao filogenética de amostras de ambientes
periglaciais, com auto grau de detalhamento, abre novas possibilidades de
compreensao da adaptacao da vida na Terra aos extremos do frio.

O objetivo deste trabalho, foi estudar a vida microbiana de regides polares sob
diferentes escopos de investigacdo, sendo eles: A) Fisiologia da adaptacéo ao frio,
com a analise da expressao diferencial de proteinas de um micro-organismo antartico,
Exiguobacterium antarcticum, sob cultivo em diferentes temperaturas e andlise de sua
sobrevivéncia a diferentes parametros fisicos simulando ambientes extraterrestres. B)
Resisténcia a condigdo de anidrobiose, com o isolamento e analise da capacidade de
micro-organismos presentes no Artico e na Antartica & dessecacio. C) Diversidade
microbiana, a partir de sequenciamento de nova geracdo, de trés estratos de
profundidade de solo permanente congelado do Atrtico.

A analise do proteoma de E. antarcticum foi desenvolvida em colaboragéo com
o Prof. Dr. Artur Luiz da Silva e o Prof. Dr. Rafael Azevedo Baralna, do Laboratério
de Polimorfismo de DNA da Universidade Federal do Pard (LPDNA/UFPA). Os
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estudos de simulacdo de ambientes extraterrestres foram realizados no Centro
Nacional de Estudos em Energia e Materiais (CNPEM) e no Laboratorio de
Astrobiologia (AstroLab) da Universidade de Sao Paulo, sob os cuidados do Dr.
Douglas Galante e do Prof. Dr. Fabio Rodrigues. O estudo com amostras do Artico
envolvendo a resisténcia a dessecacéo e diversidade microbiana foram realizados sob
co-orientacdo do Prof. Dr. Lyle Whyte, vice-diretor da Rede Canadense de
Astrobiologia e Professor do departamento de Ciéncias de Recursos Naturais, da
McGill University, Canada, com auxilio de bolsa do programa Ciéncia Sem Fronteiras
(MCTi/CNPQ/CAPES).

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo investigar a microbiologia de ambientes
polares sob diferentes escopos, compreendendo da fisiologia de um isolado ao estudo
de comunidades bacterianas, visando compreender a diversidade e os mecanismos

de adaptacao ao frio e sua relagdo com o campo multidisciplinar da astrobiologia
1.1.2 Objetivos Especificos

O presente estudo foi dividido em quatro objetivos especificos:

a) Analisar o proteoma diferencial de Exiguobacterium antarcticum B7 quando
expresso em diferentes temperaturas e, juntamente com o estudo do
genoma ja completo e anotado da bactéria, elucidar os mecanismos de
adaptacao correlacionados a essas proteinas.

b) Caracterizar o perfil de sobrevivéncia dos isolados Exiguobacterium
antarcticum B7 e Planococcus halocryophilus OR1 qguando expostos a
radiagdo ultravioleta terrestre e condigbes simuladas do espago
interplanetéario e da superficie do planeta Marte.

c) Isolar e caracterizar linhagens bacterianas resistentes a dessecacao e ao
frio intenso provenientes de amostras da Antartica e do Artico canadense;

d) Realizar o estudo da diversidade microbiana de diferentes estratos

pertencentes a testemunho de solo do Artico (Ilha Axel Heiberg, Canada).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micro-organismos extremofilos e os limites da vida na Terra

Os limites fisicos e quimicos conhecidos para a existéncia da vida em nosso
planeta tem se tornado cada vez mais amplos. Como mencionado anteriormente o
anico fator até o momento identificado como imprescindivel para a vida como a
conhecemos é a 4gua em sua forma liquida. Um organismo € considerado um
extremofilo quando vive em condicdes ambientais consideradas extremas, porém
muitas vezes o que € “extremo” tende a ser avaliado sob ponto de vista
antropocéntrico. O que é extremo para 0s primeiros micro-organismos que habitaram
a Terra, a cerca de 3,5 bilhdes de anos? Embora ainda existam muitas lacunas quanto
a origem da vida na Terra, ganha forca a hipotese de que a vida pode ter surgido em
um ambiente redutor (andxico), de temperaturas e pressoes elevadas, nos arredores
de fontes hidrotermais no fundo do oceano (KURIHARA et al.,, 2011; MARTIN;
RUSSELL, 2003; SPANG et al., 2015). Nos primdrdios da historia evolutiva da vida,
todos os parametros além destes citados podem ser considerados extremos. As
variaveis ambientais comumente consideradas para categorizar um extremoéfilo séo:
temperaturas (termdfilos e psicréfilos), pH (acidéfilos e alcalindfilos), teor de sal
(haldfilos), altas pressdes (piezéfilos), radiacdo (radiotolerantes) e outros (Quadro 1).
O estudo de poliextremofilos foi recentemente usado por Harrisson (2013) para a
elaboracdo de mapas fisico-quimico dos limites da vida na Terra, chamado pelo autor
de “espaco habitavel”’ da vida (HARRISON et al., 2013). Embora os extremoéfilos sejam
encontrados dentro dos trés dominios da vida, a maioria deles pertencem aos
Dominios Archaea e Bacteria (DUARTE et al., 2012; ROTHSCHILD; MANCINELLI,
2001; SECKBACH; OREN, 2007).

Os micro-organismos extremdéfilos adaptados as condicdes de frio, foco deste
estudo, sdo classificados como psicréfilos quando a sua temperatura 6tima de
crescimento é igual ou menor que 15 °C e psicrotréficos quando a sua temperatura
Otima de crescimento € acima disso. Alguns organismos psicrotréficos possuem
grande versatilidade quanto a temperatura em que conseguem prosperar.
Exiguobacterium antarcticum tem a capacidade de se reproduzir em culturas que
variam de -3 °C até 42 °C. O estudo de habitats de baixa temperatura, e em

metabolismos bacterianos termicamente versateis, € até mesmo utilizado para a
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prospeccdo de enzimas adaptadas ao frio que possam vir a ser Uteis pela industria
em processos biotecnolégicos. Até o momento o micro-organismo Planococcus
halocryophilus, assim como o género Exiguobacterium constituinte da ordem
Bacillales, é o extremdfilo capaz de crescer e se dividir na menor temperatura
conhecida igual a -15 °C, e se mantém metabolicamente ativo até -25 °C em solos
permanentemente congelados do &rtico canadense (MYKYTCZUK; WILHELM;
WHYTE, 2012).

Parametro Extremofilo Limites de crescimento Exemplos
Hipertermofilo >85°C Pyrolobus fumarii (113 °C)
Termofilo 45~85°C Synechoccus lividis
Temperatura T
Psicrofilo <15°C Psychrobacter sp.
Psicrotréfico <15 °C (6timo: 20 °C) E. antarcticum
H Acidofilo pH<5 Cyanadium caldarium (pH 0)
p e . .
Alcalinofilo pH > 8 Bacillus firmus
Salinidade Haléfilo 2 ~5M NaCl Familia Halobacteriaceae
(Archaea)

Pressdo Piezofilico > 400 atm Shewanella oneidensis
Dessecagédo Xerofilo aw<0.8 Trichosporonoides nigrescens
Radiacéo Radiotolerante Até 60 Gy/hora Deinococcus radiodurans

L Anaerdbico Sem O, Methanococcus jannaschii
Oxigénio : - S —
Microaerdfilo Niwveis baixos de O, Clostridium sp.
Oligotroéfico i i
Nutrientes g Crescimento em hébltats Nitrosopumilus (Archaea)
Ultraoligotréfico depletados de nutrientes

Quadro 1 - Resumo dos parametros fisicos e quimicos que definem um organismo extremofilo.
Adaptado de (Duarte, 2012) e Rothschild (2001)

A pesquisa com extremofilos permite também a compreenséo dos limites da
vida dentro de nosso planeta. Muitos desses estudos sdo abordados dentro do campo
multidisciplinar da Astrobiologia - o estudo da origem, evolucao, distribuicdo e futuro
da vida no universo - visto que a historia da vida na Terra se desdobrou conjuntamente
com a evolucao do clima e geoquimica do planeta em si. Relacionando os limites e a
distribuicdo da vida na Terra podemos também vislumbrar seus limites fora dela (DES
MARAIS et al., 2008).

Em um trabalho de 2008, pesquisadores ligados ao NASA Ames Research
Center, sugeriram temas cientificos principais a serem abordados pela astrobiologia.

Dentre as &reas de maior interesse destaca-se a investigagdo sobre a possibilidade
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da vida microbiana sobreviver e evoluir em ambientes extraterrestres (DES MARAIS
et al., 2008).

Dentro do contexto de habitats considerados frios e secos, alguns estudos
mostraram que o permafrost encontrado em diversos locais na Terra pode ser
comparado com o solo congelado de Marte, o que nos leva a questionar a
possibilidade de que micro-organismos encontrados na Terra podem ser compativeis
com o ambiente marciano. Além disso, ha a possibilidade de agua liquida em Marte,
em aquiferos subterraneos, e evidéncias de veios de agua superficial enriquecida com
sais de perclorato, molécula recentemente detectada pelas recentes missdes
espaciais a explorar esse planeta (DAVILA et al., 2010; MCEWEN et al., 2014; OJHA
et al., 2015).

A sexta lua de Jupiter, Europa, também apresenta grande potencial de
representar um ambiente favoravel a vida. Esse satélite, pouco menor que a lua
terrestre, atraia a atencao de pesquisadores por possuir uma superficie relativamente
lisa quando comparada com outras luas e planetas esculpidos por inimeras
formacdes geoldgicas. InformacBes mais precisas acerca da natureza de Europa
foram obtidas com a chegada da sonda Galileo em 1995. As evidéncias indicaram que
Europa possui um nucleo ferroso, envolto por um manto rochoso e mais acima uma
camada de 100 km de agua. Essa camada externa de agua, por sua vez, € composta
por uma crosta de gelo de até 10 km e um oceano de agua salgada logo abaixo que
teria cerca de duas vezes o volume dos oceanos terrestres (ANDERSON et al., 1997).
A existéncia de forcas de maré, que sao reflexo da atracdo gravitacional exercida por
Jupiter, sdo a principal explicacdo para a existéncia de agua liquida. Especula-se
ainda que no fundo do oceano devam existir fontes hidrotermais similares as
encontradas na Terra e que aqui suportam um ecossistema independente da luz solar.
Estudos recentes apontam também que o oceano de Europa pode ser rico em
oxigénio, originario da hidrolise da agua que acontece em sua superficie, fruto da acao
de raios solares (HAND; CARLSON; CHYBA, 2007). Muito ainda h4 o que se
desvendar em nosso sistema solar, missdes exploratérias além de marte séo custosas
e demoradas, mesmo que o desenvolvimento de futuras tecnologias possa vir a
“encurtar distancias” (SHAWYER, 2015). Ainda assim, recentemente a sonda Cassini,
gue vem explorando o sistema de Saturno durante uma década, detectou nuvens de
vapor de agua provenientes da pequena lua Enceladus, e mais além, gerou dados

que sugerem que ha um mar de cerca de 10 mil quildbmetros cubicos de agua,
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aproximadamente o tamanho do Lake Superior (EUA-Canadd), abaixo da crosta
congelada de seu polo sul (IESS et al., 2014).

Alguns trabalhos tém sido realizados envolvendo a sobrevivéncia de micro-
organismos sob condi¢des que simulam outras regides do sistema solar, selecionando
parametros ambientais como a radiagdo ultravioleta, ciclos de congelamento e
descongelamento, composicdo de gases presentes na atmosfera, pressédo e
composi¢do quimica do meio. Recentemente foi demonstrado que arqueias
metanogénicas do permafrost siberiano nestas condigbes apresentaram 90% de
sobrevivéncia, sugerindo grande resisténcia por parte deste organismo as condi¢cées
marcianas (MOROZOVA; MOHLMANN; WAGNER, 2007). Outros estudos procuram
ainda expor os micro-organismos a condicfes extremas presentes na baixa orbita da
Terra, com experimentos realizados na Estacdo Espacial Internacional ou nas
camadas mais externas da atmosfera do planeta com o uso de balées (OLSSON-
FRANCIS; COCKELL, 2010).

O Brasil é um pais atuante no campo multidisciplinar da astrobiologia e vem se
destacando nas Uultimas décadas com um aumento no numero de projetos,
publicacdes e instalacdes dedicadas a pesquisa de ponta na area (RODRIGUES et
al., 2012), dentro do ambito do PROANTAR (Programa Antartico Brasileiro) e pela
grande diversidade de biomas que compde seu territorio (DUARTE et al., 2012).

2.2 A bactéria Exiguobacterium antarcticum

O género Exiguobacterium é formado por bactérias anaerdbias facultativas, de
baixo teor de C-G, e compde a ordem Bacillales de bactérias gram-positivas do Filo
Firmicutes. Varias cepas de Exiguobacterium possuem propriedades Unicas de
interesse para aplicacdes em biotecnologia, como biorremediacdo, indastria e
agricultura (VISHNIVETSKAYA; KATHARIOU; TIEDJE, 2009). Esse género possui
grande variedade de cepas isoladas de ambientes diversos, de notavel contraste,
muitos deles considerados extremos. Exiguobacterium profundum, halotolerante e
moderadamente termofilica foi isolada de fontes hidrotermais a cerca de 2.600 metros
de profundidade na Dorsal do Pacifico Oriental (CRAPART et al., 2007). A linhagem
também termofilica de Exiguobacterium sp. AT1b, foi isolada de uma fonte termal do
parque nacional de Yellowstone, Estados Unidos (VISHNIVETSKAYA et al., 2011). A

cepa TC38-2b foi encontrada em solos contaminados por mercurio na Ucrania
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(BOGDANOVA et al., 1998). Este género também possui linhagens adaptadas a
ambientes periglaciais, e se mostrou presente de forma significativa em amostras de
permafrost da Sibéria (RODRIGUES; TIEDJE, 2007). Na Antartica, a bactéria
psicrofilica Exiguobacterium soli foi isolada de amostras de solos de morainas nos
Vales Secos de McMurdo (CHATURVEDI et al., 2008).

BM-1 (AY635864) compost, Greece

811 SB12K-2-2 (AF479360) glacial ice, Sajama, Bolivia
100L g acetylicum” DSM 20416 (X70313) creamery waste, UK

E. indicum’ IAM 15368 (AJ846291) glacial ice, Himalayas, India

B01 (AB219055) vinegar fermentation, Japan
— E. artemiae’ DSM 16484 (AM072763) caned cysts of brine shrimp

A19 (EU282457) potato stem, Austria

TC38-2b (EU282459) soil, Carpathian M i Ukrai

E. sibiricum 7-3 (X86064) permafrost, Northeast Russia

5138 (AY831656) permafrost, Northeast Russia
E. sibiricum" 255-15 DSM 17290 (CP001022) permafrost, Northeast Russia
88 Arctic-P28 (AY573050) soil, Svalbard, Norway
H‘OQ{‘ E. oxidotolerans’ JCM 12280 (AB105164) fish drain, Japan

NB-52 (AY6268386) sediment, Ningbo Seashore, East China Sea

4 100 E. antarcticum’ DSM 14480 (AJ297437) microbial mat, Lake Fryxel, Antarctica
E. sol" JCM 14376 (AY864633) moraine, Dry Valley, Antarctica
g7|f E. undae 190-11 (AY444838) permafrost, Northeast Russia

E. undae’ DSM 14481 (AJ344151) pond water, Germany
FB165 (AY259521) cocked vegetables, Italy
BTAH1 (AY205564) degradation of atrazine, China
I~ NG-55 (DQ407715) hot spring, Narrow Gauge, YNP, USA
Colo.Road (AY047481) microblal mat, Pinkerton Hot Spring, Colorado, USA
— SA10 (AY864659) Sub-Antarctic region
India.orange (DQ407721) hot pool, Kunds, India
AT1b (DQ302410) hot spring, Angel Terrace, YNP, USA
AT4 (DQ407713) hot spring, Angel Terrace, YNP, USA
M37 (DQ407714) hot spring, Mushroom pool, YNP, USA
—— AT1 (DQ407712) hot spring, Angel Terrace, YNP, USA
E. profundum’ DSM 17289 (AY818050) deep-sea hydrothermal vent, East Pacific Rise
E. aestuaril’ DSM 16306 (AY594264) sea mud, Daepo Beach, Yellow Sea, Korea
Clone T6-7 (AF526924) environmental sample, Mars Odyssey spacecraft
JL-48 (AY745851) sea water, Chinese Marginal Sea, China
E. marinum’ DSM 16307 (AY594266) sea water, Daepo Beach, Yellow Sea, Korea
g4r E. aurantiacum’ DSM 6208 (X70316) potato wash effluent, UK
Unidentified bacterium Z28 (AF275715) water, Hailaer Soda Lake, China
810 (EU315251) air, Big Island, Hawaii
India.stream (DQ407720) hot stream, Tasa River, India
E. mexicanum' DSM 16483 (AMO72764) caned cysts of brine shrimp
GIC31 (EU282458) glacial ice, Greenland
Clone SB-22 (AF029046) benzene mineralizing consortium, Guaymas Basin, Mexico
E. aurantiacum ATCC 49676 (EU282460) source unknown

9 Bacillus benzoevorans NCIMB 12555 (X60611)
_E_ Bacillus 15 (AY043084)
u 93! Bacillus siralis 171544 (AF071856)

Bacillus subtilis" NCDO 1769 (X60646)
Baciilus halodurans’ DSM 497T (AJ302709)

100]

78]

0.01

Figura 1 - Relagdes filogenéticas do género Exiguobacterium. Arvore foi produzida pelo método de
neighbor-joining. Valores de bootstrap foram baseados em 1000 repeticbes. A barra de escala
representa 0,01 alteracdo por posicdo de nucleotideo. Fonte: Adaptado de Vishnivetskaya (2009)

by

Entre as bactérias de adaptadas a ambientes frios, destaca-se a bactéria
psicrotréfica Exiguobacterium sibiricum 255-15 isolada de sedimentos antigos de
permafrost da Sibéria norte-oriental, congelados entre 2 a 3 milhdes de anos
(RODRIGUES et al., 2006; VISHNIVETSKAYA et al., 2000). Além do interesse por ter

sido isolada de amostras do pleistoceno, Exiguobacterium sibiricum, também possui
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grande amplitude térmica de crescimento, e tem sido estudada quanto a sua
adaptacdo térmica. Rodrigues (2008) procurou investigar o topico sob aspectos
molecular, com o sequenciamento completo do genoma da bactéria e transcriptoma
através de técnicas de Microarranjo. Os resultados revelaram poucos genes
expressos diferencialmente entre 4 °C e 28 °C. No entanto, entre - 2,5 °C e 39 °C, 0s
extremos da capacidade de crescimento desta bactéria, diversas adaptacdes
fisiolégicas e metabodlicas associadas a respostas de estresse foram reportadas
(RODRIGUES et al., 2008). Analise do proteoma simples, nao-diferencial desta
bactéria, porém feita a partir de lisados de células inteiras cultivados a 4 °C e 25 °C
identificou mais de 256 proteinas. Trés proteinas homologas a cold shock proteins
(CSPs), apesar de serem expressas a hiveis semelhantes nas duas temperaturas,
correspondiam a cerca de 10% do total de proteinas solUveis da célula em ambos os
casos. Outras proteinas, ndo caracterizadas, sintetizadas apenas a 4 °C podem entédo
fazer parte do mecanismo de adaptacdo que as células recorrem para se adaptar as
temperaturas préximas ou abaixo de zero (QIU; KATHARIOU; LUBMAN, 2006).

A Exiguobacterium antarcticum foi isolada e descrita por Fruhling (2002), a
partir de amostras de biofilme presentes no Lake Fryxell, um lago com uma cobertura
permanente de gelo de 19 metros de profundidade no vale de Taylor, oeste da
Antartica (LAWRENCE; HENDY, 1985). Essa linhagem foi nomeada H2" (DSM
14480T; EMBL: AJ297437). Andlises de relagdes filogenéticas a partir do gene rRNA
16S indicam que E. antarcticum H2'T faca parte do mesmo agrupamento de E.
sibiricum dentro do género Exiguobacterium, tendo como grupo irméo a bactéria E.
soli, isolada da regido desértica de McMurdo Dry Valleys, Antéartica (Figura 1). E.
antarcticum H2T forma coldnias laranjas de 2 + 3 mm em placas de Agar Triptona de
Soja (TSA), depois de 2 dias a 25 °C. Os isolados sdo moveis, com flagelos
peritriquios. E possuem o formato de bastonetes que variam em tamanho e forma, de
1+ 2 por 3 +0 um quando na fase exponencial a0 + 4 por 1 + 5 um na fase estacionaria
(BRAMBILLA et al.,, 2001; FRUHLING et al.,, 2002). Esta espécie € um modelo
relevante para o estudo da capacidade microbiana por sobreviver e proliferar dentro
de uma ampla variacdo de temperaturas, que variam de -3 °C a 42 °C, sendo
considerada uma bactéria psicrotrofica com uma temperatura 6tima de crescimento a
37 °C (DALL'AGNOL et al., 2014; RODRIGUES et al., 2006).

A linhagem Exiguobacterium antarcticum B7, utilizada ao longo deste estudo,

foi isolada no Laboratério de Ecologia de Micro-organismos (LECOM) da USP, no
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ambito do Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR), a partir de um biofilme
bacteriano coletado no lago Ginger, formado por agua de degelo (62° 10' S e 58 ° 25'
0), nas proximidades da Estacdo Antartica Brasileira Comandante Ferraz. Esse
isolado foi identificado com base em sua morfologia, bioquimica, coloracdo de Gram
e andlise do gene que codifica o0 RNA ribossomal (rRNA) 16S. Esta cepa foi
sequenciada pela plataforma de sequenciamento de alto rendimento SOLID (Life
Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), e as bibliotecas gendmicas formadas
a partir de uma metodologia combinada de dois sequenciamentos (mate paired e
fragmentos Unicos) para a construcdo de bibliotecas genémicas. A atribuicdo de
dominios e familias de proteinas as open reading frames (ORFsS) preditas teve
anotacao de curadoria manual. O genoma de E. antarcticum B7 possui tamanho de
2.815.863 pb; um conteudo de G-C igual a 47.48%; 2.772 coding sequences (CDSs);
9 rRNA operons; 66 tRNAs; 52 ncRNAs; e 76 pseudogenes (CARNEIRO et al., 2012).

2.3 Micro-organismos psicrofilos, psicrotréficos e seus mecanismos de
adaptacéo ao frio

Temperaturas frias, na realidade, ndo sdo uma excec¢éo no planeta Terra visto
gue 90% de seus oceanos possuem uma temperatura média de 5 °C ou menos do
gue isso (RUSSELL, 1990). O fato de que a vida microbiana € comum em lugares téo
extremos da Terra como a Antartica, ampliou o escopo de ambientes em que sabemos
que é possivel a vida se adaptar.

Em temperaturas frias, os micro-organismos se adaptam com modificagdes que
visam preservar a estrutura celular e manter o funcionamento das rea¢des quimicas
necessarias a vida, ndo so ao frio, mas também ao congelamento. Em areas em a
amplitude térmica anual oscila entre o ponto de congelamento da agua, comunidades
microbianas devem se adaptar também a ciclos de congelamento e descongelamento;
a estacdes onde agua liquida esta disponivel e em que a agua esta completamente
congelado (SABACKA; ELSTER, 2006). Apesar de muitos mecanismos de adaptacéo
nao serem comuns a todos os seres vivos, as pressdes ambientais causadas pelas
baixas temperaturas sao globais. Essas pressdes e 0s mecanismos de adaptacao
descritos na literatura, estdo sumarizados no Quadro 2 e discutidos com maior

profundidade em seguida.
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Estresse Mecanismos de adaptacéo Moléculas envolvidas
Diminuicéo da fluidez da ModificacGes estruturais na Sintese de acidos graxos
membrana celular membrana celular insaturados/dessaturases
Reducéo da temperatura de Solutos intracelulares,
Congelamento do citoplasma congelamento, estabilizacdo de transportadores de membrana,
macromoléculas proteinas anticongelantes, trehalose
Redugdo na atividade de Expressdo positiva ou negativa de Proteinas ligantes de RNA e
transcricéo e traducédo genes helicases, proteinas cold-shock

Catalases, peroxidases,
oxidoreductases e dissacarideos ndo-
redutores

Aumento de espécies reativas de Producao e acumulo de
oxigénio (ROS) antioxidantes

Alteracdes na composicao de
proteinas; Reducédo de pontes de
hidrogénio

Reducdo da eficiéncia catalitica Reducdo da temperatura 6tima
de proteinas e enzimas catalitica a baixas temperaturas

Quadro 2 - Principais desafios e adaptacées comuns a sobrevivéncia de micro-organismos em baixas
temperaturas.Fonte: Do autor.

Membrana celular: Além de alteragBes na maquinaria celular induzidas pelo
frio, varias outras respostas a esse estresse mantém a viabilidade microbiana. Nessas
condicbes a membrana celular passa a ser composta por uma maior quantidade de
acidos graxos insaturados e ramificados de modo que sua fluidez se mantenha
mesmo sob baixas temperaturas (RODRIGUES; TIEDJE, 2008). Além disso, um
grande numero de bactérias da Antartica contém pigmentos carotenoides na
membrana celular. Esses pigmentos podem ter um papel na fluidez da membrana,
servindo como um agente mantenedor de sua fluidez em caso de quedas bruscas de
temperaturas, até que acidos graxos poli-insaturados possam ser produzidos. Esses
pigmentos também parecem ter funcdo de fotoprotetores, de moléculas ativas no
processo de transferéncia de energia em organismos fotossintetizantes e
neutralizante de moléculas oxidativas (BRITTON, 1995).

Crioprotecdo: Em temperaturas abaixo de zero a agua pode nao congelar
permanecendo em um estado super-resfriado ou em misturas salinas. Em ambientes
em gue agua se encontra completamente congelada, a capacidade de micro-
organismos de habitar o gelo e permafrost, mantendo seu metabolismo ativo, tem sido

associada a presenca de microcadmaras de agua liquida. Esses micro-habitats sé&o
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formados por agentes anticongelantes secretados pelas células, o que permite a troca
de moléculas entre o0 meio intra e extracelulares (JOHNSON et al., 2007). A agua
liquida em temperaturas proximas de 0 °C sofre alteragcdes em multiplas propriedades
como viscosidade e grau de ionizacdo, sendo o Ultimo, critico para o metabolismo
celular visto que os ions H+ e OH- sdo cruciais para as reac¢des quimicas que definem
a vida, como por exemplo, as reac¢des de hidrolise e 6xido-reducao. Essas alteracdes
também trazem distUrbios no balanco osmotico da célula acarretando em perda de
agua para o meio externo. Como contrapartida foi observada a producéo de solutos
intracelulares que compensam esse efeito, de forma similar a resposta causada pelo
aumento na concentragdo de sais no ambiente externo (BORRISS et al.,, 2003).
Ambientes polares séo regides com amplitude térmica diaria menos intensas quando
comparada com as regides intertropicais. No entanto, a temperatura pode variar
frequentemente dentro da faixa de temperatura de congelamento da agua, induzindo
ciclos de congelamento e descongelamento na superficie terrestre, lagos e em
habitats marinhos costeiros.

Proteinas e enzimas: A manutencdo da atividade celular em baixas
temperaturas, e sua resisténcia a choques térmicos, tem sido também relacionada a
expressao de proteinas celulares induzidas pelo frio conhecidas como Cold Induced
Proteins (CIPs). Dentro destas proteinas, e relacionada a aclimatacdo em condicdes
de queda de temperatura foram caracterizadas as Cold Shock Proteins (CSPs).

Proteinas relacionadas a mecanismos vitais ao funcionamento celular em
bactéria também parecem sofrer adaptacdes especificas visando a manutencéo de
sua atividade em temperaturas frias. Estudos sobre a estrutura e modificacdo de
enzimas de bactérias adaptadas ao frio, quando comparadas com seus homologos
em bactérias mesofilicas e termofilicas mostraram que a flexibilidade destas enzimas
€ o resultado de uma combinacao de diversas caracteristicas, incluindo um nimero
maior dos aminoacidos glicina e lisina e um numero reduzido de residuos de prolina e
arginina em sua composicdo primaria. Em suas estruturas secundarias e terciarias
observou-se um aumento do numero de cadeias laterais hidrofébicas que séo
expostas ao solvente, aumento do nucleo hidrofébico, e enfraquecimento das ligagdes
intramoleculares (GIANESE; BOSSA; PASCARELLA, 2002).

O processo de transcrigdo do DNA e traducdo do RNAm também é afetado em
Escherichia coli crescendo em temperaturas suboétimas, quando foi verificado a super-

expressdo de cerca de 13 proteinas contendo um dominio conservado responsavel
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por se ligar ao DNA. As proteinas possuidoras deste dominio deu-se o nome de cold
shock proteins, e a delecdo de seus genes codificantes inibe o crescimento da bactéria
em temperaturas frias (PHADTARE, 2011). Essas proteinas, classificadas também
como chaperonas, por influenciarem o dobramento de macromoléculas, assumem
multiplas fun¢des como por exemplo a de uma helicase auxiliando no desdobramento
do DNA durante a transcricdo, estabilizando moléculas de RNA e auxiliando na
traducéo e degradacdo de RNAmM (PHADTARE; INOUYE; SEVERINOV, 2002). Outras
proteinas como a chaperona DnaK, tem a funcdo de auxiliar no dobramento e
desagregacao de proteinas ja traduzidas afetadas pelo frio (LELIVELT; KAWULA,
1995).

2.4 Mecanismos de adaptacéo a dessecacao (anidrobiose) em bactérias

Além das baixas temperaturas, as regides polares também tém como
caracteristica baixas taxas de umidade, sendo a Antartica a regido mais extrema ja
que é mais fria (temperaturas que chegam a — 60 °C) e mais arida (taxas de umidade
gue vao de 10 a 1%) (MARGESIN; MITEVA, 2011). Ainda assim, os solos congelados
da Terra possuem uma biodiversidade de micro-organismos consideravel, que
representa as formas de vida mais antigas do planeta, e que por sua vez vem sendo
cada vez mais estudada (STEVEN et al., 2006). A capacidade de sobreviver a um
ambiente seco, como encontrado nos polos da Terra, leva 0s micro-organismos a uma
condicdo conhecida como anidrobiose. Esse estado de estresse hidrico €
caracterizado pela reducéo extrema do metabolismo mensuravel do micro-organismo,
e outras adaptacdes fisiologicas (Quadro3) (BILLI; POTTS, 2002).

De acordo com evidéncias experimentais, as bactérias gram-positivas sdo a
maioria dos procariotos resistentes a dessecacdo. Recentemente, o acumulo
intracelular de Mn?* foi proposto como um dos mecanismos principais relacionados
com a protecdo de proteinas contra danos oxidativos apdés dessecacao
(FREDRICKSON et al.,, 2008). Outra estratégia de sobrevivéncia observada
experimentalmente € o acimulo de dissacarideos néo redutores, tais como sacarose
e trehalose (CLEGG, 2001). Estes aclcares possuem a funcdo de protecdo das
macromoléculas intracelulares, formando pontes de hidrogénio normalmente
formadas pela agua e impedindo a desnaturacédo de proteinas de forma irreversivel
(GARCIA, 2011).
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Estresse Mecanismos de adaptacéo Moléculas envolvidas
Fuséo e posterior ruptura da Protecdo da ponta hidrofilicado  Sintese abundante de dissacarideos
membrana celular fosfolipidio nao-redutores
. e . Proteinas LEA, Metilamoni
Colapso do citoplasma e Vitrificagdo do citoplasma, roteinas v VIELamonio €
S . o . metilsulfonio, anidrinas, trehalose e
aglutinacédo de proteinas estabilizacdo de macromoléculas . .
outros dissacarideos
Oxidacdo pelo ar atmosférico Sintese de antioxidantes Mn2+ e peroxidases
Danos ao DNA Mecanismos de reparo ao DNA Recombinases
Danos estruturais as proteinas Correc¢des na conformacéo da Expressdo de HSPs e outras
recém-expressas estrutura terciaria de proteinas chaperonas

Quadro 3 - Principais desafios e adapta¢des comuns a sobrevivéncia de micro-organismos sujeitos a
dessecacéo. Fonte: Do autor.

Existem também uma classe de proteinas descobertas recentemente
conhecida como proteinas LEA (late embryogenesis abundant) que também estao
envolvidas na tolerancia a dessecacdao em plantas e invertebrados. LEAs nao
possuem estrutura definida e sdo bastante hidrofilicas. Essa propriedade parece
permitir que elas funcionem como um escudo molecular, dificultando a agregacéo do
acervo proteico da célula. Foi mostrado que em determinada concentracdo uma LEA
de nematoide é capaz até mesmo de inibir a agregacao do proteoma total do verme
durante a dessecacdo in vitro (CHAKRABORTEE et al., 2007). Além disso, essa
classe de proteinas também é encontrada em micro-organismos extremdfilos que
tiveram seu genoma sequenciado, como por exemplo bactérias do género
Exiguobacterium, mas sua importancia para a resisténcia a dessecacdo e sua
distribuicdo dentro de comunidades microbianas ainda ndo foram estudas.

Proteinas comumente conhecidas como heat shock proteins (HSP),
chaperonas assim como as cold shock proteins citadas anteriormente, sao
comumente expressas quando a célula se encontra em estresse térmico e também
sdo super-expressas e parecem ter funcdo relevante na tolerancia a dessecacao
(FRANCA; PANEK; ELEUTHERIO, 2007). Outra necessidade para a sobrevivéncia do
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organismo é a protecdo de seu DNA e implementac&o de mecanismos de reparo apés
a dessecacdo (TANAKA et al., 2004). Atividades enzimaticas adicionais parecem ser
necessarias para a recuperacado de danos, tais quais modificacbes covalentes na
estrutura do DNA e rupturas da dupla fita, que devem ser corrigidos com a retomada
do metabolismo posterior a reidratacdo (SHIRKEY et al., 2003).

Mais recentemente foi demonstrada a correlagéo entre tolerancia a dessecacao
e resisténcia a radiagdo ionizante em Deinococcus radiodurans (SLADE; RADMAN,
2011). Esta evidéncia sugere a hipétese de que a tolerancia a dessecacdo e
resisténcia a radiacdo poderia ser fisiologicamente regulada por mecanismos
semelhantes. Em um trabalho subsequente foi demonstrado que dos 72 genes que
foram regulados positivamente durante a primeira hora depois de uma dose sub-letal
de radiacdo ionizante, 33 desses genes também foram altamente induzidos em
culturas que estavam em processo de recuperacao de dessecacao (TANAKA et al.,
2004). Além disso, novas espécies bacterianas isoladas em camaras de montagem
de naves espaciais, esterilizadas com altas doses de radiacdo, mostraram também
elevada tolerancia a dessecacdo (VENKATESWARAN et al., 2003).

No artico, pesquisadores ligados a McGill Arctic Research Station (M.A.R.S.)
identificaram comunidades microbianas dentro de nascentes salinas e em solos de
permafrost (solos permanentemente congelados) (NIEDERBERGER et al., 2010;
POLLARD et al., 2009). Para estudar a composicdo de grupos de micro-organismos
em um habitat e melhor compreender detalhes da fisiologia relacianada a sua
resisténcia, os pesquisadores tém como estratégia a utilizacdo de diversas técnicas
de isolamento e cultivo que permitem o isolamento de espécies para sua melhor
caracterizacdo. No entanto, nenhuma pesquisa recente procurou entender essa
diversidade usando as técnicas conjuntas de isolamento e caracterizacdo de micro-
organismos psicréfilos e xeroéfilos (resistentes a anidrobiose), visando comparar
isolados provenientes dos dois polos do planeta, o Artico e a Antartica. Na literatura
esta comparagdo entre os polos existe, mas ndo envolvendo xeréfilos, e em geral
empregando diferentes metodologias que podem gerar diferengas importantes no

processo comparativo.
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2.5 Ambiente periglacial e permafrost na Terra e em Marte

Ambientes periglaciais sdo ambientes associados a uma ampla gama de
condicbes de clima frio, como efeitos do congelamento e descongelamento,
precipitacdo em forma de neve e seus efeitos de intemperismo. Esses ambientes ndo
pertencem a geleiras, e sao classificados assim independentemente da proximidade
com geleiras passadas ou presentes. Estima-se que um quarto da Terra experimenta
condicBes periglaciais em algum momento do ano (FRENCH, 2013). Em um ambito
maior, se usa o termo criosfera, parte da crosta e hidrosfera da Terra sujeitas a
temperaturas abaixo de 0 °C, ou em resumo, ambientes periglaciais e glaciais. O uso
do termo “criosfera” esta mais associada aos estudos do gelo e sua distribuicdo no
planeta, suas modificacbes ao longo do tempo e relacdo com variacdes climaticas
(PARKINSON, 2006).

O permafrost € um elemento central do estudo da geomorfologia periglacial,
definido por solo (terra ou rocha com gelo e material organico incluso) que permanece
a ou abaixo de 0 °C durante pelo menos dois anos consecutivos (FRENCH; THORN,
2006; VAN EVERDINGEN, 1998). No Hemisfério Norte a area considerada propensa
a ter permafrost esta estimada em cerca de 12,8% a 17,8% da area de terra exposta.
Ja no hemisfério sul, o continente Antartico pode ser considerado em sua totalidade
como propicio a formacao de permafrost, no entanto nesse caso o solo estaria muitas
vezes abaixo de quildometros de gelo sendo classificado como permafrost subglacial,
protegido de flutuacfes sazonais de temperatura (ZHANG et al., 2000). No entanto, o
solo ndo precisa necessariamente estar congelado para ser considerado permafrost
ja que o ponto de congelamento da dgua pode variar de acordo com parametros como
pressdo e salinidade. Da mesma forma a concentracdo de agua nao é considerada
na classificacdo de um solo como permafrost. Sendo assim, todo solo perenemente
congelado é permafrost, mas nem todo permafrost € perenemente congelado
(EVERDINGEN, 1976)

O solo de regides de permafrost por sua vez, séo classificados tradicionalmente
em: “camada ativa” regido préxima a superficie que derrete no verdo e recongela no
inverno e que pode ter de alguns centimetros até dois metros de profundidade.
VariacOes sazonais de temperatura sdo atenuadas com a profundidade e se limitam
a esta camada. Abaixo dela se encontra o permafrost propriamente dito, camada que

permanece congelada durante todo o ciclo anual (GILICHINSKY, 2002). Essa
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classificacdo, no entanto, muitas vezes se torna confusa ja que, como citado, ndo
necessariamente o permafrost precisa estar congelado. Mais recentemente, foi
proposta uma "camada transitoria" entre a parte superior do permafrost e a base da
camada ativa (SHUR; HINKEL; NELSON, 2005). Essa regido do solo, corresponderia
entdo a camada que se mantém abaixo de 0 °C, assim como o permafrost, mas que
pode passar por ciclos de congelamento em frequéncias maiores. A camada de
interface sofre assim influéncia das duas camadas.

Hoje a presenca de solos poligonais em ambientes periglaciais é reconhecida
como uma marca da presenca de gelo subterraneo e permafrost, tanto na Antartica
quanto no Artico aonde essas estruturas pode chegar a até 40 metros (FRENCH,
2013; JORGENSON; SHUR; PULLMAN, 2006). Essas formacdes, muitas vezes sao
acompanhadas de cunhas de gelo subterraneas, resultado de processos
razoavelmente bem compreendidos (FORTIER; ALLARD, 2005; MACKAY, 1980;
MACKAY, 1972). Poligonos acima de cunhas de gelo, em geral, possuem margens
elevadas em relacdo ao seu centro, e séo classificados como poligonos de baixo
centro (Figura 3A). O processo comeca durante o inverno, onde as baixas
temperaturas causam a contracdo térmica do solo e induzem a formacao de redes de
rachaduras que se interconectam em estruturas poligonais. Esse fenbmeno pode ter
magnitude o suficiente para que, durante o inverno artico, sejam relatados sons
similares a trovdes vindos a partir do solo acompanhados de perceptiveis tremores de
terra (FRENCH; THORN, 2006). Com a chegada das estacfes mais quentes do ano,
essas pequenas fraturas no solo séo preenchidas por agua liquida que se infiltra pela
superficie aonde congelara com chegada do proximo inverno. Esse processo tende a
se repetir novamente, as fissuras formam falhas naturais que podem ser reabertas
durante as estacdes em que a variagcao de temperatura provoca novo tensionamento
do solo (PLUG; WERNER, 2002). A profundidade das fraturas também tende a
aumentar a cada ciclo, assim como sua largura, o que faz com que ela cresce em
espessura mais em seu topo, aberto a mais tempo. Anos de re-abertura das fissuras,
preenchimento por agua e recongelamento transforma as fraturas em estruturas

tridimensionais em forma de cunha, denominadas cunhas de gelo (Figura 2).



43

e A AN AT B o ST A, - A5 AN N IS T\ N

ASNIAS NS INS DN o
KRR CAUNSY

2N NN NN 2N NN >

camada

ativa 7/
SATNN DN

congelado

descongelado - — — —
v o e AROT s > A %

O O W O Y O

5 '-.,0

|<— permafrost——'

1.%inverno 1.° outono 500.°inverno 500.° outono

Figura 2 - Processos de fratura e subsequente formacédo de cunhas de gelo estratificadas por ciclos de
congelamento e descongelamento repetidos; sedimentos deslocados se curvam para cima. Fonte:
Adaptado de Lachenbruch (1962).

A ocorréncia do mesmo padrao de solo poligonal em Marte, tem chamado a
atencdo da ciéncia ha algumas décadas (Figura 3B) (PECHMANN, 1980). A
classificacdo detalhada dessas estruturas em Marte foi possivel com o langcamento de
orbitadores capazes de obter imagens em alta resolucdo de sua superficie (MALIN;
EDGETT, 2001; MCEWEN et al., 2007). Os solos poligonais descritos em Marte sao
bastante heterogéneos, de diferentes organizacdes e tamanhos que devem
corresponder a diferentes processos de formacao (LEVY; HEAD; MARCHANT, 2009;
LEVY; MARCHANTB; HEAD, 2010; MANGOLD, 2005). Esses estudos também
concluiram a correlacdo de solos poligonais relacionados com o gelo de permafrost
com a latitude do planeta, concentrada em depdésitos localizados em ambientes de
circumpolares ou de alta altitude (KRESLAVSKY; HEAD, 2000; MUSTARD; COOPER,;
RIFKIN, 2001). Mais recentemente, o acumulo de evidéncias da presenca de
guantidades macicas de gelo no solo superficial de Marte deu forca a teoria de que
solos poligonais de menor escala e de formacgao recente, presentes em regides de
alta latitude podem ser controlados por processos periglaciais similares aos
encontrados na Terra; consequéncia da contracdo térmica, devido as variacdes
sazonais de temperatura e ciclos de congelamento e descongelamento (BOYNTON
et al., 2002). Alguns desses solos observados em Marte tem uma geometria e
estrutura muito semelhante aos poligonos associados a formagdes de cunhas de gelo
subterraneas terrestres (MANGOLD, 2005; SEIBERT; KARGEL, 2001). Foi
identificada na bacia Argyre, hemisfério sul de Marte, poligonos de pequeno porte (até
20 metros de diametro) de margens elevadas. podem ser consequéncias de
processos congelamento e descongelamento associado agua liquida, semelhantes
aos associados na Terra a formacao poligonos de baixos centro (SOARE; CONWAY;
DOHM, 2014).
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A investigacao in situ de ambientes periglaciais foi um dos objetivos da misséo
Phoenix que pousou com sucesso em Marte em 2008 (MELLON et al., 2008; MELLON
et al., 2009; SMITH et al., 2008). Como esperado, Phoenix detectou uma mistura de
gelo e solo logo abaixo da superficie de solo poligonal (Figura 3C). A sonda também
detectou altas quantidades de sais de perclorato na composi¢ao do solo marciano.
Sais de perclorato de magnésio e de sddio poderiam reduzir o ponto de congelamento
da agua, permitindo a presenca de agua liquida na superficie do planeta e formacao
de veios de agua liquida no interior do permafrost (CHEVRIER; HANLEY; ALTHEIDE,
2009; FISCHER et al., 2014; SMITH, P. H. et al., 2009). Esse resultado reforca as
evidéncias da presenca efémera de &gua liquida na superficie de Marte
(KERESZTURI; RIVERA-VALENTIN, 2012; KERR, 2010).

Figura 3 - Comparacdo entre solos poligonais do artico canadense e Marte. Imagem A mostra vista
aérea do local de amostragem de campo poligonal em Axel Heiberg (WILHELM et al., 2012); imagem
B poligonos registrados em imagem de satélite na regi&o do polo sul de Marte (Mars Global Surveyor -
NASA); imagem C solo poligonal adjacente & sonda Phoenix Mars Lander (NASA); Imagem D descreve
a perfuracdo de testemunho de campo de solo poligonal em Axel Heiberg (WILHELM et al., 2012).
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2.6 Microbiologia do permafrost

A composicao mineral, teor de matéria organica e outras caracteristicas fisico-
quimicas variam bastante de acordo com a localidade do permafrost, assim como sua
idade de congelamento inicial. Na Antartica, aonde 99% do continente é coberto
permanentemente por gelo, estima-se que existam solos congelados ha mais de 30
milhdes de anos. No artico, o permafrost mais antigo data de cerca de 5 milhdes de
anos (GILICHINSKY et al., 2007; MARGESIN, 2008; VIEIRA et al., 2010).

Comum as amostras de permafrost ja estudadas € a presenca de micro-
organismos, muitos deles ainda viaveis o que sugere uma capacidade de adaptacéo
a esse ambiente (PRISCU; CHRISTNER, 2004). Além dos desafios intrinsecos as
temperaturas frias e ao congelamento da agua ja discutidos 0s micro-organismos
presentes neste habitat precisam lidar com a radiac&o natural do ambiente em escalas
de tempo geoldgicas, e taxas de transferéncia de nutrientes e metabdlitos
extremamente baixas. Porém, apesar de pouco dindmico, devido a baixa temperatura,
0 ambiente de permafrost ndo é estatico. Mesmo em temperaturas abaixo do
congelamento da agua acredita-se que existam pequenos veios de agua liquida que
percolam as particulas de solo, muitas vezes enriquecido com sal em uma propor¢cao
maior do que o meio circundante (LOCK, 1990). Canais de algumas dezenas de
nandémetros de 4gua liquida podem servir como um meio de aquisi¢do de nutrientes e
descarte de toxinas para colénias de micro-organismos (Figura 4) (BAKERMANS et
al., 2003; GILICHINSKY, 2002; JANSSON; TAS, 2014).
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Figura 4 - Caracteristicas de solos periglaciais em que ha ocorréncia de permafrost.O painel superior
indica diferencas quimicas em relagéo a profundidade. Os painéis inferiores mostram micro agregados
individuais do solo (marrom, camada ativa; cinza, permafrost) e micro coldnias de células bacterianas
nos poros contendo agua liquida. Fonte: Adaptado de Jansson (2014).

Os primeiros estudos com microbiologia do permafrost envolviam o isolamento
e caracterizacdo de micro-organismos. Estes trabalhos isolaram uma grande
variedade de bactérias de amostras de permafrost tanto do Artico quanto da Antartica,
de organismos heterotréficos aerébios a bactérias anaerdbicas, fixadoras de
nitrogénio, enxofre-oxidante e redutoras de sulfato (STEVEN et al., 2006). A atividade
microbiana foi também detectada in situ pela medicdo da atividade respiratéria e
liberac@o de COz2 pelo solo, assim como em laboratério medindo o fluxo de gases em
sistema fechado ou com a incorporacdo de substratos marcados (RIVKINA et al.,
2000). Essa evidencias somadas ddo suporte a teoria vigente de que os ambientes
de permafrost abrigam uma comunidade microbiana ativa, e ndo sé esporos e micro-

organismos dormentes.
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Recentemente, com o desenvolvimento de técnicas de estudo da microbiota de
forma independente de cultivo, tem sido possivel vislumbrar a amplitude da
diversidade de micro-organismos que habitam o permafrost. Dados de
sequenciamento do gene 16S rRNA de amostras de permafrost do Artico revelaram
sequéncias que refletem uma composi¢cado microbiana abundante em Proteobacteria,
Firmicutes, Chloroflexi, Acidobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes, assim como
como varios filos novos e ndo caracterizados (JANSSON; TAS, 2014; STEVEN et al.,
2007; WILHELM et al., 2012; YERGEAU et al., 2010). Esses taxa desconhecidos, por
sua vez, parecem ser tipicos de solos de permafrost. O filo Chloroflexi, por exemplo,
tem sido descrito em muitos trabalhos envolvendo permafrost, e as sequéncias
descritas para este filo ndo apresentam similaridade com grupos ja descritos dentro
de Chloroflexi (MACKELPRANG et al., 2011; WILHELM et al., 2011). Na llha Rei
George, Antartica, analise de permafrost por DGGE indicou também mudancas na
comunidade microbiana na escala de alguns milhares de anos a partir do momento
de congelamento do solo (DUARTE, 2010). Quanto a diferencas de riqueza e
diversidade, em amostras de solos periglaciais do Alaska foi reportado que a
diversidade microbiana em permafrost € menor do que na camada ativa nos locais
estudados (TAS et al., 2014). Em Deception Island, Antéartica, (BLANCO et al., 2012)
mostram gue a composicao do permafrost do local amostrado foi predominantemente
composta de Actinobacteria e Firmicutes em profundidades de 0,5 até 2 metros, e
Betaproteobacteria de 3 até 4 metros; enquanto a camada ativa se mostrou mais
diversificada com Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi e os foto autotroficos Cyanobacteria como grupos dominantes.

O estudo aprofundado da ecologia e adaptacdes fisioldgicas da vida microbiana
presente no permafrost da Terra, passa a ter relevancia ainda maior em um momento
que a exploracdo do sistema solar identifica paralelos a esses ambientes, do
permafrost de Marte detalhado no item anterior, as luas geladas e Plutdo se mostrou

indicios de atividade geoldgica recente.
2.7 Sequenciamento de nova geracdo aplicado a ecologia microbiana

O isolamento e cultivo de micro-organismos em laboratério € necessario para
0 estudo detalhado de sua fisiologia, no entanto, esse método seleciona apenas

alguns membros da comunidade, estima-se que entre 1 e 5% dos micro-organismos
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podem ser cultivados em laboratorio. Desta forma, o estudo de comunidades
microbianas por técnicas independente do cultivo, de forma indireta, pela analise do
DNA presente em amostras ambientais, se tornou uma necessidade metodolégica
(AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; TORSVIK; GOKS@YR; DAAE, 1990).

A andlise do DNA presente em amostras ambientais é realizada a partir de
genes especificos, que assumem fungéo de “cddigo de barras” para cada grupo de
micro-organismos. Em Bacteria, 0 gene central para o estudo de sua taxonomia € o
gene rRNA 16S, codificador do componente 16S de seu ribossomo. Esse gene é
bastante conservado dentro do reino, a0 mesmo tempo em que possui regides
chamadas de "hipervariaveis", de multiplos polimorfismos, que permitem a inferéncia
de relacdes filogenéticas entre organismos (Figura 5) (WARD; WELLER; BATESON,
1990; WOESE; FOX, 1977; WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). Essa metodologia
depende primeiramente da amplificacdo de regides especificas do gene rRNA 16S
por PCR. Apesar de fundamental para o estudo da ecologia de micro-organismos, é
necessaria cautela na analise da abundancia de genes amplificados em PCRs, ja que
0s mesmos podem néo refletir de forma absoluta a abundéancia relativa de DNA molde.
Essas diferencas podem ser fruto de afinidade diferencial do primer e niumero de
variavel de copias do gene rRNA 16S que cada organismo pode portar (HUGHES et
al., 2001).
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Figura 5 - Mapa de referéncia do gene 16S rRNA. Regifes hipervariaveis V1-V9 indicadas acima e os
primers citados neste trabalho abaixo do grafico. Diversidade de Shannon é plotada nos histogramas
azuis e sua média baseada em uma janela de 50 pb na linha negra. Diversidade foi calculada usando
0 banco de dados Greengenes de fevereiro de 2011. Adaptado de Chakravorty (2007) e Lundberg
(2013)

Apos a etapa de PCR, o estudo da comunidade microbiana por métodos
moleculares pode ser divididos em dois grupos: Técnicas de fingerprinting, em que

sdo analisadas diferentes propriedades dos amplicons permitindo a comparacgéo
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relativistica de comunidades; e técnicas de sequenciamento, que identifica a
composicdo e o ordenamento de nucleotideos dos amplicons e ainda possibilita a
comparacao dessas sequéncias com bancos de dados (DUARTE, 2010). Essas duas
metodologias dividiram espaco no estudo de comunidades microbianas até o recente
avanco das tecnologias de sequenciamento de DNA (VAN DIJK et al., 2014).

No fim da década 1970, Sanger e colaboradores desenvolveram o primeiro
método amplamente difundido de sequenciamento de DNA; pela incorporacao
terminal de dideoxinucleotideos marcados, associada a reacdo em cadeia da
polimerase seguida de eletroforese capilar (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).
Esse método se tornou sindnimo de sequenciamento de DNA pelos préximos 30 anos,
com essa técnica foi realizado o primeiro sequenciamento completo do genoma
humano em 2004 (CONSORTIUM, 2004). No contexto da ecologia microbiana, essa
técnica possibilita 0 sequenciamento de até centenas de fragmentos de genes 16S
rRNA por estudo. Porém, esses fragmentos necessitam ser inseridos em plasmideos
que por sua vez sdo mantidos por células hospedeiras de Escherichia coli, para a
construcdo de uma biblioteca de clones, um processo moroso e de alto custo.

Nos ultimos anos, um conjunto de novas tecnologias de sequenciamento foram
desenvolvidas, conhecidas como plataformas de sequenciamento de nova geragao
(next generation Sequencing - NGS) ou sequenciamento de alto rendimento (high-
throughput sequencing - HTS) (SHENDURE; JI, 2008). Em comum a todas as
tecnologias de NGS, destaca-se: o sequenciamento direto de amplicons (exclui a
necessidade do preparo de uma biblioteca de clones); alto volume de sequéncias
identificadas por estudo (de milhares a milhdes de reacdes de sequenciamento sao
realizadas em paralelo); realizacdo da leitura das sequéncias diretamente no aparelho
(independente de eletroforese) (METZKER, 2010; VAN DIJK et al., 2014).

Nas tecnologias de NGS, o DNA é sequenciado em sessdes, gerando
sequéncias conhecidas pelo termo em inglés reads. O comprimento maximo das
reads passou de 35-110 pb durante o lancamento dos primeiros equipamentos
disponiveis comercialmente a 300-1000 pb que podem ser obtidos com as
tecnologias atuais (VAN DIJK et al.,, 2014). Outro fator que define o potencial da
reacao de sequenciamento € o numero de bases que € sequenciada a cada corrida,
namero que pode variar milhdes até dezenas de bilhdes de bases sequenciadas. O
amadurecimento dessa tecnologia também refletiu na redugéo de seus custos, de tal

forma que o genoma humano sequenciado em 2004 por 10 milhdes de délares, pbde
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ser sequenciado em 2014 por 1000 ddlares usando a plataforma Hi-Seq X (lllumina,
Inc., San Diego, CA, Estados Unidos) (HAYDEN, 2014; SCHLOSS, 2008).

A escolha da plataforma de NGS depende de uma série de fatores, desde o
tamanho do material a ser sequenciado, custo e objetivo do estudo. A primeira
plataforma de sequenciamento massivo a se popularizar foi a 454 (Roche, Basileia,
Suica), também conhecido como pirossequenciamento (RONAGHI, 2001; RONAGHI
et al., 1996). Mais recentemente, em um cenario em constante evolucao, a plataforma
lllumina se tornou lider da industria entre as tecnologias estabelecidas de NGS,
principalmente por oferecer o menor custo por base sequenciada, maior qualidade de
sequéncias, associado a equipamentos de alto rendimento e a popularizagdo do
sequenciador de bancada MiSeq (KOZICH et al., 2013; NELSON et al., 2014).

A tecnologia de sequenciamento da Illumina funciona a partir de um processo
conhecido por amplificacdo em fase soélida associado a sequenciamento por sintese
(sequencing-by-synthesis). Essa técnica comeca com a preparacao de bibliotecas de
amplicons (ou DNA fragmentado) ligados a adaptadores, pequenas sequéncias de
nucleotideos de composicao especifica. A biblioteca é depositada em uma superficie
solida (flow cell), coberta oligonucleotideos que vao se ligar aos adaptadores da
biblioteca. Em seguida ocorre o processo de amplificacdo por ponte (Bridge
amplification) aonde ocorrera uma reacao de amplificacdo controlada, denominada de
cluster generation (Figura 6a). De forma similar a PCR, a bridge amplification se da
por ciclos de denaturacao e extensao que resultam na amplificacdo de dos fragmentos
de DNA que ficaram preso a flow cell, gerando de milhdes a bilhdes de clusters clonais
por toda a flow cell. A tecnologia de sequenciamento por sintese usa nucleotideos
terminadores, que impedem a extensdo do fragmento de DNA, mas de forma
reversivel. Cada um dos 4 tipos de nucleotideos é marcado com uma cor unica, apés
sua incorporacdo na fita de DNA pela polimerase, o marcador fluorescente é
identificado por excitacao a laser e identificado por uma camera de CCD e em seguida
clivado enzimaticamente, revertendo a condigdo terminadora do uUltimo nucleotideo
incorporado, para dar continuidade a um novo ciclo de extensédo. A identificagao das
bases é feita a cada etapa da sintese da fita de DNA (figura 6b) (BENTLEY et al.,
2008; FEDURCO et al., 2006; TURCATTI et al., 2008).
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a) Amplificagdo em fase solida b) Sequencing-by-synthesis
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Figura 6 - Tecnologia de sequenciamento de nova geragdo da lllumina. a) Biblioteca de DNA é
imobilizada na superficie da flow-cell, aonde ocorre amplificacdo por ponte gerando a formagéo de
clusters. b) Leitura das bases por sequenciamento por sintese, a cada ciclo de amplificacdo a base
incorporada é detectada por uma CCD. Milh&es de clusters sdo mapeados simultaneamente. Adaptado
de Metzker (2010).

A plataforma lllumina também pode se beneficiar da geracédo de sequéncias
paired-end em que cada amplicon é sequenciado duas vezes, a partir da ponta 3' e
da 5' da molécula de DNA. Desde que as reads paired-end se sobreponham, a
geracdo de sequéncias contiguas (contigs) resulta em sequéncias finais de tamanho
maior que o das reads individuais a0 mesmo tempo em que se reduz oS erros
intrinsecos do processo de sequenciamento (WERNER et al., 2012).

Em termos préticos, a democratizacdo do sequenciamento de nova geracao
revolucionou o campo da ecologia microbiana. Possibilitando estudos que observam
a estrutura da comunidade, sua diversidade metabdlica e funcional, assim como
variacdes espaciais e temporais em uma resolucao inédita (LOGARES et al., 2012).
Porém junto com a abertura de novas oportunidades, surgiram novos desafios. O
processamento da quantidade massiva de dados gerados € o maior empecilho para a
interpretacdo dos resultados gerados, ja que a tecnologia de sequenciamento
avancou em uma velocidade muito maior do que o poder computacional (STEIN,
2010).

Um exemplo da ordem de ambicéo que projetos de ecologia microbiana podem

tomar € o Projeto Microbioma Humano (Human Microbiome Project - HMP), fundando
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pelo NIH (National Institutes of Health - EUA) que tem como objetivo permitir o estudo
das comunidades microbianas que habitam diferentes partes do corpo humano, assim
como o papel por eles desempenhado na saude humana e em suas doencas
(TURNBAUGH et al., 2007). Até 2012, o HMP ja havia produzido mais de 35 bilhGes
de reads de 16S rRNA a partir de 690 amostras tomadas de 15 locais do corpo de 300
individuos dos Estados Unidos, produzindo 2,3 terabytes de dados (CHO; BLASER,
2012; CONSORTIUM, 2012).

A andlise dos dados gerados néo é trivial e depende do processamento das
sequéncias geradas com diversas abordagens em bioinformética. A analise dos dados
gerados ndo é trivial, seu uso depende do foco do estudo em questao e precisa levar
em conta a possibilidade da introducdo de vieses e artefatos diversos. Entre os
pacotes de software que incorporam uma miriade de algoritmos para a geracao de
resultados no ambito da ecologia microbiana se destacam o projeto MOTHUR
(SCHLOSS et al., 2009) e QIIME (CAPORASO et al., 2010).

De maneira simplificada, o processamento de sequéncias comeca com a
geracdo de sequéncias contiguas (no caso de sequenciamentos paired-end)
juntamente com mitigacao de erros intrinsecos do processo de sequenciamento e
remocdo de sequencias quimeras. Como o delineamento de espécies em micro-
organismos se provou ser uma tarefa muito desafiadora € comum o agrupamento das
sequéncias dentro de um valor pré-determinado de similaridade, que agrupa as
sequéncias dentro de Unidades Taxondmicas Operacionais (Operational Taxonomic
Units - OTU) (BLAXTER et al., 2005; DOOLITTLE; ZHAXYBAYEVA, 2009). Por fim, é
feita a atribuicdo taxondmica das sequéncias curadas através da comparacao de sua
similaridade com sequéncias taxonomicamente classificadas, utilizando algoritmos
classificadores. Diversos bancos de dados continuamente coletam e organizam
sequéncias de DNA ribossomal como o projeto SILVA (PRUESSE et al., 2007), RDP
(COLE et al., 2007) e Greengenes (DESANTIS et al., 2006).

Com a revolugdo gerada pelas tecnologias de sequenciamento ha uma
tendéncia de que os estudos em ecologia microbiana demandem maior dedicagdo no
processamento em bioinformatica dos dados gerados do que na geracdo das
sequéncias em si. E também provavel que grande parte dos sequenciamentos sejam
feitos de maneira terceirizada, por centros ligados as universidades ou empresas

privadas. Essa revolucdo também acompanha a necessidade de uma enorme
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capacidade de processamento de dados, que deve ser suprida por clusters de

computadores ou servigcos de computacao em nuvem.
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3 METODOLOGIA

3.1 Adaptagdes de E. Antarcticum B7 & variagdo térmica

3.1.1 Condicdes de cultivo

A partir da cultura estoque de E. antarcticum linhagem B7 mantido a -80 °C e
glicerol 50%, o isolado foi plaqueado em TSA a 37 °C por 18 horas.

Pré-in6culos foram preparados, transferindo uma coldnia isolada para um
Erlenmeyer contendo 100 mL de meio TSB, e crescidas a 37 °C, sob agitacdo
constante, até que uma densidade oOptica de 1,0 a 600 nm (DO600) fosse atingida. Em
seguida, os pré-inéculos foram utilizados para inocular 1000 mL de TSB, até uma
densidade 6ptica de 0,045 (DO600). Os cultivos foram entdo incubados a 37 °Ce a0
°C, sob agitacdo constante, até chegar na fase de crescimento LOG (0,45 <DO600
<0,5). As culturas foram realizadas em triplicatas e a densidade 6tica foi medida de
hora em hora para os cultivos a 37 °C e a cada 24 horas para o cultivo a 0 °C. Leitura
da densidade 6tica das culturas foram realizadas no espectrofotdmetro Novaspec Il

(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, Estados Unidos).

3.1.2 Caracterizac6es morfologicas

A captura de imagens por microscopia eletronica foi realizada com o
microscoépio eletrdnico de varredura ambiental FESEM (FEI Quanta™ 650 FEG, FEI,
Hillsboro, OR, Estados Unidos), no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano)
do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM). Células cultivadas
como descrito no item anterior foram centrifugadas a 800 g e concentradas 10 vezes
em tampdo PBS 10%. A captura de imagens por microscopia 6tica de contraste de
fase foi realizada com o microscopio Olympus BX-51® (Shinjuku, Tokyo, Japan).
Andlise do comprimento médio das células, e seu desvio padréo, foi obtida a partir da
contagem de pouco menos de 10 mil células com o software Image-Pro® (Olympus).

Os espectros Raman foram obtidos com o objetivo de detectar possiveis
pigmentos presentes em células de Exigobacterium antarcticum. Foi utilizado o
equipamento Renishaw (Renishaw PLC, Wotton-under-Edge, Reino Unido) inVia

micro-Raman Spectrometer com a linha de laser HeNe (633 nm), objetiva 209 e
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detector CCD. Foram realizados espectros Raman de colbnias de E. antarcticum apos
24 horas de crescimento a temperatura ambiente, em placas de meio de cultura TSA,

depositando uma colénia em uma lamina de vidro, sem preparacdes adicionais.

3.1.3 Extracao e purificacdo de proteinas para protedmica

Conforme descrito no item 3.1.1, ap0s atingir a densidade Otica desejada, as
culturas foram centrifugadas a 8000 g, por 30 min, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento de células foi lavado trés vezes com 50 mM Tris-HCI pH 7,5
e depois ressuspenso em tampao de lise na proporcédo 1:2, constituido de ureia 42%,
tioureia 15%, CHAPS 4%, Tris-HCI 12,5 mM pH 7,5, DTT 1,5%, DNase 146 U/mL e
coquetel de inibidores de proteases (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,
Reino Unido).

A suspensédo foi mantida no gelo e as bactérias rompidas por uma prensa
francesa (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) operando a
23500 psi, utilizando a célula 40K standard. O processo foi repetido trés vezes. O
lisado celular foi centrifugado por 40 min, a 8000 g, a 4 °C. O sobrenadante contendo
0 extrato bruto de proteinas soluveis, foi coletado e submetido a ultracentrifugacéo a
100.000 g por 90 minutos, a 4 °C. Por fim, o novo sobrenadante contendo as proteinas
soluveis foi coletado e armazenado a — 80 °C. Quantificacdo de proteinas foi realizada
com o 2D Quant kit (GE Healthcare), desenvolvido para amostras proteicas

complexas, seguindo orientacfes do fabricante.

3.1.4 Eletroforese Bidimensional de proteinas (2D-PAGE)

As proteinas sollveis foram analisadas por eletroforese em gel bidimensional,
abreviado como 2-DE, em que a mistura de proteinas sao separadas por duas de suas
propriedades, peso molecular e ponto isoelétrico, em duas dimensdes de um gel de
poliacrilamida (OFARRELL, 1975).

Uma massa do extrato correspondente a 600 pg de proteina foi precipitada com
metanol/cloroférmio. Posteriormente, as proteinas foram dissolvidas em 340 mL de
solucéo de reidratacéo, contendo ureia 7 M, tio ureia 2 M, CHAPS 2%, solucdo de
anfolitos (pH 3-11) 1%, DTT 50 mM e azul de bromofenol 0,002%. Essa solucéo foi

usada para reidratar as tiras de gel para IEF (pH 3-11, 18 cm, GE Healthcare) durante



56

16 h, segundo protocolo da GE Healthcare®. A IEF foi feita na cuba Ettan ™ IPGphor
Il (GE-Healthcare) com a seguinte programacao de cinco passos: 100 V por 1 h, 500
V por 2 h, gradiente até 1.000 V por 2 h, gradiente a 10.000 V por 3 horas e por fim
10.000 V até 60 kvh com uma corrente constante de 75 pA/strip. Apos a IEF, as tiras
de gel foram equilibradas com tampao de equilibrio (ureia 6 M, Tris-HCI 75 mM pH
8,8, glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) em duas etapas de 15 minutos
a temperatura ambiente, uma na presenca de DTT 64,8 mM e outra na presenca de
lodoacetamida 135,2 mM. Cada tira equilibrada com SDS foi, entéo, transferida para
o topo de um gel de poliacrilamida homogéneo 15 e selada com 0,5% agarose em
tampéo de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS). O padrdo de massa
molecular LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare) foi também aplicado no topo do gel
em um papel de filtro. A SDS-PAGE foi feita no sistema vertical Ettan™ DALTSix
(GEHealthcare) a 15 °C. A eletroforese transcorreu com poténcia inicial de 5 W por
gel durante 30 min, e depois 17 W por gel, até o corante azul de bromofenol alcancar
o fim do gel. As proteinas foram coradas com azul de Coomassie coloidal (sulfato de
amonio 0,6 M, &cido fosférico 0,8%, Coomassie Blue G-250 0,08%, metanol 20%). Os
géis foram digitalizados usando o ImageScanner (GE Healthcare), com resolucéo de
300 dpi, e as imagens foram analisadas com o software ImageMaster 2D Platinum 7.0
(GE Healthcare).

3.1.5 Eletroforese bidimensional de Fluorescéncia (2D-DIGE)

As proteinas foram analisadas também por eletroforese bidimensional de
fluorescéncia diferencial, que possibilita comparar as proteinas em um gel de duas
dimensdes expressas em condi¢des distintas (UNLU; MORGAN; MINDEN, 1997).
Para tanto, 120 ug de proteina foi precipitado com metanol/cloroférmio e
ressuspendido para uma concentracao final de 3 pg/uL em tampao de amostra (ureia
7M, tioureia 2 M, CHAPS 4%, Tris-HCI 30 mM pH 8,5). 54 ug de proteinas foram,
entdo marcadas diferencialmente com adicdo de 400 pmol dos fluoréforos Cy3 (cultivo
a 0 °C) e Cy5 (cultivo a 37 °C), de acordo com as instrucbes do fabricante (GE
Healthcare). A reacao ocorreu por 30 minutos em gelo, na auséncia de luz. Enquanto,
fluoréforos Cy3 e Cy5 foram especificos para cada condicdo de cultivo foi utilizado o
fluoréforo Cy2 como padrao interno que marca uma amostra contendo uma mistura

de proteinas expressas por E. antarcticum a 0 °C e 37 °C, seguindo o mesmo
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protocolo de marcacédo ja descrito. A reacdo de marcacgdo foi interrompida com a
adicao de 1 uL de solucéo de L-lisina 10 mM por 10 minutos em gelo e no escuro. As
amostras pareadas e diferencialmente marcadas, foram misturadas e diluidas com
tampdao de reidratacdo e submetidas a eletroforese bidimensional conforme descrito

no item 3.1.4 com todas as etapas realizadas no escuro.

3.1.6 Andlise dos géis e identificacdo proteica por MS/MS

As imagens dos geéis foram adquiridas pelo digitalizador Ettan™ DIGE Imager
(GE Healthcare). A exposic¢ao foi ajustada de modo a ndo saturar o sinal e a resolugéo
foi de 100 mm. A andlise das imagens foi feita com o software Image Master 2D
Platinum 7.0 (GE Healthcare), os spots de cada gel foram detectados
automaticamente. Cada spot foi nhormalizado com o volume total e comparado entre
as replicatas. Foram considerados spots diferenciais aqueles com diferenca de pelo
menos * 2 vezes em seu volume relativo. Somente spots com diferencga significativa
segundo analise estatistica ANOVA entre as replicatas (P < 0,05) foram considerados
diferencialmente expressos. As proteinas expressas diferencialmente foram
recortadas do gel com o auxilio do equipamento Ettan™ Spot Picker, desidratadas
com acetonitrila e digeridas com tripsina em uma concentracao final de 20 ng/uL
(Promega, Fitchburg, WI, Estados Unidos), a 58 °C por 30 minutos. Os peptideos
resultantes foram extraidos dos géis pela adi¢édo de 60 pL de solugéo de acido férmico
30% e acetronitrila 50% em duas sessOes de ultrassonificacdo por 10 minutos. A
amostra foi concentrada a um volume final de 10 uL em SpeedVac™ (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) e dessalinizadas com ZipTip™ (Millipore,
Billerica, MA, Estados Unidos). Os peptideos foram identificados por espectrometria
de massas com ionizacdo por desorcdo a laser, auxiliada por matriz e andlise por
tempo de voo (MALDI-TOF). Para tanto, as amostras foram misturadas 1:1 com a
matriz a-ciano-4hidroxicinamico (CHCA) (SIGMA, St. Louis, MI, Estados Unidos) e
transferidas para a placa Anchorchip 600 do MALDI-TOF/TOF AutoflexIll™ (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, United States). Os ions carregados positivamente foram
analisados no modo refletido. Os espectros MS e a relacdes de massas MS/MS foram
utilizadas para identificacdo das proteinas com o algoritmo Mascot (Matrix Science,
London, Reino Unido) e comparados com bancos de dados mantido pelo National

Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.2 Tolerancia de E. antarcticum em ambientes extraterrestres simulados

3.2.1 Condicbes gerais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as bactérias psicrotroficas
Exiguobacterium antarcticum B7; Planococcus halocryophilus Orl cedida gentilmente
pelo laboratério do Prof. Lyle Whyte, McGill University, Canada; e a bactéria radio
resistente Deinococcus radiodurans obtida junto ao Laboratério de Astrobiologia
(USP).

As bactérias foram inoculadas em placas de agar triptona de soja (TSA) e
incubadas a 25 °C até o surgimento de colbnias de cerca de 1mm de diametro. Uma
colénia foi entdo ressuspensa em 100 pL de H20 ultrapura estéril, 2 uL da solucdo de
bactérias foi entdo depositada em placas de silicio estéreis de 1 mm? e secas em
temperatura e umidade ambiente por 24 horas para desidratacdo das amostras.

As bactérias foram expostas a trés condi¢des que simulam ambientes distintos:
Meio interplanetario; Superficie da Terra; Superficie de Marte.

ApOGs a exposicao, as placas de silicio foram mergulhas em 1 mL de caldo
triptona de soja 20% em PBS e agitadas vigorosamente por 1 minuto. Em seguida, as
amostras foram diluidas e aliquotas de 20 uL foram semeadas em placas de TSB e
incubadas a 25 °C.

O indice de células sobreviventes foi determinada a partir do quociente N/NO,
onde:

. N = unidades formadoras de colénia (UFC) apds o tratamento;

. NO = Grupo controle, composto pelo numero de unidades formadoras de
colénia obtidas posterior ao processo de dessecac¢do, porém nao irradiadas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.2.2 Simulacao de radiacdo e vacuo do espaco interplanetério

Os experimentos de simulacédo de radiacdo e vacuo encontrados no espaco
interplanetéario foram realizados no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, localizado
em Campinas, Brasil, integrante do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e

Materiais (CNPEM). Neste estudo foi utilizada a linha de luz sincrotron equipada com
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um monocromador de grade toroidal (TGM) e uma estacao final com uma camara de
vacuo (CAVASSO FILHO et al., 2007).

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente, e expostas ao vacuo e a
radiacdo ultravioleta de vacuo (VUV), de comprimentos de onda menores do que
200nm. Um filtro de gé&s nednio entre a linha de luz e a camara experimental foi
utilizado para atenuar a radiacdo correspondente ao raio-X do espectro total de
radiacdo sincrotron. A emisséao sincrotron resultante variou dentro dos comprimentos
de onda de 57.6 nm até 124nm e o0 espectro resultante esta descrito na figura 7.

As amostras foram expostas em fluéncias iguais a 0 (controle), 10, 50, 100, 500
e 1000 J.m2. A irradiancia da linha de luz TGM é comparada com aquelas das 6rbitas
da Terra, Marte e Europa (ABREVAYA et al., 2011; PAULINO-LIMA et al., 2011).

TGM
=  Fluxo solar f

T ———
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L] L]
110 120
Comprimento de onda (nhm)

Figura 7 - O espectro correspondente a linha de luz associado a monocromador de grade toroidal em
comparacao com o fluxo solar obtida com espectro solares diarios de 1999-2010.As barras de erro
representam a variacédo do fluxo ao longo dos anos. Adaptado de Abrevaya (2011).

3.2.3 Simulacao de exposicéo a radiacdo solar terrestre

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Astrobiologia da Universidade

de Sao Paulo (AstroLab), Valinhos, SP, visando estimar a resisténcia das bactérias,
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guando expostas aos diferentes fluxos de radiacdo solar presentes na Terra. Um
simulador de luz solar Oriel® (California, Estados Unidos) Sol UV-2 gerou um espectro
simulando o perfil de fluxo solar nas faixas de UVA (315 até 400 nm) e UVB (280 até
315 nm), com fluxos de 12,3 mW.cm? e 7,4 mW.cm?, respectivamente. Foi utilizado
um filtro que bloqueia a radiagdo UVC e a luz visivel, o espectro gerado pelo simulador
solar com o filtro € mostrado na figura 8. As amostras foram expostas por 0 (controle),

5, 10, 20, 30 e 40 min, a temperatura ambiente.

Intensidade (unidade arbitraria)

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 8 - Espectro produzido pelo simulador solar Oriel® Sol UV-2 equipado com filtros que simulam
a radiacao solar presente na superficie terrestre. Adaptado de Pulschen (2015).

3.2.4 Simulacao de condi¢des da superficie de Marte

Neste experimento, também realizado no AstroLab-USP, foi utilizado uma
camara de simulacdo de ambientes espaciais capaz de simular varios parametros
ambientais, tais como a pressado, a composicao da atmosfera, radiacao e temperatura,
mostrada na figura 9. As amostras foram submetidas a pressao similar a superficie de
Marte (8mbar) e temperatura de -20 °C, compativel com a temperatura da superficie
do planeta. Quanto a composicédo atmosférica, foi utilizada uma mistura gasosa que

se aproxima da encontrada em Marte com 95% de CO2 e 5% de N2. Os experimentos
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de radiacdo simularam a faixa espectral de radiacao ultravioleta gerada dentro da faixa
espectral de 200-400 nm com base em um modelo de Marte descrito anteriormente

com intensidades de radiacdo em porcentagens conhecidas (SCHUERGER et al.,
2006).

Figura 9 - Camara de simulacdo de ambientes espaciais (AstroLab-USP).
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3.3 Prospeccao de micro-organismos adaptados a anidrobiose
3.3.1 Amostras de solo

As amostras de solo utilizadas para o isolamento de organismos resistentes a
dessecacao foram coletas de 3 regides distintas, duas da Antartica (Figura 10) — solo
exposto pelo recuo da geleira Baranowski e solo da Ilha Deception — e uma do Artico
Canadense (Figura 12). Todas as amostras foram armazenadas sob refrigeracéo (-20
°C a -50 °C) desde a sua coleta até o momento de sua utilizacdo. Uma lista

simplificada das amostras utilizadas nesta se¢édo do estudo encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Ralagdo das amostras de solo utilizadas para o isolamento de micro-organismos adaptados
a dessecacéo.

Amostra Solo Local Coordenadas
: . . - 62°55'21.55"S
Dec85 Borda da caldeira de Deception Deception Island, Antartica 60°38'7 190

62°58'50.00"S

Dec92 Borda lago geotermal Deception Island, Antartica 60°34'24.00"0
Dec94 Borda lago geotermal Deception Island, Antartica gg:gig?g;g
BasO1 Distancia da geleira Baranowski: 0 m Baranowsky, Antartica gg:;éz‘;’ig%
Bas06 Distancia da geleira Baranowski: 189 m Baranowsky, Antéartica gg:ééi%ig%
Basl12 Distancia da geleira Baranowski: 473 m Baranowsky, Antéartica gg:éég%gg%
ArcA Camada ativa - Profundidade: 25 cm Axel Heiberg, Artico Z)?Ji’igi;igl\lo
ArcM  Camada de transicdo - Profundidade: 50 cm Axel Heiberg, Artico Z)%i’idéi;ig,\lo
ArcP Permafrost - Profundidade: 100 cm Axel Heiberg, Artico 719°24'57.90°N,

90°45'48.12"0

As amostras de solo da Ilha Deception, Antartica, foram coletadas durante a
Operacao Antéartica XXV (verdao 2006/2007) pela equipe do LECOM-USP, em 3 pontos
distintos, proximos a anomalias geotérmicas (Figura 11). Duas amostras,
denominadas Dec-92 e Dec-93, foram retiradas proximas ao lago Kroner, a
temperaturas de 10 °C e 6 °C, respectivamente. A amostra Dec-85 foi coletada em
solo da borda da caldeira vulcanica entre Telefon bay e Pendulum, a uma temperatura

de cercade 5 °C.
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As amostras de solo exposto pela geleira Baranowski, localizada na llha Rei
George, foram coletadas junto ao Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR/CNPQ),
pelo Prof. Dr. Rubens Tadeu Duarte, durante a Operacdo Antartica XXVII (verdo
2008/2009). A geleira Baranowski, apresentou um recuo de aproximadamente 450 m
entre 1985-2010, recuo médio de cerca de 18 metros por ano (DUARTE, 2010). As
amostras de solo utilizadas foram coletadas em um transecto de 500 m perpendicular

a frente da geleira, a uma profundidade de 1-5cm (Figura 12).
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Figura 12 - Mapa da area de solo exposto por recuo da geleira Baranowski, indicando os pontos de
coleta. Adaptado de Duarte, 2010.
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Amostras de uma regido de solo poligonal do Artico canadense, foram

coletadas e utilizadas em cooperacao com o Prof. Dr. Lyle Whyte, da McGill University,

com auxilio do programa Ciéncia Sem Fronteiras. O campo de solo poligonal

amostrado é caracterizado por um solo acido (pH 4,5 - 5), conduzido principalmente

pela quimica de ferro-enxofre e esta localizado nas proximidades da McGill Arctic

Research Station (MARS) a 8 km no interior da ilha Axel Heiberg, Canada, de
coordenadas 79° 26" N e 90° 46' O (Figura 13) (BUTTLE; FRASER, 1992; POLLARD
et al., 2009). A temperatura média da regido em 2009 foi de -18,8 °C, registrada por

uma estacdo meteorologica localizada na ilha adjacente, Eureka. As temperaturas

médias do més mais frio (janeiro) foi de - 37,4 °C e do mais quente (julho) 6,1 °C.
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Figura 13 - Mapa do Territorios do Canada que compdem o Artico Canadense.Cruz indica a localizag&o
aproximada da estacdo MARS na ilha de Axel Heiberg. Adaptado de “The Atlas of Canada”, Natural

Resources — Government of Canada.
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As amostras de permafrost utilizadas foram coletadas em julho de 2010 em
testemunho cilindrico e separadas de acordo com sua profundidade (Figura 14):

i) Camada ativa (congela no inverno e descongela no veréo);
0 - 38 centimetros

i) Camada mediana (interface o permafrost e a camada ativa);
39 - 76 centimetros

iii) Permafrost (solo permanentemente congelado).

77 - 120 centimetros

— 38cm —

— 76cm ——

eI

o @7 100 cm

120 cm

Figura 14 - llustracdo do testemunho de solo coletado em Axel Heiberg. Linhas tracejadas indicam os
limites entre as camadas.

3.3.2 Isolamento de bactérias resistentes a dessecacao e a baixas temperaturas

5 gramas de solo seco ao ar foram misturadas com 10 mL de cloroférmio e
incubado por 30 minutos sob agitacdo suave, em experimento adaptado ao descrito
por Narvaez-Reinaldo (2010). ApGs a incubacgéo, as misturas foram transferidas para
placas de vidro estéreis durante mais 30 minutos para permitir a evaporacao completa
do cloroférmio. Ao solo tratado com cloroférmio e seco foi adicionado 10 mL de meio

de cultura triptona de soja (TSB). Diluicdes em série em tampéo de solugdo salina
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foram feitas por 3 vezes e aliquotas de 100 uL de cada diluicdo foram plaqueadas nos
meios de cultura TSA e R2A.

As placas foram incubadas a 30 °C e a 4 °C por um periodo de 3 dias e por 1
meés, respectivamente. Os experimentos foram realizados em triplicatas. Apés o

periodo de incubacéo as colbnias foram enumeradas para posterior caracterizacao.

3.3.3 Caracterizacéo dos isolados

As colbnias foram preparadas para analise de seu DNA pelo método de fervura
que desnatura e inativa as proteinas celulares. Para isso, as coldnias foram
selecionadas retirando-as do meio de cultura, com o auxilio de uma pipeta estéril, e
dissolvidas em 500 uL de agua ultrapura. A solucéo foi entdo aquecida a 100 °C
durante 3 minutos e em seguida armazenada a 4 °C. Para a selecédo de filotipos
Unicos, foi utilizado o método de amplificacdo de uma regido do genoma bacteriano
conhecida como BOX, composta de sequéncias curtas e repetitivas (MARTIN et al.,
1992). Foram utilizados para a reacdo de BOX-PCR: Go Taq Green 1X (Promega)
(contendo os dNTPs, a enzima polimerase e solugao tampéao), 0,6 mM de primer BOX-
A1R (SMITH; HENNESSY; STEAD, 2001), 2 yL (cerca de 20 ng) de DNA extraido e
H20 para um volume final de 50 yL. O termociclador foi programado para uma
temperatura de desnaturacédo de 94 °C, anelamento de 53 °C, e extensao de 65 °C,
em um ciclo repetido por 35 vezes. O perfil das amostras foi avaliado por eletroforese
em gel de agarose 1,5% (m/v) contendo 5 uL de SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad,
CA, United States) a cada 100mL de gel. Cerca de 5 pL do marcador molecular - 1Kb
DNA Ladder (Invitrogen) - foi utilizado para calibrar a migracdo das bandas das
amostras entre diferentes géis. A eletroforese foi submetida a uma voltagem de 100
V por aproximadamente 4 horas e em seguida o gel foi visualizado e registrado em
um foto-documentador com luz ultravioleta. A analise dos perfis de bandas de BOX-
PCR foi realizada com o auxilio do software BioNumerics (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica).

As colbnias de filotipos Unicos foram selecionadas para identificacéo a partir do
sequenciamento do gene rRNA 16S, seguindo reacdo de amplificacdo como descrita
no item anterior, porém com temperatura de anelamento de 55 °C e utilizando o par
de primers 27F (5 AGA GTT TGATCM TGG CTC AG 3’) e 1401R (5’ CGG TGT GTA
CAA GAC CC 3’). O produto de PCR foi submetido a sequenciamento no Plate-forme
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d'analyses biomoléculaires, Université Laval - Canada, no qual foi sequenciado pelo
método de Sanger, utilizando o primer 27F como iniciador, gerando uma sequéncia
de boa qualidade até cerca de 700pb (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). As
sequéncias foram comparadas ao banco de sequéncias de RNA 16S SILVA, que
mantém colecdo de dados frequentemente atualizada e de qualidade controlada, e
comparadas com o algoritmo SINA para alinhamento e classificagdo taxonémica das
sequéncias (PRUESSE; PEPLIES; GLOCKNER, 2012; QUAST et al., 2013). A arvore
filogenética das sequéncias provenientes do gene rRNA 16S dos isolados foi inferida
pelo método de Neighbor Joining a partir das sequéncias Unicas alinhadas de todos
os isolados com o pacote de software ARB (LUDWIG et al., 2004). A arvore foi
desenhada em escala, com comprimentos dos ramos nas mesmas unidades as das
distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As distancias foram
calculadas usando o método de maxima verossimilhanca e estdo nas unidades do
namero de substituicdes de base por sitio. As sequiéncias foram também submetidas

ao banco de dados de sequéncia genética GenBank (Submission ID: SUB1160085).

3.3.4 Andlise de resisténcia a dessecacao

Os isolados foram inoculados em placas de agar de soja e triptona (TSA) e
incubadas a 30 °C ou 0 °C, dependendo da temperatura em que a bactéria foi isolada,
até o surgimento de col6nias de cerca de 1 mm de didmetro. Cada coldnia foi entdo
ressuspensa em 100 uL de H20 ultrapura estéril e em seguida, 2 pyL da solucdo de
bactérias foi depositada em placas de silicio estéreis de 1 mm? e incubadas em um
dessecador, ao abrigo da luz (Umidade Relativa ~4%), por 1 semana, 2 semanas e 1
més. ApOs esse periodo as bactérias foram depositadas em um frasco estéril com
1mL de PBS, e agitadas por 1 minuto. 100 pL dessa solucéo foi plaqueada em meio
TSA, e incubada a 30 °C ou 0 °C até o aparecimento de colénias (BAUERMEISTER
et al., 2011). O indice de células sobreviventes foi determinada a partir do quociente
N/NO, onde:

. N = unidades formadoras de colbnia apés o tratamento de dessecacao;

. NO = Grupo controle, composto pelo nimero de unidades formadoras de
colonia obtidas pelo mesmo procedimento, com excecéo do periodo de 2 semanas de

dessecacao.
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3.4 Diversidade microbiana em amostras de permafrost do artico canadense

As amostras utilizadas para o estudo da diversidade e composi¢cao microbiana
de solo periglacial do Artico canadense s&o as mesmas descritas na secdo 3.3.1 e

detalhadas na Figura 14.
3.4.1 Extracao de DNA total do solo

Para cada camada de solo estudada foram realizadas trés extracdes de DNA
independentes. Cada extracéo foi sequenciada e analisada de forma independente.

As amostras foram classificas em:

o al, a2 e a3 - réplicas da camada ativa (active layer) do testemunho de solo;

o m1, m2 e m3 - réplicas da camada de transicdo (middle layer);

o pl, p2 e p3 - réplicas da camada de solo permanentemente congelado
(permafrost).

Foi realizada a extracdo de DNA gendbmico amostras de solo com o kit
PowerMax™ Soil DNA (Mo Bio, Carlsbad, CA, Estados Unidos), a partir de 10 g de
cada amostra, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. A quantificacéo
do DNA total realizada por espectrofotometria pelo aparelho NanoDrop™ ND-1000
(Thermo Scientific, EUA) e por fluorometria pelo o aparelho Qubit 1.0 (Life
Technologies) com o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies).

3.4.2 Preparo da biblioteca de genes 16S rRNA das amostras de permafrost

O preparo da biblioteca de genes 16S rRNA juntamente com a insercdo de
indices e adaptadores especificos para sequenciamento na plataforma Illumina esta
esquematizado na figura 15. A amplificac&o inicial do gene do RNAr 16S a partir do
DNA gendmico foi desenhada para amplificar as regides V3 e V4 do gene do rRNA
16S em bactérias. Esse conjunto de primers foi apontado como 0 mais promissor para
0 sequenciamento em plataformas de proxima geracdo (KLINDWORTH et al., 2013).
O par de primers final utilizado, segundo o padrao de nomenclatura da IUPAC, foi:

Forward Primer = 5'

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGC
AG
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Reverse Primer = 5'

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATC
TAATCC

Cada primer possuia uma sequéncia de adaptadores especificos sendo eles:

Adaptador Forward =5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG

Adaptador Reverse = 5’ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

Finalmente, a sequéncia especifica para anelamento no gene 16 rRNA e que
completa o primer é:

341F =5 CCTACGGGNGGCWGCAG

785R =5 GACTACHVGGGTATCTAATCC

A primeira reagao de amplificacdo consistiu em 25 pL da enzima KAPA HiFi
HotStart Ready Mix (Kapa Biosystems, Wilmington, Massachusetts, Estados Unidos),
aproximadamente 5 ng de DNA gendmico e 0,2 uM de cada primer. A PCR consistiu
em uma desnaturacgdo inicial a 95 °C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos a 95 °C por
30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30
segundos, finalizada com uma extensao final a 72 °C por 5 minutos. Devido a
presenca de dimeros de primers, e amplificagcdes inespecificas, as bandas referentes
aos amplicons foram cortadas do gel e purificadas através do kit QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN, Hilden, Alemanha). O DNA amplificado foi quantificado através
de fluorémetro Qubit® 1.0 (Life Technologies) com o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit
(Life Technologies). Em seguida, aproximadamente 50 ng de DNA foi utilizado para
realizar a segunda reacao de amplificacéo que consistiu na adi¢cao de indices em cada
amplicon do gene do rRNA 16S para a montagem das bibliotecas. Os indices séo
compostos por dois conjuntos de primers (12 primers de indices “tipo 1” e 8 primers
de indices “tipo 2” possibilitando 96 combinag¢des diferentes). A PCR de adi¢cdo dos
indices consistiu em uma desnaturacao inicial de 95 °C por 3 minutos, 8 ciclos de 95
°C a 30 segundos, 55 °C a 30 segundos e 72 °C a 30 segundos, e extensao final de

72 °C por 5 minutos.
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Primeira PCR: Amplificacdao do fragmento V3-V4 do gene 16SrRNA e
adicao de conectores

Primer dianteiro com regido de afinidade ao gene 16S mais conector sobressalente
5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

Primer traseiro com regido de afinidade ao

gene 16S mais conector sobressalente
5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

Segunda PCR: Adic¢do de indices e adaptadores de sequenciamento para
plataforma lllumina

Ps '\

Index 2

Index 1

\P?

Normalizacdo e pool das bibliotecas

Sequenciamento

Figura 15 - Preparo da biblioteca para sequenciamento na pelo sistema lllumina, esquematizado.

Os amplicons, agora contendo os indices e denominados de “bibliotecas”,
foram purificados por beads magnéticas através do kit AMPure XP beads (Beckman
Coulter, Brea, CA, Estados Unidos). A purificagao consistiu na adigao de 56uL das
beads magnéticas em cada biblioteca. A placa contendo as amostras foi inserida em
um rack magnético por 2 minutos ou até que o sobrenadante se tornasse transparente.
O sobrenadante foi removido e 200 L de etanol a 80% foi adicionado para a lavagem
do DNA. O etanol 80% foi removido e 25 yL de 10 mM Tris pH 8,5 foi adicionado em
cada amostra para a eluicdo do DNA purificado.

As bibliotecas foram analisadas quanto a sua qualidade por Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos), utilizando a placa
Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent Technologies) disponibilizado pelo Centro Avancado
de Tecnologias em Gendmica — CATG do Instituto de Quimica da USP. Também foi

aferido a concentragcéo das bibliotecas por anélise fluorimétrica pelo aparelho Qubit
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1.0 (Life Technologies) com o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies), de
acordo com as orientagoes do fabricante.

Em seguida, foi efetuada a normalizacédo das bibliotecas para 4nM, por meio
da seguinte férmula:

(Concentracdo em ng/uL) x 108 = concentracdo em nM
(660 g/mol x tamanho médio da biblioteca)

Ao fim, foi realizada a etapa final de pooling, que consistiu em juntar todas as

bibliotecas normalizadas em uma Unica solucdo para o sequenciamento.
3.4.3 Sequenciamento da biblioteca de genes na plataforma Illumina MiSeq

O pool final de bibliotecas foi enviado ao Centro de Facilidades de Apoio a
Pesquisa (CEFAP), localizado no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP para
sequenciamento em conjunto na plataforma lllumina MiSeq. Em preparacao para a
geracdo dos clusters e sequenciamento, o pool de bibliotecas foi desnaturado com
NaOH, diluido com tamp&o de hibridizacdo, e em seguida, desnaturado por calor
antes do sequenciamento, seguindo as especificagcdes do fabricante. A biblioteca foi
adicionado 5% do controle interno PhiX para regides de baixa variacao de bases.

A fabricante Illumina recomenda o preparo de pool de bibliotecas visando
densidades de geracdo de cluster dentro da margem de 800-1000 K/mmz2 para
otimizacao dos reagentes MiSeq v3. Para tanto foi calculado uma concentracéo final
de DNA de 4 pM para a corrida.

O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq juntamente com o0s
reagentes e flow cell MiSeq v3, que gera reads de 301 pb, paired-end, por um total de
600 ciclos de amplificacdo. O sequenciamento foi acompanhado por 65 horas até seu
término, pela plataforma online BaseSpace® (lllumina). Todos os dados gerados
foram enviados pelo equipamento MiSeq aos servidores da lllumina e descarregados

pela plataforma BaseSpace® para posterior analise de bioinformatica.
3.4.4 Andlise in silico da biblioteca de genes 16S rRNA

As sequéncias de 16S rRNA obtidas pelo sequenciamento foram curadas
usando o protocolo descrito por Kozich et al. (2013) usando o software Mothur v 1.33.0

(Schloss et al. 2009). Ferramentas deste software em conjunto com o protocolo citado
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foram utilizadas para remocao de sequéncias referentes a primers e adaptadores,
reducao de erros de sequenciamento e PCR, alinhamento das sequéncias paired-end
para formacdo de sequéncias contiguas (contigs). A remocéao de sequéncias quimera
foi realizada pelo mesmo software com a utilizagcéo do algoritmo UCHIME (EDGAR et
al., 2011). Para facilitar o calculo de indices de diversidade ecoldgica, as contigs foram
agrupadas em unidades taxondmicas operacionais (OTU) utilizando um cutoff de 0,03.

Tanto para o calculo dos indices de diversidade quanto para as analises de
composicdo da comunidade bacteriana, foram utilizadas diferentes abordagens de
comparacao, hora comparando cada uma das nove amostras sequenciadas, hora
comparando os trés estratos do testemunho de solo (unindo as sequéncias de cada
triplicata).

Curvas de rarefacéo foram calculada para cada uma das amostras e por estrato
do testemunho de solo (HECK JR; VAN BELLE; SIMBERLOFF, 1975). A riqueza
estimada das comunidades foi estimada pelos indices Chaol e ACE (abundance-
based coverage estimator) (CHAO, 1984; CHAO; LEE, 1992) e a diversidade pelos
indices de Shannon e Simpson (SHANNON, 1948; SIMPSON, 1949). Andlise de beta
diversidade foram utilizados os indices de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957) e o
indice theta de Yue-Clayton (YUE; CLAYTON, 2005).

Todas as sequéncias contiguas foram alinhadas e classificadas
taxonomicamente por compara¢do com o banco de dados de genes 16S rRNA SILVA
(database 119) atraves do software MOTHUR v.1.33.0 pelo método Wang de
classificacdo bayesiana (PRUESSE et al., 2007; WANG et al., 2007), utilizando um
limiar de confianca (bootstrap) de no minimo 80% para atribuicdo de uma sequéncia
a um grupo taxondémico (Kozich et al., 2013). As andlises da composicao taxondmica

das comunidades estudadas foram feitas ao nivel de filo, familia e, por fim, género.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Mecanismos de adaptacédo térmica de Exiguobacterium antarcticum

4.1.1 Culturas bacterianas

As culturas bacterianas cultivadas a 0 °C e a 37 °C tiveram um perfil de
crescimento bastante distinto. Partindo de um inéculo de densidade otica (DO) igual
a 0,045 (600nm), as culturas a 37 °C atingiram a fase exponencial rapidamentede
DO entre 0,4 e 0,5 (600 nm), apds cerca de 4 horas. Quando cultivadas a 0 °C
as bactérias se mantiveram oir 7 dias em Fase Lag até o inicio do aumento do
namero de células e inicio da fase Log apds 12 dias de incubacdo. As curvas de

crescimento a 0 °C e 37 °C sdo mostradas nas figuras 16 e 17, respectivamente.

—0°C-RéplicaA —0°C-RéplicaB 0°C- Réplica C
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Figura 16 - Curva de crescimento de E. Antarcticum a 0 °C. Culturas em triplicata alcancaram uma
densidade 6tica de 0,45 ap6s cerca de 12 dias.
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Figura 17 - Curva de crescimento de E. Antarcticum a 37 °C.Culturas em triplicata alcancaram uma
densidade otica de 0,45 ap0s cerca de 3,5 horas.
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O periodo que antecedeu a fase log da curva de crescimento pode estar
relacionado ao periodo necessario para que as mdultiplas adaptagbes quanto a
traducdo e transcricdo de genes, alteracBes responsaveis pela conformacao
espacial de proteinas e regulacdo de vias metabdlicas ocorram, permitindo que o
organismo possa prosperar em temperaturas sub-6timas. As células crescendo a 0
°C possuem formato de bastdes curtos ou com leve curvatura, a cultura a 37 °C
apresenta células em formato de longos bastdes temperaturas (Figuras 18 e 19).
Estas diferencas fenotipicas, acompanhando o crescimento da bactéria em
diferentes, observadas por microscopia de contraste de fase se mostraram

significativas (Figura 19). Ndo foi observada mudancas quanto a motilidade das

bactérias.

Figura 18 - Microscopia de contraste de fase. Exiguobacterium antarcticum cultivada, a 37 °C e a 0 °C,
respectivamente. Barra de escala em branco correspondente a 20 ym.

Figura 19 - Microscopia de contraste de fase. Exiguobacterium antarcticum cultivada, a 37 °C e a 0 °C,
respectivamente. Barra de escala em branco correspondente a 5 ym.
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Figura 20 - Comprimento médio de células de E. antarcticum cultivadas, a 0 °C e a 37 °C.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada a baixo vacuo, o que
permite observar as células sem nenhum processo de fixagdo e as imagens das
células cultivadas nas duas temperaturas € mostrado nas figuras 21 e 22. Apesar do
beneficio de se estudar células de uma cultura fresca, esta técnica pode deixar as
células com formato achatado pois os liquidos intracelulares volatizam no vacuo. Além
dos bastdes mais longos, as células cultivadas a 37 °C apresentaram estruturas
similares a enddsporos. Essas estruturas ja haviam sido observadas empregando-se
a microscopia de contraste de fase. Esses indicios de uma estrutura similar a
endosporos contradiz a literatura acerca de E. antarcticum, ja que outras linhagens
dessa espécie foram descritas como ndo esporulantes, assim como outras espécies
do mesmo género (CHATURVEDI et al.,, 2008; CHATURVEDI; SHIVAJI, 2006;
FRUHLING et al., 2002).
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Figura 21 - Exiguobacterium antarcticum a 37 °C. Microscopia eletrénica de varredura ambiental. Barra
de escala em branco correspondente a 5 ym.
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Figura 22 - Exiguobacterium antarcticum a 0 °C. Microscopia eletrdnica de varredura ambiental. Barra
de escala em branco correspondente a 10 ym.

O pigmento que resulta nas colonias alaranjadas de E. Antarcticum B7 foi
estudado através da técnica de espectrometria Raman. Os espectros foram obtidos
de colbnias cultivadas a temperatura ambiente, sem processos de fixacbes. O
espectro obtido é mostrado na figura 23. Os picos observados por volta de 1150 e
1520 cm? correspondem ao espectro esperado para pigmentos da classe dos
carotenoides (DE OLIVEIRA et al., 2010; PULSCHEN et al., 2015). Carotenoides tém
sido caracterizados por seu papel foto protetor e antioxidante, e sua presenca €
frequente em isolados provenientes da Antartica. Além disso, biopigmentos também
tém sido estudados como um possivel indicador de vida fora da Terra, ja que possuem
bioassinaturas bastante especificas. A técnica de espectrometria Raman é exclusiva
para analises in situ, 0 que exclui sua utilizagdo para deteccdo de bioassinaturas em
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planetas extra-solares, mas tem sido considerada em missdes com sondas roboticas

futuras.
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Figura 23- Espectro Raman de Exiguobacterium antarcticum, mostrando o sinal intenso e caracteristico
da presenca de carotenoides. (Duas bandas intensas proximas de 1150 e 1520 cm-1)

4.1.2 Proteoma diferencial de E. antarcticum

O perfil proteico de E. Antarcticum B7, obtido por 2D PAGE (figura 24 e 25)
revelou um padrdo semelhante aos descritos para outras bactérias, com a maioria dos
pontos de alto peso molecular concentrados na faixa de pH acido do gel nas duas
situacdes de cultivo testadas. De 320 a 454 pontos foram detectados nos géis 2-D
distribuidos na faixa de pl entre 3,5 e 10,5 e massa molecular entre 10 e 95 kDa.
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Figura 24 - Gel de eletroforese de 2 dimensdes corados com azul de coomassie coloidal mostrando o
perfil de expresséo proteica de E. antarcticum em culturas de 0 °C.
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Figura 25 - Gel de eletroforese de 2 dimensdes corados com azul de coomassie coloidal mostrando o
perfil de expresséo proteica de E. antarcticum B7 em culturas de 37 °C.

Andlise por 2D-DIGE detectou 73 spots, representando proteinas
diferencialmente expressas entre 0 °C e 37 °C (figura 26), dos quais 48 foram

reprimidos a 0 °C enquanto 25 foram regulados positivamente.
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Figura 26 - Gel de expressao diferencial (2D-DIGE) mostrando em vermelho os spots correspondentes
as proteinas expressas a 0 °C e em verde spots correspondentes as proteinas expressas a 37 °C.A
faixa de pH em que as proteinas estdo distribuidas é mostrada acima

As proteinas presentes nesses spots foram recuperadas do gel de
poliacrilamida sendo que 25 delas foram identificados com sucesso por
espectrometria de massas (MS/MS), correspondendo a 13 proteinas diferentes
mostradas na tabela 2. Algumas dessas proteinas correspondem a genes
conservados no genoma de E. antarcticum, e em sua maioria possuem historico de
relevancia quanto a mecanismos de adaptacdo térmica, tais como 0s genes que
codificam as cold shock proteins, as quais foram 32 vezes mais expressas a 0 °C do
que a 37 °C neste estudo (CARNEIRO et al., 2012).

Algumas proteinas com a mesma identidade obtida por espectrometria de
massas, foram encontradas em diferentes pontos do gel exibindo diferentes padrbes
de disperséo, uma caracteristica que indica que sofreram diferentes modificagbes pos-
traducionais (ROGOWSKA-WRZESINSKA et al., 2013).
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Tabela 2 - Proteinas expressas diferencialmente em E. antarcticum B7 identificadas por MS/MS: nome
da proteina e gene correspondente ao genoma anotado, nimero de acesso no NCBI, abundancia
relativa nas duas temperaturas e ponto isoelétrico em relacdo ao peso molecular da proteina.

Nome da proteina Gene Protein accession RV 0° RV 37° Thoretical pl / MW
Cold shock protein cspCl 407477389 2, 75717 -2,75717 455 /7395
Cold shock protein cspCl/2 407477390 32,3498 -32,3498 4,41 /7395
Cold shock protein cspCl 407477389 4,34151 -4,34151 4,55/ 7395
Cold shock protein cspCl 407477389 3,13348 -3,13348 4,55/ 7395
Peroxiredoxina - 407478620 -3,95331 3,95331 4,58 /20756
Peroxiredoxina - 407478620 -2,6502 2,6502 4,58 /20756
Peroxiredoxina - 407478620 -2,96454 2,96454 4,58 /20756
Peroxiredoxina - 407478620 -2,55163 2,55163 4,58 /20756
Chaperona htpG htpG 407478603 -5,07356 5,07356 4,85/71438
Chaperona htpG htpG 407478603 -4,96707 4,96707 4,85/71438
Chaperona htpG htpG 407478603 -3,57536 3,57536 4,85/71438
Chaperona htpG htpG 407478603 -10,9631 10,9631 4,85/71438
Chaperona htpG htpG 407478603 -7,77555 7,77555 4,85/71438
Chaperona DnaK dnaK 407476630 -4,67413 467413 4,69 /64920
Superdéxido dismutase sodA 407476703 -2,12835 2,12835 5,38 /22525
60 kDa Chaperonina groL 407478394 -4,78452 4,78452 4,81 /57899
Fator de elongacédo G fusA 407475990 -2,64384 2,64384 4,91 /76387
Proteina GrpE grpE 407476629 -2,36734 2,36734 4,47 121074
Proteina GrpE grpE 407476629 -5,72596 5,72596 4,47 121074
10 kDa Caperonina groS 407478395 -4,02516 4,02516 5,11/10048
1-Fosfofrutoquinase fruK 407476901 -2,49208 2,49208 4,67 / 32964
NADH: flavina oxidoredutase yqiG 407478474 4,20739 -4,20739 4,69 /40299
NADH: flavina oxidoredutase yqiG 407478474 2,40574 -2,40574 4,69 / 40299
Periplasmic solute biding protein - 407478380 3,4655 -3,4655 4,82 /33929
Proteina Hipotética Eab7_2007 - 407477844 -4,06966 4,06966 5,42 / 23600

Também com a comparacdo dos dados obtidos a partir da anotacdo do
genoma, E. Antarcticum B7 mostrou possuir seis genes que codificam o0s
homologos das principais cold-shock proteins. Dentre as proteinas expressas
diferencialmente duas delas, Cspl e Csp2, foram identificadas por MS/MS em
niveis mais elevados de expressdo a 0 °C, sendo Cspl a mais abundante entre

elas, indicando sua marcada relevancia para a adaptagéo celular ao frio.

Em relacdo ao choque térmico, o que é geralmente proposto, é que uma
mudanca de temperatura do ponto 6timo de crescimento ao minimo que a bactéria
consegue crescer, dentro de alguns minutos, constitui um choque térmico
(WEBER; MARAHIEL, 2003).

Em contrapartida, proteinas relacionadas ao estresse por temperaturas

elevadas foram mais expressas a 37 °C. As proteinas HtpG e DnaK fazem parte de
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uma familia de proteinas que compartiham o dominio HSP90 e HSP70,
respectivamente (heat shock protein 90kDa e 70kDa). Essas moléculas atuam como
chaperonas e possuem distribuicdo taxondmica bastante ampla (CSERMELY et al.,
1998).

Enzimas envolvidas no combate ao estresse oxidativo, tais como
peroxiredoxina e superoxido dismutase, foram reprimidas a 0 °C em comparacao com
37 °C. Com a andlise do transcriptoma diferencial de E. antarcticum, desenvolvido em
paralelo com o presente estudo, foi também observada a represséao da rota metabdlica
envolvendo o complexo citocromo c¢ oxidase, responsavel pela via final no mecanismo
de fosforilacdo oxidativa (BARBOSA, 2012). Em Bacillus subtillis, também da familia
Bacillaceae, observou-se a repressao do metabolismo aerébico em 0 °C em
comparacao com temperaturas mais quentes juntamente com a reducéo global das
taxas metabdlicas exibidas por células em ambientes frios. A reducdo do metabolismo
aerdbico acarreta na reducdo de concentragfes de radicais superoxido e de espécies
reativas de oxigénio que séo produzidos durante a fosforilagdo oxidativa, justificando
a reducao do niveis intracelulares de peroxiredoxina e superéxido dismutase (BUDDE
et al., 2006).

4.2 Resisténcia de E. antarcticum B7 e P. halocryophilus OR1 aos ambientes
simulados

4.2.1 Resisténcia a dessecacao em E. Antarcticum B7

Para testar o efeito dos solutos no potencial de resisténcia a dessecacédo em E.
Antarcticum, células bacterianas foram dessecadas em H20, tamp&o PBS e TSB.
Duas condicbes foram experimentadas: dessecacdo em dessecador de silica
(Umidade Relativa ~4%) e em liofilizador (Umidade Relativa ~0%). Foi demonstrada
que a presenca de certos carboidratos como a trehalose e outras moléculas
complexas pode proteger as células bacterianas dos efeitos nocivos da anidrobiose
(FRANCA; PANEK; ELEUTHERIO, 2007). No entanto, seria ideal observar a
resisténcia inata da bactéria, seca em H20, uma vez que a presenca de outros solutos
pode interferir nos testes subsequentes de sobrevivéncia em ambientes simulados
(LIMA, 2010). Foi observado uma reducao de cerca de 10 vezes na viabilidade de E.
antarcticum quando seca em H20 quando comparado a PBS e TSB. No entanto, ndo

foi possivel quantificar eficientemente essa diferenga devido ao nUmero muito grande
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de unidades formadores de colbnias em cada placa ao seguir a metodologia descrita.
Um novo experimento deverd ser realizado, acrescentando diluicdes seriadas as
bactérias ressuspensas de forma a garantir um numero razoavel de colénias por
placa. Interessante também notar que ndo foram observadas diferencas aparentes

quanto a viabilidade de células quando secas em dessecador ou em liofilizador.

4.2.2 Resisténcia a radiagéo solar terrestre

Os experimentos de irradiacdo UV com Simulador Solar foram realizados para
verificar a sensibilidade das células desidratadas dos psicrotroficos Exiguobacterium
antarcticum B7 e Planococcus halocryophilus OR1 a um perfil de radiacdo UV-A e UV-
B similar ao que atinge a superficie da Terra pela luz solar. A radiacdo UV-C é
completamente absorvida pela atmosfera da Terra e ndo € produzida pelo Simulador
Solar. Deinococcus radiodurans tem sido bastante estudada quanto ao seu potencial
de resisténcia a radiacdo ionizante e ndo ionizante, em células hidratadas sendo
usada como referéncia em experimentos de simulacdo de ambientes extraterrestres
envolvendo bactérias psicrotréficas e psicrofilas.

Células de E. antarcticum e P. halocryophilus irradiadas com simulador solar (A
> 280nm) mostraram um perfil de baixa resisténcia a radiacdo UV-A e UV-B. D.
radiodurans teve sua sobrevivéncia reduzida pela metade ja na dose de 10 J.m e foi
completamente inativada com doses a partir de 30 J.m2 (Figura 27).

As Radiacbes UVA e UVB séo classificadas como radiagcdes ndo ionizantes
(NIR), ou seja, que ndo possuem energia para produzir ions carregados quando
passam através da matéria. No entanto, NIRs podem interagir com as células
desidratadas através da geracdo de ruptura direta de ligagbes covalentes nas
moléculas de DNA (UTSUMI; ELKIND, 1979).
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Figura 27 - Curvas de sobrevivéncia de Deinococcus radiodurans, Exiguobacterium antarcticum e
Planococcus halocryophilus expostas a radia¢éo ultravioleta ambiental (A > 280 nm).

4.2.3 Resisténcia as condi¢fes interplanetarias e a superficie de Marte

Os experimentos de irradiacdo realizados no LNLS visaram quantificar os
efeitos da radiacdo ultravioleta de vacuo (UV-V), e da auséncia de pressao
atmosférica, caracteristicas do espaco interplanetario. Ao contrario das radiacfes
UVA e UVB, aradiagdo UV-V é altamente ionizante. O resultado é mostrado na figura
28. Foi observada uma rapida inativacéo de E. Antarcticum, com reducao de cerca de
80% de sobrevivéncia a 10 J.m"”, e total inativacdo a 50 J.m”. P. halocryophilus foi
completamente inativa somente a partir de 500 J.m*. No entanto, é importante
ressaltar que esse experimento ainda precisa ser repetido, com doses distribuidas na
faixa de 0~500 J.m* e com um maior nimero de amostras irradiadas, no intuito de
diminuir o desvio nos pontos encontrados neste primeiro ensaio e buscar uma curva
de sobrevivéncia que mais claramente relacione sobrevivéncia com dose de radiacao
UV-V.
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Figura 28 - Curvas de sobrevivéncia de Exiguobacterium antarcticum e Planococcus halocryophilus
mostrando os efeitos da radiagao da linha de luz TGM do LNLS (A > 57,47 nm) em camara de vacuo.

Nos primeiros ensaios realizados na camara de simulacdo de ambientes
extraterrestres, buscando simular as condicbes da superficie de Marte, ndo foi
possivel tracar uma relacdo entre sobrevivéncia e dose de radiacdo visto que E.
antarcticum, D. radiodurans e P. halocryophilus se mostraram sensiveis a combinacéao
de baixa pressao, baixa temperatura e atmosfera simulada de Marte. Durante esses
primeiros experimentos, no entanto, as bactérias desidratadas foram submetidas a
dois choques de temperatura, tanto ao entrar na camara aonde a temperatura testada
foi de -20 °C, quanto na retirada das amostras voltando para a temperatura ambiente
de 25 °C. Ao voltar & umidade ambiente, as amostras dessecadas e resfriadas, sofrem
também um processo de rapido descongelamento e reidratacdo. Dentro do género
Exiguobacterium, os efeitos do processo de descongelamento e recongelamento
foram testados por Vishnivetskaya (2007) e se mostraram deletérios. Portanto, o
proximo passo a continuidade dos estudos seria testar a sobrevivéncia das trés
espécies de bactérias a pressao e atmosfera de Marte, em diferentes temperaturas.
Futuramente, sera interessante comparar o potencial de sobrevivéncia a ambiente
extraterrestres de E. antarcticum com o de outras bactérias resistentes a anidrobiose
isoladas neste estudo.

Também seria proveitoso comparar os resultados encontrados na camara de

simulacbes espaciais de projeto brasileiro com os dados de experimentos
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desenvolvidos em outros paises que possuem equipamentos semelhantes.
Recentemente foi descrita a sensibilidade a radiacdo e a dessecacao do psicrotréfico
Psychrobacter também em simulagdo da superficie de Marte (SMITH, D. J. et al.,
2009); experimentos relacionando a inativacdo de linhagens pertencente ao género
Bacillus sob diferentes doses de radiacao UV de perfil similar a Marte realizados na
Flérida (EUA) mostraram que existem diferencas no potencial de toleréncia a radiacédo
dentro de espécies pertencentes ao mesmo género (SCHUERGER et al., 2006); e na
Universidade de Aarhus, Dinamarca um estudo comparando o efeito de condi¢cbes
marcianas em comunidades de permafrost mostrou que enquanto a radiacdo ultra
violeta é o fator mais nocivo em relagdo a viabilidade celular na superficie da amostra,
ciclos de congelamento e descongelamento afetam as células presentes em camadas
internas (HANSEN et al., 2009).

Com a versatilidade fisiolégica demonstrada por micro-organismos psicréfilos e
pelo proteoma diferencial de E. antarcticum, é possivel que encontremos capacidades
de adaptacédo diferentes, dependendo da combinacdo de configuracbes ambientais
gue o organismo é submetido. Essa possibilidade devera ser explorada no futuro em
experimento de sobrevivéncia, aprofundando os resultados obtidos. Em um segundo
momento, sera possivel investigar como condi¢cdes ambientais extremas afetam esta

bactéria e outros isolados polares.

4.3 Prospeccdao de psicrotréficos resistentes a dessecacdo em ambientes
polares

4.3.1 Isolamento e selecdo de colbnias

As amostras de solo foram tratadas com cloroférmio, com a finalidade de
mimetizar a pressao exercida pela dessecac¢do por periodos prolongados de tempo
(NARVAEZ-REINALDO et al., 2010). Posterior ao tratamento do solo e inocula¢do dos
meios de cultura, foi detectada a presenca de crescimento microbiano, de maneira
dependente a proveniéncia da amostra do solo, meio de cultura e temperatura de

incubacéo. A tabela 3 apresenta o resultado da presenca de crescimento microbiano.
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Tabela 3 - Numero de Unidades Formadoras de Colbnias por grama de solo (UFC.g?) isoladas de
amostras de solo tratadas com cloroférmio.

Amostra TSA5°C TSA30°C R2A5°C R2A30°C
Deception Ponto 85 <0 33 <0 <0
Deception Ponto 86 <0 <0 <0 <0
Deception Ponto 92 <0 606 <0 <0
Baranowski Ponto 01 <0 472 <0 <0
Baranowski Ponto 06 <0 <0 <0 <0
Baranowski Ponto 12 568 <0 <0 <0
Axel Heiberg superficie 173 126 13 40
Axel Heiberg interface 693 186 66 126
Axel Heiberg permafrost 546 320 53 53

Nas amostras do solo de Deception foram obtidos apenas isolados mesofilicos,
nao foi obtido o crescimento de colbnias a 5 °C. A llha Deception € um vulcdo ativo
cuja caldeira é inundada pelo mar estando a cerca de 160 m de profundidade, e
sua ultima erupcao foi registrada em 1970 (BAKER; MCREATH, 1971). Esse local é
considerado Unico pela mistura de caracteristicas polares e geotérmicas. As amostras
de solo estudadas fazem parte da borda da caldeira, amostras 85 e 86, coletadas em
temperatura de cerca de 40 °C; e da borda do lago, amostra 92, coletada a 9 °C. Essa
Gltima amostra resultou em um nimero maior de UFC quando comparada as amostras
de maior impacto geotérmico. No entanto, outros fatores a como composi¢ado quimica
do solo, ndo abordada no presente estudo e bastante heterogénea na llha podem ter
influéncia no resultado encontrado (DEHEYN et al., 2005).

Nas amostras de solos expostos pelo recuo da geleira Baranowski, também na
Antartica, foram isoladas bactérias de duas amostras: do ponto 1, recentemente
exposto pelo recuo de geleira; e do ponto 12 exposto pelo recuo de geleira a quase 4
décadas. Interessante notar que nesse ultimo ponto houve o crescimento de isolados
apenas na temperatura de 30 °C. Duarte (2010) mostrou que a comunidade
microbiana exposta pelo recuo da geleira Baranowski passa por eventos de sucessao

ecologica. A partir do momento em que as comunidades microbianas sédo expostas a
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atmosfera, ocorrem mudancas lentas e graduais na estrutura das comunidades nas
proximas duas décadas. Novas mudangas foram observadas e correlacionadas com

0 acumulo de potéassio, magnésio e nitrogénio ao longo desse periodo.

Nas amostras de solo do Artico (Axel-Heiberg) foi observado crescimento
em ambos o0s meios de cultura, nas duas temperaturas de crescimento,
indicando a presenca de isolados psicrotolerantes e mesofilicos, com maior nimero
de isolados cultivados a 5 °C e em solos permanentemente congelados
(permafrost).

Para o estudo de similaridade entre os isolados obtidos, as colbnias de
bactérias foram selecionadas randomicamente para analise empregando-se a
técnica de Box-PCR foram utilizados para agrupar os isolados em filotipos
(padrdes de bandas singulares), evitando redundancia de isolados selecionados
para identificacéo e caracterizacao.

4.3.2 Caracterizacao taxondémica dos isolados

13 linhagens microbianas de filotipos singulares foram obtidos de amostras da
llha Deception, 5 de Baranowski e 39 de Axel-Heiberg. Os 57 isolados tiveram seu
gene 16S RNA amplificado. Cerca de 700 pb do gene foi sequenciado com o primer
27F e comparado com as sequéncias mantidas no banco de dados SILVA. A arvore
filogenética inferida dos isolados € mostrada na figura 29.

As sequéncias de DNA identificadas mostraram uma prevaléncia de bactérias
gram-positivas, cerca de 85% dos isolados possuem essa caracteristica. A maioria
desses isolados, 47 ao todo, pertence ao Filo Firmicutes e um ao Filo Actinobacteria.
Esse resultado esta de acordo com a literatura, que aponta que essas bactérias,
embora ndo fagcam parte de um grupo monofilético, sdo maioria dentre as bactérias
estudas que possuem resisténcia a anidrobiose (GARCIA, 2011).

O unico grupo representado nos trés locais que abrangem esse projeto € o da
familia Planococcaceae, filo Firmicutes. Dentro desta familia encontram-se o0s
isolados de Baranowski (ponto 12) de solo exposto pelo recuo de geleira desde a
década de 70 e que sofreu eventos de mudancas geoquimicas e de sucessao
ecoldgica descritos por (DUARTE, 2010). Esse estudo apontou também que existem

diferencas claras quanto a composi¢cdo microbiana do solo proximo a geleira em

comparacdo com amostras mais distantes. O filo Firmicutes representou 2% da
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comunidade do solo 01 préximo a geleira e ainda menos abundantes nas amostras
06 e 12, em proporcdo menor do que 1%. Interessante também notar que o Filo
Proteobacteria que mostrou niveis de abundancia de 20% nos solos proximos da
geleira e cerca de 70% nos solos mais distantes, ndo foram isolados em nosso estudo
de bactérias resistentes a dessecacao. Planococcus halocryophilus, isolado do Artico
canadense e também foco do presente estudo, € um integrante da familia
Planococcaceae capaz de prosperar em temperaturas de até -15 °C e altas
concentracfes salinas (MYKYTCZUK; WILHELM; WHYTE, 2012). H&4 na literatura a
descricdo de outras cepas isoladas do Artico, Antartica e, interessantemente, dos
desertos gelados do Himalaia, india (MAYILRAJ et al., 2005). No entanto, ndo é de
nosso conhecimento estudos descrevendo a capacidade de sobrevivéncia de

integrantes dessa familia a dessecacéao ou radiacao.
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Segundo a andlise taxondmica, a maior parte dos isolados do Artico (32
isolados) e 2 isolados de Baranowski proximos a geleira (ponto 01), fazem parte da
familia Paenibacillacea, Filo Firmicutes. Bactérias do género Paenibacillus s&o
anaerobias facultativas, com células em forma de bastonetes e formadoras de
endosporos. Esse género j4 foi descrito na Antartica, mas € também presente em
muitos outros ambientes. Algumas espécies descritas sdo capazes de fixar nitrogénio
engquanto outras sao capazes de secretar enzimas que degradam celulose e outros
polissacarideos (MONTES et al.,, 2004; VAN DER MAAREL; VEEN; WIJBENGA,
2000). Além de metabolicamente bastante diverso, esse grupo por ser formador de
enddsporos teria uma resisténcia intrinseca as condi¢cdes como calor, radiagdo e
dessecacdo. No entanto ndo ha dados de resisténcia a dessecacdo ou radiacao
descritos na literatura.

Do ponto 92 originado em Deception, coletado a 9 °C, foram isoladas
exclusivamente cepas de bactérias gram-negativas, do filo Proteobacteria, familia
Moraxellacea, préximas ao género Psychrobacter. O género Psychrobacter é
composto de bactérias heterotroficas aerdbias, psicrotolerantes, com algumas
espécies podendo crescer em temperaturas de até -10 °C (BOWMAN, 2006).
Bactérias desse género tém sido frequentemente isoladas de varios ambientes frios,
incluindo gelo, solo e permafrost da Antéartica e Sibéria, assim como em amostras de
sedimento de mar profundo (AYALA-DEL-RIO et al., 2010). Em um estudo recente,
Psychrobacter cryohalolentis K5, isolada de solos hipersalinos da Sibéria, Russia, foi
submetida a experimentos simulando condicbes da superficie de Marte e sua
resisténcia a dessecacdo. O experimento demonstrou que P. cryohalolentis foi
especialmente sensivel ao processo de dessecacdo, exibindo reducédo de até seis
ordens de grandeza em comparacédo ao controle (SMITH, D. J. et al., 2009).

O isolado mais distante filogeneticamente, Dec85-30T04, foi isolado da ilha
Deception e é parte do Filo Actinobacteria, familia Micrococcaceae. Foi mostrado que
Micrococcos luteus, apesar de ser tolerante a dessecacéo, € sensivel a radiacéo ultra
violeta (MERRICK; BRUCE, 1965). Outro componente deste Filo, Arthrobacter
siccitolerans, mostrou-se altamente resistente a dessecacao. Essa bactéria foi isolada
pelo grupo que primeiro desenvolveu a metodologia que utiliza solventes organicos
como método de selecdo de resistentes a anidrobiose, adaptada neste trabalho de
doutorado (SANTACRUZ-CALVO; GONZALEZ-LOPEZ; MANZANERA, 2013).
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4.3.3 Analises de resisténcia a dessecacao

Um total de 23 cepas foram caracterizadas quanto a sua tolerancia a
dessecacao: 1 cepa do Filo Actinobacteria, 4 cepas de Proteobacteria e 18 cepas de

Firmicutes. A arvore filogenética destes isoladas encontra-se na figura 30.

£
£

bacterium antarcticum B7
60 Planococcus halocryophilus Orl
ArcP5T13

ArcA510
Uncultured bacterium
Sporosarcina sp. 7516
ArcA5T02
Sporosarcina sp. DRB1S
Dec85307T02
Sporosarcing aquimaring
Bas1230T08
Bas1230T05
Dec8530T01
Sporosarcina sp. L4
Sporosarcina psychrophila
Bas12307T17
Sporosarcina globispora
ArcM30T12
Paenibacillus antarcticus
Glacier bacterium FJS42
Paenibacillus mocquariensis subsp. macquariensis
Paenibacillus xylanexedens
ArcP307T02
ArcP30T13
Paenibacillus amylolyticus
Paenibacillus terroe
ArcP30T20
Glacial ice bacterium DRT20
Paenibacillus azoreducens
Bas01307T01
Bas0130T06

80

99

ArcA30R01

Paenibacillus pectinilyticus

ArcA30R03

Paenibacillus sp. 1SC-N2-612-4

ArcP3T17

Paenibacillus sp. HA9

ArcA30T09

Paenibacillus castoneae

Antartic bacterium R-9183

Dec8530T04

Micrococeus luteus

Micrococcus yunnanensis

Psychrobacter glacincola

70 Dec9230T05
Psychrobacter alimentarius
Dec9230T03
Psychrobacter sp. KIF12-13
Dec9230T07

Psychrobacter cibarius
Dec9230701

Escherichia coli 07798

Deinococcus i ans R1

0.03

Figura 30 - Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados resistentes a
dessecacdo. A barra de escala indica 0,03 substituicdes por posicdo de nucleotideo. Valores de
bootstrap (%), superior a 60 sdo mostrados nos nés.

Seis cepas ndo mostraram resisténcia a dessecacdo sob qualquer
circunstancia: ArcP0513, ArcA05T10, ArcAO5TO02 estirpes proximas, relacionadas ao
género Sporosarcina; ArcA30R03, ArcA30T09, ArcM30T12 do género Paenibacillus.
Seis dos micro-organismos isolados que sobreviveram ao tratamento com cloroférmio
nao mostraram qualquer tolerancia a dessecacao. Pode ser que algumas células,
guando unidas a particulas do solo, se protejam contra a exposi¢cao ao cloroformio e
a perda de agua. Além disso, o tempo de tratamento com cloroféormio desempenha
também um papel na sobrevivéncia de microorganismos néo tolerantes a dessecagéo

(Narvaez-Reinaldo et al., 2010). O cloroférmio pode demorar mais de 30 minutos para
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danificar algumas células, mesmo quando eles ndo sdo totalmente resistentes a
solventes organicos ou dessecacao.

Todas as cepas apresentaram uma taxa de sobrevivéncia significativamente
maior quando secas na presenca de meio R2B 10% (Figuras 31 e 32). As cepas de
bactérias gram-negativas do filo Proteobacteria, isoladas de Deception Island, se
mostraram altamente sensiveis quando dessecadas em suspensdo de agua. Da
mesma forma, cepas controle s6 mostraram tolerancia a dessecacdo quando secas
em meio R2B 10%, com excecéo de D. radiodurans.

Tolerdncia a dessecagdo ndo se correlacionou com dominios especificos
dentro dos grupos observados. As cepas mais resistentes foram encontradas dentro
das familias Micrococcaceae, Planococcaceae e Paenibacillaceae. Bactérias gram-
negativas foram as mais suscetiveis a dessecacao depois de serem ressuspensas em
agua.

As bactérias isoladas de Baranowski, mostraram uma taxa de sobrevivéncia
similar, uma reducdo de 3 a 4 ordens de grandeza apds 50 dias dessecacéao.
Curiosamente, as estirpes de mesmo género, dentro de Paenibacillus e Sporosarcina,

mas isoladas de diferentes amostras, mostraram resultados diferentes.
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Figura 31 - Sobrevivéncia dos isolados ap0s 1, 5 e 50 dias de secagem. Apoés o tratamento as células
foram ressuspensas em agua.



96

1.0E+00

1,0E-01
1,0E-02
10E-03
1,0E-04 I
10E-05
& 0"’ Q"’ S

SOBREVIVENCIA (N/NO)

'\ M s & ]
S & “ 48 »\ «‘3 & “ 6‘ &
Sl o @. 5 S
F & 8 & m"' & Iy »0' »O' & <§ SFel -&g'
L 63? oﬁ) o & <a°é) & & F & (,b\"bo _&ﬁ o&‘b@ ‘0@‘3&\
& é\é& & &
S A
& LS
&

mDia1 mDia5 wDia50

Figura 32 - Sobrevivéncia dos isolados ap6s 1, 5 e 50 dias de secagem. Apdés o tratamento as células
foram ressuspensas em meio R2B 10%.

As taxas de sobrevivéncia foram superiores quando as células foram secas na
presenca da solucéo nutriente R2B diluido dez vezes. Os sais inorganicos presentes
na férmula podem ter conferido protecéo contra estresse osmético sendo relevante
para a sobrevivéncia de cepas sensiveis ao choque osmatico. Essa hipotese explica
a baixa tolerancia de P. halocryophilus, E. antarcticum (ambos adaptados a ambientes
salinos), e bactérias gram negativas quando suspendidas em agua antes do
experimento (DALL'AGNOL et al., 2014; MYKYTCZUK et al., 2013; MYKYTCZUK;
WILHELM; WHYTE, 2012). Além disso, foi mostrado que piruvato de sodio, uma fonte
de energia para os metabolismos aerdbicos e anaerébicos, pode ter um efeito protetor
contra ROS nas células (GIANDOMENICO et al., 1997).

Algumas bactérias sdo capazes de formar esporos, que permitem que o0
organismo sobreviva em condi¢cdes ambientais hostis, e resistir a agressdes quimicas
e térmicas. Esse pode vir a ser o mecanismo de resisténcia encontrado em isolados
proximos ao género Sporosarcina e Paenibacillus. Bactéria ndo formadoras de
esporos, como as gram negativas, possuem outros mecanismos de resisténcia que
protegem as células a danos ao deu DNA e danos oxidativos a maquinaria proteica
da célula. O isolamento de bactérias polares formadoras e ndo formadoras de esporo
abre caminho para estudos futuros que podem buscar correlacionar diferente
mecanismos de resisténcia a dessecacdo em fungdo do tempo. Apesar dos
experimentos terem sido realizados na presenca de oxigénio, o metabolismo
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energeético, se aerobio facultativo ou estrito, pode também ter alguma influéncia na
resisténcia a periodos prolongados de dessecacéo.

No ambito da astrobiologia, além de estudos que procuram simular parametros
qguimicos e fisicos encontrados além da Terra, outros experimentos procuram também
expor diretamente amostras biolégicas ao espaco interplanetario (MEESSEN et al.,
2015). A estrutura EXPOSE, parte da Estacdo Espacial Internacional, foi desenvolvida
pela Agéncia Espacial Europeia (ESA) com esse objetivo, e permite expor amostras
por um longo prazo (mais de um ano) com acompanhamento de das variacdes de
pressao, temperatura, dose de UV, outras radiagcdes encontradas na baixa orbita
terrestre (RABBOW et al., 2009). Foram realizados estudos com algas, liquens e
bactérias esporulantes ou ndo, com niveis de exposicao variavel (OLSSON-FRANCIS;
COCKELL, 2010). A resisténcia a dessecacdo é uma premissa para resisténcia ao
ambiente espacial da baixa Orbita terrestre. A colecdo de micro-organismos aqui
descrita abre também a possibilidade de experimentos futuros que visam correlacionar
diferentes niveis de tolerancia a dessecacéo a resisténcia ao meio interplanetario em

micro-organismos adaptados a ambientes polares terrestres.
4.4 Diversidade microbiana em amostras de permafrost do Artico Canadense
4.4.1 Biblioteca do gene 16S rRNA

O DNA total extraido das amostras de permafrost de Axel Heiberg, Canada, foi
utilizado para o preparo de uma biblioteca de DNA para sequenciamento de alto
rendimento. Todas as reacfes de amplificacdo foram realizadas com a polimerase
Kapa HiFi® (KapaBiosystem). Em um estudo realizado com o objetivo de averiguar a
fidelidade de diferentes polimerases, propensao a introducao de erros e amplificacado
preferencial de sequéncias especificas, Quail (2012) demonstrou que a Kapa HiFi ®
seria a enzima menos propensa a introducéo de desvios devido a PCR (QUAIL et al.,
2012). A amplificagéo inicial teve como alvo as regides V3 e V4 do gene rRNA 16S
bacteriano (Figura 5). Os primers utilizados foram descritos por Klindworth (2013)
como sendo 0s mais promissores para as tecnologias de NGS. A cobertura de cada
primer contendo um mismatch ou degeneracéo dentro do reino Bacteria €: 98,1% para

o primer 341F e 96,2% para 785R. Quando se considera a cobertura alcancada pelo
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par de primers 341F e 785R, analises in silico indicam uma cobertura total de 70,9%
para bactérias (KLINDWORTH et al., 2013).

ApoOs a segunda reacao de amplificacédo, cuja objetivo é atribuir indices duplos
e adaptadores de sequenciamento especificos da plataforma Illumina, a biblioteca
final purificada foi analisada no chip DNA 1000 do equipamento Bioanalyzer. O
tamanho médio esperado para a biblioteca final é de cerca 630 pb. Todas as 9
bibliotecas apresentaram fragmentos de DNA dentro do intervalo esperado (figuras 33
e 34).
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Figura 33 - Simulacdo de gel de eletroforese de DNA das bibliotecas, criado a partir de dados de
densitometria gerados pelo 2100 Bioanalyzer.
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Figura 34 - Eletroferogramas das bibliotecas de DNA das amostras de Axel-Heiberg gerados no
equipamento 2100 Bioanalyzer.

4.4.2 Sequenciamento lllumina Miseq

A qualidade do sequenciamento foi analisada por trés parametros principais:
Q-score, densidade de clusters e clusters passing filter (PF).

A Q-score € uma previsdo da probabilidade de que uma base seja
erroneamente identificada. Um Q-Score igual a Q20 d4 a uma base sequenciada 1
chance em 100 de ter sido identificada de forma errada; Q30 1 chance em 1000 e
assim sucessivamente. Os valores de Q-score sdo aferidos a partir do ciclo 25. A
distribuicdo de bases sequenciadas em relacdo ao seu Q-score e a porcentagem
média de bases maior do que Q30 sédo mostradas na figura 35

A medida de densidade de clusters mostra o numero de clusters de
amplificagé@o por milimetro quadrado formados na fase solida da flow cell. Idealmente,
a fabricante indica que a densidade do cluster deve ser 800 K/mm2. No entanto,
também considera o intervalo de 50K — 1300 K/mm?2 como valores aceitaveis. A
densidade de clusters alcangado no sequenciamento foi de 381 K/mm?2 (Tabela 4). O
sequenciamento gerou ao total cerca de 3 bilhbes de bases identificadas, em
10373835 reads de exatamente 301 pb, em condi¢cdes 6timas a fabricante estima a

geracao de até 15 bilhdes de bases para o sistema MiSeq V3 aqui utilizado.
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A medida de clusters PF (passing filter) mostra a porcentagem de clusters de
amplificacdo que correspondem a qualidade global medida pelo filtro de pureza
lllumina. Clusters que n&o passam pelo filtro, muitas vezes s&o resultado da
sobreposicao de clusters na fase sélida do sequenciamento. O resultado do total de

reads que passaram pelo filtro foi de 92,3% (Tabela 4)
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Figura 35 - Distribuicdo dos pares de bases sequenciados quanto ao seu valor de Q-Score ao final dos
600 ciclos de sequenciamento.

Tabela 4 - Dados referentes a a eficiéncia da rea¢do de sequenciamento. Valores referentes a 96
bibliotecas que foram sequenciadas conjuntamente.

Densidade de

) Clusters PF (%) Total de reads Reads PF Reads PF (%)
Cluster (K/mm®)

381 +/- 20 86,58 +/- 3,08 10373835 8970909 92,32

O numero total de reads obtidas para todas as 9 bibliotecas geradas a partir
das amostras de Axel Heiberg foi de 568.433, em média 63.159 sequéncias por
amostra. A variacdo no niumero de sequéncias geradas entre as amostras deve ser
consequéncia de imprecisdes na quantificacdo das bibliotecas, etapa anterior a
formacéo do pool de DNA que foi por fim sequenciado. Durante o sequenciamento,
em uma unica flow cell, 96 bibliotecas competem pela formacao de clusters no estagio
de amplificagdo em fase solida, sendo, portanto, fundamental a quantificacdo precisa
de cada biblioteca. Com a unido das sequéncias obtidas do mesmo estrato do
testemunho do solo, as amostras pertencentes a camada ativa (al, a2 e a3) passaram
a contar com 250.027 sequéncias; camada de interface (m1, m2 e m3) 147.016

sequéncias; e permafrost (p1, p2 e p3) 171.390 sequéncias.



101

Ha uma diminuicao significativa na Qscore apds cerca de 200 ciclos no caso
da primeira read e, em seguida, em torno do ciclo 450, referente a posicédo 150 pb da
segunda read do mesmo amplicon. Isto ndo tem um impacto muito grande no
resultado final, mas explica a diferenca entre o nimero de reads antes e depois do
corte de sequéncias por qualidade.

As reads paired-end obtidas de cada amostra foram utilizadas para a formacao
de contigs. A remocédo das sequéncias pertencentes a primers e adaptadores, erros
de sequenciamento e sequéncias quimera foram realizadas seguindo o protocolo de
curadoria recomendada por Schloss (2013). O numero de sequéncias por amostra
antes e ap0s o tratamento para remocéao de erros esta detalhado na tabela 5. Ao final,
255424 sequéncias contiguas foram utilizadas para as analises subsequentes. O

tamanho médio das contigs foi de 433 pares de bases.

Tabela 5 - Lista de amostras sequenciadas, numero total de contigs antes e apos curadoria das
sequéncias, total de contigs e média de contigs por amostra.

Amostra NUmero de contigs Namero de contigs curadas
al 92606 34951
a2 84155 36793
a3 73261 35810
m1 39590 15838
m2 63892 29177
m3 43536 17835
pl 51184 22866
p2 59631 30059
p3 60573 32095
Total de contigs 568428 255424
Média de contigs 63159 28380

4.4.3 Estimativa de riqgueza e diversidade

Nesta secdo, é apresentado o resultado de diferentes abordagens para o
estudo da diversidade microbiana presente nos diferentes estratos do testemunho de
solo coletado em Axel Heiberg. Abordagens estatisticas inicialmente desenvolvidas
para comunidades de plantas e animais provaram ter utilidade para o estudo da

ecologia e evolucao da diversidade microbiana em ambientes naturais (HUGHES et
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al., 2001). Andlises de alfa e beta diversidade foram realizadas com a definicdo de
OTUs, utilizando um cutoff de similaridade genética.

Primeiramente, foram estimadas as curvas de rarefacdo de cada amostra, que
fornecem uma maneira de comparar a riqueza observada em diferentes amostras e
sé&o um indicativo de confianca de que o trabalho de amostragem foi suficiente para
correlacionar o resultado do estudo com o observado no ambiente como um todo.

Foram calculadas as curvas de rarefacdo de OTUs de todas as amostras
sequenciadas para o cutoff de espécie (0,03). Triplicatas referentes ao mesmo estrato
do testemunho foram analisadas individualmente (Figuras 36, 37 e 38) e
posteriormente unidas para andlise entre os estratos (Figura 39). Foi utilizado uma
subamostragem aleatéria para os calculos das curvas de rarefagcdo. O namero de
sequéncias incluidas nesta analise foi igual ao menor nimero de sequéncias dentre
as amostras analisadas; 15838 sequéncias para cada uma das triplicatas; 62850
sequéncias para a andlise entre os estratos. Essa metodologia permite a comparacao

direta entre as curvas de rarefacao obtidas nas diferentes amostras.

Camada dativa
3000

2500

]
o
o
(]

1500 —

1000

OTUS idenlificadas

500

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
NUmero de sequéncias

al a2 a3

Figura 36 - Curvas de rarefacao estimadas para as amostras de superficie (a1, a2 e a3) do testemunho
de solo de Axel-Heiberg. Valor de cutoff: 0,03.



103

Interface
3000

2500
2000
1500

1000

OTUS identificadas

500

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
Numero de sequéncias

ml m2 =——ma3

Figura 37 - Curvas de rarefacdo estimadas para as amostras de interface (m1, m2 e m3) do testemunho
de solo de Axel-Heiberg. Valor de cutoff: 0,03.
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Figura 38 - Curvas de rarefagéo estimadas para as amostras de permafrost (p1, p2 e p3) do testemunho
de solo de Axel-Heiberg. Valor de cutoff: 0,03.
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Figura 39 - Curvas de rarefacdo estimadas para as amostras de superficie (a), interface (m) e
permafrost (p) do testemunho de solo de Axel-Heiberg. Valor de cutoff: 0,03.

As curvas de rarefacdo para as amostras de Axel Heiberg demonstraram que
o esforco amostral ndo foi inteiramente suficiente para cobrir a riqgueza de espécies,
nem mesmo quando se juntam as triplicatas do mesmo estrato. Entretanto, as curvas
ja comecam a mostrar sinais de saturacdo com o esfor¢co amostral disponivel, ou seja,
0 aumento do numero de sequéncias nao resultaria em um aumento linear no nimero
de OTUs Unicas identificadas. As triplicatas referentes ao mesmo estrato nao
apresentam diferencas significativas.

Enquanto as curvas referentes as amostras de superficie e interface
apresentaram comportamento bastante similar entre si; a curva de rarefacdo das
amostras de permafrost apresentou menor inclinagdo quando comparada aos outros
estratos. A curva de rarefagcdo da amostra de permafrost estima cerca de 4500 OTUs
para 60 mil sequéncias analisadas. As curvas para as amostras de superficie e
interface, estimam cerca de 5900 e 5600 OTUSs, respectivamente, para 0 mesmo
namero de sequéncias analisadas. Estes resultados sugerem que as amostras
pertences ao permafrost de Axel Heiberg possuem menor riqueza estimada que as
amostras da camada ativa (superficie) e da camada intermediaria do testemunho de
solo analisado.

Em seguida, os indices de riqueza, diversidade e cobertura da amostragem
para as amostras de Axel Heiberg foram calculados a partir de uma matriz de distancia
entre as sequéncias, utilizando-se novamente o cutoff de 3%. Os resultados

encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 - Nomeros de OTUs Unicas e indices de alfa-diversidade e cobertura estimados para as
sequencias do perfil de solo do Artico Canadense obtidas através de sequenciamento de nova geragao.
Subsample utilizado: 15838 sequéncias; Valor de cutoff 0,03

amostra sobs chao ace shannon simpson nseqs coverage
al 2496 5734 9898 5,989 0,011 15838 0,904
a2 2452 4646 7529 5,881 0,015 15838 0,913
a3 2138 3557 5184 6,109 0,007 15838 0,934
ml 2157 3646 5346 5,664 0,027 15838 0,931
m2 2437 3816 5593 5,796 0,025 15838 0,924
m3 2304 3865 5789 5,857 0,021 15838 0,926
pl 1846 2982 3976 5,224 0,043 15838 0,944
p2 1780 2664 3264 5,208 0,04 15838 0,949
p3 2042 2935 3364 5,596 0,018 15838 0,942

A cobertura se mostrou excelente, com valores acima de 90% para todas as
amostras sequenciadas. A alta cobertura motivou a manutencao do cutoff de 0,03,
para as analises de diversidade realizadas a partir daqui.

Os indices de riqueza, no caso do cutoff utilizado de 0,03, procuram estimar o
namero de espécies Unicas em uma comunidade. As amostras de permafrost de Axel
Heiberg tiveram indices de rigueza Ace e Chao menores do que as amostras de
superficie e interface em todas as réplicas (Figura 40). Este resultado estd em
concordancia com os resultados das curvas de rarefagcédo obtidas para 0 mesmo cutoff
e sugerem que a comunidade do permafrost tem um menor nimero de espécies,
guando comparado aos outros estratos do testemunho. Comparando os valores de
Chao e ACE, nota-se que o segundo estima um valor maior de riqueza de espécies
para todas amostras. As replicatas em geral apresentaram valores de Chao e ACE
similares as amostras provenientes do mesmo extrato. Excecao feita as amostras da
camada ativa que apresentaram indices de riqueza de maior variancia. Tomando
como parametro uma média das amostras de superficie (al, a2, a3) observa-se que
a camada ativa das amostras de Axel Heiberg apresenta maior riqueza, em ambos 0s
indices, quando comparado com a camada intermediaria. Os indices Chao e ACE,
portanto, indicam um decréscimo na riqueza de espécies correlacionado com o
aumento da profundidade em que as amostras foram coletadas.

Os indices de diversidade, além de estimar o nUmero de espécies presentes
na amostra (riqueza), levam em consideragdo a uniformidade da distribuicdo de

abundéancia das espécies consideradas (equitativide). Os indices de diversidade de
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Shannon e Simpson (lembrando que os numeros relativos gerados pelo indice de
Simpson s&o inversamente proporcionais a diversidade da amostra considerada)
indicam que a amostra de permafrost possui além de uma menor riqgueza de espécies,
menor diversidade (Figura 41). No entanto, vale notar, que a réplica p3 mostrou uma
diversidade superior as réplicas p1 e p2. Analisando os resultados de todas os estratos
do testemunho, o indice de diversidade se comporta de forma semelhante ao de
riqueza; a diversidade diminui conforme aumenta a profundidade em que habitam as
comunidades.

Amostras de permafrost de 1 metro de profundidade em Nome Creek, Alaska,
também demonstraram que a diversidade microbiana de solo permanentemente
congelado é menor do que nos solos da camada ativa (TAS et al., 2014). Este
resultado talvez possa ser explicado pelas condi¢cfes altamente seletivas encontradas
em ambiente de permafrost. No Artico Canadense, a comunidade bacteriana de
permafrost tem sido estudada, mas ndo comparando a diversidade microbiana em

relacdo a profundidade do solo, tampouco com a cobertura aqui descrita.
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Figura 40 - indices de riqueza Chao e Ace calculados para as amostras de Axel-Heiberg. Valor de
cutoff 0,03.
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Figura 41 - indices de riqueza Shannon e Simpson calculados para as amostras de Axel-Heiberg.
Valor de cutoff 0,03.

4.4.4 Comparacao da estrutura da comunidade entre amostras de Permafrost
através de métodos baseados em OTU

A comparacdo da composicdo e estrutura da comunidade por métodos
baseados em OTU permite também quantificar a rigueza e a diversidade
compartilhada entre diferentes amostras. Grosso modo, em um extremo podemos ter
amostras que tem a mesma composic¢ao (compartilhando todas as espécies) e do lado
oposto amostras que ndo compartilham nenhuma espécie. Este tipo de comparacao
relativistica também é conhecido por beta-diversidade.

Como forma de representar os resultados das analises de riqueza
compartilhada, foram gerados diagramas de Venn comparando o numero de OTU
compartilhadas (sharedsobs ou sobs) entre as amostras (Figura 42). O cutoff utilizado
de 0,03 foi o mesmo usado ao longo deste trabalho.

Inicialmente, replicatas provenientes do mesmo estrato do testemunho de solo
de Axel Heiberg foram comparadas quanto ao niumero de OTUs compartilhadas. As
replicatas da camada superficial apresentaram 695 OTUs compatilhadas pelas trés
réplicas; 550 OTUs compartilhadas por pelo menos duas réplicas e 3872 OTUs

(75,7% do total) exclusivas de alguma das réplicas.
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As replicatas da camada de transicdo apresentaram 667 OTUs compartilhada
pelas trés réplicas; 545 OTUs compartilhadas por pelo menos duas réplicas e 3833
OTUs (76% do total) exclusivas de alguma das réplicas.

As replicatas pertencentes a camada de permafrost apresentaram 550 OTUs
compartilhada pelas trés réplicas; 503 OTUs compartilhadas por pelo menos duas
réplicas e 2968 OTUs (60,3% do total) exclusivas de alguma das réplicas.

O alto numero de OTUs exclusivas para as replicatas de cada estrato esta de
acordo com o a analise do resultado das curvas de rarefagdo para o OTUs de cutoff
0,03. Mesmo com a realizacao de trés extracdes de DNA e alto numero de sequéncias
obtidas com a técnica de sequenciamento de alto rendimento o esforgco amostral ndo
foi inteiramente suficiente para cobrir a riqueza de espécies em nenhuma das trés
camadas. Esse resultado sugere que variacdes intrinsecas do mesmo estrato de solo
influenciam as comunidades microbianas quando observadas ao nivel de espécies.
Também fica evidente a importancia da realizacdo de triplicatas amostrais para a

analise em ecologia microbiana ao nivel de espécie.
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Figura 42 - Diagrama de Venn representando o numero de OTU compartilhadas entre as amostras da
camada ativa (al, a2 e a3), entre as amostras de solo de transicdo (m1, m2 3 m3) e entre amostras do
permafrost (pl, p2 e p3) do testemunho de solo de Axel-Heiberg. Valor de cutoff: 0,03.

A andlise do numero de OTUs compartilhadas entre os diferentes estratos do
testemunho de solo de Axel Heiberg esta apresentado na figura 43. Para esta andlise
as nove amostras foram unidas em trés conjunto de dados: camada ativa (a), interface
(m) e permafrost (p). 795 OTUs foram compartilhadas entre os trés estratos do
testemunho de solo, sugerindo que estes grupos tém ampla distribuicdo e talvez um
papel importante na comunidade do solo de Axel Heiberg. Apesar da maior distancia,
a camada ativa compartilha um nimero maior de OTUs com o permafrost do que com
a camada de transicao, 387 e 235 OTUs compartilhados, respectivamente. Porém o
permafrost compartilha de maior propor¢cdo de OTUs provenientes da camada de

interface, 543 OTUs compartilhadas, do que com a camada de superficie, 387 OTUs
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compartilhadas. Esses resultados sugerem que a camada de superficie seja a mais
distinta quanto a composi¢cdo microbiana do que as amostras de permafrost e da

camada de transicao.
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Figura 43 - Diagrama de Venn representando o numero de OTU compartilhadas entre as amostras de
camada ativa (a), interface (m) e permafrost (p) do testemunho de solo de Axel-Heiberg. Valor de cutoff:
0,03.

A similaridade entre as comunidades foi também estimada através dos
coeficientes de Bray-Curtis e do indice theta de Yue & Clayton. Estes indices de
similaridade fornecem uma medida com base quantitativa para a comparacdo das
amostras de par em par, e consideram as abundancias relativas de OTUs
compartilhadas.

O coeficiente de Bray-Curtis € amplamente difundido em anélises de ecologia
por fornecer um meio simples, porém estatisticamente significativo de comparacao de
similaridade entre comunidades. O indice normalizado associa um nimero entre 0 a
1 quando comparadas amostras, aonde 0 significa que duas comunidades possuem
a mesma composi¢do, enquanto 1 significa que elas sdo completamente diferentes
(BRAY; CURTIS, 1957; CLARKE; SOMERFIELD; CHAPMAN, 2006).
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J& o indice de Yue Clayton foi proposto em 2005, e é semelhante a um outro
indice classico em ecologia de populagdes, o indice de Jaccard, pois ele é usado para
descrever a sobreposicdo de membros da comunidade entre diferentes amostras. No
entanto, diferentemente de Jaccard, a abundéancia proporcional de cada OTU ¢ levada
em conta por Yue-Clayton, evitando com que a similaridade entre duas comunidades
seja subestimada (YUE; CLAYTON, 2005). O indice também associa um numero
entre 0 a 1, da mesma forma que o indice de Bray-Curtis.

As triplicatas de cada testemunho foram analisadas de forma individual, e
posteriormente unidas para andlise entre os diferentes estratos do testemunho de
solo. Sequéncias foram novamente agrupadas em OTUs com 97% de similaridade
(cutoff de 0,03). Parks e Beiko (2013) comparando diferentes indices de p-diversidade
concluiram que muitas das medidas (incluindo Bray-Curtis e Yue-Clayton) sdo
surpreendentemente robustas em relacdo a escolha de cutoff usado para agrupar as
OTUs (PARKS; BEIKO, 2013).

Os resultados gerados pelo calculo dos indices de Bray-Curtis e Yue-Clayton
sao apresentados de forma grafica, através de um mapa de calor (heat map), onde a
escala de cor corresponde aos valores dos indices de 0 até 1. Os heat maps foram
calculados com base nos dados obtidos para os indices em cutoff de 0,03 e estdo

apresentados nas figuras 44 e 47.
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Figura 44 - Mapa de calor representando a similaridade de estrutura de comunidade das amostras de
de Axel-Heiberg. Triplicatas de cada estrato foram analisadas individualmente. Amostras da camada
ativa: al, a2 e a3; as amostras de solo de transi¢cdo: m1, m2 e m3; amostras do permafrost: p1, p2 e
p3. Mapa calculado com o indice de similaridade de Bray-Curtis. Valor de cutoff: 0,03.
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Figura 45 - Mapa de calor representando a similaridade de estrutura de comunidade das amostras de
de Axel-Heiberg. Triplicatas de cada estrato foram analisadas individualmente. Amostras da camada
ativa: al, a2 e a3; as amostras de solo de transicdo: m1, m2 e m3; amostras do permafrost: p1, p2 e
p3. Mapa calculado com o indice de similaridade Theta de Yue & Clayton. Valor de cutoff: 0,03.
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Figura 46 - Mapa de calor representando a similaridade de estrutura de comunidade das amostras de
de Axel-Heiberg. Triplicatas referentes ao mesmo estrato foram unidas. Camada ativa: a;Interface: m;

permafrost: p. Mapa calculado com o indice de similaridade de Bray-Curtis. Valor de cutoff: 0,03.

a m p

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

|
Thetayc (cutoff 0,03)

Figura 47 - Mapa de calor representando a similaridade de estrutura de comunidade das amostras de
de Axel-Heiberg. Triplicatas referentes ao mesmo estrato foram unidas. Camada ativa: a; Interface: m;
permafrost: p. Mapa calculado com o indice de similaridade Theta Yue & Clayton. Valor de cutoff: 0,03.
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Os indices de Bray-Curtis e de Yue-Clayton revelaram primeiramente que as
réplicas pertencentes ao mesmo estrato de solo se comportaram de forma muito
similar quando comparadas com amostras provenientes de outros estratos.

Entre os diferentes estratos de solo, as amostras provenientes da camada de
transicdo e do permafrost apresentaram maior similaridade na estrutura da
comunidade. Este resultado pode ser observado pelos blocos de cor vermelho intenso
(mais proximo do valor 1) nas matrizes construidas tanto a partir do indice Bray-Curtis
guanto de Yue-Clayton. Ambos os indices estimaram que a camada ativa tem a
composi¢cdo mais distinta em relagdo aos outros estratos de solo. Este resultado é
bastante evidente ao observar comparacbes de amostras da camada ativa com
amostras de outras camadas gerou uma unidade de cor preta (muito préxima do valor
0) na matriz de Yue-Clayton (Figuras 45). Ja pela andlise de Bray-Curtis € possivel
notar uma similaridade ligeiramente maior entre a camada ativa e o permafrost, de
forma contra intuitiva visto que a camada ativa € mais proxima da camada de
transicdo. No entanto, este resultado esta de acordo com o mostrado pela anéalise dos
diagramas de Venn. As triplicatas referentes ao mesmo estrato do testemunho foram
unidas para um novo célculo dos indices de B-diversidade (Figuras 46 e 47), os

resultados corroboraram os descritos até aqui.

4.4.5 Composigédo da comunidade microbiana

A evolucgéo da tecnologia de sequenciamento de DNA tem permitido analisar a
composicdo microbiana especifica a cada habitat em resolucéo e confianca cada vez
maiores. Por sua vez, a compreensao dos grupos que tendem a dominar os ambientes
periglaciais terrestres é uma oportunidade para o entendimento de como a vida
microbiana se adapta a esses ambientes e aos parametros que os definem. A partir
da andlise da abundancia de grupos taxonémicos, em Ultima estancia se abre a
possibilidade da inferéncia de genes e processos celulares a resisténcia ao frio,
congelamento e dessecacéao.

A anélise da composicdo da comunidade bacteriana das amostras de Axel
Heiberg, foi feita por comparacéo com sequéncias depositas no banco de sequéncias
SILVA, que possui curadoria para assegurar que apenas informacgdes de sequéncia
confiaveis estéo incluidas em sua base de dados (PRUESSE et al., 2007; QUAST et
al., 2013). Todas as 255424 sequéncias contiguas foram alinhadas e classificadas
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taxonomicamente com limiar de confianca (bootstrap) de no minimo 80% para
atribuicdo de uma sequéncia a um grupo taxonémico, valor recomendado por Kozich
et al. (2013).

A atribuicdo das sequéncias ao nivel taxondmico de filo classificou 96,5% das
sequéncias, o resultado da classificagdo das sequéncias encontra-se na tabela 7. Os
graficos de abundéancia relativa para as 9 amostras sequenciadas encontra-se nas
figuras 48, e o grafico para abundancia relativa por estrato do testemunho (unindo
cada triplicata) encontra-se nas figuras 49, 50 e 51. A tabela 8, destaca a variacao da
abundancia relativa em relacdo a profundidade do estrato de solo.

A classificagcdo das sequéncias das amostras do testemunho de solo de Axel
Heiberg apresentou um total de 33 Filos distribuidos pelos 3 estratos analisados.
Deste total, os filos Actinobacteria, Chloroflexi, Proteobacteria e Acidobacteria unidos
sao bastante presentes em todas as amostras, representando entre 58 e 69% do total
de sequéncias. Estes grupos vém sendo descritos como abundantes em amostras de
permafrost do Artico (JANSSON; TAS, 2014; TAS et al., 2014; YERGEAU et al., 2010)
de amostras do artico canadense (STEVEN et al., 2007; WILHELM et al., 2012;
YERGEAU et al., 2010).

Proteobacteria compde de 10% a 17% da comunidade bactéria nas amostras
estudadas sendo mais abundante nas camadas superiores. Em procariontes, este é
o filo considerado o maior e fenotipicamente mais diversificado. Gupta (2000), usando
métodos moleculares e procurando comparar os filos bacterianos e compreender suas
relacbes evolutivas, inferiu que as principais mudancas evolutivas em Bacteria
surgiram de modo direcional e que os filos hoje identificados evoluiram a partir de um
antepassado comum culminando nos grupos que compde as divisbes modernas de
Proteobacteria na seguinte ordem: Gram-positivos de baixo teor de G+C; Gram-
positivos de alto teor de G+C; Clostridium-Fusobacteria-Thermotoga; Deinococcus-
Thermus-Chloroflexi; Cianobactérias; Spirochetes; Chlamydia-Cytophaga-
Bacteroides-Chlorobi; Aquifex; Proteobacteria-1 (epsilon and delta); Proteobacteria-2
(alpha) ; Proteobacteria-3 (beta) ; Proteobacteria-4 (gamma) (GUPTA, 2000; GUPTA,;
GRIFFITHS, 2002). De forma néo surpreendente, todas as camadas do solo de Axel
Heiberg estudadas possuem alta abundancia de Proteobacteria. Este filo é
comumente encontrado em analises de rRNA 16S originarias de amostras de solos
periglaciais, que véo do permafrost do Artico, & Antartica aonde é presente no solo

arido de McMurdo Dry Valley, e bastante abundante em permafrost de Deception
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Island, gelo e solo exposto por recuo de geleira Baranowski, na lIlha Rei
George(BLANCO et al., 2012; DUARTE, 2010; JANSSON; TAS, 2014; SMITH et al.,
2006; STEVEN et al., 2007). Dentre as proteobactérias, as classes mais abundantes,
no entanto, variam bastante de acordo com a amostra estudada (JANSSON; TAS,
2014).

O filo Actinobacteria compreende bactérias gram-positivas com DNA de
elevado teor de G-C. Estes micro-organismos exibem uma grande variedade de
morfologias e representa, em termos de numero e variedade de espécies
identificadas, uma das maiores unidades taxondmicas atualmente reconhecidas
dentro de dominio Bacteria. Dentro de 39 familias e 130 géneros, o filo Actinobacteria
estd amplamente distribuido em ecossistemas terrestres e aquaticos, exibem também
diversas propriedades fisiologicas e metabdlicas, tais como a producdo de enzimas
extracelulares e a formacdo de uma grande variedade de metabdlitos secundarios
(EMBLEY; STACKEBRANDT, 1994; GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983). A profusdo
de ambientes que essas bactérias colonizam e sua alta diversidade é acompanhada
por uma alta heterogeneidade gendmica (VENTURA et al., 2007). Actinobacteria em
especial é frequentemente reportado em abundancia em amostras que vao do Alaska
e Sibéria até a Antartica, e sua abundancia em amostras congeladas foi associada a
evidéncias de reparo de DNA e atividade metabdlica (JANSSON; TAS, 2014,
JOHNSON et al., 2007). Actinobacteria € especialmente abundante na camada ativa
entre 0s estratos analisados, aonde corresponde por cerca de um quarto das
sequéncias classificadas, o filo mais abundante deste estrato. Apesar de ser
proporcionalmente menos significante nas amostras mais profundas, este filo é o
segundo mais abundante tanto na camada de interface quanto no permafrost.

Acidobacteria € também um filo onipresente nos mais diferentes habitats do
planeta. Por ser formado primariamente por bactérias ndo cultivaveis, foi reconhecido
pela primeira vez como um novo filo recentemente, mas € atualmente classificado em
26 subdivisbes filogenéticas (BARNS et al., 2007; KISHIMOTO; KOSAKO; TANO,
1991; KUSKE; BARNS; BUSCH, 1997). Este filo parece ser especialmente abundante
em amostras de solo aonde corresponde por 10 a 50% dos filos detectados em
analises de ecologia microbiana independentes de cultivo (JANSSEN, 2006). Esse filo
também é abundante em solos certos solos periglaciais da Antartica de McMurdo Dry
Valleys e em algumas amostras de permafrost siberiano e do Artico canadense, porém

tem participacdo pouco significativa em amostras de solo de recuo de geleira na
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Antartica e permafrost encontrados no Alaska (DUARTE, 2010; JANSSON; TAS,
2014; TAS et al., 2014). Acidobacteria foi o terceiro filo mais abundante nas amostras
da camada ativa de Axel Heiberg, correspondendo a 15,4% das sequéncias
classificadas. Esta relevancia, no entanto, se perde com a profundidade das amostras.
No solo de Interface corresponde a 7,6% das sequéncias, o sexto filo mais abundante.
Nas amostras de solo permanentemente congelado Acidobacteria € sétimo filo mais
abundante, correspondendo a 3,2% das sequéncias. Essa diminuicdo pode ser
correlacionada a uma menor adaptabilidade a solos congelados do artico, ou
restricbes quanto a composi¢éo fisico-quimico dos solos mais profundos deste
ambiente.

O filo Chloroflexi, é classicamente dividido em quatro grandes subfilos, com
base na comparacéo de similaridade por 16S rRNA, subfilos I, II, Il e IV, recentemente
foi proposto a adicdo de novos grupos como Thermomicrobia e Ktedonobacteria
(HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998; HUGENHOLTZ; STACKEBRANDT, 2004).
O que dificulta a caracterizacéo taxonémica e fisiol6gica destes micro-organismos é o
fato de que sdo em geral considerados nao-cultivaveis. Apenas a classe Chloroflexi,
pertencente ao subfilo Ill, tem sido rotineiramente cultivada em laboratério. Parte dos
"ndo-cultivaveis”, o Subfilo | possui a maior diversidade dentro de Chloroflexi,
representado cerca de 70% das sequéncias deste filo depositadas RDP (YAMADA,
SEKIGUCHI, 2009). Mais recentemente, no entanto, foi descrito o isolamento de
cepas de Thermomicrobia e cepas aerdbias e anaerdbias do Subfilo |, caracterizadas
por organismos de crescimento lento e por vezes dependentes da associagdo com
outros micro-organismos para seu crescimento (RAPPE; GIOVANNONI, 2003;
SEKIGUCHI et al., 2001; YAMADA et al., 2007). Foi com o avanc¢o das técnicas de
ecologia microbiana independente de cultivo que a profundidade filogenética de
Chloroflexi foi melhor assimilada e comparada até mesmo com Proteobacteria
(DOJKA; HARRIS; PACE, 2000). Sua ampla distribuicdo foi reconhecida com a
descricdo de grupos pertencentes a este tdxon em uma variedade de ambientes
naturais, o que sugere um papel ecolégico importante nesses ecossistemas.
Chloroflexi tem sido reportado como um dos filos dominantes em habitats que vao dos
mais variados tipos de solo, oceano, rios, lagos até habitats considerados extremos
como varios sedimentos de mar profundo, hot-springs e lagos hipersalinos (FRY et al.,
2008; YAMADA; SEKIGUCHI, 2009). Em ambientes periglaciais, esse filo representou

uma parcela significativa em amostras de solo e sedimento da Antartica analisadas
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por pirosequenciamento (DUARTE, 2010; FRANCO, 2014). Outros estudos
confirmam a abundéancia de Chloroflexi em solos de permafrost, sendo que nenhuma
das sequéncias pertencentes a este filo tem estreita semelhangcas com as poucas
cepas cultivaveis de Chloroflexi (JANSSON; TAS, 2014). Neste estudo, o filo
Chloroflexi tornou-se mais abundante com a profundidade, passando de 14% na
camada ativa para 26% na camada de transicdo e 36% do total de sequéncias no
permafrost.

Entre os filos menos abundantes, vale destacar que o filo Planctomycetes perde
relevancia com a profundidade, da camada ativa ao permafrost, passando de 7% para
6% e 2% respectivamente. O Filo Gemmatimonadetes que passa de apenas 2% do
total de sequéncias na camada ativa para 12% e 9% nas camadas mais profundas.
Verrucomicrobia com comportamento similar, atingindo o pico de abundancia na
camada intermediaria com 8,6% (0 quinto mais abundante neste estrato). JA o
Bacteroidetes € menos abundante na camada intermediaria com 3,1% de todas as

sequéncias classificadas em filos, 4,1% na camada ativa e 5,8% no permafrost.
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Tabela 7 - NiUmero de sequéncias de Axel Heiberg classificadas em cada Filo a partir da ferramenta

Classifier (RDP).
Filo Amostras

al a2 a3 ml m2 m3 pl p2 p3
Acidobacteria 5385 6611 4545 1278 2112 1396 819 1068 823
Actinobacteria 9773 8722 6443 2260 3285 2432 4998 5488 5420
Armatimonadetes 1559 1418 1464 180 218 197 186 182 189
Bacteroidetes 977 1803 1646 305 1147 490 786 1171 2957
BD1-5 3 0 0 8 9 0 5 9 15
Candidate_division_BRC1 3 1 2 2 0 7 2 2 0
Candidate_division_OD1 134 116 124 531 1094 370 441 495 1467
Candidate_division_OP11 0 1 2 15 22 7 18 10 33
Candidate_division_OP3 3 2 0 6 22 11 0 2 3
Candidate_division_OP8 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Candidate_division_TM7 1232 1588 1573 208 494 224 351 536 939
Candidate_division_WS3 0 1 0 1 8 2 0 4 3
Candidate_division_WS6 6 0 0 12 16 9 3 2 0
Chlamydiae 19 27 32 17 27 38 12 10 21
Chlorobi 0 0 0 5 0 8 0 0 0
Chloroflexi 4999 5510 4190 3948 7598 4700 7913 12203 10755
Cyanobacteria 321 447 468 11 30 13 60 110 10
Deinococcus-Thermus 1 0 0 0 0 1 0 1 0
Elusimicrobia 11 15 14 24 55 14 21 14 43
Fibrobacteres 2 1 0 4 13 3 7 5 6
Firmicutes 13 13 10 30 42 38 160 256 269
Fusobacteria 0 0 0 0 0 0 5 3 0
Gemmatimonadetes 586 593 612 1843 4036 1801 2790 2904 1730
Nitrospirae 0 0 2 11 11 10 2 1 16
NPL-UPA2 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Planctomycetes 1846 1710 3543 1070 1711 1196 519 679 580
Proteobacteria 5412 5707 7388 2070 3402 2067 2020 2871 3963
SHA-109 4 5 1 5 10 8 1 3 1
SM2F11 19 9 4 122 278 88 63 47 41
TM6 22 12 9 0 3 5 0 4 13
unclassified 1329 1168 1180 466 1030 749 690 947 1499
Verrucomicrobia 475 704 1807 1272 2315 1821 897 910 1186
WCHB1-60 209 234 194 17 57 35 43 74 87
WD272 608 375 557 117 130 95 51 48 26
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Figura 49 - Abundancia relativa dos Filos de Bacteria no estrato da camada ativa do testemunho de

solo de Axel-Heiberg.
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Figura 50 - Abundéncia relativa dos Filos de Bacteria no estrato da camada de transi¢cao do testemunho

de solo de Axel-Heiberg.
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Figura 51 - Abundéncia relativa dos Filos de Bacteria no estrato do permafrost do testemunho de solo

de Axel-Heiberg.
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Tabela 8 - Variacdo da abundancia relativa dos 15 filos mais abundantes em relacédo a profundidade
do estrato de solo.

Camada ativa Interface Permafrost
Chloroflexi 13,7% 25,8% 36,3%
Actinobacteria 23,2% 12,7% 18,7%
Proteobacteria 17,2% 12,0% 10,4%
Acidobacteria 15,4% 7,6% 3,2%
Gemmatimonadetes 1,7% 12,2% 8,7%
Planctomycetes 6,6% 6,3% 2,1%
Verrucomicrobia 2,8% 8,6% 3,5%
Bacteroidetes 4,1% 3,1% 5,8%
Candidate_division_TM7 4,1% 1,5% 2,1%
Armatimonadetes 4,1% 0,9% 0,7%
Candidate_division_OD1 0,3% 3,2% 2,8%
wD272 1,4% 0,5% 0,1%
Cyanobacteria 1,1% 0,1% 0,2%
WCHB1-60 0,6% 0,2% 0,2%
Firmicutes 0,0% 0,2% 0,8%

A classificacdo completa das sequéncias pertencentes aos 10 filos mais
abundantes em suas respectivas classes, esta detalhada no Apéndice A, e dos 8 filos
mais abundantes, apresentado na figura 52. Seguindo a tendéncia dos resultados
anteriormente apresentados, a variagdo maior se da na passagem da camada ativa
para a camada de interface. Vale notar que a estrutura da comunidade também né&o
varia radicalmente de um estrato para outro. Dentre os 4 filos que dominam mais da
metade da comunidade de todas as amostras, o filo Chloroflexi destaca-se pela
grande diversidade de classes encontradas (16 classes), sendo as mais abundantes
as representadas por micro-organismos nao cultivaveis. A classe JG37-AG-4, de
Chloroflexi € dominante dentro, no permafrost e camada de transicdo, e, por
conseguinte, é a mais abundante entre todas as classes de todos os filos classificados
pelo RDP, o que sugere uma grande adaptabilidade deste taxon aos solos congelados
de Axel Heiberg. Actinobacteria, é o filo mais abundante na camada ativa influenciado
pela grande presenca da classe Actinobacteria, essa classe sofre grande reducéo da
nas camadas mais profundas acarretando na perda de abundancia do filo como um
todo. A classe Thermoleophilia por sua vez, apresentou cerca de duas vezes mais
sequéncias na camada de permafrost. Em Proteobacteria, apenas a classes das
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Epsilonproteobacteria ndo teve presenca significativa na composigéo do filo. A classe
Alphaproteobacteria € dominante nas camadas ativa e de interface. No permafrost
essa dominancia é dividida com a classe das Betaproteobactérias, que parece ganhar
relevancia nos solos congelados. Acidobacteria apresentou baixa diversidade de
classes com apenas duas entre as sequéncias classificadas. A composicdo da
comunidade apresenta mudanca notavel entre a camada ativa e de transigcdo com o
filo Holophagae dividindo espaco com a antes quase que inteiramente dominante
Acidobacteria. Nao € notada diferenca na estrutura de Acidobacteria entre esta Ultima

camada e o permafrost.
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Figura 52 - Composicdo taxonémica ao nivel de Classe dos 8 filos mais abundantes encontrados nas
amostras de Axel Heiberg. Disco externo: Camada ativa; Disco intermediario;: Camada de interface;
Disco interno: Permafrost.
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O efeito do valor de corte (bootstrap) para classificacdo de sequéncias no RDP,
em diferentes niveis taxondmicos, foi investigado por Bacci et al. (2015) usando reads
provenientes do sistema Illumina. Como esperado, o aumento do valor de bootstrap
leva a uma diminuicdo no numero de sequéncias atribuidas. Ao classificar reads de
300 pb da regidao V3 do rRNA 16S usando um limiar de bootstrap igual a 0,8, a
porcentagem de reads classificadas foi de cerca de 15% a nivel de familia e 5% no
nivel de género. Para um bootstrap consideravelmente mais permissivo de 0,5 a
porcentagem de sequéncias classificadas passa para cerca de 30% a nivel de familia
e 20% no nivel de género (BACCI et al., 2015).

Para a classificacdo das contigs de Axel-Heiberg foi usado um bootstrap de
80%, recomendado pelo grupo que desenvolve o software mothur dentro do protocolo
de curadoria para sequéncias provenientes do sequenciador lllumina MiSeq (KOZICH
et al., 2013). Pressupfe-se que o tamanho médio das contigs (de cerca de 430 pb), o
alto nimero de sequéncias obtidas pela tecnologia de NGS e qualidade das
sequéncias poOs tratamento para reducdo de erros, incentive a utilizacdo de um
bootstrap mais rigoroso. A parcela das contigs classificadas ao nivel de familia foi de
60% para a camada ativa, 46% para a camada intermediaria e 42% para o permafrost
(Figuras 53 a 55). Ja a porcentagem de contigs classificadas ao nivel de género de
36% para a camada ativa, 19% para a camada intermediéria e 21% para o permafrost
(Figuras 56 a 58). Amostras de permafrost apresentaram o maior numero de
sequéncias ndao-classificadas, possivelmente por representar uma ecologia
microbiana relativamente desconhecida, de familias conservadas por milhares de
anos no solo congelado e, portanto, com menos sequéncias depositadas nos bancos
de dados usados como referéncia. Como discutido esse valor seria maior em caso de
utilizacdo de limiar mais baixo de bootstrap, porém as custas de uma menor
confiabilidade na designacéo taxondmica das sequéncias. No entanto, esse valor foi
superior ao encontrado por Bacci et al. (2005), provavelmente pelos motivos ja
destacados: tamanho médio das sequéncias superior e tratamento para reducdo de
erros. Ao todo 128003 contigs foram atribuidas a uma familia enquanto 70961 contigo
foram atribuidas a algum género depositado no banco de dados do RDP.

A classificacdo das sequéncias ao nivel de familia para as 9 amostras
estudadas encontra-se na Apéndice B enquanto a abundancia relativa é mostrada na

figura 53.
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Figura 54 - Ranking das 50 Familias de Bacteria mais abundantes dentro das amostras de estrato da camada ativa do testemunho de solo de Axel-Heiberg.

No detalhe: Proporgdo de sequéncias que foram identificadas ao nivel de Familia, através da ferramenta Classifier (RDP).
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Figura 55 - Ranking das 50 Familias de Bacteria mais abundantes dentro das amostras de estrato de interface do testemunho de solo de Axel-Heiberg. No

detalhe: Proporgéo de sequéncias que foram identificadas ao nivel de Familia, através da ferramenta Classifier (RDP).
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Figura 56 - Ranking das 50 Familias de Bacteria mais abundantes dentro das amostras de estrato de permafrost do testemunho de solo de Axel-Heiberg.

No detalhe: Proporgdo de sequéncias que foram identificadas ao nivel de Familia, através da ferramenta Classifier (RDP).
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A classificacdo das sequéncias ao nivel de género para as 9 amostras
estudadas encontra-se no Apéndice C enquanto a abundéancia relativa dos 40 genéros
mais representativos é mostrada na figura 57. Os géneros mais abundantes para cada
estrato de solo sdo apresentados nas figuras 58 a 60.

A proporgdo de sequéncias ndo classificadas em niveis taxondémicos mais
especificos, dificulta o desdobramento dos filos mais importantes em suas familias e
géneros. Espera-se que a maioria dos géneros classificados seja de géneros com
representantes “cultivaveis”. As sequéncias classificadas em Chloroflexi, o filo mais
abundante entre todas as contigs classificadas, com 61816 sequéncias foram
atribuidas majoritariamente a familias e géneros desconhecidos. Apenas 8 familias
foram identificadas, atribuidas a 1561 sequéncias. Dentre estas familias apenas 6
géneros foram identificados, 5 destes géneros possuem menos de 5 sequéncias,
engquanto o género Roseiflexus foi atribuido a 1049 sequéncias, o restante ndo pode
ser classificado a nenhum género. A abundancia de familias e géneros classificados
tem utilidade como indicador da mudanca na estrutura da comunidade. Existe uma

mudanc¢a mais pronunciada entre amostras ao se observar taxons mais profundos.
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Figura 58 - Ranking dos 50 géneros de Bacteria mais abundantes dentro das amostras de estrato da camada ativa do testemunho de solo de Axel-
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4.4.6 Analise comparativa entre os resultados de isolamento e sequenciamento das
amostras de Axel Heiberg

Neste trabalho, na secdo 4.3, foi descrita a prospeccdo de bactérias de
ambientes periglaciais resistentes a dessecacdo. As amostras do testemunho de solo
do Artico canadense usadas para o isolamento foram as mesmas utilizadas para a
analise da comunidade bacteriana por sequenciamento de DNA de alto rendimento,
detalhadas na presente secéo. Todas as cepas isoladas de amostras do testemunho
de solo de Axel-Heiberg pertencem ao filo Firmicutes, distribuidas entre as familias
Planococcaceae e Paenibacillaceae. Enquanto que das amostras originarias da
Antartica, ndo analisadas em relacdo a sua ecologia microbiana neste estudo, foram
isoladas bactérias do filo Actinobacteria, familia Micrococcaceae e filo Proteobacteria,
familia Moraxellaceae.

A reacao de amplificacdo em tempo real, uma variante da reacdo de PCR
convencional, seria a técnica mais indicada para a identificacdo e determinacéo
quantitativa do numero de cépias de rRNA 16 especificas para esses taxa. No entanto,
0 uso dessa técnica seria dependente do uso de marcadores moleculares especificos
e padronizacao das reagdes. Os resultados provenientes do sequenciamento massivo
por NGS descritos aqui, possibilita também, pelo alto nimero de sequéncias obtidas
e classificacdo taxondmica com alto grau de confiabilidade, a presenca destes grupos
de micro-organismos nas amostras estudadas. As tabelas 9 e 10, apresentam o0s
resultados das sequéncias de Axel Heiberg classificadas nas familias dos organismos
isolados e seus géneros mais préximos. Observa-se que a abundancia dos grupos
pertencentes aos isolados do Artico é bastante baixa. A familia Micrococcus, isolada
das amostras de Deception Island, Antéartica, € mais abundante, sendo uma das 50
familias mais presentes dentre as sequéncias classificadas. Essa familia, no entanto,
ndo foi isolada das amostras do Artico, talvez pela baixa abundancia do género
Micrococcus nessa comunidade.

O experimento de isolamento de resistentes a dessecacao procurou eliminar
com tratamento por cloroférmio, todos o0s micro-organismos nao adaptados ao
estresse hidrico. Seria de certa forma esperado que os isolados néo se correlacionem
com 0s grupos mais abundantes da comunidade. Esse resultado também reforca a

tese de que a parcela de bactérias cultivaveis com o uso de técnicas de isolamento
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padréo é pequeno comparado com o universo de grupos microbianos encontrados em

uma dada comunidade.

Tabela 9 - Sequéncias pertencentes a Familias de micro-organismos resistentes a dessecacéo isoladas
ao longo deste trabalho, presentes nas amostras de Axel Heiberg.

Superficie Interface Permafrost
Familia

N° Seqs Abundancia N° Seqs Abundéancia N° Seqs Abundéncia
Micrococcaceae 221 0,20548% 355 0,56484% 409 0,48106%
Moraxellaceae 1 0,00093% 1 0,00159% 1 0,00118%
Planococcaceae 2 0,00186% 0 0,00000% 7 0,00823%
Paenibacillaceae 2 0,00186% 6 0,00955% 14 0,01647%
Total de segs. 107554 100% 62850 100% 85020 100%

Tabela 10 - Sequéncias pertencentes a géneros préximos aos micro-organismos resistentes a
dessecacao isoladas ao longo deste trabalho, presentes nas amostras de Axel Heiberg.

Superficie Interface Permafrost
Género
N° Seqs Abundancia N° Seqs Abundéncia N° Seqs Abundéncia
Micrococcus 0 0,00000% 0 0,00000% 0 0,00000%
Psychrobacter 1 0,00132% 0 0,00000% 1 0,00138%
Sporosarcina 1 0,00132% 0 0,00000% 3 0,00415%
Paenibacillus 2 0,00265% 5 0,00923% 14 0,01937%

Total de segs. 75604 100% 54196 100% 72260 100%




138

5 CONCLUSOES
5.1 Adaptagdes de E. antarcticum a variagao térmica

Exiguobacterium antarcticum possui um mecanismo de adaptacéo ao frio que
envolve a expressao diferencial de diversas proteinas. Foi detectada alteracdes na
expressdo de diversas chaperonas, caracterizadas por modular a estrutura e
integridade de macromoléculas, e proteinas relacionadas ao metabolismo oxidativo
da bactéria, indicando a repressao do metabolismo aerdbico em baixas temperaturas.
As adaptacbes fisiologicas de E. antarcticum a temperatura sao também
acompanhadas por alteracbes que se mostraram significativas em seu fenétipo,

definida pela reducéo da superficie celular em células cultivadas a 0 °C.
5.2 Tolerancia de E. antarcticum a parametros fisicos de ambientes simulados

Os experimentos de simulacdo de ambientes extraterrestres indicaram que
tanto a bactéria Exiguobacterium antarcticum quanto a bactéria Planococcus
halocryophillus ndo possuem elevada resisténcia a radiacdo ambiental presente na
superficie da Terra e ultravioleta de vacuo (UV-V). Essas bactérias sobreviveriam por

pouco tempo no espaco interplanetario ou na superficie de Marte.
5.3 Isolamento e toleréncia a dessecacao de micro-organismos polares

Cepas de micro-organismos pela primeira vez foram isoladas de amostras do
Artico canadense e da Antartica utilizando cloroférmio como um meio para selecionar
micro-organimos tolerantes a dessecacao. Esta abordagem foi capaz de isolar com
sucesso bactérias formadoras e ndo formadoras de esporos, com uma tendéncia ao
isolamento de bactérias Gram-positivas.

A tolerancia a dessecacao foi afetada pela solugdo em que as células foram
suspensas antes da secagem; meio R2B se mostrou mais protetor do que a agua.
Mais da metade das linhagens isoladas sobreviveram mesmo apds 50 dias de
dessecacdo. Algumas cepas mostraram resisténcia a dessecacdo comparavel a
bactéria Deinococcus radiodurans um dos organismos modelos utilizados na

astrobiologia.
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Micro-organismos filogeneticamente proximos podem ter uma tolerancia a
dessecacdo dispar. Linhagens do mesmo género, porém isolados de diferentes
amostras, mostraram resultados diferentes quanto a resisténcia a anidrobiose. Micro-
organismos com alta tolerancia a dessecacdo pertencentes a diferentes familias
microbianas indicam que esta abordagem também pode ser adequada para o
isolamento de cepas com meios de adaptacao contrastantes. Estes novos isolados
podem também servir de modelo em experimentos futuros em astrobiologia, em
experimentos de simulacdo a condi¢cdes extraterrestres realizadas na Terra e no

espaco, em que a resisténcia a dessecac¢do € uma necessidade.

5.4 Diversidade microbiana em testemunho de solo do Artico canadense

A diversidade e riqgueza de espécies microbianas presentes no permafrost de
Axel Heiberg, Canada, foi menor do que em estratos superiores (camada ativa e solo
de interface). Os filos Actinobacteria, Chloroflexi, Proteobacteria e Acidobacteria
compreenderam a maior parte das sequéncias identificadas. A variacdo da
abundancia de um filo ndo necessariamente se mostrou correlacionada com a
profundidade do solo. Amostras provenientes da camada de transicéo e do permafrost

apresentaram maior similaridade quanto a estrutura da comunidade microbiana,

compartilhando maior nimero de espécies.
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APENDICE A - Classificacdo de sequéncias de Axel Heiberg (Filo)

Numero de sequéncias das amostras de Axel Heiberg pertencentes aos 8 filos mais abundantes e suas
respectivas classes, classificadas a partir da ferramenta Classifier (RDP).

Filo / Classe Amostras
al a2 a3 ml m2 m3 pl p2 p3
Chloroflexi 4999 5510 4190 3948 7598 4700 7913 12203 10755
JG37-AG-14 1753 1421 1264 2595 4453 2848 5303 7424 4976
KD4-96 850 930 905 686 1578 777 1092 2088 1921
Ktedonobacteria 1491 2071 944 118 316 169 492 775 1195
Gitt-GS-136 120 196 237 84 332 172 331 807 1160
TK10 230 283 443 120 194 246 132 233 329
Chloroflexia 177 247 146 58 133 53 71 117 240
P2-11E 9 18 26 59 191 81 119 320 381
unclassified 108 82 80 38 103 70 156 200 271
S085 33 43 27 87 130 139 67 90 76
JG30-KF-CM66 73 60 26 36 80 83 70 65 84
Thermomicrobia 106 103 66 22 38 27 26 49 75
Anaerolineae 19 24 9 39 35 26 36 25 27
Caldilineae 25 26 14 6 11 8 11 6 13
Elev-1554 0 2 3 0 4 0 2 4 4
SHA-26 5 4 0 0 0 1 1 0 0
Dehalococcoidia 0 0 0 0 0 0 1 0 3
Ardenticatenia 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Actinobacteria 9773 8722 6443 2260 3285 2432 4998 5488 5420
Actinobacteria 7562 6664 4319 776 988 775 2087 1956 2188
Thermoleophilia 1240 1230 1163 801 1476 948 2213 2748 2213
unclassified 485 413 403 370 463 370 333 393 544
MB-A2-108 228 174 227 187 191 168 263 248 325
Acidimicrobiia 244 227 324 125 164 163 98 136 142
TakashiAC-B11 13 13 7 7
FFCH16263 0 0 0 0
Rubrobacteria 0 0
Proteobacteria 5412 5707 7388 2070 3402 2067 2020 2871 3963
Alphaproteobacteria 4271 4499 5609 1681 2555 1477 1036 1336 806
Betaproteobacteria 85 120 316 152 366 256 535 987 2534
Gammaproteobacteria 547 691 811 85 204 133 218 305 379
Deltaproteobacteria 441 335 550 124 238 170 201 229 188
unclassified 68 62 99 28 34 19 24 14 56
TA18 12
Epsilonproteobacteria 0 0

(Continua)



Acidobacteria 5385 6611
Acidobacteria 5255 6464
Holophagae 129 144
Subgroup_22 0 1
unclassified 1 2
Gemmatimonadetes 586 593
Gemmatimonadetes 586 593
Planctomycetes 1846 1710
Phycisphaerae 782 700
Planctomycetacia 1060 997
vadinHA49 3 3
unclassified 1 5
OM190 0 3
BD7-11 0 2
Verrucomicrobia 475 704
Spartobacteria 356 516
OPB35_soil_group 21 33
Verrucomicrobia_Incertae_S 16 25
Opitutae 24 50
unclassified 45 69
Verrucomicrobiae 8 6
S-BQ2-57_soil_group

UA11l 0 0
Bacteroidetes 977 1803
Sphingobacteriia 916 1749
Flavobacteriia 15 14
Cytophagia 37 27
unclassified 8 12
WCHB1-32 1 0
Bacteroidia 0 0
BSV13 0 1
vadinHA17 0 0
BD2-2 0 0

Candidate_division_TM7 1232 1588

unclassified 1232 1588
Armatimonadetes 1559 1418
Armatimonadia 1451 1359
Chthonomonadetes 86 28
unclassified 22 31
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Numero de sequéncias das amostras de Axel Heiberg classificadas nas 100 familias mais abundantes,
segundo a ferramenta Classifier (RDP). Cutoff utilizado para familia foi 0,10.

Familias Amostras
al a2 a3 ml m2 m3 pl p2 p3
0319-6G20 131 86 102 6 12 12 31 23 42
0319-6M6 20 28 21 6 35 11 23 60 23
1174-901-12 49 71 a7 16 15 8 24 14 5
1921-3 34 26 8 2 2 6 6 5 16
480-2 62 72 58 51 98 58 103 160 92
Acetobacteraceae 1781 1849 2777 16 20 17 63 58 61
Acidimicrobiaceae 53 64 153 8 23 26 20 17 42
Acidimicrobiales_Inc._S. 7 4 14 1 0 1 0 0 0
Acidobacteriaceae_(S_1) 4712 6133 3587 143 277 212 227 330 252
Acidothermaceae 179 114 69 48 62 39 57 71 31
Alicyclobacillaceae 4 2 2 1 9 0 30 66 23
alphal_cluster 23 13 72 1 2 5 2 1 2
Anaerolineaceae 19 24 9 39 35 26 36 25 27
Bacteriovoracaceae 0 1 0 2 0 0 9 9 22
Bdellovibrionaceae 50 48 42 11 11 12 19 6 17
Beijerinckiaceae 31 33 94 0 3 0 7 12 11
Bradyrhizobiaceae 38 57 139 48 68 48 17 68 41
Caldilineaceae 25 26 14 6 11 8 11 6 13
Caulobacteraceae 703 373 278 610 705 245 326 324 102
Chitinophagaceae 772 1567 1241 201 855 360 278 571 814
Chromatiaceae 0 0 0 1 2 3 17 32 18
Chthoniobacteraceae 71 106 143 14 41 17 30 22 33
Chthonomonadaceae 62 19 51 73 56 79 7 71 86
Clostridiaceae_1 4 2 0 23 22 30 56 63 141
Comamonadaceae 12 20 135 1 4 9 21 15 28
Coxiellaceae 35 70 97 31 29 49 19 19 19
Cystobacteraceae 20 15 36 6 18 9 14 9 29
Cytophagaceae 35 26 34 6 5 6 6 8 18
DA101_soil_group 248 378 493 1026 1771 1522 605 587 832
DA111 204 223 244 59 181 192 107 149 87
Ectothiorhodospiraceae 4 5 11 1 3 3 2 14 186
Elev-16S-1332 3 5 4 2 6 2 4 3 11
env.OPS_17 23 29 38 15 49 24 64 97 628
Familyl 209 314 328 3 10 0 53 73 1
Fibrobacteraceae 2 1 0 4 13 3 7 5 6
Flavobacteriaceae 11 9 9 11 25 3 106 152 53
Frankiaceae 593 558 326 92 104 57 218 234 172
FukuN18_freshwater_gr. 1 3 5 2 7 5 4 0 9
G12-WMSP1 59 70 23 1 1 4 1 4 11
Gaiellaceae 303 214 235 173 276 248 519 574 353
Gallionellaceae 0 0 3 5 8 12 273 538 1945
Gemmatimonadaceae 584 592 610 1841 4024 1795 2790 2894 1728
Geodermatophilaceae 470 337 184 4 7 4 53 26 28
Haliangiaceae 40 58 106 49 130 75 48 106 32
Holophagaceae 13 5 6 0 3 2 1 0 3
Holosporaceae 9 12 13 0 3 3 2 0 0
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HSB_OF53-F07
Hydrogenophilaceae
Hyphomicrobiaceae
lamiaceae
Intrasporangiaceae
JG30a-KF-32

KD3-93

KF-JG30-B3
Kineosporiaceae
Legionellaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Micromonosporaceae
Nakamurellaceae
Neisseriaceae
Nitrosomonadaceae
Nitrospiraceae
Nocardioidaceae
Opitutaceae
Oxalobacteraceae
Parachlamydiaceae
Patulibacteraceae
Peptococcaceae
PHOS-HES1
Phycisphaeraceae
Planctomycetaceae
Polyangiaceae
Porphyromonadaceae
Propionibacteriaceae
Pseudomonadaceae
Pseudonocardiaceae
RB41

Rhizobiaceae
Rhizobiales_Inc._Sedis
Rhodobiaceae
Rickettsiales_Inc._Sedis
Roseiflexaceae
Ruminococcaceae
SM2D12
Solirubrobacteraceae
Sphaerobacteraceae
Sphingobacteriaceae
Sphingomonadaceae
Streptomycetaceae
TM146
Unknown_Family
Unknown_Family
Unknown_Family
Unknown_Family
Verrucomicrobiaceae
Xanthobacteraceae
Xanthomonadaceae
Xiphinematobacteraceae
YNPFFP1

54

26
599
596

160
10
1102
69
64
1334

306
24
16

31

1058
102

228

259
16
12
89
28
40
92

30
14
112
966

448
16
16

64
336

133

47
14
552
1000

104
10
1396
87
47
1045

335
49
28
17
35

997
50

284

156
17

65
35
37
184

20
12
143
1365
11
12
247
25
10

78
450

133

13
127
19
216
261

70
12
1053
65
136
356

171
32

15
31

1829
95

129
15
48
16
56

175
55
50

123

21
12
12
293
1161
62
12
699
849

o

78
428
38
108

11
43
48
52
32

108
34

22
113
16
34
10
11
55
60

13
26

278
13

12

54

278
63

55

20

55

57

515

52

14

296

21

52

14
47
36
116
150
23
103
49

35
116
25
39

38
11
115
148

26

53

12

433

19

15

186

462
71

128

31

130
214

18
448
16
66

18
490
102

102

22
46
40
48
55
13
30
30

21
126
12
27

13
10
59
67

27
25

12

412

210
54

53

17

52
217

18
456

34
14
18
313
44
10
39

78
29
21
656
162

50

122
159
40
86
24

91
29

45
31

6
226
33

28
70
33
57

74
71

70
12

25
0
278
122

216
13
14

140
45

131

144
36
22

633

393
13

40

174
123
31
91
36

98
54
12

46
94
21

248
33
14
60
49
25

106

74
65

106

37

254
181

37
179

23

10

266

113

200

164

211
26
30

1050

582
20
10
49

106
127
32
69
43
15
16
128
55
13
13
62
66
70

247

38
15
10
56

60
25

238
22

20

1251
175

46
123
16

24
154
20

123




APENDICE C - Classificacdo de sequéncias de Axel Heiberg (Género)
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Numero de sequéncias das amostras de Axel Heiberg classificadas nos 100 géneros mais abundantes,
classificados segundo a ferramenta Classifier (RDP). Cutoff utilizado para género foi 0,03.

Géneros Amostras

al a2 a3 ml m2 m3 pl p2 p3
Acidicaldus 11 13 21 1 3 6 2 2 0
Acidiferrobacter 2 5 11 1 3 3 2 14 183
Acidiphilium 212 222 309 1 0 0 14 2 3
Acidisoma 76 119 151 0 0 0 2 3 0
Acidobacterium 523 461 539 6 4 11 8 34 24
Acidothermus 179 114 69 48 62 39 57 71 31
Actinoplanes 12 7 25 0 0 0 4 0 0
Aestuariimicrobium 3 0 0 0 0 0 6 18 20
Amnibacterium 460 489 301 2 5 1 27 50 20
Anaeromyxobacter 10 8 22 5 3 9 7 7 19
Angustibacter 50 34 22 1 0 2 19 7 12
Aquicella 34 67 95 28 27 46 19 19 17
Aquincola 9 17 93 0 0 5 7 0 0
Arthrobacter 63 76 62 109 108 123 153 116 121
Asticcacaulis 7 3 9 5 5 0 0 1 0
Bacteriovorax 0 1 0 0 0 0 9 3 22
Bauldia 14 19 19 43 169 70 22 22 20
Bdellovibrio 50 48 42 9 11 10 16 6 17
Blastocatella 16 10 5 52 66 34 14 23 9
Brevundimonas 16 0 6 5 7 0 66 46 4
Bryobacter 207 108 261 344 295 238 81 64 56
Bryocella 5 12 15 0 0 0 0 0 0
Candidatus_Koribacter 1 1 0 12 16 7 0 2 0
Candidatus_Methylacidiphilum 16 25 849 3 16 2 13 8 16
Candidatus_Nitrotoga 0 0 2 0 1 6 8 17 25
Candidatus_Nostocoida 21 28 40 7 12 12 6 5 3
Candidatus_Odyssella 39 35 46 0 0 0 3 0 0
Candidatus_Protochlamydia 4 7 7 4 12 10 0 3 0
Candidatus_Solibacter 241 139 438 171 153 215 134 113 67
Candidatus_Xiphinematobacter 4 9 38 4 3 10 6 7 5
Chthoniobacter 71 106 143 14 41 17 30 22 33
Chthonomonas 62 19 51 73 56 79 77 71 86
CL500-29_marine_group 53 63 153 8 23 26 18 16 41
Clostridium_s._stricto_13 2 0 0 23 18 27 30 44 80
Clostridium_s._stricto_9 0 2 0 0 0 2 14 9 36
Crossiella 144 70 23 0 0 0 7 1 2
Cytophaga 29 20 22 0 0 0 2 3 2
Desulfosporosinus 0 1 0 0 2 5 31 94 64
Devosia 40 36 117 19 23 20 24 25 7
Edaphobacter 109 131 88 0 0 0 4 7 2
Flavobacterium 8 7 6 10 25 3 102 147 49
Frankia 68 36 26 1 0 0 4 3 3
Frondihabitans 27 52 40 2 2 0 2 6 15
Gaiella 303 214 235 173 276 248 519 574 353
Gallionella 0 0 0 0 0 0 24 25 97
Gemmata 59 59 110 33 65 58 34 21 29
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Gemmatimonas
Granulicella
Haliangium
lamia
Isosphaera
Jatrophihabitans
Kineosporia
Leeia

Legionella
Lysinimonas
Marmoricola
Microlunatus
Modestobacter
Mucilaginibacter
Nakamurella
Nitrosococcus
Nitrospira
Nocardioides
Nostoc
Novosphingobium
Opitutus
Oryzihumus
Patulibacter
Pedosphaera
Phenylobacterium
Phycisphaera
Pird_lineage
Pirellula
Planctomyces
possible_genus_04
Pseudolabrys
Pseudomonas
Pseudonocardia
Rhizobium
Rhizomicrobium
Rhodanobacter
Rhodobium
Rhodoplanes
Roseiflexus

Sandarakinorhabdus

Sideroxydans
Singulisphaera
Solirubrobacter
Sorangium
Sphingomonas
Sporocytophaga
Stenotrophomonas
Streptacidiphilus
Sulfuricella
Telmatobacter
Terriglobus
Thiobacillus
Tumebacillus
Verrucomicrobium

107
3822
40
26
11
525
34

10
510
143
153
467
107

1334

149

202

22

135

31

194

10

34

63

114

75

208

28

92

452

30

100
719

60
49

99
5224
58
14
17
520
32

10
736
164
226
336
129

1045

145

300
10
47

110
35

110

12

22

78

80

46

258

32

11

184

16

429

20

50

931

11

78
42

99
2688
106
19
41
300
24

12
613
47
101
184
287
356

117
311
27
31
30
31

71

13

62

78
14
24
32
156
230
55

123
16

928
12
93

767

62

87

17
10

129
62
49
48
91
26

17
28

50

34

11

26

60

29

26

592

30

58

284

235
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223
123
130
36
104
34

24
67

111

39

11

46

10

141

44

53

674

46

106

475

128

136
45
75
40
11
57
23

14
42

44
27

10
17

67
23
25
14
242

21
15
185

307

140

53
23
53

13
17
12
83

183
152
48
21

214
23
24

82
60
17
53
262
86
17

26
52

29
403
45

251

25

134

69

24

52

71

70

223

206

234

106
22

231
25
34

102
66
29
26

235
91
30

29
69

54

422

46

270

21

35

260

48

23

52

48

65

106

474

166

117
117
32
30

169
29
43

66
86
15
28

1234
69
18
16
41

53
713
62
93
14
60
145
11
40
25
238
1756
16
20
112
10
20

22

190
23




