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RESUMO

7

Liquorilactobacillus vini € uma bactéria acido lactica encontrada na producdo de
etanol combustivel no nordeste brasileiro que tem sido alvo de estudos pelo nosso
grupo de pesquisa. A sobrevivéncia de L.vini aos agentes estressores presentes nas
destilarias pode ser dependente da molécula sinalizadora (p)ppGpp, chamada de
alarménio, produzido pela proteina RelA que tem efeito pleiotropico na resposta a
estresse em bactérias. Por isso, 0 objetivo deste estudo foi determinar o papel do
gene relA na resposta estringente em resposta a diferentes formas de estresse,
assimilacdo de diferentes aclcares, homeostase da parede celular e
motilidade.Inicialmente foi realizado um estudo in silico da proteina relA e a via do
(P)ppGpp em L.vini. Posteriormente, foram realizados ensaios de tolerancia a
diferentes formas de estresse através da determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (MIC), concentragdo bactericida minima (MBC), curvas de crescimento em
concentracdo sub -MIC e inducéo de tolerancia cruzada e curvas de lise da parede
celular. Além disso, foi realizada pela anotacdo dos genes de sintese de flagelo,
microscopia de fluorescéncia e ensaio de motilidade nas cepas parental e relA-.
L.vini apresenta uma proteina relA bifuncional e uma pequena sintase de alarménio
no genoma. A linhagem mutante ArelA apresentou maior tolerancia a estresse
osmotico e sensibilidade ao acido lactico em relacéo a linhagem parental, entretanto
parede celular da linhagem mutante € muito mais fragil que na linhagem parental,
indicando o papel da proteina RelA na biogénese da parede celular.Além disso, a
delecdo do gene relA também interferiu no padrdo de consumo de diferentes
acucares e na motilidade celular, indicando o déficit energético do mutante . Esses
dados indicam que o gene relA em L. vini tem um papel central na fisiologia indo

além do esperado para um gene de resposta a estresse.

Palavras-chave: Resposta a estresse; (p)ppGpp; ArelA; Fisiologia bacteriana



ABSTRACT

Liquorilactobacillus vini is a lactic acid bacteria found in the production of fuel ethanol
in northeastern Brazil, subject of studies by our research group. The survival of L.vini
to stress present in distilleries can it be dependent on the signaling molecule
(P)PPGpp, called alarmonium, produced by the RelA protein, whit a pleiotropic effect
on the stress response in bacteria. Therefore, the aim of this study was to determine
the role of the relA gene in the stringent response to different forms of stress,
assimilation of different sugars, cell wall homeostasis and motility. Initially, there was
the study an in silico study of the relA protein and the pathway of (p)ppGpp in L.vini.
Subsequently, tolerance tests to different forms of stress were carried out by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC), growth curves in sub-MIC concentration and cross-tolerance
induction and cell wall lysis curves. In addition, it was performed by annotating the
flagellum synthesis genes, fluorescence microscopy and motility assay in the
parental and relA- strains. L.vini has a bifunctional relA protein and a small
alarmonium synthase in the genome. The ArelA mutant strain showed greater
tolerance to osmotic stress and sensitivity to lactic acid compared to the parental
strain, however the cell wall of the mutant strain is much more fragile than the
parental strain, indicating the role of RelA protein in cell wall biogenesis.
Furthermore, deletion of the relA gene also interfered with the pattern of consumption
of different sugars and cell motility, indicating the energy deficit of the mutante.These
data indicate that the relA gene in L. vini has a central role in physiology going

beyond what is expected for a stress response gene.

Keywords: Stress response; (p)ppGpp; ArelA; Bacterial physiology.
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1 INTRODUCAO

Os seres vivos ao longo da histéria evolutiva desenvolveram diferentes
estratégias de sobrevivéncia que envolve mecanismos genéticos e fisioldgicos,
conservados ou limitados ao habitat de origem. O estresse bacteriano é classificado
como qualquer perturbagdo que ocasione limitagdo do crescimento e/ou morte
celular. A bactéria 4cido lactica (BAL) Liquorilactobacillus vini é um 6timo exemplo
para o entendimento da resposta ao estresse bacteriano. E predominantemente nas
dornas de fermentagéo de etanol no nordeste brasileiro e por isso, necessita de um
conjunto de mecanismos para sobreviver e responder a agressores fisicos e
quimicos.

A sobrevivéncia a estresse e caréncia nutricional as bactérias, com excecéo das
intracelulares obrigatérias, € dependente de relA,O gene relA ¢é ativado durante a
escassez de nutrientes e danos celulares, conhecida como resposta estringente. A
caracterizacao do gene relA e da proteina RelA foram realizados em Escherichia coli
e Bacillus subtilis, mas os modelos propostos para esses microrganismos nado sao
universais para as demais espécies bacterianas, pois estudos demonstram que
representantes dos géneros Lactococcus e Enterococcus apresentam mecanismos
de sinalizacdo e acdo diferentes para o gene relA. No entanto, a resposta
estringente, desencadeada quando relA produz o (p)ppGpp ou alarmbnio e
reprograma o metabolismo ainda € pouco estudada nas bactérias acido lacticas
(BAL).

As BAL séo as principais bactérias com potencial biotecnolégico conhecido na
industria de alimentos, producdo de biocompostos e probidticos. L. vini , por
exemplo, possui um grande potencial na industria pela producdo de biocompostos e
na fermentacao do etanol combustivel. Contudo, nas BALS, a resposta estringente é
compreendida apenas em Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis. O estudo do
gene relA pode auxiliar no entendimento das vias metabdlicas fundamentais para
bactérias com potencial biotecnolégico. Para os Lactobacillus ,no momento, ndo ha
conhecimento na literatura sobre como funciona a resposta estringente.
Provavelmente nesses organismos o modelo de resposta para a proteina RelA é
divergente de todos propostos, pela auséncia de genes e vias estudadas em outras

espécies e ndo encontradas nos Lactobacillus.
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Por isso, é necessario 0 estudo de organismos mutantes para o gene relA, ou
seja, cepas com interrupcdo do gene, o que permita entender o efeito fisioldgico
ocasionado na célula, um modelo caracterizado para o estudo de diferentes genes.
Em L. vini, relA pode ser responsavel pela tolerdncia aos agentes estressores,
regular a assimilacdo de carboidratos, além de ser fundamental para o metabolismo

microbiano.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Lactobacillus: nova classificagao

Em 1901, os Lactobacillus foram classificados por Beijerink como bactérias
em forma de bastonetes, Gram positivas, anaerdbias facultativas e ndo formadoras
de esporos. Sao bactérias acido lacticas, pois fermentam carboidratos e produzem
acido lactico como produto final. Inicialmente, os Lactobacillus foram
taxonomicamente agrupados de acordo com seu metabolismo de carboidratos
principais, como lactobacilos homofermentativos, heterofermentativos facultativos ou

heterofermentativos obrigatérios (Hammes e Vogel, 1995).

Os Lactobacillus sédo GRAS (Geralmente Reconhecidos como seguros) e
compde a maioria dos probiéticos, que conferem beneficios a saiude humana e de
outros organismos (Bernadeau et al. 2006). Possuem também um grande potencial
biotecnologico, na conservagdo e textura dos alimentos (Badel et al. 2011),
producéo de enantidmeros de acido lactico (Reddy et al. 2008) para a confeccao de
bioplasticos, assim como 1,3-propanodiol (ingrediente importante na producéo de
cosméticos, adesivos, plasticos e produtos téxteis). Na saude, além do uso como
probidticos, ha testes para carrearem vetores vacinais (Mohamadzadeh et al. 2009).
O amplo espectro de beneficios dos Lactobacillus estd relacionado a sua

diversidade.

O género Lactobacillus abrigava espécies com divergéncia no contetudo
genético de aproximadamente 60%. Continha segundo Duar et al. (2017) mais de
250 espécies que ocupavam diversos nichos, com diferencas no metabolismo e
estilo de vida. Por isso, havia a necessidade de uma nova classificacdo. A
reclassificacdo ocorreu por Zheng et al.(2020) baseada em dados genéticos e
fisiolégicos de todas as espécies atuais e propostas no género Lactobacillus e

propuseram uma alteracdo da classificacdo feita por Beijerink (1901).

Assim, surgiram 23 novos géneros que eram anteriormente classificados no
género Lactobacillus (Figura 1): Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus , Lapidilactobacillus , Agrilactobacillus , Schleiferilactobacillus,
Loigolactobacillus , Lacticaseibacillus , Latilactobacillus , Dellaglioa , Lactobacillus,

Ligilactobacillus e Lactiplantibacillus Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus
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Limosilactobacillus , Fructilactobacillus , Acetilactobacillus , Apilactobacillus ,
Levilactobacillus , Secundilactobacillus, Lentilactobacillus e Liquorilactobacillus
(Zheng et al. 2020).

B 1:Bombilactobacillus
[l 2:Amylolactobacillus
[T 3:Lactobacillus

[7] 4:Loigolactobacillus

| S:Lapidilactobacillus \
i

y
4

[7] e:Paralactobacillus
[T 7:Schieiferilactobacillus
B s:Holzapfelia

Bl 9:Agrilactobacillus

M 10:Dellaglioa

B 11:Liquorilactobacillus
- 12:Ligilactobacillus

N

[ 13:Lacticaseibacillus
- 14:Latilactobacillus
. 18:Lactiplantibacillus
Il 16:Companilactobacillus
B 17:Furfurilactobacillus
W 18:Paucilactobacillus
B 19:Limosilactobacillus
. 20:Apilactobacillus

Il 21:Fructilactobacillus
B 22:secundilactobacillus
Bl 23:Levilactobacillus
[l 24:Lentilactobacillus

Figura 1. Nova classificacdo para o género Lactobacillus proposta por Zheng et al.(2020).As cores

indicam as espécies distribuidas para cada género.

Fonte: Takenaka et al. (2021).

Por definicao, Liquorilactobacillus € um Lactobacillus de liquidos, referindo-se
ao isolamento da maioria das espécies de liquidos, incluindo agua, seiva vegetal e
bebidas alcodlicas, anteriormente pertencentes ao grupo L. salivarius. E composto
por 13 espécies bacterianas: L. mali (espécie tipica), L. aquaticus, L. sicerae, L.
hordei, L. cacaonum, L. vini, L. capillatus, L. ghanensis, L. nagelii, L.oeni, L.

satsumensis, L. sucicola e L. uvarum (Zheng et al.2020).

Sao bactérias homofermentativas que produzem dextrana a partir da
sacarose. A maioria das espécies é movel (com excec¢éo de L. cacaonum, L. hordei
e L. mali) e com flagelos do tipo peretriquio, com excec¢ao de L. sicerae que possuli
flagelos polares (Zheng et al. 2020). A motilidade e a presenca de flagelo sdo
importantes para as bactérias por promover uma vantagem adaptativa, pois ajudam
as células a alcancar os ambientes mais favoraveis e a competir com sucesso com

outros microrganismos em resposta a estimulos externos (Zhao et al. 2007).
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Liquorilactobacillus aquaticus

Liquorilactobsacillus uvarum
Liquoniactobacillus sucicola
Liquorniiactobacillus capillatus
Liquornilactobscillus cacaonum
Liquoniactobacillus hordei
Liquoniactobacillus mali

= Liquorilactobacillus oeni

Liquonilactobscillus satsumensis
Liquoniactobacillus ganensis
Liquoniactobacillus nagelii

Liquoniactobacillus sicerae
Liquoniactobacillus vini

Holzapfelia

Figura 2. Filogenia do género Liquorilactobacillus.

Fonte: Zheng et al. (2020)
2.2 Liquorilactobacillus vini

Liquorilactobacillus vini foi descrita como espécie por Rodas et al. (2006) a
partir de isolados do mosto de fermentacdo de uva da Franca e da Espanha.
Possuem morfologia de bastonete e as células podem ser encontradas
isoladamente, em pares ou em cadeias curtas. Sdo Gram positivas, catalase
negativas, anaerobias facultativas, ndo formadoras de esporos e homofermentativas
de pentoses e hexoses, produzindo exclusivamente o lactato como produto final da
fermentacdo de carboidratos (Rodas et al.2006). Elas fermentam principalmente D-
glicose, mas também podem utilizar como fonte de carbono D-frutose, sacarose,
celobiose e maltose, além disso, o citrato em L. vini € de suma importancia, pois &
metabolizado em piruvato, além de aumentar a biomassa e producdo de ATP (Silva
et al. 2019).
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SR .
X9 A
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Figura 3. Liguorilactobacillus vini JP7. 8.9.
Fonte Silva (2019)

As caracteristicas singulares de L. vini impediram seu posicionamento a nivel
de espécie por muitos anos. O primeiro isolamento foi da cepa DSM 20605 (Mont4)
por Barre (1978) em mosto de fermentacdo de uva, mas a caracterizacdo de uma
nova espeécie ocorreu apenas em 2006 devido ao carater homofermentativo
obrigatério para pentoses das cepas analisadas até o momento néo identificado em
outras espécies bacterianas e ao avanc¢o das técnicas moleculares que permitiu a
completa diferenciacdo por meio do sequenciamento da regido 16S RNA e posterior
filogenia (Rodas et al. 2006). Em 2010, Lucena et al. isolaram de L. vini em dornas
de fermentacdo de etanol na destilaria de Japangu, localizada na cidade de Santa
Rita-PB. A cepa foi nomeada de JP7. 8.9.

Os genomas das linhagens DSM 20605 (Mont4) e JP7.8.9 foram
sequenciados por Lucena et al. (2012) e apresentam um genoma de 2,2 Mb com
1833 gene e 2,3 Mb com 1739 genes, respectivamente e contetdo G+C de 37.5%.
Possuem em seu genoma genes para a sintese de flagelo em ambas as linhagens e
foram identificados também genes que apontam para o potencial biotecnoldgico da
espécie, como genes que codificam glicohidrolases, como celobiases, crucial na
degradacdo da celulose (Russel et al. 2009) e da arabinose isomerase, utilizada
para a conversao de D-galactose em D-tagatose, um adogante com sabor similar ao
do acucar convencional (Cavalcante, 2017). A presenca de plasmideos e outros
elementos genéticos mdveis como o0 transposon conjugativo Tn 916 mostram a

versatilidade biologica desta espécie (Mendonca et al. 2015).
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L. vini € um contaminante da producédo de etanol, sendo juntamente com L.
fermentum as cepas com maior predominancia nas dornas de fermentacdo e podem
ser encontradas até 30 dias apds o inicio do processo fermentativo de etanol
combustivel crescendo na presenca de 10% de etanol (Lucena et al. 2012). A
presenca de bactérias na fermentacdo geralmente estd associada a queda no
rendimento e alteracdo da viabilidade das leveduras pela competicdo por nutrientes
el/ou acidificacdo do meio devido a producdo de lactato pelas bactérias acido lacticas
como L. fermentum (Skinner et al.2004).

No entanto, essa relacdo parece nao ocorrer para L. vini. De acordo com
Souza et al. (2012), quando L. vini foi adicionada a culturas de Sacharomyces
cerevisae ndo houve alteracdo na fermentacdo. Além disso, na presenca da
levedura Dekkera bruxellensis aumentou o rendimento da producdo do etanol.
Observacao similar foi feita por Passoth et al. (2007) e afirmou que L. vini forma uma
comunidade estavel com D. bruxellensis aléem de estar bastante adaptada ao

ambiente industrial.

No ambiente industrial, L. vini apresenta adaptacdes ao habitat estressante,
convivendo com variacfes de pH, altas e baixas temperaturas, estresse osmatico e
principalmente a presenca de etanol no processo de fermentacdo de vinho e/ou
etanol. Mendonca et al. (2020) verificaram que a cepa JP7.8.9 de L. vini apresenta
tolerancia significativa aos estressores comumente encontrados na fermentacao de
etanol combustivel. Mendonca et al. (2019) estudaram a resposta ao estresse de L.
vini e verificaram a importancia das proteinas universais de resposta ao estresse
(USP1, USP2, USP3, USP4 e USP5) primeiros genes de resposta ao estresse

estudados nessa bactéria.
2.3 Resposta ao estresse nas bactérias

O estresse bacteriano pode ser considerado qualquer transicdo de uma
condicdo para outra que causa alteracbes no genoma, transcriptoma, proteoma e
metaboloma da célula, levando a um potencial de crescimento ou sobrevivéncia
reduzido. Sob estresse, as células tentam se adaptar por meio de respostas
moleculares apropriadas na tentativa de amenizar os efeitos negativos e restaurar o

crescimento ou o potencial de sobrevivéncia (Papadimitriou et al. 2016).
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As bactérias &cido lacticas, grupo que engloba L. vini, estdo sujeitas a
diferentes estresses abibticos e bidticos. Estresses abiodticos sdo encontrados no
ambiente natural, na manipulacdo de alimentos e de cepas probibticas, enquanto
estresses bidticos sdo desencadeados pelos hospedeiros ou em ambientes
complexos (Papadimitriou et al. 2016). A capacidade de monitorar o ambiente
guanto a disturbios quimicos e fisicos toxicos € essencial para as bactérias, que

vivem em ambientes dinamicos.

No ambiente industrial, por exemplo, bactérias como L. vini estdo sujeitas a
oscilacdes de temperatura e pH, niveis elevados de etanol e de outros compostos
toxicos, estresses osmotico, oxidativo e presenca elevada de acido lactico. O
principal alvo do estresse ambiental s&o as membranas, que auxiliam na
sustentacdo das atividades celulares (Papadimitriou et al. 2016). Em resposta ao
estresse 4cido, osmoético, oxidativo e térmico, varias mudangas ocorrem na
membrana celular, particularmente nos lipidios e acidos graxos (Murgam et al. 2000;
Guerzoni et al. 2001).

O sistema de resposta de dois componentes (2CRSs), caracterizado nas
bactérias permite que elas respondam as mudancas em seu ambiente apos receber
um sinal ambiental nos dominios de deteccdo transmembrana da proteina histidina
guinase (HPK) (Stock et al. 2000). Assim que recebe um sinal de entrada, a HPK é
ativada para autofosforilar um residuo especifico de histidina. O grupo fosforil é
entdo transferido para o dominio regulador do regulador de resposta (RR), que induz
uma resposta transcricional por meio de seu dominio de ligacdo ao DNA (Robinson
et al. 2000).

2.3.1 Estresse acido

No ambiente industrial o estresse ocasionado por acidos organicos como 0s
acidos acético e lactico sdo comuns. O estresse por acido lactico é um estresse
autoimposto, pois bactérias lacticas produzem lactato como subproduto principal da
fermentacdo de carboidratos, principalmente durante a fase estacionaria de

crescimento e o acumulo causa a autoacidificacdo do ambiente (Even et al. 2002).

Além disso, grandes quantidades de acido acético podem ser liberadas

durante a utilizacdo da biomassa na producdo industrial, o que também leva ao
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aumento do estresse acido. Mendoncga et al. (2019) mostraram que 0 estresse por
acido (organico ou inorganico) produz um efeito bacteriostatico acompanhado de um

aumento na resisténcia celular a lisozima em L. vini.

A acidez é um poderoso antimicrobiano, pois afeta diretamente o gradiente
eletroquimico da membrana plasmética. Os acidos ao entrar nas células podem se
dissociar em préton e ion correspondente, 0 que acarreta aumento da acidez
intracelular e distarbios metabdlicos (Tréek et al. 2015; Geng et al. 2017). A bomba
de efluxo de prétons dependente de PMF (for¢ca motriz do préton) é um dos mais
importantes sistemas de tolerancia a &acidos em bactérias na manutencdo da
homeostase do pH, por meio da qual o excesso de protons é bombeado para fora do
citoplasma (Jain et al. 2013).

Bombas de efluxo de protons, como a H+-ATPase, exportam protons das
células com consumo de ATP (Sun 2012). Consequentemente, uma maior atividade
de H+-ATPase e mais acumulo de energia aumentam a capacidade das células de
regular a homeostase do pH. Os aminoacidos também s&o importantes na tolerancia
a acidos, pois auxiliam na manutencdo do pH intracelular das bactérias (Senouci-
Rezkallah et al. 2011).

O sistema arginina deiminase (ADI) foi identificado como um importante
mecanismo de defesa em varias bactérias contra danos por acido (Liu et al. 2015). O
sistema de tolerancia ao acido dependente de glutamato também é reconhecido
como critico para as bactérias sobreviverem em ambientes acidos (Reeve e Reid,
2016).

Em ambos os sistemas, ocorre a neutralizacao de protons e producédo de ATP
gue impulsiona a Bomba de efluxo de prétons dependente de PMF (Guan et al.
2013). Mendonca et al. (2019) mostraram que L. vini responde a acidificacdo através
da entrada precoce na fase estaciondria, disparando os sinais de remodelacdo da
parede celular e manutencdo do pH intracelular de forma coordenada,
provavelmente por alcalinizacdo e bombas de extrusdo de prétons. Esse mesmo
estudo revelou que a presenca de alguns aminoacidos no meio, dentre eles a
arginina, protege a células contra os efeitos toxicos da acidificacdo do meio
(Mendonca et al. 2019).
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2.3.2 Estresse osmatico

O cloreto de sédio € essencial para manter o equilibrio eletrolitico dos fluidos
de muitos seres vivos. No entanto, niveis elevados de NaCl alteram a osmolaridade
externa do ambiente e desencadeiam nas bactérias fluxos de agua para o exterior
da célula ocasionando plasmodlise e desidratacdo. No entanto, niveis de NaCl
maiores no interior celular (ambiente hipoténico) o fluxo de agua é destinado por
osmose para o citoplasma ocasionando turgor e consequentemente lise celular
(Sleator e Hill 2002).

A resposta dos procariotos a um ambiente hipertdnico pode ser dividida em
resposta primaria e resposta secundaria. Na resposta primaria, ocorre o pool de K+
e glutamato por adsorcao/sintese (Epstein 1986). Na resposta secundaria, ha o
rapido aumento na concentracao citoplasmatica de compostos osmoprotetores, ou
solutos compativeis, como também sao conhecidos (Yancey et al. 1982). Essa
resposta € caracterizada para as bactérias Gram negativas. As Gram positivas, sem
estresse osmatico, ja possuem um pool elevado de aminoacidos, principalmente
glutamato, além das concentracdes de potassio muito mais elevadas em relacdo as
Gram negativas e possuem consequentemente maior pressao de turgor (Caley et al.
1991).

Portanto, em um ambiente hipertbnico, a defesa ao estresse osmaotico nas
Gram positivas ocorre principalmente pelo acumulo de osmoprotetores, como a
glicina betaina, carnitina e prolina, em ordem decrescente de importancia (Beumer et
al. 1994) que podem ser acumulados em altas concentracbes sem afetar as
atividades celulares por ndo apresentarem carga i6nica em ambiente aquoso
(Galinsk et al. 1995). Booth e Higgins (1990) indicam que a funcdo do acumulo de
K+ é a sinalizacdo para a resposta secundaria, funcionando como um segundo

mensageiro.

2.3.3 Estresse térmico

A elevacdo da temperatura no ambiente pode danificar a membrana
plasmatica bacteriana e desnaturar proteinas. Quando as células da bactéria sédo
expostas a temperaturas mais altas, um conjunto de proteinas de choque térmico

(HSPs) é induzido rapida e temporariamente para lidar com o aumento do dano nas
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proteinas (Yura et al. 1993). As HSPs, principalmente as chaperonas GroEL/GroEs
facilitam o dobramento adequado de proteinas celulares e a protease dependente de
Clp ATP que degradam proteinas incorretamente dobradas sdo essenciais para
superar as mudancas que envolvem a desnaturacdo de proteinas (Maleki,2016).
Muitas bactérias regulam a expressdo das chaperonas durante o choque térmico
pelo sistema HrcA-CIRCE. O elemento de DNA denominado CIRCE atua como sitio
de ligacao para a proteina repressora HrcA em condicdes sem estresse térmico.

Segundo Schafer et al. (2020), em Bacillus subtilis os alarménios (p)ppGpp
produzidos pelo gene relA também estdo envolvidos na resposta ao estresse
térmico, bem como no desenvolvimento de resisténcia térmica. Apos o choque
térmico, os niveis intracelulares de (p)ppGpp aumentam rapidamente de forma
transitoria. O (p)ppGpp induzido pelo calor € produzido pela sintetase de alarmonio
Rel associada ao ribossomo, enquanto as pequenas sintetases de alarmoénio RelP e

RelQ parecem néo estar envolvidas.

Além disso, o estudo demonstra que durante o estresse térmico (p)ppGpp
atua principalmente a nivel da traducéao e apenas genes especificos sao regulados a
nivel da transcricdo como hpf, que codifica o fator de promocao da hibernacéo para
a protecdo do ribossomo. Os alarménios parecem interagir com a atividade do fator

de transcricdo de estresse Spx durante o estresse por calor.

2.3.4 Estresse oxidativo

As bactérias acido lacticas sao caracterizadas por ndo conter uma cadeia
respiratéria. No entanto, a maioria das BAL pode crescer em condi¢cGes aerbbicas e
consumir oxigénio molecular por flavoproteinas oxidases uUnicas (Yamamoto et al.
2006). Bactérias lacticas, como Enterococcus faecalis (Winstedt et al. 2000) e
Lactococcus lactis (Duwat et al. 2001), constroem uma cadeia respiratoria funcional
guando uma fonte de heme, um cofator essencial das citocromo oxidases é
fornecido. Outras, como Lactobacillus plantarum (Brooijmans et al. 2000) e
Streptococcus agalactiae (Yamamoto et al. 2005), possuem metabolismo respiratorio
guando heme e quinona sédo fornecidas A presenca de oxigénio endogenamente na

célula gera subprodutos, o que precisa ser eliminado.
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Os subprodutos do metabolismo do oxigénio ou simplesmente espécies
reativas de oxigénio (ROS) mais comuns sdo superéxido (O%) e perdxido de
hidrogénio (H20>), eles danificam as células bacterianas, pois o estresse oxidativo
pode resultar em danos ao esqueleto e as bases dos &cidos nucléicos, aos
aminoécidos oxidados livres e incorporados, além de cofatores das proteinas. As
oxidagcOes dependentes de ROS de nucleobases de DNA (por exemplo, 8-0x0-G) ou
lesbes de estrutura de DNA (quebras de fita simples; SSB) sdo reconhecidas e
desencadeiam respostas transcricionais mediadas por fatores de transcricéo
induzidos por estresse oxidativo (por exemplo, OxyR, PerR, SoxR ).

Ja a traducdo bacteriana é afetada por lesbes oxidativas, nos fatores de
alongamento (EF-Tu, EF-G), nas proteinas ribossémicas e nas principais espécies
de RNA da maquina de traducédo (tRNA, rRNA) (Fasnacht;Polacek, 2021). Para a
protecdo da célula contra os danos ocasionados pelos ROS, as bactérias
desenvolveram enzimas como a superéxido dismutase (SODs) para converter O%
em 02 e H.0, assim como catalases (ausentes nas BAL) e peroxidases para

remover H>O e neutralizar continuamente as ROS produzidas (Imlay, 2008).

O gene relA também pode estar associado a protecdo ao estresse oxidativo.
Gaca et al. (2013) identificaram que o mutante de Enterococcus faecalis deficiente
na producdo do alarménio produz altos niveis de H2O,, cerca de 6,8 vezes mais
H20. que o tipo parental na log precoce, semi-log, e nas fases de crescimento
logaritmica tardia. Este aumento de H202 sugere ainda que a (p)ppGpp0 é incapaz
de manter um metabolismo equilibrado. Além disso, de acordo com Abranches et al.
(2009) surpreendentemente, a cepa (p)ppGpp0 cresceu mais rapido e com maior
rendimento de crescimento que a cepa parental na presenca de H2O,, mas a cepa

ArelA era mais sensivel a H2Oo.

2.3.5 Estresse por presenca de Etanol

A presenca de etanol no ambiente pode ocasionar nas bactérias danos a
membrana celular, reducdo do potencial de prétons da membrana, producdo de
ROS e reducao da reticulacdo de peptidoglicano na parede celular (Cao et al.
2017).0 etanol na célula rompe e danifica a parede celular e as membranas,

resultando em aumento do estresse oxidativo e hipoxico (Pérez-Gallardo et al.
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2013), diminui o potencial de protons através da membrana devido ao dano da
membrana e juntamente com a hipoxia e leva a reducao da producdo de ATP pela
respiracao aerdbica (Cartwrigth et al. 1986). Esses impactos estdo funcionalmente
ligados e resultam em reducéo da viabilidade e crescimento das células afetadas.

Segundo Hugenholtz (1993), a resposta ao estresse do etanol em bactérias
lacticas ativa metabolismo do citrato (CitCDEF operon) e é acompanhada pelo
aumento da utilizacdo do citrato do meio. Analises transcriptdmicas identificaram a
expressao diferencial de genes associados a parede celular sob estresse por etanol
(Van Bokhorst-Van De Veen et al, 2011).

2.4 Resposta estringente

A resposta estringente € um mecanismo de sobrevivéncia desencadeado
pelas proteinas RelA/SpoT e é conservado em praticamente todas as bactérias
conhecidas (exceto as intracelulares obrigatorias) (Irving; Choudhury; Corrigan et al.
2021). Também € encontrado em plantas e algas verdes (Takahashi; Kasai; Ochi, et
al .2004), e as enzimas direcionadas ao cloroplasto relacionadas as sintetases de E.
coli RelA/Spot sdo difundidas entre os eucariotos fotossintéticos (Avilan et al.2019).

Inicialmente a resposta estringente foi estudada nos organismos modelos
Escherichia coli (Carneiro et al. 2011) e Bacillus subtilis (Ochi et al. 1981) como
resposta a caréncia de aminoacidos, mas com o0 avan¢o do conhecimento
descobriu-se também a atuac&o da resposta estringente em diferentes condi¢des de
estresse (Roghanian et al. 2019),inani¢cdo de acidos graxos (Pulschen et al. 2016),
ferro (Miethke et al. 2006) e fontes de carbono (Xiao et al. 1991). Na resposta
estringente, ha uma remodelacdo do metabolismo central em resposta ao estresse
ou caréncia nutricional durante a fase estacionaria de crescimento.

O crescimento de bactérias contétm uma curva de crescimento classica
composta pela fase lag, uma fase exponencial e uma fase estacionaria (Pletnev et
al. 2015). RelA medeia o acumulo rapido de (p)ppGpp, um nucleotideo
hiperfosforilado (Figura 5) durante a saida da fase exponencial para a entrada na
fase estacionaria, preparando as bactérias para a caréncia nutricional, acimulo de
produtos metabdlicos toxicos e a cessagdo do crescimento. As condigbes ambientais

da fase estacionaria sdo estressantes, aumentando assim a taxa de mortalidade das
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células (Sun et al. 2010).Nessa fase, sdo priorizadas a transcricdo e traducdo de
proteinas para a biossintese de aminoacidos e de resposta ao estresse, por meio da
competicao dos fatores sigma alternativos com o fator sigma 70, pela ligacdo com a
RNA polimerase. Outras fun¢cdes como a divisao celular e replicacdo do DNA séo
suspensos temporariamente, até o reestabelecimento das condi¢cdes favoraveis de
crescimento (Metzeger et al. 1988).

As chaves da resposta estringente sdo as longas proteinas RSH (Rel/SpoT
homologue), produtoras do penta ou tetrafosfato de guanosina, mais conhecido
como alarmonio ou (p)ppGpp e as pequenas sintase e hidrolase de alarmoénio (Small
alarmone syntase e Small alarmone hydrolase) (Potrykus e Cashel 2008). Ha
diferencas entre bactérias Gram positivas e Gram negativas quanto a proteina RSH.
Nas bactérias Gram negativas como E.coli duas proteinas sdo fundamentais para a
sintese de degradacao do (p)ppGpp : RelA e SpoT. RelA € uma proteina relacionada
a sintese do alarmoénio (sintase) e SpoT possui a funcdo de degradacao (hidrolase)
e fraca atividade de sintese. RelA e SpoT também respondem a estimulos de forma
diferente.

Enquanto RelA precisa da caréncia de diferentes aminoacidos, a auséncia de
apenas um é suficiente para estimular SpoT (Battesti e Bouverete 2009).
Evolutivamente, houve uma duplicacdo da proteina Rel ancestral nas bactérias
Gram negativas para a formacdo de RelA e SpoT, mas durante o tempo de
divergéncia foram moduladas para ganhar diferentes funcoes.

A proteina RelA de E.coli ndo apresenta o dominio hidrolase, mas os outros
dominios sdo equivalentes aos de SpoT. As proteinas RSH consistem em um
dominio N-terminal enzimético (NTD) e um dominio C-terminal regulatério (CTD). O
NTD compreende um dominio de hidrolase (HD) que pode degradar (p) ppGpp em
GTP ou GDP e PPi, e um dominio de sintetase (SYNTH) que converte GTP / GDP e
ATP em (p) ppGpp. A regido regulatéria CTD contém um ThrRS, GTPase e dominio
SpoT (TGS), um dominio alfa helicoidal conservado, um dedo de zinco ou cisteina
conservada (ZFD / CC) e um motivo de reconhecimento de RNA ou aspartato
guinase, corismato e dominio TyrA (RRM / ACT). Pequenas enzimas de alarmona
sintetase (SAS) contém um Unico dominio SYNTH e uma hélice alfa C-terminal (a5),
gque € necessaria para a tetramerizacdo de SAS. Pequenas proteinas de
alarmonénio hidrolase (SAH) contém um Unico dominio HD (Irvan; Corrigan 2018;
Brown et al. 2016).
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Figura 4. A) Representacdo esquematica dos dominios das proteinas RSH, SAS e
SAH. B) Proteina RelA ligada ao ribossomo.
Fonte: Autor

Nas bactérias Gram positivas como L. vini existe no genoma o0 gene para
codificar a proteina bifuncional RelA. Essa proteina esta ligada a subunidade menor
do ribossomo 70s e € responsavel pela sintese e degradacao do alarménio (ppGpp).
Estudos preliminares mostraram que RelA estava ativa apenas durante a resposta
estringente, mas atualmente foi demonstrada a importancia de RelA e sintese basal
de (p)ppGpp durante o crescimento exponencial (Fernadez-Coll;Cashel 2020).

Durante a resposta estringente, RelA € estimulada pela chegada de RNAs
transportadores descarregados no sitio A do ribossomo. A falta de aminoacidos
provoca a parada da sintese proteica e RelA comeca a sintetizar (p)ppGpp com
maior intensidade, convertendo GDP ou GTP +pi em (p)ppGpp + AMPc, esse Ultimo
€ um sinalizador de falta de energia. O grupo pirofosfato de pppGpp e ppGpp na
posicao 3 'hidroxil (OH) é transferido do ATP pela (p)ppGpp sintetase (Anderson et
al. 2019).
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Figura 5. Estruturas quimicas de moléculas de trifosfato de guanosina (GTP),
difosfato de guanosina (GDP), pentafosfato de guanosina (pppGpp) e tetrafosfato de
guanosina (ppGpp).

Fonte: Das et al. (2020)

Uma cepa (p)ppGpp nula, ou seja, ndo ha sintese de alarménio ocasiona em
um fendtipo “relaxado”. Nao ha a reorganizagdo do metabolismo e a célula morre
devido as desordens metabdlicas ocasionadas pelo estresse (Mechold;Malk 1997).
O alarmoénio produzido a partir da sintese com o GTP diminui os niveis da molécula,
0 que € percebido pelo repressor pleiotropico CodY. O repressor esta ligado a
aminoacidos de cadeia ramificada (Leucina, isoleucina e valina) e GTP e atua na
represséo de genes de resposta ao estresse e biossintese de aminoacidos.

Na diminuicdo dos niveis de GTP o CodY ¢é liberado e os fatores sigma
alternativos estimulam a RNA polimerase Il a traduzir a regido anteriormente
blogueada (Brown et al. 2016). No entanto, nhenhum gene homdlogo a codY foi
encontrado no genoma das espécies pertencentes ao grande género Lactobacillus
(atualmente compde 23 géneros) e também néo foram identificados fatores sigma
alternativos de resposta ao estresse. Por isso, pouco se conhece sobre a resposta
estringente neste grupo.

Além da funcdo na resposta estringente, (p)ppGpp produzido por RelA
também desempenha papéis importantes na viruléncia bacteriana (Dalebroux et al.
2010), esporulacdo (Crawford e Shimkets, 2000), formacédo de biofiime (He et al.
2012), e resisténcia a antibiéticos (Wu et al. 2010 ; Strugeon et al. 2016 ). Bactérias
patogénicas utilizam redes de sinalizacdo de (p)ppGpp para modular a expresséo de
genes dos sistemas de secrecdo, componentes flagelares, adesinas e

serina/metaloproteases (Dalebroux et al. 2010; Pal et al. 2012).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinacdo do perfil fenotipico da bactéria Liguorilactobacillus vini JP7.8.9
parental e defectiva para o gene relA em condicOes de estresse e assimilacdo de

fontes de carbono.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar o efeito da mutagao ArelA na toleréncia de L. vini a diferentes formas
de estresse.

2. Determinar o efeito da mutacdo ArelA na assimilagédo de L. vini a diferentes
fontes de carbono

3. Compreender o efeito da mutacdo ArelA na lise da parede celular bacteriana em
L. vini

4. Analisar o efeito da mutacdo ArelA na motilidade de L.vini.



31

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens e condi¢des de cultivo

A cepa de Liquorilactobacillus vini JP7. 8.9 foi isolada por Lucena (2010) em dornas
de fermentacdo de etanol combustivel na destilaria de Japangu, localizada na cidade
de Santa Rita-PB. As células foram cultivadas em meio MRS (Man, Rogosa and
Sharp) a 37°C por 48 horas e posteriormente estocadas a -80°C em eppendorfs
contendo 20% de glicerol onde permanecem até o presente momento. Duas cepas
isogénicas de L. vini JP7. 8.9 com interrupcdo do gene relA foram desenvolvidas por
Mendonga (2018). L. vini defectivas para o gene relA foram acrescidos ao cultivo em
MRS 7ul/mL de eritromicina. Para a realizacdo de todos os experimentos, as trés
cepas de L. vini foram cultivadas em duplicata em meio MRS por 24 ou 48 horas a
37°C e posteriormente ressuspensas no mesmo meio e incubadas a 37°C por 3

horas.
4.2 Caracterizacao in silico de RelA em L. vini

O genoma de L. vini foi anotado no software RAST Annotation (Azis et al, 2008) e a
sequéncia de aminoacidos foi adicionada ao Hmmer Web server (Potter et al.2018)
para analise de dominios e semelhanca da sequéncia. Para a analise da via do
(P)ppGpp em L.vini foi utilizada a plataforma Biocyc (Karp et al. 2019). Para verificar a
estrutura da proteina relA foi consultado o Repositério SWISS-MODEL (Biernert et al,
2016).

4.3 Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

As cepas de L. vini JP7.8.9 e dos mutantes relA foram cultivadas em duplicata biolégica
em MRS a 37°C por 24 horas. Posteriormente houve a ressuspensdo nas mesmas
condi¢cbes por 3 horas. Em seguida, a densidade Optica foi mensurada em uma
absorbancia de 600nm e ajustada para 0,005. Foram analisados o0s agentes
estressores nas concentracdes padronizadas (tabela 1): acido lactico, acetato, acido
cloridrico, cloreto de sédio, temperatura, peroxido de hidrogénio e etanol adicionados

ao meio MRS. As analises foram realizadas em duplicata biolégica e triplicata técnica.
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No controle positivo o cultivo foi realizado na auséncia do estressor em meio MRS e o

meio MRS + estressor como controle negativo.

Tabela 1. Concentragdoes minimas inibitérias dos agentes estressores testados.

Estressor Concentrac¢des
Acido lactico 100mM 150mM 200mM
Acido acético 500mM 550mM 600mM
Acido cloridrico pH 3,5 pH 3,0 pH 2,5
Etanol 10% (v/v) 12% (v/iv) 15% (v/v)
Cloreto de Sodio 0,5M 0,8M M

4.4 Concentracao Bactericida Minima (MBC)

L. vini JP7.8.9 e os mutantes relA foram cultivadas e o pré-cultivo nas mesmas
condi¢des da MIC descritas no item 4.3. Posteriormente, a DO foi padronizada para 0.1
e adicionados ao meio MRS-caldo os agentes estressores separadamente: acido
lactico, acido acético, NaCl, etanol, HCI, temperatura e peréxido de hidrogénio, nas
concentracfes descritas na tabela 3. Foram retiradas nos intervalos 0, 24 e 48 horas
aliquotas de 2,5 ul dos cultivos contendo os agentes estressores e foram inoculadas
em placas de MRS-Agar e incubados na estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas. Os
testes foram realizados em duplicata biolégica. No controle positivo a bactéria foi
inoculada na auséncia do estressor em meio MRS e o0 meio MRS + estressor como

controle negativo.

Tabela 2. Concentragdoes minimas microbicidas dos agentes estressores testados.

Estressor Concentragdes
Acido lactico 100mM 150mM 200mM
Acido acético 500mM 550mM 600mM
Acido cloridrico pH 2,5 pH 2,0 pH 1,5
Etanol 10% (v/v) 12% (vIv) 15% (v/v)
Cloreto de Sadio 1.8M 2.0M 2.2M

4.5 Concentragado Bactericida Minima com Estresse cruzado

As células bacterianas L. vini parental e mutante relA foram cultivadas por 24 horas

a 37°C. Posteriormente, houve um cultivo de 3 horas na mesma temperatura. Em
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seguida,a DO foi ajustada para 1,0 em meio MRS-Caldo acrescido dos agentes
estressores nas concentragdes sub-MIC (&cido lactico 60 mM, &cido acético 150
mM, NacCl 0,6 M,etanol 8,5% (v/v) e HCI 0,1 mM (pH 4)) e incubadas por 1 hora a
37C na estufa. O controle positivo foi realizado com as células isentas do estressor e
0 controle negativo apenas com o MRS + estressor, isenta de inéculo bacteriano.
Em seguida as culturas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e adicionadas ao meio MRS com o0s estressores nas
concentracfes padronizadas para a MBC (tabela 2). As aliquotas foram coletadas no
intervalo de 0, 24 e 48 horas e inoculadas em placas contendo MRS-4agar. As placas
foram incubadas por 48 horas a 37°C na estufa bacteriolégica. Foi observada a

presenca ou auséncia de crescimento nas condi¢des testadas.

4.6 Perfil de crescimento em concentra¢cdes sub-MIC

O cultivo das linhagens JP7.8.9 e o mutante relA foi realizado em MRS-caldo e
incubadas na estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as células
foram centrifugadas, o sobrenadante descartado,foi adicionado MRS-caldo e
incubados a 37C por 3 horas. A DO foi ajustada para 0.1 em eppendorfs contento
ImL de meio MRS com o0s agentes estressores nas concentracdes sub-MIC
descritos no item 4.5. 150ul do cultivo foram inoculado em placas de microtitulacéo
de 96 pocos e fundo chato. Em seguida, foi incubada a 37°C por 48 horas no leitor
de microplaca (Synergy HTX), com leituras em 600nm de comprimento de onda e no
intervalo de 30 minutos. O experimento foi realizado em réplica biolégica e duplicata
técnica. No controle positivo a bactéria foi inoculada na auséncia do estressor em
meio MRS e o meio MRS + estressor como controle negativo. Foi realizada uma
analise estatistica dos dados para verificar a média e desvio padrdo entre as

amostras.

4.7 Lise celular por lisozima

As células diluidas para DO de 0,1 a 600 nm em MRS contendo 60 mM de acido
latico, acido acético 150 mM, cloreto de sédio 600 mM, H+ uM (meio ajustado para
pH de 3,5 com HCI) e incubado na estufa bacteriol6gica por 60 min a 37°C.Como

controle positivo, as células foram diluidas em MRS e incubadas sem tratamento.
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Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo e ressuspendidas no
tampéo STE (300 mM de sacarose, 100 mM de tris-HCI e 500 mM EDTA-NaOH, pH
8) contendo lisozima Egg a 10 mg/mL. As suspensdes foram transferidas (150 L)
para placas de microtitulacdo e incubadas a 37°C a 600nm de absorbancia. As
variagcdes na absorbancia foram registradas a cada 30 min por 24 h no Sinergy HT
dispositivo multileitor. Como controle negativo, células ndo tratadas foram incubadas
sem enzima. Os experimentos em todas as condi¢des foram realizados em duplicata
biolégica, com triplicatas técnicas cada. Foi realizada uma andlise estatistica dos
dados para verificar a média e desvio padréo entre as amostras.

4.8 Crescimento em diferentes fontes de carbono

O cultivo das linhagens JP7.8.9 e do mutante relA foi realizado em meio MRS caldo
contendo glicose por 24 horas. A DO foi ajustada para 0.1 em MRS-caldo contendo
as fontes de carbono separadamente na concentracdo de 2%: glicose, xilose,
sacarose, maltose e celobiose. 150ul do cultivo inoculados em placas de
microtitulacdo de 96 pocos e fundo chato As leituras inicial (Oh) e final (24 horas)

foram realizadas no multileitor Sinergy HT com a leitura a 600nm.

4.9 Presenca de flagelo

O genoma de L. vini JP7. 8.9 foi anotado pelo software RAST-Rapid Annotation
using Subsystem Technology (Aziz et al. 2008) - e os genes de sintese de flagelo
foram agrupados e classificados baseados no modelo proposto para Bacillus subtilis.
Para a confirmacdo da presenca do flagelo de L. vini foi usada microscopia de
fluorescéncia. A microscopia de campo amplo foi realizada usando uma lampada de
arco para excitacdo e uma camera de dispositivo de carga acoplada para deteccao
(conjunto de filtro azul e objetiva de 100x). Para a preparacdo das laminas, as
células de JP7.8.9 e de relA foram incubadas em meio MRS caldo por 24 horas a
37°C. A suspensao bacteriana (20 uL) foi depositada na lamina de vidro e incubada
a temperatura ambiente por 30 minutos. Um total de 1 uL da solucdo DAPI (4,6
diamidino2-phenylindole) ou Calcofluor White foi depositado na lamina para que a
coloracdo cobrisse todo o local da deposicdo bacteriana inicial. A lamina foi

incubada ao abrigo da luz a temperatura ambiente durante 20 minutos.
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4.10 Ensaio de motilidade

Para o ensaio de motilidade, as cepas de L. vini parental e ArelA na DO de 1,0 foram
inoculadas em placas de petri contendo o meio MRS-Agar sdélido na concentragéo
de 1,5%. 2ul da cultura bacteriana foram adicionados ao centro da placa e em
seguida foi adicionado o meio MRS-agar semissolido na concentracdo de 0,5% de
agar e incubadas a 37°C na estufa por 48 horas. O ensaio foi realizado em duplicata.
Os halos formados foram medidos em centimetros e comparados.
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5 RESULTADOS
5.1 Identificagdo dos dominios da proteina RelA de L. vini

As andlises in silico mostraram que proteina RelA de L. vini é bifuncional. Possui
741 aminoacidos e apresenta os dominios hidrolase, RelA_SpoT, TGS,

RelA_AH_RIS e ACT e os sitios de ligacdo a magnésio, zinco e a outros metais, sitio

ativo de sintetase e sitio de ligacdo a NTP, caracteristicos de uma proteina funcional

o,

(Figura 6).
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Figura 6. Dominios presentes na proteina RelA de L. vini JP7.8.9 identificados pelo Hmmer.

A analise comparativa dos dominios de RelA de L.vini, B.subtilis e E.coli demonstrou
gue a proteina RelA de L.vini é bifuncional, com dominios ativos de sintese e
hidrolise de (p)ppGpp, semenhante a B.subitilis e diferente da proteina RelA
monofuncional de E.coli. A estrutura da proteina RelA também se assemelha a de
B.subtilis.
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Figura 7. Comparacgdo dos dominios e sitios ativos presentes na proteina RelA em L.vini, B.subtilis e
E.coli.
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Além da proteina bifuncional RelA, o genoma de L. vini possui outro gene de sintese
de alarménio, que codifica a proteina conhecida como Small alarmone sintase ainda
pouco conhecida nos Lactobacillus com 210 aminoacidos e o dominio sintase de
alarmonio (Figura 8).
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Figura 8. Identificacdo dos dominios presentes na proteina sintase de alarménio de L. vini.

As vias de sintese e degradacdo do (p)ppGpp estdo completas e funcionais de
acordo como BioCyc e estdo presentes a proteina bifuncional (p)ppGpp
sintase/guanosina 3’,5’-bis(difosfato) 3’-pirofosfohidrolase, que ¢é conhecida como
RelA, com a funcdo de sintese e degradacdo do (p)ppGpp, a GDP
pyrophosphokinase, conhecida também como small alarmone sinthase, com a
funcdo de sintese de ppGpp e a nucleosideo difosfato quinase que sintetiza a

formacéo de GDP a partir de GTP via desfosforilacéo.
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Figura 9.Vias metabdlicas para a produc¢édo de (p)ppGpp em L.vini.
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5.2 Concentra¢cdo Minima Inibitoria

As linhagens ArelA de L. vini foram tolerantes as concentracdes bacteriostaticas, ou
maior MIC para NaCl (800mM), acetato (220mM) e peréxido de hidrogénio em
comparacao a cepa parental JP7.8.9. Ndo houve diferenga para as concentracdes
de lactato (100 mM), etanol (10% v/v) e pH (3,0) (Tabela 1).

Tabela 3. Concentragdo Minima Inibitoria frente aos agentes estressores das linhagens de L. vini
JP7.8.9 e ArelA.

Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Estressores JP7.8.9 ArelA
Acido Lactico 100 mM 100 mM
Acido Acético 200 mM 220 mM
Etanol 10% (v/v) 10% (v/v)
NaCl 500 mM 800 mM
HCI (pH) 3,0 3,0

5.3 Concentracdo Minima Bactericida (MBC)

O ArelA foi tolerante, ou seja, maior MBC a presenga de NaCl, semelhante a MIC e
menor MBC, ou maior sensibilidade ao pH baixo (2,0) em comparacdo a cepa
parental JP7.8.9 (Figura 10). A MBC da cepa ArelA foi igual a de JP7.8.9 para

etanol, lactato e HCI.

Ohrs 48 hrs

Controle
Lactato 150 mM
Acetato 550 mM
NaCl 2M
Etanol 10% (v/v)
pH 2,0

Figura 10. Concentragao Minima Bactericida do mutante ArelA e JP7.8.9. A presenca dos halos
formados nas placas de cultura indicam a viabilidade celular.

5.4 Concentracdo Minima Bactericida no estresse cruzado
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A cepa de L. vini defectiva para relA tratada com lactato na concentragcédo sub-MIC
tornou-se sensivel (menor MBC) para lactato e etanol, e a cepa parental apenas
para etanol. No tratamento com acetato, o mutante ArelA foi tolerante para acetato e
JP7.8.9 para lactato. Ja para NaCl, o mutante mostrou maior sensibilidade para
lactato, acetato, NaCl e etanol. Em contrapartida, na cepa parental, o NaCl afetou a
sensibilidade apenas para etanol. HCI (pH) no mutante o sensibilizou para todos os
estressores testados. Mas para a cepa parental, a sensibilizacdo ocorreu para 0s
estressores pH, acetato e lactato. O etanol sensibilizou 0 mutante em todas as
condices testadas e JP foi sensibilizada para acetato, lactato e HCI (pH) (Figura
11).

Treatment Treatment
Lactate Acetate [T el Ethanel Lactate Acetate NGl Hel Edanl
Sub-MiC
aplire
Lactate

Ethanct

Lactobacilos vini JP (Saivage strain) Lactobacillus viad JP {reld.)

Figura 11. Perfil de estresse cruzado das cepas JP7.8.9 e do mutante relA.

5.5 Perfil de crescimento em concentracdes sub-MIC

Os agentes estressores has concentracbes sub-MIC afetaram o perfil de
crescimento do ArelA . Em relagdo ao controle positivo apenas com glicose, ArelA
obteve um perfil de crescimento superior para etanol, inferior para acido lactico e
acético e NaCl e ndo houve crescimento com HCI 0,1 mM (pH 4). Padréao

semelhante foi observado na cepa parental JP7.8.9 (Figura 12).
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Figura 12. Curva de crescimento do ArelA nas concentracdes sub-MIC .JP7.8.9 e ArelA. A)
Controle,B) Lactato (60mM),C) Acetato, D) Etanol (8.5% v/v), E) NaCl (600mM) e F) pH 3,5

5.6 Lise celular por lisozima

O ArelA possui a parede celular mais sensivel para a presenca da lisozima em
comparacao a cepa parental, pois a lise ocorreu também no tampéo de lise sem

lisozima (Controle negativo), como mostra a Figura 12.

DO 600 nM

Tempeo (h)

Controle negative JP (#), Controle positive IP [0},
Controle negativo relA- (4 ), Controle positivo relA- ().

Figura 13. Curva de lise celular na presenca de lisozima.
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5.7 Crescimento em diferentes fontes de carbono

Em comparagé&o a cepa parental de L. vini, o ArelA demonstrou menor crescimento
na presenca de glicose, sacarose e maltose, ndo houve crescimento na presenca de
xilose e houve um expressivo crescimento quando celobiose foi a fonte de carbono
(Figura 13).

0.2

Do

JE ra (A JP re 4 JFB i [A JP e ld

Glleose SEcarcse Maltess Celabioae

Figura 14. Perfil de assimilacao de diferentes fontes de carbono de L. vini parental e ArelA
5.8 Presenca de flagelo

A anotacdo do genoma feita pelo software Rast annotation revelou (Figura 14) a
presenca dos genes relacionados a sintese de flagelo (corpo, filamento, motor e
reguladores).O que indica a presenca de flagelo em L.vini, informacéo desconhecida

até o presente momento.

Corpo basal
Anel

Corpobasalipescago
FE AF FIG PM Al AU AKX AL FM AN A0 AP A AR A e
Sistema de secregotipo

— o

figb  FigC  Mgd Mgt  Mof  MlgG  Mg) MK Mgl

A0 FiS AT o Vo FigM Y

Flamento Capadofilamento, chapercna  Estator Regulador

Figura 15. Genes responsaveis pela sintese de flagelo localizados no genoma de L. vini.
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A microscopia de fluorescéncia identificou o flagelo de L. vini na cepa parental, mas

nao foi encontrado no mutante ArelA (Figura 15).

Figura 16. Liquorilactobacillus vini visto no microscopio de fluorescéncia.A) JP7.8.9 corado com
Calcofluor White. B) JP7.8.9 corado com DAPI. C) ArelA corado com Calcofluor white.D) ArelA

corado com DAPI.

5.9 Ensaio de motilidade

O mutante ArelA apresentou menor motilidade em relacdo ao parental JP7.8.9

(Figura 16).

JP7.8.9

Figura 17. Ensaio de motilidade de L. vini ArelA e JP7.8.9 em MRS-Agar semi-solido. Os halos

estdo medidos em centimetros.



43

6 DISCUSSAO

A resposta estringente é uma via regulatéria conservada entre as bactérias de
Gram positivas a Gram negativas (Eymann et al. 2002; Wolz; Geiger; Goerke, 2010).
Mesmo sendo encontrada em véarias bactérias com um mecanismo de
funcionamento similar, producédo do alarménio (p)ppGpp, seu efeito na fisiologia
bacteriana pode variar (Lemos et al. 2007). Inicialmente tida como uma resposta a
privacdo nutricional (Traxler et al. 2008), atualmente ha um conjunto de evidéncias
gue suportam essa via regulatéria como parte da resposta a estresse em varias
espécies (Eymann et al. 2002; Kasai et al. 2006; Papadimitriou et al. 2016).

A proteina RelA de L. vini € bifuncional (Figuras 6 e 7 ) e possui os dominios
de sintese e degradacdo do alarménio, além de conter uma pequena sintase e
(P)ppGpp (figura 8). Em L. vini defectiva para o gene relA pode ocorrer a sintese de
(P)PPGpp que se acumula, pois que a funcao de hidrolise da proteina RelA ndo esta
presente. Os efeitos do acumulo de (p)ppGpp no metabolismo desencadeiam
crescimento lento e segundo Yan et al, (2009), RelA é fundamental para a resposta
ao estresse em E.faecalis.

O fendtipo da linhagem L. vini defectiva para gene relA contribui para o
entendimento do funcionamento da resposta estringente em bactérias lacticas. L.
vini ArelA apresentou um perfil de resposta ao estresse especifico com maior MIC e
MBC para NaCl e intervalo prolongado no crescimento exponencial na concentracao
sub-MIC (Figura 12). Em outros organismos como Rhizobium etli (Vercruysse et al.
2011) e Enterococcus faecalis (Abranches et al.2009), uma resposta estringente
defectiva levou a uma maior sensibilidade ao estresse osmoético. E importante
salientar que a melhora da tolerancia a estresse osmotico da linhagem defectiva
para resposta estringente € uma caracteristica demonstrada apenas por L. vini. Nas
demais espécies estudadas o observado é uma neutralidade do efeito da inativacéao
do gene relA na tolerancia a estresse ou uma maior sensibilizacéo. E possivel que o
mutante possa acumular niveis mais altos de osmoprotetores, substancias que
podem ser acumuladas em altas concentracbes sem prejuizo ao metabolismo
celular (Beumer et al. 1994).

A auséncia do gene relA ndo afetou o perfil de crescimento na presenca de
etanol nem a tolerancia. Em E.coli, o estresse por etanol resulta na produgcédo de

(P)pPGpp (Horinouchi et al. 2015), provavelmente pela sintase RelA . (p)ppGpp liga-
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se a humerosas enzimas celulares e é conhecido por inibir a atividade da enzima de
sintese de fosfolipidios PIsB (Cao et al.2017).

A parede celular label de 4relA (figura)pode ser explicada pela fase
exponencial prolongada de crescimento. Foi observado por Gaca et al. (2013) que
em E. faecalis, uma bactéria &cido lactica, a proteina RelA esta relacionada a
entrada na fase estacionaria de crescimento e resposta ao estresse principalmente
pela hidrélise de (p)ppGpp gerando energia. Em L. vini, a auséncia da proteina
bifuncional RelA impede a degradacdo de (p)ppGpp, 0 que ocasiona uma fase
estacionaria de crescimento tardia. Na fase exponencial de crescimento a parede
celular precisa ser mais labil para permitir o amplo fluxo de substancias pela
membrana plasmatica.

O ArelA foi sensibilizado pelos tratamentos nas concentragdes sub-MIC
testadas (figura), tornando-se mais tolerante apenas ao acetato quando previamente
exposta a concentracdes sub-MIC deste mesmo agente estressor. De acordo com
Cayron e Lesterlin (2019), a exposicdo da bactéria ao agente estressor ativa 0s
mecanismos de resposta ao estresse 0 que torna a célula mais eficiente em
sobreviver a doses maiores subsequentes deste mesmo agente estressor.

Os dados sugerem que a auséncia do gene relA em L. vini reduz a eficiéncia
com que a célula lide com concentracbes altas dos agentes estressores. O
tratamento da linhagem mutante em condi¢bes sub-MIC induziu uma reducéo da
MBC nos diferentes agentes estressores. Em destaque o tratamento com pH acido,
etanol e cloreto de sodio. Esses dados sugerem que mesmo em condi¢des sub-MIC
a linhagem mutante possa acumular danos ou tenha uma resposta celular deficiente
ao ponto de comprometer a sua viabilidade celular em doses altas dos agentes
estressores. Fendmeno que ndo se observa na linhagem parental quando submetida
as mesmas condicdes de tratamento.

Em L. vini, o perfil de crescimento em diferentes fontes de carbono foi afetada
pela interrupcdo do gene relA como visto na figura. A alteracdo do perfil de
assimilacdo de carbono foi verificado por Gaca et al (2013) no mutante (p)ppGpp
nulo de Enterococcus faecalis, mas nao houve alteragdo para o ArelA |,
demonstrando que a resposta estringente pode ser variavel dentro do grupo das
BAL. O ArelA apresentou maior crescimento em celobiose, um dissacarideo glicosil-
glicose repetitivo da celulose, presente na parede celular de plantas como a cana-

de-acucar. Na natureza sdo poucas as bactérias que fermentam a celobiose e por
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isso sao construidos por meio da engenharia genética mutantes como E.coli (Sekar
et al.2011) responsaveis pela degradacéo da celulose com finalidade biotecnoldgica.
O crescimento elevado do mutante em celobiose pode indicar que ArelA usa as
fontes de carbono preferencialmente para o crescimento e replicacao detrimento ao
acumulo de reserva energeética.

A resposta a estresse em bactérias flageladas pode ser desencadeada pela
recepcao do estimulo e fuga para um local favoravel, evitando danos celulares (Zhao
et al. 2007). L. vini € uma bactéria flagelada e moével (Figuras 15,16 e 17). A
interrupgéo do gene relA pode ter afetado a motilidade de L. vini, 0 que demonstra o
amplo papel do gene na fisiologia bacteriana. E.coli também é uma bactéria movel e
o trabalho de Aberga et al. (2009) a partir de dados de quimiotaxia e analise de
expressao génica verificou que a mutacdo do gene relA reduziu a motilidade da
cepa, indicando que a cepa deficiente em ppGpp expressa, em comparagcdo com a
parental, menos flagelos, em contraposicdo ao mutante dksa, que houve aumento

da motilidade.
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7 CONCLUSOES

Em L. vini, a auséncia de uma copia funcional do gene relA aumentou a
sensibilidade aos principais estressores presentes na producdo de etanol: lactato,
acetato e etanol, além do pH baixo e elevou a tolerancia a NaCl. Os resultados
sugerem que o alarmdnio exerce um papel especializado para os estresses lactato e
acetato e uma resposta geral para HCI (pH) e etanol. Essa caracteristica diverge de
outros modelos bacterianos como Escherichia coli e Bacillus subtilis, que
apresentam mecanismos de resposta diferentes de L.vini. A auséncia do gene relA
afetou também o crescimento da cepa em diferentes fontes de carbono, sintese da
parede celular e a motilidade, o que ressalta a importancia do alarménio na
sobrevivéncia celular. Nossos dados indicam, portanto, que o gene relA em L. vini
tem um papel central na fisiologia indo além do esperado para um gene de resposta
a estresse. Estudos posteriores sdo necessarios para melhor entender o papel do

gene relA em L.vini e explorar seu potencial biotecnologico.
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Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, UFRB, Cruz Das Almas, Brasil

2016 - 2016 Curso de curta duragdo em Espanhol Basico. (Carga horaria: 90h).
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, UNIVASF, Petrolina, Brasil

2016 - 2016 Curso de curta duragdo em Introdugéo a Biotecnologia.. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil

2015 - 2015 Curso de curta duracdo em TECNICAS LABORATORIAIS PARA ANALISES DE CIANOBACTERIAS.
(Carga horaria: 12h).
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil

2013 - 2014 Curso de curta duracéo em Inglés-Nivel Basico Il. (Carga horaria: 54h).
Programa Ganhe o mundo, PGM, Brasil

2013 - 2014 Curso de curta duracéo em Inglés-Nivel Pré-Intermediario Il. (Carga horaria: 54h).
Programa Ganhe o mundo, PGM, Brasil

2013 -2014 Curso de curta duracéo em Inglés-Nivel Basico |. (Carga horaria: 54h).
Programa Ganhe o mundo, PGM, Brasil

2013 - 2014 Curso de curta duragéo em Inglés-Nivel Pré -Intermediario |. (Carga horéria: 54h).
Programa Ganhe o mundo, PGM, Brasil

2013 - 2014 Curso de curta duracéo em Inglés-Nivel iniciante. (Carga horaria: 54h).
Programa Ganhe o mundo, PGM, Brasil

Atuacao profissional

1. Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE

Vinculo
institucional

2016 - 2019 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Iniciagao Cientifica Voluntaria , Carga horaria: 20, Regime:
Dedicagéo exclusiva

Atividades
08/2018 - 03/2020 Estagio, Centro de Apoio a Pesquisa

Estégio: - i
PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA -PIC

03/2018 - 03/2018 Outra atividade técnico-cientifica, UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

Especificagéo:
V SIMPOSIO DE MORFOLOGIA E FISIOLOGIA ANIMAL-Monitor

10/2017 - 10/2017 Outra atividade técnico-cientifica, Conselho de Ensino a Pesquisa e Extenséo

Especificagdo:
XVIl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UFRPE-MONITOR

08/2017 - 09/2020 Estagio, Centro de Apoio a Pesquisa

Estagio:
Programa de Iniciagao Cientifica - PIC UFRPE

10/2016 - 10/2016 Outra atividade técnico-cientifica, Conselho de Ensino a Pesquisa e Extenséo

Especificagdo:
XVl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UFRPE-MONITOR

01/2016 - 01/2017 Estagio, Centro de Apoio a Pesquisa
Estagio:

Iniciag&o cientifica voluntaria no Centro de Apoio a Pesquisa - CENAPESQ, vinculada ao Programa de
Atividades a Vivéncia Interdisciplinar da Universidade Federal Rural de Pernambuco - PAVI/UFRPE.

2. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo
institucional

2020 - Atual Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Mestrado , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacédo exclusiva

Atividades
03/2020 - Atual Outra atividade técnico-cientifica, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Genética

Especificagao:
Bolsista

Projetos de
pesquisa

2020 - Atual Efeito de uma resposta estringente defectiva em Lactobacillus vini sobre a resposta ao estresse e



assimilagédo de fontes de carbono

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (3);

Integrantes: Dayane da Silva Santos; ALLYSON ANDRADE MENDONCA; CAROLINA ELZTEIN;
MARCOS ANTONIO DE MORAIS JUNIOR (Responsavel)

2017 - 2021 Caracterizagdo e potencial de bactérias acido laticas como probidtico isoladas do queijo de Coalho sobre
o desenvolvimento de cancer colorretal

Situacao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacgao (2); Mestrado académico (1); Doutorado (3);

Integrantes: Dayane da Silva Santos; Priscilla Régia de Andrade Calaga; Ana Lucia Figueiredo Porto;
Maria Taciana Holanda Cavalcanti (Responsavel); PAULO ROBERTO ELEUTERIO DE SOUZA; MEIRE
SANTOS FALCAO LIMA; ELAINE CRISTINA DA SILVA; KAROLINE MIRELLA SOARES DE SOUZA; ANA
CAROLINE CAITANO DO NASCIMENTO

Projeto de
extensao

2020 - 2020 METODOLOGIAS REMOTAS COMO FORMA DE ACESSIBILIDADE A INFORMAGCAO SOBRE A COVID-
19 PARAA POPULACAO GERAL: A CIENCIA PODE VIRALIZAR, O VIRUS NAO

Situacao: Concluido Natureza: Projeto de extensao
Integrantes: Dayane da Silva Santos; Maria Taciana Cavalcanti Vieira Soares (Responsavel); Priscilla
Régia de Andrade Calaga; Ana Lucia Figueiredo Porto; ELAINE CRISTINA DA SILVA

Outros tipos
de projetos

2018 - 2019 Identificagcao do polimorfismo de Enterococcus faecium com potencial probidtico isoladas de queijo de
Coalho

Situagao: Concluido Natureza: Outros tipos de projetos

Alunos envolvidos: Graduagéo (1); Doutorado (1);

Integrantes: Dayane da Silva Santos; Maria Taciana Cavalcanti Vieira Soares (Responsavel); Priscilla
Régia de Andrade Calaga; PAULO ROBERTO ELEUTERIO DE SOUZA; Nara Suzy Aguiar de Freitas

2017 - 2018 Caracterizagdo Parcial Probidtica e Molecular de Bactérias Acido Lacticas Isoladas de Queijo de Coalho
da Cidade De Arcoverde — Pernambuco.

Situagao: Concluido Natureza: Outros tipos de projetos
Alunos envolvidos: Graduagao (1); Doutorado (1);
Integrantes: Dayane da Silva Santos; Maria Taciana Cavalcanti Vieira Soares (Responsavel); Priscilla
Régia de Andrade Calaga
2016 - 2017 Caracterizagao parcial probiotica de bactérias acido lacticas isoladas de queijo de coalho.
Situagao: Concluido Natureza: Outros tipos de projetos
Alunos envolvidos: Graduacéo (1); Mestrado académico (1);

Integrantes: Dayane da Silva Santos; Maria Taciana Cavalcanti Vieira Soares (Responsavel); Priscilla
Régia de Andrade Calaga

Revisor de periddico

1. RECIMA21 - REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINAR

Vinculo

2021 - Atual Regime: Parcial

Areas de atuacao
1. Bioquimica
2. Biotecnologia

3. Genética Molecular e de Microorganismos

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé Razoavelmente
Espanhol Compreende Bem, Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Portugués Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Prémios e titulos

2019 Laurea académica de graduacgéao, Universidade Federal Rural de Pernambuco

2012 Prémio Aluno nota 10, Secretaria Municipal de Educagéo

Producao

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1. BRITO, L. P.; SANTOS, D. S.; Freitas NSA; MEDEIROS, R. S.; Souza ,P.R.E; SOARES, M. T. C.
V.; PORTO, ANA LUCIA FIGUEIREDO
In silico evaluation of genomic characteristics of Streptococcus infantarius subsp. infantarius for application
in fermentations. ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS. EEEM v.94, p.1 -, 2022.
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

2. [EIE Aragzo, AB.L; SILVA, J. F; SILVA, P. H.; SOUZA, P. H. S.; SANTOS, D. S.; SILVA, E.C; CALACA,
P.R.A; SILVA, E. C. S.; PORTO, ANA LUCIA FIGUEIREDO; SOARES, M. T. C. V. )
EFICACIA DAS ENTEROCINAS NO DESENVOLVIMENTO DO CANCER COLORRETAL: UMA ANALISE


https://dx.doi.org/10.1590/0001-3765202220211447
https://dx.doi.org/10.47820/recima21.v2i5.318

EXPERIMENTAL. RECIMA21 - Revista Cientifica Multidisciplinar - ISSN 2675-6218. , v.2, p.e25318 -,
2021.
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

CALACA, P. R. A;; SANTOS, D. S.; SILVA, J. F.; Aragédo, A.B.L; MELO, I. M. F,; SILVA, E. C. S.; PORTO,
A.L.F; SOARES, M. T.C. V.

Enterococcus faecium 137v como fator de prote¢do em modelo animal para cancer colorretal.
RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT. , v.10, p.1 -, 2021.

Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

CALACA, PRISCILLA REGIA DE ANDRADE; SILVA, E.C; Melo, FP; SANTOS, D. S.; Arag&o,
A.B.L; Silva, P.E.C.; BARROS, M. R.; PORTO, A. L. F.; Cavalcanti, M.T.H.
Enterococcus faecium EF137V: uma nova fonte estratégica para o controle da saide humana e animal
contra espécies de Campylobacter. RESEARCH, SOCIETY AND DEVELOPMENT. , v.9, p.1 -, 2020.
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

"
i‘:.f SANTOS, DAYANE DA SILVA; CALACA, PRISCILLA REGIA DE ANDRADE; PORTO, ANA
LUCIA FIGUEIREDO; DE SOUZA, PAULO ROBERTO ELEUTERIO; DE FREITAS, NARA SUZY AGUIAR;
CAVALCANTI VIEIRA SOARES, MARIA TACIANA
What Differentiates Probiotic from Pathogenic Bacteria? The Genetic Mobility of Enterococcus faecium
Offers New Molecular Insights. OMICS: A Journal of Integrative Biology. ,v.24, p.1-,2020.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page: [doi:10.1089/0mi.2020.0078]

5
T SANTOS, DAYANE DA SILVA; CALACA, PRISCILLA REGIA DE ANDRADE; PORTO, ANA
LUCIA FIGUEIREDO; SOUZA, PAULO ROBERTO ELEUTERIO DE; CAVALCANTI, MARIA TACIANA
HOLANDA
CARACTERIZACAO PARCIAL PROBIOTICA E MOLECULAR DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS
ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO DA CIDADE DE ARCOVERDE - PERNAMBUCO. Iniciacéo
Cientifica (CESUMAR )., v.21, p.7 - 14, 2019.
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital

Artigos aceitos para publicagao

MENDONGA, A.A; PINTO NETO, W. P;; PAIXAO, G. A.; SANTOS, D. S.; SOUZA, R. B.; MORAIS
JUNIOR, M. A
Journey of the Probiotic Bacteria: Survival of the Fittest. Microorganisms. EEA, 2023.
Referéncias adicionais: Inglés.

Capitulos de livros publicados

1.

i

L2f SANTOS, D. S.; LUNA ,B.1.C.; Simas, J.H.O.; ALBUQUERQUE, J. C. R. D.; Santos,C. N. P.
Adiversao é um lixo In: Crise Eco(légica).1 ed.RECIFE: EDUFRPE, 2018, p. 22-23.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacéo: Impresso, ISBN: 5000000000000

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

SANTOS, D. S,; Simas, J.H.O.; ALBUQUERQUE, J. C. R. D.; MELO, M.L.Q.; ARAUJO, V. F. D. S;
ALMEIDA, A. V.
. Classe Amphibia: uma analise das diversas abordagens em livros didaticos do ensino médio. In: XVIII
JORNADA DE ENSINO. PESQUISA E EXTENSAO (JEPEX-UFRPE), 2018, RECIFE.

XVIIl JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO. , 2018.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagcao: Meio digital

Simas, J.H.O.; SANTOS, D. S.; ARAUJO, V. F. D. S.; MELO, M.L.Q.; ALBUQUERQUE, J.C.R. D.;
ALMEIDA, A. V.
Analise dos filmes 'Rio 2' e 'A princesa e 0 sapo' como recusros didaticos no ensino da classe Amphibia
In: XVIII JORNADA DE ENSINO. PESQUISA E EXTENSAO (JEPEX-UFRPE), 2018, RECIFE.

XVIIl JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO. , 2018.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

SANTOS, D. S,; Cavalcanti, M.T.H.; CALACA, P. R. A. ) ) )
CARACTERIZACAO PROBIOTICA E MOLECULAR DE BACTERIAS ACIDO LATICAS DA CIDADE DE
ARCOVERDE-PE In: XVIIl JORNADA DE ENSINO. PESQUISA E EXTENSAO (JEPEX-UFRPE), 2018,
RECIIFE.

XVIIl JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO. , 2018.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

Simas, J.H.O.; SANTOS, D. S.; Santos,C. N. P.; MELO, M.L.Q.; Santos, E.M.
Anatomia e fisiologia humana nos volumes das revistas Nova Escola e Ciéncia Hoje das
Criangas:possibilidades pedagoégicas In: XVII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UFRPE, 2017,
Recife-PE.

XVII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UFRPE. , 2017.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

Aragao, A.B.L; SANTOS, D. S;; Silva, P.E.C.; CALACA, P. R. A.; PORTO, A. L. F.; SOARES, M. T.C. V.
Efeito antimicrobiano sobre Listeria innocua ATCC 33090 a partir de bacteriocina produzida por bactéria
acido latica In: XVII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensado da UFRPE, 2017, Recife-PE.

XVIl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdao da UFRPE. , 2017.
Palavras-chave: bacteriocinas, Bactérias acido laticas, Antimicrobiana, Pré-purificagdo
Areas do conhecimento: Bioquimica,Biotecnologia
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

SANTOS, D. S.; Aragédo, A.B.L; CALACA, P. R. A,;; PORTO, A. L. F.; SOARES, M. T. C. V.
Perfil antagonista da simbiose entre uma bactéria acido latica com potencial probiético e o Bacillus clausii
In: XVII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensédo da UFRPE, 2017, Recife-PE.

XVII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UFRPE. , 2017.
Palavras-chave: Atividade antagonista, Probiéticos, Relagbes simbidticas, Tecnologia dos alimentos
Areas do conhecimento: Bioquimica,Biotecnologia
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacéo: Meio digital

"
T CALACA, P.R.A,; SANTOS, D. S.; PORTO, A. L. F,; Cavalcanti, M.T.H.
Avaliagdo Parcial in Vitro de Caracteristicas Probioticas das Bactérias Acido Lacticas Isoladas do Queijo
de Coalho In: VI Congresso Luso Brasileiro de Patologia Experimental, Garanhuns-PE.
Novos Paradigmas no Estudo das Doencas: Contribuigdes da Neurociéncia. , 2016.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagcao: Meio digital

"%,
T‘;d" SANTOS, D. S.; Santos,C. N. P.; SANTOS, A. M. F. D.; Guimaraes, D. C.; ALBUQUERQUE, J. C. R. D.
Dispersao: estado da arte e reflexdo acerca das consequéncias da degradagdo ambiental In: XVI Jornada
de Ensino,Pesquisa e Extensdo. JEPEX UFRPE, 2016, Recife.

Inovagao Tecnolégica em ensino, pesquisa e extensao.. , 2016.
Palavras-chave: Disperséo e degradagdo ambiental, Dispersédo em florestas neotropicais
Areas do conhecimento: Ecologia
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Apresentagao de trabalho e palestra

1.

SANTOS, D. S.; MENDONGCA, A.A; MORAIS JUNIOR, M. A

Identificagdo da fungao biolégica do gene relA em Liquorilactobacillus vini, 2022.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: UFPE; Cidade: Recife; Evento: Xll Jornada da Pés-
graduacdo em Genética; Inst.promotora/financiadora: UFPE

SANTOS, D. S.; MENDONGCA, A.A; ELZTEIN, C.; MORAIS JUNIOR, M. A

Efeito de uma resposta estringente defectiva de Lactobacillus vini na resposta ao estresse e
assimilagao de fontes de carbono, 2020. (Outra,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Outro; Local: UFPE; Cidade: Recife;
Evento: X Jornada de Pés Graduagdo em Genética; Inst.promotora/financiadora: UFPE


https://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.XX
https://dx.doi.org/10.1089/omi.2020.0078
https://dx.doi.org/10.17765/1518-1243.2019v21n1p7-14
https://dx.doi.org/10.3390/microorganisms11010095

3. SANTOS, D. S,; CALACA, P.R.A.; SOARES, M. T.C. V. . i i
CARACTERIZAGAO PROBIOTICA E MOLECULAR DE BACTERIAS ACIDO LATICAS DA CIDADE DE
ARCOVERDE-PE, 2018. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital; Local: UFRPE; Cidade:
RECIFE; Evento: XVIl JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO; Inst.promotora/financiadora:
UFRPE

4. SANTOS, D. S;; Simas, J.H.O.; ALBUQUERQUE, J. C.R. D.; MELO, M.L.Q.; ARAUJO, V.F.D. S;;
ALMEIDA, A. V.
Classe Amphibia: uma analise das diversas abordagens em livros didaticos do ensino médio.,
2018. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: UFRPE; Cidade:
RECIFE; Evento: XVIll JORNADA DE ENSINO,PESQUISA E EXTENSAO; Inst.promotora/financiadora:
UFRPE

5. SANTOS, D. S.; Aragdo, A.B.L; CALACA, P.R. A.; SOARES, M. T. C. V.
Perfil antagonista da simbiose entre uma bactéria acido latica com potencial probiético e o
Bacillus clausii., 2017. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: UFRPE; Cidade:
RECIFE; Evento: XVIl JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO; Inst.promotora/financiadora:
UFRPE

6. SANTOS, D. S;; Santos,C. N. P.; SANTOS, A. M. F. D.; Guimaraes, D. C.; ALBUQUERQUE, J. C. R. D.
Disperséao: estado da arte e reflexao acerca das consequéncias da degradagao ambiental, 2016.
(Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital; Local: UFRPE; Cidade:
RECIFE; Evento: XVI JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO; Inst.promotora/financiadora:
UFRPE

Producao técnica

Demais producdes técnicas

1. SANTOS, D. S;; Simas, J.H.O.; MELO, M.L.Q.; LUNA ,B.I.C.
Verticilos reprodutores florais, 2017. (Desenvolvimento de material didatico ou instrucional)
Areas do conhecimento: Botanica,Métodos e Técnicas de Ensino
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacéo: Outro

2. SANTOS, D. S.; SANTOS, A. M. F. D.; ALBUQUERQUE, J. C. R. D.; ARAUJO, V. F. D. S.; Santos,C. N.
P.; Guimarées, D. C. )
JOGO EVOLUTION:ESTUDO DOS MEMBROS ANTERIORES DOS MAMIFEROS, 2016.
(Desenvolvimento de material didatico ou instrucional)
Palavras-chave: Anatomia Comparada, Evolugédo
Areas do conhecimento: Anatomia Humana, Evolugdo,Anatomia Animal
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Outro

Educacao e Popularizagao de C&T

Artigos completos publicados em periédicos

1. EIIE Aragao, AB.L; SILVA, J. F.; SILVA, P. H.; SOUZA, P. H. S.; SANTOS, D. S.; SILVA, E.C; CALACA,
P.R.A; SILVA, E. C. S.; PORTO, ANA LUCIA FIGUEIREDO; SOARES, M. T. C. V. )
EFICACIA DAS ENTEROCINAS NO DESENVOLVIMENTO DO CANCER COLORRETAL: UMA ANALISE
EXPERIMENTAL. RECIMA21 - Revista Cientifica Multidisciplinar - ISSN 2675-6218. , v.2, p.e25318 -,
2021.

Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

Orientacdes e Supervisoes

Orientagdes e supervisoes

Orientagoes e supervisdes concluidas

Trabalhos de conclusao de curso de graduagao

1.
Larissa Almeida da Silva. Perfis gendmicos do transposon TN4401 de isolados de Proteus sp.,
Providencia sp. e Morganella sp,. 2022. Curso (Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de
Pernambuco
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Eventos

Eventos

Participagdao em eventos

1. 1l Simpésio de Genética do Delta do Parnaiba, 2020. (Simpdsio)
2. Avaliador no(a) Semana Universitaria UPE 2020, 2020. (Congresso)
Avaliagao de trabalhos de iniciagao cientifica.
3. Simpésio Complexo Hospitalar 2020, 2020. (Simpdsio)
4. Avaliador no(a) V MOCICA, 2020. (Congresso)
Avaliagao de trabalhos de iniciagéo cientifica.
5. Ensino de Biologia por Investigagao,, 2018. (Oficina)

6. O Teatro no Ensino de Ciéncias, 2018. (Oficina)

7. O cuidar de si na docéncia: O bem-estar no ensino de biologia, 2018. (Oficina)


https://dx.doi.org/10.47820/recima21.v2i5.318
https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata

8. Tendéncias Pedagogicas no Ensino de Biologia, 2018. (Oficina)

9. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XVIIl JORNADA DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO, 2018.
(Congresso)

CARACTERIZACAO PROBIOTICA E MOLECULAR DE BACTERIAS ACIDO LATICAS DA CIDADE DE
ARCOVERDE-PE.

10. Simpodsio de Morfologia e Fisiologia Animal, 2017. (Simpdsio)

11. Apresentagéo de Poster / Painel no(a) XVII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UFRPE, 2017.
(Congresso)
Perfil antagonista da simbiose entre uma bactéria acido latica com potencial probidtico e o Bacillus clausii.

12. Palestra-Enfrentamento de doencgas parasitarias negligenciadas em Pernambuco em, 2016. (Outra)
13. VIl mostra Lecbio, 2016. (Exposigéo)

14. Apresentacao de Poster / Painel no(a) XVI Jornada de Ensino, Pesquisa e extensdo. JEPEX UFRPE,
2016. (Congresso)
Dispersao:estado da arte e reflexdo acerca das consequéncias da degradagao ambiental.

15. Palestra-O Bidlogo e sua indispensavel contribuicado no ambito da Pericia Criminal, 2015. (Outra)

16. Xl SEMANA DE BIOLOGIA DA UFRPE, 2015. (Outra)

Organizagao de evento

1. SANTOS, D. S.
| BIOMELPE, 2022. (Congresso, Organizacdo de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Bancas

Bancas

Participagao em banca de comissées julgadoras

Outra
1. Semana Universitaria 2020, 2020
Universidade de Pernambuco
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.
2. V Mostra Cientifica do Cariri, 2020
V Mostra Cientifica do Cariri
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.
Citacoes

E] Web of Science
Total de trabalhos: 5 Total de citagoes: 7 Fator H: 1

Dayane da Silva Santos

SciELO

Total de trabalhos: 5 Total de citagoes: 7
Santos, Dayane da Silva

Outras

Total de trabalhos: 5 Total de citagoes: 4

Dayane da Silva Santos

Totais de producao

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periddico
Artigos aceitos para publicacao

Capitulos de livros publicados

Trabalhos publicados em anais de eventos
Apresentacdes de trabalhos (Congresso)

Apresentagdes de trabalhos (Outra)

Producao técnica

(3, -]

Desenvolvimento de material didatico ou instrucional

Orientagoes



https://www.researcherid.com/rid/AAP-1704-2021

Orientagao concluida (trabalho de conclusao de curso de graduagéo) 1
Eventos

Participacdes em eventos (congresso) 5
Participagcdes em eventos (simpdsio) 3
Participacdes em eventos (oficina) 4
Participagdes em eventos (outra) 3
Organizagao de evento (congresso) 1
Participagdo em banca de comissdes julgadoras (outra) 2
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