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RESUMO

Acidithiobacillus  ferrooxidans € uma bactéria  Gram-negativa, de metabolismo
diazotréfico, estritamente autotréfico e quimiclitotrdfico que pode utilizar Fe™ e 87 como
doadores de elétrons em sua respiracdo celular, A. ferrooxidans possui importincia econdmica,
uma vez que um dos microrganismos envolvidos no processo de biolixiviagio, processo em que
metais existentes em minérios na forma de compostos insoliveis sfo solubilizados pela agfio de
comunidades de microrganismos. O fosfato é um nutriente que pode Hmitar o crescimento de A.
Sferrooxidans e ambienies de biolixiviagfo. A despeito disto, pouco se sabe a respeito das
respostas molecular ¢ morfologica desta bactéria ao estresse de privacio deste nutriente, A
linhagem brasileira A. ferrooxidans LR foi utilizada para o estudo de genes expressos
diferencialmente ¢ de alterages morfoldgicas de células cultivadas em condigdes de privagio de
fosfato. Foram feitos experimentos de curva de crescimento em virias concentragdes de fosfato.
Com base nestes experimentos foram escothidas as condigdes para a realizagfio de experimentos
de RAP-PCR. A confirmagao da expressio diferencial dos cDNAs isolados foi realizada por slot
blot de DNA. Os cDNAS com malores coeficientes de expressio foram clonados e segilenciados.
A andlise das seqii€ncias mostrou que trés cDNAS apresentaram similaridade significativa com a
enzima 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato sintase (DHBP sintase — RibB) e com o dominio
DHBP sintase de enzimas bifuncionais que possaem oam dominio DHBP sintase ¢ outro GTP
ciclohidrolase {f (RibBA). Estas enzimas estdo envolvidas na sintese de riboflavina, A andlise da
seqiiéneia gendmica de A, ferrooxidans revelou que esta bactéria possui genes para ambas
enzimas e que o cDNA clonado correspondia ao gene ribB. O gene ribBA, amplificado a partir
do DNA gendmico de A. ferrooxidans LR, foi clonado ¢ seqiienciado. Qutro cDNA apresentou
similaridade significativa com proteinas hear shock da super-familia a-HSP. A andlise do
genoma ndo anotado de A, ferrooxidans indicou a presenga de outras duas provivels ORFs que
codificam o-HSPs. A expressio dos cDNAs e do gene ribBA foi analisada em viérias condigdes
de estresse através de slot blot de RNA, A morfologia de A. ferrooxidans LR foi analisada
através de microscopia de forga atdmica (AFM). Células de A. ferrooxidans cultivadas em meio
sem fosfato sofrem drésticas alteragbes em sua superficie. As células crescidas em condicdes
controle possuiam superficies lisas, ao passo que células submetidas & privagio de fosfato
apresentaram superficies irregulares. As células cultivadas em meio sem fosfato sfo mais largas

e em média trés vezes matores que células cultivadas nas condigdes controle.



SUMMARY

Acidithiobacillus ferrooxidans s a Gram-negative, diazotrophic, strictly, autotrophic and
chemolithotrophic bacterium which can oxide Fe™ and 8" in its metabolism. A. ferrooxidans is
an economucally important bacterium, being a member of bacteria consortia involved in
bioleaching, 4 process in which metals are solubilized from ores as a result of the action of
microorganism’s communities. Phosphate is a possible limiting factor for A. ferrooxidans growlh
in bioleaching environments, nonetheless, little is known about this bacterium molecular and
morphological response to phosphate starvation. The Brazilian strain A. ferrooxidans LR was
used in the study of differentially expressed genes and morphological alterations under
phosphate starvation growth conditions. Growth curve experiments were used fo determine
experimental conditions to the RAP-PCR experiments. The obtained bands had their differential
expression confirmed through DNA slot blot experiments, The most strongly induced phosphate
stress expressed ¢cDNAs were cloned and sequenced. Three of theses cDNAs were signiticantly
similar to the enzyme 3 4-dihydroxi-2-butanone 4-phosphate synthase (DHBP synthase — RibB)
and to the RibB domain of bifunctional DHBP synthase / GTP ciclohydrolase enzymes. These
enzymes are pari of the riboflavin synthesis pathway. The ribBA gene was sequenced and
cloned. Another ¢cDNA was significantly similar to heat shock proteins of the a-HSP super-
family. The non-annotated A. ferrooxidans genome analysis resulted in the identification of two
other ORFs coding for a-HSP proteins in this bacterium. The expression of the identified cDNAs
and the ribBA gene on other stress conditions was studied with RNA slot blot. Atomic Force
Microscopy (AFM) was used to study the morphological response of A. Jerrooxidans LR to
phosphate starvation. Phosphate starved cell showed drastically altered surfaces. Control cells
bad smooth surfaces, conversely, phosphate limited cells had highly irregular surfaces. Cells
grown on the absence of phosphate were wider and, on average, three times larger than control

cells.



INTRODUCAO

1- Acidithiobacillus ferrooxidans, Caracteristicas Gerais

Filogeneticamente o género Acidithiobacillus estd situado no Dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, subclasse Y-proteobacteria (Kelly & Wood, 2000); o mesmo subgrupo de
familias muito bem caracterizadas de bactérias heterotréficas como Enterobacteriaceae,
Pseudomoniaceae, e Vibroniaceae. O género Acidithiobacillus compreende as espécies:
Acidithiobacillus  caldus, Acidithiobacillus albertensis, Acidithiobacillus thiooxidans e
Acidithiobacillus ferrooxidans. Este género foi criado em uma revisfo filogenética do género
Thiobacillus, que mostrou ser polifiiético (Kelly & Wood, 2000). Estes autores, baseados em
dados anteriores, alertaram para o fato de que espécie A. ferrooxidans possui considerdvel
variabilidade genética, fato posteriormente confirmado em outros estudos (Paulino ef al. 2001;
Karavaiko er al., 2003).

A. ferrooxidans (Kelly & Wood, 2000) sdo bacilos ndo patogénicos, Gram negativos
com flagelos polares; mesofilicos, com temperatura 6tima de crescimento de aproximadamente
30°C; acidofilicos, com pH 6timo variando em torno de 2,0. Seu metabolismo é diazotréfico,
além de estritamente autotréfico e quimiolitotréfico, podendo crescer tanto em condigdes
aerGbias quanto anaerdbias (Leduc & Ferroni, 1994; Rawlings & Kusano, 1994). Entre as
diversas linhagens, o conteiido de GC varia de 55 a 65 % e o genoma possui de 2,2 a 2,9 Mb.
A. ferrooxidans é isolado de ambientes inorgénicos e acidofilicos como depositos minerais e
efluente 4dcido de minas (Rawlings, 2002).

Todas as espécies do género Acidithiobacillus sio capazes de obter energia através da
oxidagdo de S° e compostos inorganicos contendo formas reduzidas de enxofre, como sulfitos,
sulfetos e tiosulfatos (Leduc & Ferront, 1994). A. ferrooxidans é porém, a dnica espécie do
género capaz de obter energia através da oxidacfio aerébica de fons Fe’* (Leduc & Ferroni,
1994). Drobner et al. (1990), relataram a capacidade de trés linhagens de A. ferrooxidans
(incluindo a tipo) de crescer oxidando H; em condicGes aerdbicas. Em um estudo utilizando
seis linhagens de A. ferrooxidans, Ohumra et al. (2002) observaram que apenas uma delas
crescia aerobicamente pela oxidago de hidrogénio. Curiosamente, neste mesmo estudo a

linhagem tipo ndo foi capaz de crescer nestas condigGes. Hé relatos da capacidade de A.



ferrooxidans crescer oxidando 6xido de urdnio (UO;) (DiSpirito ¢f al., 1982), e sabe-se que A.
Jerrooxidans possui uma enzima capaz de oxidar molibdénio (Sugio et al., 1992).

Nao havendo disponibilidade de oxigénio, A. ferrooxidans é capaz de realizar
respiragéo anaerdbica com diferentes substratos. Tradicionalmente se aceita que a respiraciio
anaerdbica em A. ferrooxidans envolva a oxidagio de S, utilizando Fe** como aceptor de
elétrons (Pronk ez al., 1992 ; Das er al., 1992; Ohmura et al., 2002). Ohmura et al. (2002)
relataram a capacidade de algumas linhagens crescerem oxidando anaerobicamente H, e
utilizando S° ou Fe?* como aceptor de elétrons. Sugio et al. (1988) mostraram que uma enzima
envolvida na oxidagfio anaerdbica de enxofre e na redugdio de Fe’*, foi também capaz de

. 2 2
reduzir Mo%, Cu ** e Co 2*,

2- Aplicacoes Econdmicas de Acidithiobacillus ferrooxidans

Além de interessante do ponto de vista académico, com sua biologia peculiar, A.
Sferrooxidans possui considerdvel interesse econdmico, ambiental e industrial. Esta bactéria estd
envolvida na biolixiviagdo (Leduc & Ferroni, 1994), processo em que metais existentes em
minérios na forma de compostos insoltveis sio solubilizados pela acfio direta ou indireta de
uma comunidade de microrganismos (Garcia Jr., 1997). Na biolixiviagdo direta, sulfetos
metélicos sdo oxidados pelo contato direto das células bacterianas, ou por acfio enzimatica das
mesmas, gerando sulfatos soltiveis (Bosecker, 1997). Na biolixiviacio indireta, o metabolismo
microbiano produz substéncias lixiviantes que oxidam quimicamente os metais, solubilizando-
os; no caso de A. ferrooxidans os lixiviantes produzidos sio o H;SO, e fons Fe** {Bosecker,
1997). Na pritica os dois processos, direto e indireto, ocorrem concomitantemente, em uma
série complexa de reagdes quimicas. Todavia, hd certa divergéncia sobre qual dos dois
processos € mais importante para a biolixiviagdo (Liu ef al., 2003; Rohwerder et al., 2003).

-

O processo de biolixiviagdo ¢ especialmente atraente para a extragdo de metais de
minérios pobres, cuja extragdo ndo é economicamente vidvel pelos métodos piro e
hidrometalirgicos convencionais (Bosecker, 1997; Garcia Jr., 1997). Este processo requer um
baixo investimento inicial e de manutengfio, ndo necessita de mio de obra especializada na sua
operagdo e ao contrdrio do processo pirometaldrgico, ndo emite SO,, o agente causador da

chuva écida (Garcia Jr., 1997).



Atualmente, a biolixiviacdo ¢ utilizada para a obtencfio de cobre e urfinio (Bosecker,
1997; Rawlings, 1998; Brierley & Brierley, 2001), sendo este processo responsdvel por
respectivamente, 15% e 13% da producdo mundial destes metais. Hd casos isolados de
utilizacdo do processo de biolixiviac@o para a obten¢iio de cobalto (Brierley & Brierley, 2001)
e zinco (Rawlings ef al., 2003). A extracio de niquel j4 foi demonstrada em escala piloto, e
este metal deve ser o préximo a ser obtido, em escala industrial, por meio da biolixiviagio
(Brierley & Brierley, 2001; Olson et al., 2003). Em escala laboratorial, ja foi demonstrada a
obtencio de molibdénio, géilio e chumbo (Brierley & Brierley, 2001). A biolixiviacio é
também utilizada industrialmente para o tratamento de minérios refratdrios de ouro,
aumentando consideravelmente o rendimento do processo de obtencdo deste metal. Cerca de
25% da producdo mundial de ouro ¢ obtida de minérios submetidos a este processo (Brierley &
Brierley, 2001; Olson et al., 2003). No Brasil, a mina de Sdo Bento, em Minas Gerais, utiliza a
biolixiviacdo para o tratamento de minerais refratdrios de ouro, sendo tratados cerca de 150
toneladas de minério por dia (Rawlings ef al., 2003).

A. ferrooxidans pode ser, ainda, Gtil na remocio de metais pesados freqiientemente
presentes em esgotos, Isto pode permitir que os altos niveis de nitrogénio e fésforo presentes
nos esgotos sejam utilizados na fertilizagdo agricola (Lombardi & Garcia Jr., 1999). Lombardi
& Garcia Jr. (2002) relataram que a utilizacdo de A. ferrooxidans no tratamento de esgotos
municipais, aumentou a eficiéncia da extra¢fo de manganés, zinco, cobre e aluminio. Solisio et
al. (2002) utilizaram, em escala laboratorial, A. ferrooxidans para lixiviar zinco ¢ aluminio de
rejeitos de inddstrias metalirgicas.

A. ferrooxidans pode ser utilizado também no processo de desulfurizacfio do carvio.
Durante a combustio do carvao, compostos sulfurosos séo convertidos em SO;, composto
causador de chuva dcida. Oxidando pirita (FeS;), A. ferrooxidans remove de 90 a 98% do
enxofre presente em variedades de carv@o mineral ricas neste sulfeto metalico (Hoffmann et
al., 1981).

Uma vez que resultam direta ou indiretamente do metabolismo de A. ferrooxidans, a
qualidade e rapidez dos processos industriais em que esta bactéria é utilizada dependem de seu
crescimento (Bosecker, 1997). Infelizmente A. ferrooxidans possui uma taxa de crescimento
muito pequena de modo que, muitas vezes, isto representa uma séria limitagio de seu uso em
atividades industriais, que requerem processos continuamente mais eficientes, rapidos e baratos

(Rawlings & Kusano, 1994), Além disto, os processos nfio podem sempre ser conduzidos nas



condigdes Gtimas de crescimento de A. ferrooxidans, pois durante a biolixiviacdo, esta bactéria
estd sujeita a vdrios estresses (Varela et al., 1998). Sabe-se que em ambientes de biolixiviagio
a disponibilidade de fosfato é um possivel fator limitante a0 crescimento bacteriano, pois este
composto pode estar presente nos minérios em formas insoldveis e ndo disponiveis aos
microrganismos (Varela ef al., 1998). O status nutricional de A. ferrooxidans em relagdo ao
fosfato ¢ particularmente importante em ambientes com altas concentragdes de arsenato (Vera
et al., 2003). Isto ocorre porque o arsénio é um analogo estrutural do fosfato, podendo entrar
nas células através dos sistemas de alta eficiéncia de captagido de fosfato, potencializando o
efeito téxico deste elemento (Van Veen, 1997).

Bosecker (1997), enumerou fatores que afetam o processo de biolixiviacdo: a
disponibilidade de nutrientes; suprimento de O, e CO,; pH e temperatura; a constituicio e
superficie total de contato do substrato; a presenca de metais pesados e por fim, a presenca de
surfactantes e compostos orgnicos, que inibem o crescimento de A. Jerrooxidans. Estes fatores
podemn, em sua maioria, ser estendidos s outras atilizaches de A. ferrooxidans, citadas acima.
E interessante notar que, de uma maneira ou de outra, todos os parimetros citados por
Bosecker (1997) afetam o crescimento de A. ferrooxidans.

Rawlings e Kusano (1994) citaram duas abordagens para lidar com as limitagbes do
crescimento de A. ferrooxidans. A primeira seria otimizar, empiricamente, as condigbes de
crescimento desta bactéria. Poderia-se, por exemplo, adicionar nutrientes ao tanque de
biolixiviagdo, ou controlar o pH pela adicio de compostos 4cidos ou alcalinos. Qutra
abordagem, mais fundamental, consistiria em se obter um conjunto de informacgdes bésicas
acerca de vérios aspectos da biologia de A. ferrooxidans. Deste modo seria possivel modificar
e/ou selecionar determinadas linhagens, ou ainda, desenvolver tecnologias com o objetivo de
otimizar o8 processos em que A. ferrooxidans esti envolvida. O estudo dos mecanismos de
resisténeia a metais pesados poderia, por exemplo, resultar na construgio de linhagens mais
resistentes; ou at€ transformar uma linhagem sensivel em uma linhagem resistente. Neste
contexto, o estudo dos mecanismos moleculares de resposta aos diversos tipos de estresse

sofridos por A. ferrooxidans durante o processo de biolixiviacdio é de importincia primadria.



3- Acidithiobacillus ferrooxidans, Biologia Molecular e Resposta ao Estresse

3.1- Genética e molecular

H4 uma quantidade considerdvel de informacdes bdsicas sobre a genética molecular de
A. ferrooxidans. Varios plasmideos e transposons foram estudados (Rawlings & Kusano, 1994;
Holmes et al., 2001; Dominy et al, 1997). Estes elementos sdo semelhantes a vérios
plasmideos e transposons ja conhecidos, mas, curiosamente, notou-se a auséncia de marcadores
selecionaveis como resisténcia a antibidticos (Rawlings & Kusano, 1994). Provavelmente
devido a seu modo de vida dnico, A. ferrooxidans seja bastante recalcitrante a manipulacdes
genéticas convencionais. Com considerdvel dificuldade e baixa eficiéncia, foram realizados
experimentos de conjugacio (Peng et al., 1994) e transformacdo por eletroporacio (Kusano et
al., 1992). Zhenying et al. (2000), conseguiram obter mutantes recA por meio de mutagénese
de troca de marcadores. Seu crescimento lento e baixa produtividade celular dificultam a
obten¢fo de massa celular necessdria para varios experimentos, como a obtengdio de enzimas
para a realizacfio de ensaios bioquimicos (Valdés et al., 2003).

Uma seqiiéncia de baixa redundincia do genoma de A. ferrooxidans foi analisada e
anotada por Selkov et al. (2000). Foram encontradas 2.712 ORFs (open reading frames),,
sendo determinadas fungdes putativas para 80% destas. Estes nimeros, assim como a
densidade média de ORFs (1 ORF para cada 963 pares de base) sfo semelhantes aos
encontrados nos projetos genoma de Escherichia coli e Bacillus subtilis (Selkov er al., 2000).
Infelizmente esta seqii€ncia e sua andlise n3o estdo disponiveis para a comunidade cientifica,
sendo parte de um banco de dados vendido por uma empresa de capital privado, a Integrated
Genomics. Por outro lado, o TIGR — The Institute of Genomics Research, http:/fwww tigr.org/
— disponibiliza, embora sem anotagfo, uma seqii€éncia completa do genoma de A. ferrooxidans
ATCC 23270". Esta segiiéncia serviu como base para alguns estudos recentes de caracterizacio
de genes e operons em A. ferrooxidans (Yarzabal et al., 2002; Ramirez et al., 2002; Levicén et
al., 2002). Estes dados também tém sido utilizados como ponto de partida para o estudo de
alguns aspectos mais complexos da biologia de A. ferrooxidans, tais como mecanismos de
captagdo, assimilacio e metabolismo de enxofre (Valdés er al., 2003).

O operon que controla a assimila¢do de enxofre durante a produgio de cisteina em A.
ferrooxidans parece possuir uma organizac@o semelhante ao de Escherichia coli (Rawlings &

Kusano, 1994). Baseados em uma andlise da seqii€ncia ndo anotada do genoma de A.



ferrooxidans, Valdés er al. (2003) identificaram genes envolvidos na captacfio, assimilacdo e
metabolismo geral de enxofre. Com os genes identificados, estes autores propuseram modelos
para o metabolismo de enxofre neste microrganismo, sendo estes bastante semelhantes 3s vias
bioquimicas do metabolismo de enxofre de outros microrganismos. Como seria esperado em
um microrganismo com o hébitat de A. ferrooxidans, ndo foram encontrados transportadores
envolvidos na captagdo de enxofre associado a compostos orginicos como aminodcidos e
sulfonatos, como ocorre em vdrios microrganismos. Contudo, foram encontrados dois
transportadores de sulfatos, uma forma inorganica de enxofre abundante nos hébitats de A.
Jerrooxidans.

Na falta de fontes imediatas de nitrogénio, A. ferrooxidans é capaz de assimilar N
atmosférico. Uma nitrogenase catalisa a redugfio de N para amodnia ¢ em seguida, uma
glutamina sintetase catalisa a incorporagiio da amdnia na forma de L-glutamina (Rawlings &
Kusano, 1994). A estrutura, organizagio e regulagio dos genes e operons envolvidos na
fixagdo de Ny em A. ferrooxidans é semelhante & de outras proteobactérias (Pretorius et al.,
1986; Rawlings et al., 1987).

A obtencio de carbono em A. ferrooxidans ocorre exclusivamente pela assimilac3o de
COs, através da atividade da enzima ribulose bifosfato-carboxilase (RuBisCQ), que incorpora o
CO; ao ciclo de Calvin, de maneira bem semelhante a plantas, algas e outras bactérias
autotréficas (Holuigue, 1987). Heinhorst et al. (2002), identificaram dois genes que codificam
a enzima RuBisCO em A. ferrooxidans, sendo proposto por estes autores que as duas c6pias
sdo resultado da transferéncia horizontal de genes,

O metabolismo oxidativo de A. ferrooxidans tem sido alvo de intensa pesquisa, sendo
este um organismo especialmente prolifico na produgio de citocromos. Yarzabal et al. (2002a),
demonstraram que um citocromo ¢ de A. ferrooxidans localiza-se na membrana externa deste
microrganismo, podendo ser o primeiro componente do sistema que oxida Fe®*. Utilizando
ferramentas de bioinformética e a seqiiéncia gendmica disponivel no TIGR, Yarzabal er al.
(2002), encontraram onze seqiiéncias putativas de citocromos no genoma de A. ferrooxidans. A
andlise de géis SDS-PAGE, associada a métodos de detecgéo baseados na atividade peroxidase
dos citocromos, permitiu que oito destas proteinas fossem diferenciadas, todas associadas s
membranas externa ou interna de A. ferrooxidans (Yarzébal et al., 2002). Neste mesmo estudo
foi demonstrado que durante o crescimento em enxofre, A. ferrooxidans produz menor

quantidade de citocromos em comparagdo com o crescimento em ferro. Um citocromo mostrou



ser especifico para o crescimento em enxofre e outros trés para o crescimento em ferro, o que
sugere a existéncia de mecanismos (ainda desconhecidos), de regulagfio da expressdo destas
moléculas em resposta a diferentes condigbes ambientais. Como seria esperado para um
microrganismo rico em citocromos e em substratos para respiraco celular, A. ferrooxidans
possui uma ampla gama de vias de fluxo de elétrons, havendo viérias rotas respiratérias

possiveis para um unico aceptor de elétrons, como o O, (Brasseur et al., 2004).

3.2- Resisténcia a ions metalicos

Devido a seu hébitat ¢ modo de vida (em pHs baixos a solubilidade de metais € maior),
A. ferrooxidans possul uma resisténcia natural a vdrios fons metdlicos (Hutchins ef al., 1986).
Esta resisténcia pode chegar a concentracbes da ordem de 10" M para aluminio, manganés,
cobalto, cobre, niquel, zinco e cromo; 10° M para urdnio e cadmio; 10° M para molibdénio,
selénio, teldrio e arsénio; 10°* M para mercurio e 10° M para prata (Hutchins et al., 1986;
Leduc & Ferroni, 1994). Entretanto, estes valores podem variar bastante entre as linhagens de
A. ferrooxidans (Garcia Jr. & DaSilva, 1991).

A resisténcia a fons metdlicos em A. ferrooxidans varia, também, em funcio da fonte de
energia utilizada. Quando Fe®* ¢ utilizado para a obtencdo de energia para o crescimento, A.
ferrooxidans pode ser 2000 vezes mais resistente a fons como zinco, niquel e cobre do que
células utilizando tiosulfato; células utilizando S° apresentam valores intermedidrios de
resisténcia (Tuovinen et al, 1971). Silver & Torma (1974) confirmaram estes resultados
testando a susceptibilidade de A. ferrooxidans a chumbo, niquel e cobre. Posteriormente,
Iwahori et al. (2000) demonstraram que a membrana plasmdtica de algumas linhagens de A.
ferrooxidans resistentes a mercirio possuem uma atividade merciirio-redutase (Hg** — Hg%
Fe** dependente. Aparentemente, componentes do sistema de oxidacdo de fons Fe®*, as
enzimas citocromo ¢ oxidase e rusticianina, estdo envolvidas no processo. Utilizando a técnica
de RAP-PCR (RNA arbitrarily primed polymerase chain reaction), Paulino ef al. (2002)
identificaram alguns genes diferencialmente expressos em A. ferrooxidans em resposta a altas
concentragdes de sulfato de cobre. Entre os genes com expressfo intensificada encontrava-se
um citocromo ¢, refor¢ando as evidéncias de um possivel papel desta molécula na resisténcia a
ifons metdlicos em A. ferrooxidans, por um mecanismo ainda desconhecido.

Pouco se sabe acerca dos mecanismos moleculares de resisténcia a fons metdlicos em A.

ferrooxidans, os mecanismos conhecidos mais profundamente sdo os da resisténcia ao



mercdrio e ao arsénio. O operon de resisténcia ao merciirio (operon mer) de A. Sferrooxidans foi
clonado, e a andlise de sua seqii€ncia indicou a presenca de um gene que codifica uma proteina
transmembrana citoplasmdtica capaz de transportar fons Hg®* (merC) e uma mercirio redutase
citoplasmatica NADPH dependente (merA), ambas homélogas 3s existentes em operons mer de
outras bactérias Gram-negativas (Shiratori et al., 1989). Entretanto, ha diferencas entre o
operon mer de A. ferrooxidans e o de outras bactérias: genes tipicamente presentes como merT,
merP e merD, estio ausentes (Inoue ef al., 1990); hi dois genes que codificam a proteina
regulatéria merR (Inoue et al., 1990) e estes estio localizados em um locus distante dos genes
merC e merA (Inoue et al., 1991), o que nio ocorre em outras bactérias. Por fim, outra grande
diferenga entre os mecanismos de resisténcia a merciirio em A. ferrooxidans e os outros ja
descritos € que a atividade do operon mer soma-se a atividade mercirio-redutase Fe?*
dependente da membrana citoplasmdtica, sendo esta propriedade, até o momento, encontrada
exclusivamente em A. ferrooxidans (Iwahori et al., 2000).

O operon de resisténcia a arsénio de A. ferrooxidans também diverge de outros
conhecidos, tanto pela localizagdo cromossomal quanto por sua estrutura singular, em que
alguns dos genes do operon so transcritos em diregdes opostas (Butcher e al., 2000).

Novo et al. (2000) utilizaram eletroforese de proteinas em duas dimensdes para
investigar a resisténcia de A. ferrooxidans a niquel, zinco, cobre e cddmio. Em geral, a
presenca destes metais no meio de cultura resultou em repressio na sintese de diversas
proteinas. Entretanto, algumas proteinas foram especificamente induzidas por cddmio e cobre.
Estes mesmos autores mostraram que o nivel de fosforilagio de proteinas aumentava na
presenga de cobre e que a maior parte das protefnas com sintese induzida por este metal
localizava-se nas fragdes de membranas da célula, e ndo no citosol.

A resisténcia a fons metdlicos em A. ferrooxidans possui ainda outra caracteristica
interessante: Natarajan et al. (1994) e Kondrat’eva et al. (1995) demonstraram que através de
sucessivos repiques, em crescentes concentragdes de fons, pode-se aumentar a resisténcia de A.
Jferrooxidans aos mesmos, A resisténcia era perdida com repiques sucessivos na auséncia dos
metais, sendo sua manutengdo, portanto, estresse dependente (Natarajan et al., 1994). Pela
andlise de padrdes de restricdo de DNA gendmico em eletroforese de campo pulsado, foi
detectado que nestas linhagens havia fragmentos de DNA duplicados, sendo sugerido que o
aumento da resisténcia ocorria devido & duplicagio de genes de resisténcia aos respectivos fons

metdlicos (Kondrat’eva er al., 1995).



3.3- Resposta ao estresse de pH e temperatura

O pH e a temperatura t€m grande influéncia nos processos de biolixiviagio. Além de
influir no crescimento (e sobrevivéncia) de A. ferrooxidans, o pH baixo é essencial para a
solubilizacdo (ionizacdo) de metais (Bosecker, 1997; Lombardi & Garcia Jr.,, 1999), A
temperatura, por outro lado, influi na velocidade das reagbes quimicas que ocorrem durante o
processo, particularmente na biolixiviagio indireta, em que ocorrem reagdes quimicas sem
acio enzimatica (Bosecker, 1997; Lombardi & Garcia Jr., 1999).

Hubert et al. (1995) demonstraram que apés sofrer um choque de temperatura (um heat
shock), as células de A. ferrooxidans sobreviventes adquiriam uma resisténcia tempordria a
altas temperaturas. Em E. coli, um heat shock induz a producgdo de proteinas denominadas heat
shock proteins (HSPs) (Arsene et al., 2000). Duas das mais importantes ¢ bem estudadas HSPs
sdo as chaperonas DnaK e GroEL. Homdlogos destas proteinas foram encontrados em A.
ferrooxidans por Varela e Jerez (1992). Estudos em eletroforese de duas dimensdes mostraram
modificagdes no padrio geral de proteinas de células de A. ferrooxidans durante crescimento
em temperatura 6tima (30°C) e estressante (41°C).

A eletroforese em géis de duas dimensdes foi também utilizada no estudo das proteinas
induzidas por modificacdes do pH do meio de crescimento de A. ferrooxidans (Amaro et al.,
1990). Foi identificada uma possfvel porina de 36-kDa cuja sintese era induzida quando as
células sofriam um aumento no pH do meio e reprimida quando o pH diminuia (Amaro et al.,
1991).

3.4- Resposta ao estresse nutricional de privacéo de fosfato

Como j4 foi mencionado, a disponibilidade de fosfato é um possivel estresse nutricional
para A. ferrooxidans e outras bactérias nos ambientes de biolixiviagdo (Varela ef al., 1998). O
tésforo € essencial para todos os organismos vivos, pois entra na constituicio de 4cidos
nucléicos e de outros componentes celulares como fosfolipides (Wanner, 1990). A fosforilagio
de proteinas e a presenga de moléculas sinalizadoras com fosfato em sua constituicdo como o
cAMP, (p)ppGpp e polifosfato sio importantissimos nos mecanismos de transducgio de sinais ¢
regulacdo da expressdo génica.

Em 1992, Jerez et al. demonstraram que em condi¢des de privacio de fosfato o padrio
geral de sintese das proteinas de membrana externa de A. ferrooxidans era modificado: uma

provivel porina de 36-kDa (Omp-36) tinha um aumento na sintese, a0 passo que outra



provavel porina, de 40-kDa (Omp-40) tinha a sintese diminufda em 3 ou 4 vezes. Mais tarde
confirmou-se que esta proteina de 40-kDa ¢ a porina majoritdria de A. ferrooxidans, seu gene
foi clonado, seqtienciado ¢ expresso em E. coli (Guiliani & Jerez, 2000).

Foi desenvolvida uma metodologia para verificar o estado nutricional de A.
ferrooxidans em relagdo & privagio de fosfato durante o processo de biolixiviacio. Esta é
baseada em anticorpos fluorescentes produzidos contra proteinas de membrana externa
expressas apenas em condi¢des de privagdio de fosfato (Varela et al., 1998). Segundo estes
autores, a analise quimica dos minérios € insatisfatGria para se verificar a disponibilidade de
fosfato, uma vez que o mesmo pode estar presente em precipitados insoldveis. Esta tecnologia
poderia ser utilizada para se tomar decisdes quanto a adi¢fo (ou ndo) de fésforo aos tanques de
biolixiviagdo.

Foi demonstrado que hd um aumento de uma atividade fosfatase 4cida em células de A.
ferrooxidans em privagdo de fosfato, sendo esta atividade se localizada, provavelmente no
periplasma (Seeger & Jerez, 1993). A fungfo da fosfatase 4cida é converter o fosfato associado
a compostos organicos em fosfato inorgénico, uma vez que o fosfato associado a compostos
organicos ndo pode ser metabolizado. Seeger & Jerez (1993a) mostraram que a privacio de
fosfato induz a sintese de pelo menos 25 proteinas em A. ferrooxidans. Estas proteinas foram
detectadas em géis de eletroforese em duas dimensdes. Foi postulado que estas proteinas
devam fazer parte de um sistema de alta eficiéncia de captaciio de fosfato, como ocorre em
vérias bactérias heterotréficas (Seeger & Jerez, 1993a). Observou-se ainda, que a privagio de
fosfato reduz o crescimento, a capacidade de oxidar Fe?* e de fixar CO, de A. Jerrooxidans
(Seeger & Jerez, 1993a). Segundo Seeger er al. (1996), o padrdo geral de fosforilagio de
proteinas em A. ferrooxidans € modificado em condigdes de privacio nutricional de fosfato. As
chaperonas DnaK e GroEL, que apresentam maior atividade quando fosforiladas, encontram-se
entre as proteinas fosforiladas em privagfo de fosfato.

Os mecanismos moleculares de resposta a privacdo de fosfato e ao estresse em geral jd
estdo bem caracterizados, particularmente em E. coli. Diferentes estresses ambientais como
temperaturas extremas, choque osmético e privagfio nutricional (incluindo a de fosfato), geram
uma resposta semelhante em E. coli (Hengge-Aronis, 1999). Um dos eventos chave desta

resposta generalizada ao estresse é o aumento dos niveis da subunidade ¢® da RNA polimerase,

¢ uma concomitante diminui¢do da concentragio da subunidade vegetativa (¢'*) (Hengge-
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Aronis, 1999). Um grande nimero de outras moléculas sinalizadoras e reguladores globais
estdo envolvidos na resposta generalizada ao estresse de E. coli (Vicente ef al., 1999).

Em E. coli, um ambiente com baixos niveis de fosfato inorgénico (na ordem de uM)
resultam na indugao do regulon fosfato (regulon pho), que € reprimido em concentragdes mais
altas de fosfato inorginico (Wanner, 1990). Os principais componentes deste regulon sdo: um
sisterna regulatério de dois componentes (PhoR-PhoB), um sistema de alta eficiéncia de
captacdo de fosfato (hd um sistema de baixa eficiéncia, constitutivo); uma porina fnion-
especifica, PhoE; e um sistema de utilizacfio € captagio de fontes alternativas de fosfato, como
glicerol 3-fosfato e fosfonatos (moléculas com ligagdes C-P). O regulon pho altera diretamente
a expressdo de cerca de 30 genes em E. coli (Rao et al, 1998) e 20 em Bacillus subtilis
(Antelmann et al., 2000). Ha evidéncias de que um dos transportadores de fosfato de baixa
eficiéncia em E. coli (PitA), antes considerado constitutivo, é reprimido pelo regulon pho, fato
que ndo ocorre com O oufro transportador de baixa eficiéncia conhecido, PitB (Harris et al.,
2001).

O regulon pho parece interagir com o sistema de resposta generalizada ao estresse de E.
coli: a privagiio de fosfato nesta bactéria induz a producio de (p)ppGpp, uma importante
molécula sinalizadora desta resposta (Rao er al., 1998). Mais recentemente, Ruiz e Silhavy
(2003) relataram que em mutantes com expressdo constitutiva do regulon pho, hi aumento da
expressdo do gene rpoS (que codifica o), por um mecanismo dependente de Hfq (outro
regulador global de E. coli). Isto talvez explique o fato de que, apesar do regulon pho ter seu
nimero de genes delimitado em aproximadamente 30 genes, VanBolegen er al. (1996)
relataram a induc@o de 118 proteinas e repressio de outras 19 em células de E. coli submetidas
a privagdo de fosfato. A andlise, através de microarrays, dos genes induzidos pela privagio de
fosfato em Corynebacterium glutamicum mostraram a induciio de um total de 92 genes,
separados em cinco grupos (Ishige e al., 2003). Quatro destes grupos ndo possuiam genes
diretamente relacionados com o metabolismo de fosfato, sendo provavelmente induzidos pela
queda das taxas de crescimento resultantes da privacfio de fosfato. Contudo, um dos grupos
composto por 25 genes, apresentou genes claramente relacionados com o regulon pho.

Recentemente, Krol & Becker (2004) utilizaram microarrays para estudar a resposta de
Sinorhizobium meliloti a privacdo de fosfato. Além da comparagdo entre crescimento em
privagio ¢ presenca de fosfato no meio, foi comparado o perfil de expressdo de células

selvagens e mutantes que expressam PhoB, fator de transcri¢io especifico do regulon pho,
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mesmo em condigdes de abundéncia de fosfato. Os genes diferencialmente expressos foram
separados em trés clusters diferentes. O primeiro era constituido por genes que mostraram ser
regulados diretamente por PhoB, num total de 98 genes. Este cluster possuia genes reguladores
pertencentes a diferentes familias, e outros genes conhecidos do regulon pho. Genes
envolvidos em outras fungbes como captagdo de ferro, resposta a estresse oxidativo e,
possivelmente, quorum sensing, também se encontravam no primeiro cluster. O segundo
cluster era composto de genes diferencialmente expressos na privacio de fosfato, mas com
regula¢do PhoB independente. Genes com repressio PhoB independente formavam o terceiro
cluster. Estes genes (cluster 2 e 3), provavelmente tém sua expressdo modificada devido a
mudangas na taxa de crescimento que ocorrem durante a privagiio nutricional.

Vera et al. (2003), identificaram, através da analise in silico da seqiiéncia gendmica de
A. ferrooxidans, ortblogos dos principais genes do regulon pho de E. coli. De maneira geral, os
produtos putativos destas ORFs apresentaram peso molecular semelhante ao de seu ortélogo
em E. coli. Contudo, foram encontradas variagdes no ponto isoelétrico tedrico de algumas
destas proteinas. A organizacdio destes genes também ¢ diferente nas duas espécies, o que
possivelmente pode resultar em diferengas na regulagio dos mesmos.

O estudo dos genes expressos diferencialmente em condi¢des de privaciio nutricional de
fosfato em A. ferrooxidans pode contribuir com a compreensdio de alguns aspectos do
mecanismo molecular de resposta desta bactéria a privagdo deste macronutriente. Visto que A.
Jerrooxidans encontra este tipo de situagio estressante durante o processo de biolixiviagdo, o
estudo dos mecanismos de resposta ao estresse em A. ferrooxidans poders ajudar a desenvolver
bactérias e/ou condi¢bes de biolixiviagdo mais eficientes no futuro. Dada a escassez de estudos
morfoldgicos em A. ferrooxidans submetida a condigbes estressantes, a andlise da morfologia
desta bactéria frente a privagdo de fosfato através da microscopia de forca atdmica (AFM) é de
grande interesse, uma vez que investiga um aspecto pouco estudado das adaptacBes bacterianas

a condicdes estressantes.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

O estudo tem como objetivo a identificaciio e caracterizacdo de genes expressos
diferencialmente ¢ o estudo das alteragdes morfoldgicas em células de Acidithiobacillus

Jerrooxidans submetidas ao estresse causado pela deficiéncia de fosfato.

Objetivos Especificos:

» Avaliagdo do crescimento de A. ferrooxidans na presenca de diferentes concentracdes de

fosfato;

* Deteccdo e isolamento, através de RAP-PCR, de genes expressos diferencialmente em

diferentes concentragoes de fosfato;
¢ Confirmacfo da expressio diferencial dos cDNAs isolados através de slot blot de DNA;
* Clonagem e seqiienciamento dos cDNAs diferenciais;
¢ Andlise das seqiiéncias obtidas;

» Caracterizaco, por slot blot de RNA, da express@o dos cDNAs na presenca de outros fatores

de estresse;

* Anilise da morfologia de células de A. ferrooxidans submetidas a privagdo de fosfato,

através de microscopia de forga atdmica (AFM).
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MATERIAL E METODOS

1- Linhagem Bacteriana

A linhagem de A. ferrooxidans utilizada nos experimentos foi a LR, isolada de efluente
acido de coluna de lixiviacio de minério de urdnio em Lagoa Real, Bahia, pelo Dr. Oswaldo

Garcia Jr., UNESP ~ Araraquara.

2- Meio de Cultura

Para o crescimento de A. ferrooxidans foi utilizado o meio T&K (Tuovinen & Kelly,

1972), com pequenas modificagdes. Este meio foi preparado como se segue:

Solucdo A:
K,HPO,.3H,0 10¢g
MgS0,4.7H,0 10g
(NH,)2S0, 10g
Agua Milli-Q q.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 1,8 com 4cido sulfiirico concentrado, e em seguida, a solucdo foi

autoclavada a 120°C por 20 min.

Solucdo B:

FeS04.7H,0 167 g
Agua Milh-Q q.s.p. 500 mL.

O pH foi ajustado para 1,8 com écido sulfirico concentrado e a solucdo foi filtrada em
membrana (Millipore - 0,45 um).

Apbs o resfriamento da solucdio A, as solucdes A e B foram diluidas 1:1 e misturadas
na propor¢do de 4 : 1. Deste modo, as concentragdes finais de cada componente foram: 1,75
mM de K;HPQy; 1,89 mM de MgSOy; 3,0 mM de (NH.),S0, ¢ 120 mM de FeSO,.

Para o preparo do meio em condigbes de estresse nutricional, a fonte de fosfato

(K2HPOy) foi adicionada em menores quantidades ou omitida.
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3- Curvas de Crescimento

Para determinar em quais concentrages de fosfato (K,HPQ,) seriam realizados os
experimentos de RAP-PCR, curvas de crescimento foram realizadas em diferentes
concentractes de fosfato. As concentragtes de K;HPO, testadas foram: 1,75 mM, 0,875 mM,
0,437 mM, 0,219 mM e O mM. A concentracio normal do meio T&K (1,75 mM) foi utilizada
como controle dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a realizagfo das curvas de crescimento, 0,75 x 10°células de A. Sferrooxidans LR,
quantificadas por espectrofotometria como descrito por Barron & Lueking (1990), foram
inoculadas em frascos de 250 mL, contendo 50 mL de meio T&K nas diversas concentragdes
de fosfato testadas. As culturas foram incubadas em um agitador a 250 rpm a 30°C. O
crescimento bacteriano foi monitorado a cada 12 h através da titula¢do de ferro com dicromato

de potdssio (Garcia Jr. ef al., 1995).

4- Condicoes de Crescimento Para Obtencdo de Massa Celular

Um pré-inbculo de A. ferrooxidans LR foi cultivado sob agitagéo (250 rpm), 30°C, em
600 mL de meio T&K contendo 1,75 mM de K;HPO,, até que aproximadamente 90% do ferro
do meio de cultura estivesse oxidado. Para obtenciio de massa celular suficiente para o
isolamento de RNA, um décimo de volume deste pré-inéculo foi inoculado em meio T&K
contendo 0 e 1,75 mM de K;HPOy4, nas mesmas condi¢des anteriores.

Ap6s o crescimento, as culturas foram filtradas em papel de filtro comum para eliminar
os precipitados formados durante o crescimento. A seguir, as células foram coletadas através
de filtracdo em membrana Millipore (0,45 pM), lavadas com dgua Milli-Q pH 1,8 e estocadas a
-70°C.

5- Isolamento de RNA

Todas as solugdes utilizadas nesta processo, foram tratadas com dietil pirocarbonato
(DEPC), um composto que inibe a acdo de RNases. As solucdes que contém Tris ndo podem
ser tratadas diretamente com DEPC e, portanto, estas foram preparadas utilizando-se dgua

previamente tratada com DEPC.

15



O RNA foi isolado, segundo método descrito por Winderickx & Castro (1994), de
células cultivadas em condigdes controle (1,75 mM) e em privacdo de fosfato (0 mM). As
células obtidas a partir de 600 mL de meio de cultura foram lavadas por 10 vezes com TE (10
mM de Tris, ImM de EDTA) pH 8.0, ¢ posteriormente suspendidas em aproximadamente 700
pl. de tampdo de extragfio: EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris 0,1 M: pH 7,5. Em seguida, foi
adicionado 1 volume de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) contendo SDS 1%
¢ as amostras foram submetidas a agitagio por 2 min em um agitador de tubos. Procedeu-se
uma centrifugacdo de 5 min, a 10000 rpm, 6°C; a fase aquosa foi transferida para um tubo
eppendorf limpo e extraida novamente com fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1,
v/v/v). A extragdo com fenol foi repetida até que ndo fosse mais possivel visualizar a interface.

O RNA foi precipitado através da adiciio do 1/20 de volume de acetato de potéssio 40%
e 2 volumes de etanol absoluto gelado e em seguida deixado a -70°C por pelo menos 2 horas,
As amostras foram centrifugadas por 30 min, a 10000 rpm, 6°C. O precipitado foi lavado com
etanol 70%, deixado para secar a temperatura ambiente e solubilizado em 80 pl de 4gua tratada
com (DEPC).

Para o tratamento com DNAse, a 80 pl de RNA foram adicionados 19 U de inibidor de
RNAse (RNA guard — Amersham Biosciences), 16 U de DNAse (Amersham Biosciences), e
tampdo de DNAse (concentragdo final: 7,5 mM de Tris-HCl pH 8,3; 38 mM de KCl e 1,25 mM
de MgCly ). As amostras foram incubadas a 37°C por 2 h. Em seguida, foram acrescentados
200 pl de dgua e efetuada uma extracio com 1 volume de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico
(75:24:1, v/viv). O RNA foi precipitado através da adicio de 0,1 volume de acetato de sédio 3
M, pH 5.2 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O RNA foi mantido a -70°C por no
minimo 2 h. Ap6s centrifugacio e lavagem com etanol 70%, as amostras foram ressuspendidas
em aproximadamente 20 pl de dgua tratada com DEPC.

A concentrago e a qualidade do RNA foram avaliadas através de eletroforese em gel
de de agarose 1% / formaldeido 6% em tampdo MOPS 1X (Tampio MOPS 10X: 41,8 g de
MOPS; 16,6 mL de acetato de sédio 3 M, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0; dgua q.s.p. 1000
mL; pH 7,0).
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6- RAP-PCR

Os experimentos de RAP-PCR (RNA arbitrarily primed polymerase chain reaction)
foram realizados segundo metodologia descrita por Welsh ef al. (1992) e Wong & McClelland
(1994). Foram utilzados os seguintes primers (Operon Technologies): OPFO!
(ACCGATCCTG), OPJ06 (TCGTTCCGCA) e OPJ14 (CACCCGGATG).

6.1- Sintese de cDNA

Para a sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kir ready-to-go RT-PCR beads
(Amersham Biosciences). As beads foram ressuspendidas em dgua DEPC, de modo a deixar a
reacdo com um volume final de 50ul. Em seguida, foram adicionados 1 pg de RNA e o primer
arbitrario, em quantidade suficiente para uma concentracdo final de 1 pM. A reacdo foi
incubada por 30 min a 42°C. A transcriptase reversa foi inativada através de incubagio a 95°C
por 5 min e o cDNA estocado a -20°C.

Dois pl da reac@o da primeira fita foram utilizados para a sintese da segunda fita de
cDNA. Para isto, foi realizada uma amplificaciio em um volume de reacio de 20 pul contendo: 2
puM do primer arbitrario utilizado na sintese da primeira fita; tampéo da Taq polimerase 1X; 1
pM de cada dNTP; aproximadamente 0,1 pM de [ "PJdATP; 2,75 mM de MgCl, e 1,5
unidades de 7Tag polimerase (Amersham Biosciences). As amplificacdes foram realizadas em
duplicata em um termociclador Perkin Elmer 2400, com 40 ciclos de amplificacio em
condigdes de baixa estringéncia: 94°C por 30 s, 40°C por 2 min, 72°C por 30 s seguidos de

uma extensio final a 72°C por 20 minutos,

6.2- Separaciio dos cDNAs por eletroforese

Os produtos da amplificacfio (7 pL) foram submetidos a eletroforese em gel de 5% de
acrilamida e 50% de uréia. Para isto, as amostras foram misturadas com 5 ul de tampio de
carga {60% formamida, EDTA 6,7 mM, 0,025% azul de bromofenol ¢ 0,025% de xileno
cianol) e desnaturadas a 80°C por 4 min. Dez pl foram aplicados no gel. A eletroforese foi
realizada a 1320 V e 35 mA, até que se passassem 30 minutos apés a saida do corante xileno
cianol do gel. Apos a eletroforese, o gel foi seco a vicuo sobre uma folha de papel Whatman 3

MM ¢ os fingerprintings de RNA foram visualizados através de exposicio a filme de raios-X.
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7- Isolamento e Reamplificacio das Bandas Diferenciais

Os géis secos foram alinhados com as auto-radiografias e as bandas de interesse foram
cortadas com um bisturi estéril e colocadas em tubos tipo eppendorf. O DNA foi eluido através
de incubagdo por 20 min a 95°C em 200 ul de dgua Milli-Q, e precipitado através da adi¢iio de
0,1 volume de acetato de sédio 3 M pH 5,2 ¢ 2 volumes de etanol absoluto, O DNA
permaneceu a -20°C durante a noite, foi lavado com etanol 70%, deixado para secar a
temperatura ambiente e suspendido em 10 pl de dgua,

Quatro pl do DNA eluido foram amplificados novamente em uma reago com volume
final de 40 pl contendo: 1 uM do primer arbitririo; tampdo da Tag polimerase 1X; 0,2 mM de
cada dNTP; 2,75 ul de MgCly; 2,5 U de Tag polimerase (Amersham Biosciences). As
amplificacOes foram realizadas através de 40 ciclos de amplificagio em baixa estringéncia
(94°C por 30 s, 40°C por 2 min, 72°C por 30 s), seguidos de uma extensdo final de 30 minutos
a 72°C. As amostras reamplificadas foram submetidas 2 eletroforese em gel de agarose 2%
para confirmagdo do tamanho e quantificagdo através de comparagio com o padriio de massa e
peso molecular ¢ 174/Hae 11 (Invitrogen). As bandas que apresentaram contaminacio com
fragmentos de tamanho diferente do esperado foram purificadas com o kit Concert Rapid Gel
Extraction System (Gibco BRL).

8- Slot Blot de DNA

A expressao diferencial das bandas isoladas por RAP-PCR foi confirmada por slot
blot de DNA (Xu et al., 1997).

8.1- Transferéncia das bandas diferenciais para membranas de nylon

Dez ng de DNA de cada banda diferencial foram diluidos em TE (volume final de 200
pl) e desnaturados a 95°C por 10 min e colocados em gelo. Em seguida, foram adicionados
200 pl de SSC 20 X e as amostras foram transferidas, com o auxilio de um slot blot (Hybri-
Slot, Gibco BRL), para membranas de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) previamente
umedecidas em SSC 10 X. Apés a transferéncia das amostras para a membrana, os slots foram
lavados com 500 ul de SSC 10 X. A membrana foi seca A temperatura ambiente e 0 DNA

fixado a 80°C por 2 h. Todo o experimento foi realizado em duplicata.
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8.2- Hibridizacio das membranas

As membranas foram hibridizadas utilizando-se como sonda os cDNAs obtidos a partir
de RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas na condi¢io controle (1,75 mM de
KoHPGy) e em privacgio de fosfato (0 mM de fosfato). As sondas foram quantificadas em gel
de 2% de agarose, através de comparacdo com o padrio de massa e peso molecular
oy 174/Haelll (Invitrogen). Aproximadamente 30 ng das sondas foram marcadas com [o-
3P1dCTP utilizando-se o kit Megaprime DNA labelling system (Amersham Biosciences), de
acordo com as especifica¢es do fabricante. Para remogéo dos nucieotideos ndo incorporados
foi utilizado o kit Probe Quant™ G-50 (Amersham Biosciences) de acordo com as
especificacbes do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas a 42°C por aproximadamente 6 h em solugdo
contendo: formamida deionizada 50%, SSC 5 X, Denhardt’s 10 X, Tris-HCI pH 7.5 20 mM,
SDS 1%, DNA de esperma de salmdo desnaturado 100 pg/mL. As membranas foram
hibridizadas a 42°C durante a noite em: formamida deionizada 50%, SSC 5 X, Denhardt’s 2
X, Tris-HC1 pH 7,5 20 mM, SDS 1%, sulfato de dextrano 5%, DNA de esperma de salmio
desnaturado 100 pg/mL e 107-10* cpm/mL da sonda desnaturada. Ap6s a hibridizacfio, as
membranas foram lavadas a temperatura ambiente por duas vezes, 15 minutos cada vez, em
solucdo contendo SSC 2 X e SDS 0,1%. A seguir, as membranas foram lavadas duas vezes
(30 minutos cada vez), a 60°C, em solucdo contendo SSC 0,1 X e SDS 0,1%. As membranas
foram expostas pelo tempo necessdrio a filmes de raios-X (Amersham Biosciences ou
Fujifilm), a -70°C.

8.3- Anilise dos padroes de hibridizacdo obtidos nos experimentos de slof blot

Os sinais de hibridizag#o obtidos foram digitalizados e quantificados com o auxilio do
programa Kodak Digital Science 1D v.2.0.3. Todo o experimento foi realizado em duplicata.
O coeficiente de expressdo (CE) (Paulino er al. (2002) de cada banda foi obtido dividindo-se
a média do valor do sinal de hibridizacio em privagdo de fosfato pela média do valor obtido
em condi¢des controle. Deste modo, as bandas com CE acima de 1 representam genes
induzidos pelo estresse de privacéio de fosfato, ao passo que as bandas com CE abaixo de 1

representam genes com expressdo reprimida pela privacgio de fosfato.
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9- Clonagem e Seqgiienciamento dos ¢cDNAs

Entre as bandas cuja expressdo diferencial foi confirmada por slot blot de DNA, foram
selecionadas para clonagem as que apresentaram os maiores coeficientes de expressao (CE).
Os cDNAs foram amplificados e clonados no vetor pPGEM-T Easy (Promega), seguindo-se as
especificagdes do fabricante. Células de E. coli DHSo, foram transformadas com estes
vetores.

Os clones obtidos foram avaliados através de extragio de DNA plasmidial pelo
método de lise alcalina (Sambrook er al., 1989), seguida de digestio com EcoRI. Os produtos
destas digestdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, para confirmacio do
tamanho dos insertos.

Trés clones de cada cDNA foram selecionados para segiienciamento. O DNA
plasmidial destes clones foi isolado utilizando-se os kits Wizard® plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) ou GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences),
de acordo com as especificagbes de cada fabricante. Foram preparadas reacdes de
seqlienciamento com o kit Sequencing Big Dye™ (Perkin Elmer). O seqiienciamento foi

realizado em um seqilenciador automdtico ABI Prism 377 (Perkin Elmer).

10- Andlise de Seqiiéncias e Anotaciio de Genes no Genoma nio Anotado de

A. ferrooxidans

As seqii€ncias dos produtos de RAP-PCR obtidas foram submetidas a andlise de
similaridade com o banco de dados de seqiiéncias do GenBank e com o genoma ndo anotado
de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270" fornecido pelo TIGR — Unfinished Microbial
Genomes (http://www.tigr.org/tdb/ufmg/). As andlises foram realizadas através dos algoritmos
BLAST v.22.8 (Altschul et al., 1997). As seqiiéncias que apresentaram similaridade
significativa com o genoma de A. ferrooxidans e com alguma seqiiéncia do GenBank foram
anotadas provisoriamente como genes de A. ferrooxidans.

Seqii€ncias protéicas derivadas dos genes de interesse foram obtidas no banco de dados
COG (Cluster of orthologou groups; Tatusov et al., 2001). Em seguida, estas seqiiéncias foram

comparadas com o genoma de A. ferrooxidans 23270" através do algoritmo TBLASTN.
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As seqiiéncias das regides gendmicas constituidas pelos loci com maior similaridade
com os COGs ou com os produtos de RAP-PCR, acrescidas de 500 pb nas regides 3’e¢ 5,
foram obtidas. Em seguida, estas seqliéncias foram submetidas 2 anilise nos programas ORF
Finder (http://www.ncbi.nih.gov/gorf/gorf.html}) ¢ FGENESB (http://www.softberry.com
fberry.phtml?topic=fgenesb). As seqiléncias de proteinas derivadas das OFRs previstas por
estes programas foram submetidas a um BLASTP (Altschul er al, 1997) e & andlise do
programa COGnitor (Tatusov et al., 2001), e foram comparadas com o banco de dados de
familias e dominios protéicos PROSITE (Hulo et al., 2004) e PFAM (Bateman et al., 2004).
As ORFs cujos produtos apresentaram similaridade significativa com o banco de dados do
GenBank e cujo resultado foi confirmado pela andlise no PROSITE/PFAM foram anotadas
como genes em A. ferrooxidans.

Pardmetros fisico-quimicos das segiiéncias proteicas derivadas das ORFs foram
calculados com o programa ProtParam (http://fau.expasy.org/tools/protparam.html). O
programa PSIPRED (McGuffin ef al., 2000) foi utilizado para predi¢do de estrutura secunddria
das seqiiéncias obtidas. Alinhamentos multiplos de seqliéncias foram realizados com o©
programa ClustalX (Thompson et al., 1997). Para a construcdio de alinhamentos par-a-par fot

utilizado o programa Jalview (http://www jalview.org/).

11- Amplificacdo do gene ribBA a Partir de DNA Gendmico de A.

ferrooxidans

Os desenho de primers para a amplificacdo do gene ribBA 2 partir de DNA gendmico
de A. ferrooxidans LR foi realizado com o auxilio do programa Web Primer (http://genome-
www2.stanford.edu/cgi-bin/SGD/web-primer). Foram desenhados primers que amplificassem
os genes de interesse exatamente do primeiro ao dltimo cédon. A andlise de pardmetros como
contetido de GC, Tm, e da existéncia de possiveis estruturas secunddrias e/ou formacdo de
dimeros foi realizada com o programa Gene Runner (http://www.gennerunner.com). A
especificidade dos primers foi avaliada através de um BLASTN (Word Size = 7) contra a
seqiiéneia genbmica de A. ferrcoxidans ATCC 23270, Os primers foram sintetizados pela
Invitrogen Brasil.

Para a amplificagdo do gene ribBA de A. ferrooxidans, foram utilizados os primers

ribBA_f, com 23 pb (5"-ATGAGCAGTGCCAGTATAAGTTC-3") e ribBA_r, com 20 pb (5™~
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TCATGACTCATCCTCGGGAA-3"). Foi uiilizado o seguinte ciclo de amplificacio:
Denaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 45 segundos; 30 minutos de extensdo final a 72°C. A cada reagdo, com
um volume final de 20 pl, foram adicionados aproximadamente 50 ou 100 ng de DNA
gendmico de A. ferrooxidans LR e 2,5 U da Tag polimerase (Amersham Biosciences). As
concentragbes finais de MgCly, de cada ANTP e de cada primer foram respectivamente 1,5
mM, 20 uM e 4 pM.

12- Slot Blot de RNA

Os experimentos de slot blot de RNA foram realizados segundo metodologia descrita

por Fleming et al. (1998), com modificagdes.

12.1- Transferéncia do RNA para membranas de nylon

Trés pg de RNA isolado de A. ferrooxidans LR, crescidas nas condicdes de estresse a
serem estudadas, foram transferidos para membranas de nylon (Hybond-N — Amersham
Biosciences). Para isto, o RNA foi diluido em TE, em um volume final de 12,5 pLl. Em
seguida, foram adicionados 3 volumes de tamp@o, recém preparado (500 pL de formamida,
100 ul. de MOPS ¢ 162 pL de formaldeido 37%). As amostras foram deixadas por cinco
minutos em um banho a 65°C e em seguida, foram adicionados 50 pl (1 volume) de SSC 20
X. As amostras foram transferidas, com o auxilio de um slot blot (Hybri-Slot, Gibco BRL.),
para membranas de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) previamente umedecidas em
SSC 10 X. Ap6s a transferéncia das amostras para a membrana, os slots foram lavados com
100 pl de SSC 10 X. A membrana foi seca a temperatura ambiente. Apds a secagem
completa, 0 RNA foi fixado a 80°C por 2 h.

12.2- Hibridizac#o das membranas

As membranas foram hidridizadas com sondas radioativas obtidas a partir dos cDNAs
ou genes amplificados de interesse. As sondas foram quantificadas em gel de 2% de agarose,
através de comparagfio com o padriio de massa e peso molecular ¢y 174/Haelll (Invitrogen).
Aproximadamente 30 ng das sondas foram marcadas com [o->2P)dCTP utilizando-se o kit
Megaprime DNA labelling system (Amersham Biosciences) ou o kit Random Primers DNA

Labelling System (Invitrogen), de acordo com as especificacbes dos fabricantes. Para
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remogio dos nucleotideos ndio incorporados foi utilizado o kit Probe Quant™ G-50
{Amersham Biosciences) de acordo com as especificacdes do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas a 42°C por aproximadamente 6 h em solugio
contendo: formamida deionizada 50%, SSC 5 X, Denhardt’s 10 X, Tris-HCI pH 7.5 20 mM,
SDS 1%, DNA de esperma de salmio desnaturado 100 pg/ml. As membranas foram
hibridizadas a 42°C durante a noite em: formamida deionizada 50%, SSC 5 X, Denhardt’s 2
X, Tris-HC1 pH 7,5 20 mM, SDS 1%, sulfato de dextrano 5%, DNA de esperma de salmio
desnaturado 100 pg/mL e 107-10° cpm/mL da sonda desnaturada. Apés a hibridizagio, as
membranas foram lavadas a temperatura ambiente por duas vezes, 15 minutos cada vez, em
solucdo contendo SSC 2 X e SDS 0,1%. A seguir, as membranas foram lavadas pelo menos
duas vezes (30 minutos cada vez), a 60°C, em solucdo contendo SSC 0,1 X e SDS 0,1%. As
membranas foram expostas pelo tempo necessdrio a filmes de raios-X Hyperfilm MP

(Amersham Biosciences), a -70°C.

12.3- Analise dos padroes de hibridizacfio obtidos nos experimentos de slot blot

O sinal de hibridizacdo de cada banda foi quantificado utilizando-se o programa
Kodak digital science 1D v.2.0.3. Em seguida, a sonda foi removida das membranas através
de lavagem com solugéo fervente de SDS 0,1%. As membranas lavadas foram hibridizadas
com o rDNA 168 de A. ferrooxidans LR. Os dados foram normalizados através da divisdo
dos sinais de hibridizac@o pelos respectivos sinais de hibridizacio do 16S. Para andlise dos
resultados, o valor normalizado do sinal de hibridizacio no controle foi arbitrariamente
considerado igual a um. A expressdo nas outras condi¢des foi descrita com o valor relativo de
expressao, obtido pela divisdo do sinal de hibridizagdo normalizado pelo valor normalizado

no controle.

13- Técnicas Padriao de Biologia Molecular

As técnicas padrdo de biologia molecular como eletroforese de DNA e RNA, digestdo

enzimdtica de DNA, foram realizadas como descrito em Sambrook ef al. (1989).
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14- Condigdes de Crescimento e Obtencio de Células para Anslise por

Microscopia de For¢a Atémica

Para microscopia de forca atbmica, 0,75 x 10°células de A. ferrooxidans LR foram
inoculadas em 600 mL de meio T&K. As células foram cultivadas a 30°C sob agitacdo de 250
rpm. Como controle, foram utilizadas células crescidas em meio T&K contendo 1,75 mM de
K HPO,. Para a privaciio de fosfato, foram utilizadas células crescidas em meio T&K sem
fosfato. Neste caso, foram utilizados dois tipos de pré-in6eulo: células crescidas em meio T&K
normal e células repicadas por quatro vezes em meio T&K sem fosfato.

O crescimento das células foi monitorado de 12 em 12 horas, através de titulagdo de
ferro com dicromato de potdssio. As células foram coletadas durante o meio da fase log,
quando aproximadamente 75% do ferro do meio estava oxidado. As culturas foram filtradas
em papel de filtro comum e, em seguida, em papel Whatman 42 para eliminar precipitados
formados durante o crescimento. A seguir, as células foram coletadas através de filtracdo em
membrana Millipore (0,45 pm), lavadas tés vezes com 4gua pH 1,8 e em seguida,
ressuspendidas em aproximadamente 10 mL de dgua pH 1,8. Cinco pL desta suspensao celular
foram aplicados em wafers de silicio opticamente polidos ou em mica recém-clivada e

deixados para secar a temperatura ambiente.

15- Microscopia de Forca Atémica (AFM - Atomic Force Microscopy)

Os experimentos de microscopia de forca atdmica foram coordenados pelo Prof. Dr.
Omar Teschke do departamento de Nanoestruturas e Interfaces do Instituto de Fisica “Gleb
Wataghin”, UNICAMP.

Para a obten¢io de imagens por microscopia de forca atdmica, foi utilizado um
microscépio TopoMetrix TMX2000. As imagens foram realizadas em ar, no modo de contato.
Foram utilizados cantilevers de nitreto de silicio (Microlever™, tipo B, ThermoMicroscopes)
com uma constante de mola £ = 0,03 N/m.

As imagens produzidas pela microscopia de forca atdmica foram visualizadas e
analisadas com o programa QTopoMetrix SPMLab v.4.0. Com o auxilio deste programa,
foram realizadas medidas das dimensSes celulares (comprimento, largura e altura) de
aproximadamente trinta células por tratamento. Sempre que possivel foram utilizadas células

obtidas em mais de um campo de visdo (de diferentes regides da amostra). As medidas foram
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realizadas utilizando imagens com o mesmo scan range: 20 um. Foram realizados dois
experimentos independentes.

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo Dr. Paulo Indcio de Knegt Lopéz de
Prado, do Nicleo de Estudos e Pesquisas Ambientais (NEPAM) da UNICAMP.

A diferenca nas médias de cada medida entre as condigdes de cultivo e os dois
experimentos independentes foram testadas com andlise de varifncia de dois fatores. O fator
condi¢cdo de cultivo possuia trés estados: controle, cultivo em meio sem fosfato e quatro
repiques em meio sem fosfato. O fator réplica possuia duas categorias: experimento um e
experimento dois.

Quando a andlise de varidncia indicou diferencas entre as categorias do fator
“condicdes de cultivo”, foi utilizado o teste a posteriori de Tukey para identificar quais médias
eram diferentes. No caso de diferencas entre as réplicas dos experimentos, testes a posteriori
nao foram necessdrios, pois este fator sé tem dois estados. InteracOes entre os dois fatores ndo

foram significativas para nenhuma das medidas, e, por isto, nfio foram incluidas no modelo
final da ANOVA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Curvas de Crescimento

As curvas de crescimento foram realizadas com o objetivo de verificar o
comportamento de A. ferrooxidans LR em diferentes concentracdes de fosfato. Mais
precisamente, o objetivo era determinar em quais concentragdes de fosfato (K;HPO,, no meio
T&K) esta linhagem teria seu crescimento limitado ou impossibilitado, indicando que a mesma
estaria sofrendo um estresse nutricional. A partir destes dados foram escolhidas as condigdes
em que seriam realizados os experimentos de RAP-PCR. O meio T&K possui em sua
constituicdo 1,75 mM de K;HPO,, sendo esta concentracdo utilizada como controle nos
experimentos. Para que a bactéria fosse submetida a varias situacdes diferentes no que
concerne a disponibilidade de fosfato, foi analisado seu comportamento durante crescimento
em diferentes concentracdes deste nutriente: 1,75 mM (controle), 0,875 mM, 0,438 mM, 0,219
mM ¢ 0 mM de K>:HPO,.

Para monitorar o crescimento bacteriano, o Fe®* presente no meio de cultura foi
quantificado através de titulagio com dicromato de potéssio (Garcia Jr. et al., 1995). Tal
método, tradicionalmente utilizado para mensurar o crescimento de A. ferrooxidans, foi
escolhido porque outros métodos convencionais sdo de dificil utilizagdo neste microrganismo.
A. ferrooxidans dificilmente cresce em meio sélido, seu crescimento é inibido pelo agar
comum, sendo necessdria a utilizaco de dgar altamente purificado. Ainda assim, nem todas as
linhagens crescem em meio sélido e o crescimento de coldnias pode levar até quatro semanas.
Mesmo havendo crescimento, as coldnias de A, ferrooxidans sdo extremamente pequenas (0,5
mm de didmetro) o que torna sua contagem muito dificil a olho nu (Harrison, 1984). A
utilizagdo de medidas espectrofotométricas também nfio é vidvel. Durante o crescimento de A.
ferrooxidans, o ferro oxidado reage com elementos como oxigénio e fosfato, formando
substéncias que interferem nas medidas espectrofotométricas. O método de Barron & Lueking
(1990), que consiste em concentrar e lavar as células antes de quantifica-las no
espectrofotdmetro, exige que volumes considerdveis de cultura sejam utilizados. Além disto,
este método, assim como a contagem de células em microscépio e a quantificagio de proteinas,
¢ muito laborioso, sendo pouco vidvel para as condigbes experimentais propostas: cinco

condigGes de crescimento, analisadas em triplicata.
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A figura 1 mostra os resultados do primeiro experimento. Como se pode notar, houve
pouquissima diferenca na taxa de oxidagdo de ferro quando a concentracdo de fosfato variou de
1,75 a 0,219 mM. A unica diferenca ocorreu quando nenhuma fonte de fosfato foi adicionada
ao meio. Nesta situacdo, foi necessdrio quase o dobro do tempo para que houvesse a oxidagdo

completa do ferro (fig. 1).
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Figura 1: Curvas de crescimento de A. ferrooxidans LR na presenca de diferentes
concentragdes de KbHPO, (1,75, 0,875, 0,437, 0,219 e 0 mM).

Como um tempo maior foi necessdrio para a oxidagdo completa do ferro do meio de
cultura na auséncia de fosfato indica, nesta condigcdo, que as células estdo sofrendo estresse
nutricional por privacdo de fosfato. Contudo, esperava-se que houvesse pouquissimo ou até
mesmo nenhum crescimento no meio de cultura com 0 mM de K;HPOj4. Células cultivadas em
meio contendo 0 mM de K,HPO, foram capazes de oxidar o ferro, indicando que A.
ferrooxidans possui alguma forma de reserva de fosfato.

Diversos organismos utilizam polifosfatos como reserva de fosfato. Estas moléculas sdo
compostas por dezenas ou até milhares de residuos de Pi (fosfato inorgénico) ligados por
ligacGes fosfoanidrido, sendo encontradas em quase todos os organismos vivos em que foram
procuradas (Kornberg et al., 1999). Alvarez et al. (2001) confirmaram a existéncia de
moléculas de polifosfato em A. ferrooxidans, relatando que esta bactéria possui grande
capacidade de acumular estas moléculas. Anteriormente, Seeger e Jerez (1993) apresentaram
evidéncias de que A. ferrooxidans possuia reservas de fosfato. Neste estudo, o crescimento de

A. ferrooxidans em meio sem fosfato, resultou em um decréscimo de apenas quatro vezes no
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niamero de células, em comparagio com células cultivadas na presenca de fosfato. Apés um
novo repique em meio sem fosfato, foram observadas diferencas significativas entre a
capacidade de oxidar ferro e o nimero de células (duas ordens de grandeza) quando se
comparava células cultivadas na presenca e na auséncia deste nutriente (Seeger & Jerez, 1993).
Isto mostra que nestas condi¢es tais células estavam sofrendo um maior efeito da privacdo
nutricional de fosfato, provavelmente devido a deplecdo de reservas resultante do cultivo
prévio na auséncia de fosfato.

Uma vez que para se obter células para o primeiro experimento foi utilizado um pré-
inéculo em meio T&K contendo a concentragdo de 1,75 mM de K;HPO, existia a
possibilidade de que estas células tivessem armazenado fosfato durante seu crescimento nestas
condi¢bes favordveis. Com o objetivo de tentar minimizar o efeito de quaisquer reservas de
fosfato no crescimento das células de A. ferrooxidans, foram realizadas novas curvas de
crescimento. Inicialmente foi utilizado um pré-inéculo crescido em meio T&K sem fosfato.
Células do pré-inéculo foram inoculadas em meio T&K nas mesmas concentracoes de fosfato
presentes na primeira curva de crescimento: 0, 0,219, 0,437, 0,875 ¢ 1,75 mM. O resultado da
curva foi idéntico ao do primeiro experimento. Deste modo, foi realizada uma curva de
crescimento utilizando um pré-inéeulo repicado duas vezes em meio sem fosfato. Mais uma
vez, ndo foi possivel constatar diferengas no crescimento entre as vérias concentragdes de
fosfato testadas e o crescimento na auséncia de fosfato foi praticamente idéntico ao dos outros
experimentos.

Assim, foi realizado um iltimo experimento de curva de crescimento. Desta vez com
pré-in6eulo constituido por células repicadas trés vezes em meio sem fosfato. O resultado da
curva obtida apés este tratamento é mostrado na figura 2.

Pode-se observar um lag de doze horas sem oxidacdo de ferro, indicando que apds
varios repiques em meio sem fosfato as reservas deste nutriente estavam severamente
comprometidas. Apés o lag, em todas as condicdes testadas, houve um periodo (entre 12 e 24
horas) de oxidacdo lenta do ferro. Todavia, decorridas 24 horas de crescimento, a oxidacdo de
ferro ocorreu de maneira bem semelhante 4 observada nos experimentos anteriores: 80% do
ferro foi oxidado em apenas 36 horas (na presenca de fosfato) e em 60 horas (na auséncia de
fosfato). Em 0 mM de fosfato a oxidagdo total do ferro ocorre ap6s 108 horas de crescimento

(ndo mostrado no gréfico).
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Inicialmente, esperava-se que fosse possivel diferenciar o crescimento da bactéria nas
diferentes concentracdes de fosfato utilizadas. Contudo, nos diversos experimentos realizados
ndo houve diferencas na oxidagdo de ferro entre as células crescidas em 0,219, 0,437, 0,875 ¢
1,75 mM de fosfato (figs. 1 e 2). Logo, é razoavel concluir que, nestas concentragdes, o fosfato
nio é um fator limitante ao crescimento bacteriano. De fato, outro meio tradicionalmente usado
no crescimento de A. ferrooxidans, o meio 9K, possui apenas um décimo da concentracio de
fosfato presente no meio T&K. Em um dos primeiros estudos sobre o crescimento de A.
ferrooxidans, Beck & Shafia (1964) relataram que suspensdes celulares de A. ferrooxidans
apresentaram capacidade crescente de oxidar ferro quando a concentracdo de fosfato na
suspensdo aumentou de 10 para 80 pM. Sabe-se que em E. coli o regulon pho € induzido
quando a concentrag@o de fosfato inorganico é da ordem de uM. Neste contexto, a auséncia de

diferencas na oxidagdo de ferro entre células crescidas entre 0,219 e 1,75 mM ¢ perfeitamente

compreensivel.
100 r % /
90 / /
80
o / /
B 70 —omM
b )’ /
S 60 -8-0,219 mM
b4
@ 50 0,437 mM
[ ]
el ~5-0,875 mM
©
30
1,75 mM
20
10
n =

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (em horas)

Figura 2: Curvas de crescimento de A. ferrooxidans LR na presenca de diferentes
concentragdes de K,HPO, (1,75, 0,875, 0,437, 0,219 e 0 mM). Antes do inéculo das
curvas foram feitos trés repiques da bactéria em meio T&K com 0 mM de K,HPO,. Em
0 mM de fosfato chega-se a 100% de ferro oxidado em 108 horas.

Uma vez que em nenhuma das condi¢des estudadas houve grandes diferencas entre o
crescimento (oxidacdo de ferro) em meio contendo fosfato (0,219, 0,437, 0,875 ou 1,75 mM de
K,HPO,), foram escolhidas as concentra¢des de 0 e 1,75 mM de K,HPO, para a obtengdo de

células para a realizacdo dos experimentos de RAP-PCR. Para otimizar a obten¢do de massa
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celular, optou-se pelo o pré-inoculo realizado em meio T&K contendo a concentragcdo

normalmente utilizada de fosfato (1,75 mM).

2- RAP-PCR

O RAP-PCR vem sendo utilizado com sucesso em um grande ndimero de
organismos procaridticos. Shepard & Gilmore (1999) utilizaram RAP-PCR para detectar genes
diferencialmente expressos em Enterococcus faecalis crescidas em aerobiose e anaerobiose. A
maioria dos genes diferencialmente expressos identificados possuia relagdo com metabolismo
de oxigénio. Chia et al. (2001) utilizaram a técnica de RAP-PCR para estudar a resposta de
Streptococcus mutans frente a estresse provocado por baixo pH. Alguns dos genes
identificados mostraram-se especificos para este estresse ao passo que outros foram expressos
diferencialmente em mais de um tipo de estresse. Bidle & Bartlett (2001) utilizaram RAP-PCR
para identificar genes regulados por ToxR (um fator de transcri¢do) em Photobacterium
profundum. Para isto foram comparados o padrio de expressdo de mutantes toxR e células
selvagens. Paulino et al. (2002) estudaram a resposta de A. Jerrooxidans LR cultivada em
concentragOes estressantes de sulfato de cobre. Produtos de RAP-PCR com similaridade
significativa com citocromo ¢ e com uma enzima envolvida na sintese de tiamina foram
induzidos pelo sulfato de cobre. Um ¢cDNA correspondente a enzima RuBisCo e outro similar a
uma proteina de membrana foram reprimidos nas mesmas condi¢des. O RAP-PCR ja foi
empregado também no estudo da expressdo diferencial de Haloferax volcannii, uma Archaea
halofilica. Foi estudada a expressdo génica deste MiCrorganismo em resposta a concentragoes
salinas altas até mesmo para um organismo halofilico (Bidle, 2003). Um dos cDNAs, induzido
em alta salinidade, apresentou similaridade com uma sensor kinase eucaridtica, envolvida na
resposta a desnaturagdo de proteinas, como a que pode ocorrer em altas concentracdes salinas.

Os experimentos de RAP-PCR foram realizados com os primers OPFO1, OPJO6 ¢
OPJ14. Estes primers foram escolhidos j4 que haviam sido utilizados com sucesso no
laboratério em outros experimentos de RAP-PCR com A. Jerrooxidans. Um primer adequado
para experimentos de RAP-PCR deve, n#o sé produzir bandas diferenciais entre as condicdes
testadas, mas também produzir um padrdo de bandas (fingerprint) semelhante entre duplicatas
do mesmo tratamento, ou seja, deve dar origem a resultados reprodutiveis. A figura 3 mostra os

padres de bandas obtidos nos experimentos de RAP-PCR com os primers OPFO1 (fig. 3A),
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OPJO06 (fig. 3B) e OPJ14 (fig. 3C). Como era esperado, todos os primers testados apresentaram
bons resultados. S6 foram cortadas dos géis as bandas que possuiam intensidade semelhante

nas duplicatas dos experimentos de RAP-PCR.

A) B) C)
0mM 1,75 mM 0mM 1,75 mM 0mM 1,75 mM

1018 —

517 —
500 —

396 —

344 —

298 —

220 —

Figura 3: RAP-PCR a partir de RNA isolado de células de A. ferrooxidans LR
cultivadas na presenca de 1,75 e 0 mM de K;HPO,. Em A foi utilizado o primer OPFO1;
em B, OPJ06 e em C, OPJ14.
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Um total de 103 bandas diferenciais, correspondendo a diferentes produtos de PCR
foram identificadas. Destas, 21 bandas foram identificadas com o primer OPFO1, sendo 20
induzidas e 1 reprimida pela privagdo de fosfato. O primer OPJ06 permitiu a identificagdo de
42 bandas diferenciais: 38 induzidas e 8 reprimidas pela privacdo de fosfato. Quarenta bandas
foram identificadas com o primer OPJ14, sendo 15 reprimidas e 25 induzidas pela privagio de

fosfato.

3- Slot blot de DNA

Uma vez que a técnica de RAP-PCR produz um considerdvel nimero de falso-
positivos, foram realizados experimentos de slot blot de DNA para confirmar a expressdo
diferencial das bandas isoladas. Nem todas as bandas diferenciais isoladas dos géis puderam
ser analisadas uma vez que ndo foi possivel reamplificar algumas das bandas. A tabela 1
mostra 0 nimero de bandas isoladas com cada primer e o nimero de bandas que tiveram
expressdo diferencial confirmada nos experimentos de slot blotr de DNA. Considerou-se como
confirmada a expressdo de diferencial: bandas induzidas no RAP-PCR que apresentaram CE
maior que 1 nos experimentos de sloz blot de DNA, bandas reprimidas com CE menor que 1 no
slot blot de DNA.

Tabela 01: Bandas isoladas em experimentos de RAP-PCR e sua confirmag@o por slot
blot de DNA.

Expressao diferencial

aner Bandas Isoladas Reamplificadas confirmada

Reprimidas Induzidas Reprimidas Induzidas Reprimidas  Induzidas

OPFO01 01 20 01 13 00 11
OPJ06 04 38 03 28 01 22
OPJ14 15 25 14 16 13 08
Total 20 83 18 57 14 41

Como pode ser observado na tabela 1, aproximadamente 77% das bandas consideradas

reprimidas tiveram a expressdo diferencial confirmada. Quanto as bandas induzidas pelo
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estresse, 72% tiveram a expressdo confirmada. Considerando os dados como um todo,
aproximadamente 73% das bandas tiveram a expressdo diferencial confirmada.

As figuras 4, 5 e 6 mostram os resultados obtidos nos experimentos de slot blot de
DNA. Nas figuras, as bandas reprimidas pela privagdo de fosfato (bandas com expressdo mais
acentuada no controle) possuem a letra C em sua identificacdo. As bandas induzidas pelo
estresse de privacdo de fosfato s@o identificadas pela letra S.

Nas figuras 4B, 5B e 6B, as bandas que tiveram a expressdo diferencial ndo confirmada
sdo mostradas em barras vermelhas e as que tiveram a expressdo confirmada sdo mostradas em
barras verdes. Assim, estdo em verde as barras com valor maior que um para bandas induzidas
e menor que um para bandas reprimidas. Bandas induzidas com CE menor que um e bandas
reprimidas com CE maior que um s3o mostradas em vermelho (bandas cuja expressdo

diferencial ndo foi confirmada).
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Figura 4: Confirmagiio da expressdo diferencial, por slot blot de DNA, das bandas
reamplificadas com o primer OPFO1. A) slot blot de DNA hibridizado com sondas de
cDNAs obtidos a partir de RNA de células cultivadas em condicdes de estresse (0 mM
de K;HPOq) e controle (1,75 mM de K,HPO,). B) Coeficientes de expressao (CE), as
barras em vermelho indicam bandas que nfo tiveram a expressdo diferencial confirmada
e as barras em verde indicam bandas que tiveram a expressio diferencial confirmada.
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B)

CE
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Figura 5: Confirmagdo da expressdo diferencial, por slot blot de DNA, das bandas
reamplificadas com o primer OPJ06. A) slot blot de DNA hibridizado com sondas de
cDNAs obtidos a partir de RNA de células cultivadas em condic¢des de estresse (0 mM
de K,HPO,) e controle (1,75 mM de K,;HPO,). B) Coeficientes de expressdo (CE), as
barras em vermelho indicam bandas que nfo tiveram a expresséo diferencial confirmada
e as barras em verde indicam bandas que tiveram a expressdo diferencial confirmada.
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Figura 6: Confirmagdo da expressio diferencial, por slot blot de DNA, das bandas
reamplificadas com o primer OPJ14. A) slot blot de DNA hibridizado com sondas de
cDNAs obtidos a partir de RNA de células cultivadas em condicoes de estresse (0 mM
de K;HPO,) e controle (1,75 mM de K,HPO,). B) Coeficientes de expressdo (CE), as
barras em vermelho indicam bandas que n#o tiveram a expressdo diferencial confirmada
e as barras em verde indicam bandas que tiveram a expressdo diferencial confirmada.
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O maior coeficiente de expressdo (CE) encontrado foi de 2,30, sendo este o CE da
banda S24, obtida com o primer OPJ14 (fig. 6B). O menor CE foi de 0,74, da banda C9,
também obtida com o primer OPJ14 (fig. 4B). Com o primer OPJ14, foram identificadas e
confirmadas a maioria das bandas reprimidas pelo estresse de privacdo de fosfato, mais
precisamente, isto ocorreu com treze das quinze bandas reprimidas (tabela 1, fig. 6B). O
primer OPJO6 permitiu a identificacdo da maior parte das bandas confirmadas como

induzidas pela privacédo de fosfato, 22 bandas (tabela 1, fig. 5B)

4- Clonagem e Seqiienciamento das Bandas Isoladas Através de RAP-PCR

Foram selecionados para clonagem e seqiienciamento os produtos de RAP-PCR com os
maiores coeficientes de expressdo. Todos os produtos de RAP-PCR selecionados foram
clonados e seqiienciados. A tabela 2 mostra caracteristicas dos cDNAs seqiienciados e os
resultados das andlises de similaridade obtidas com o programa BLASTX v. 2.2.8 (Altschul et
al., 1997).

Os cDNAs que ndo apresentaram similaridade significativa com as seqii€ncias do
GenBank também ndo apresentaram similaridade significativa com a seqii€éncia genOmica de A.
ferrooxidans ATCC 23270". Estes cDNAs podem representar seqiiéncias exclusivas da

linhagem LR, ou ainda, algum tipo de artefato da técnica de RAP-PCR.
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Tabela 2: Andlise de similaridade das seqiiéncias dos cDNAs obtidos por RAP-PCR.

’ Tamanho ) o Identidade  Similaridade
cDNA CE Proteina (N° Acesso)
(pb) (%) (%) A
OPFO01 - S13 1,52 510 Nenhuma similaridade @~ o
significativa
OPFO1 - S14 1,43 501 Nenhuma similaridade @~ .
significativa
OPFO1-S15 1,77 478 Nenhuma similaridade @~ ____
significativa
OPFO1 - S16 1,48 457 Nenhuma similaridade @~ ___
significativa
OPF01-S17 1,60 439 Nenhuma similaridade =~ ____
significativa
Proteina heat shock de baixo peso .
OPJ06 - S11 1,44 684 molecular de Thermotoga 40% 65% 3
maritima (AAD35461)
OPJ06 - S30 1,60 243 Nenhuma similaridlade =~ ____
significativa
OPJ06 - S31 1,50 238 Nenhuma similaridadle @~  ____
significativa
3,4-dihidroxi-2-butanona 4- )
OPJ14 -S07 1,56 862 fosfato sintase de Rasitonia 67% 76% !
solanacearum (ZP_00023650)
3,4-dihidroxi-2-butanona 4- _
OPJ14-S08 1,73 862 fosfato sintase de Rasltonia 67% 76% !
solanacearum (ZP_00023650)
3,4-dihidroxi-2-butanona 4-
OPJ14-S24 2,30 1600 fosfato sintase de Raslronia 67% 76% 7

solanacearum (ZP_00023650)

1- O coeficiente de expressdo foi obtido no slot blor de DNA pela divisdo da média dos
sinais de hibridizagdo de uma determinada banda na privagdo de fosfato, pela média dos
sinais desta banda no controle.
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4.1- Analise da seqiiéncia dos cDNAs OPJ14 S7/S8/S24

As bandas S7/S8/S24 apresentaram similaridade com genes relacionados com a sintese
de riboflavina: pontuagdes maiores foram obtidas para o gene que codifica a enzima 3,4-
dihidroxi-2-butanona 4-fosfato sintase (DHBP sintase); pontuacdes menores, mas ainda
significativas, foram obtidas para genes que codificam uma enzima bifuncional contendo um
dominio com atividade DHBP sintase e outro com atividade GTP ciclohidrolase II (fig. 7).
Contudo os cDNAs seqiienciados apresentaram similaridade somente com o dominio DHBP

sintase das enzimas bifuncionais.

A)
Score = 265 bits (677), Expect = 7e-70
Identities = 138/204 (67%), Positives = 157/204 (76%)
Frame = -3

Query: 707 DVAVARPEWQRALEAIRAGRPVILLDDSDRENEGDLIVAAERLTVATMAMLIRECSGIVC 528
DA AL+A+R G PV++LDD+DRENE DLI+AA+RLT A MAMLIRECSGIVC
Sbjct: 16 DPAAMPARMAAALDAMRLGIPVVVLDDADRENEADLITAADRLTHAGMAMLIRECSGIVC 75

Query: 527 LCLTPEHVARLDLPPMVQONESRFGTAFTVSIEAREGVITGVSAADRVTITIRAAIASGAR 348
LCLT E A L L PMV+ N S++GTAFTVSIEAR GV+TGVSAADR+TTIRAA+A A
Sbijct: 76 LCLTAEKAAVLGLRPMVEHNRSQYGTAFTVSIEARVGVSTGVSAADRITTIRAAVAPDAD 135

Query: 347 PWDIARPGHIFPLCAHPEGVLGRRGHTEGSVDLARLAGLEPAAVLCELMNPDGSMAKGDD 168
+ PGH+FPL A GVL RRGHTEGSVDLARLAGL PA VLCELM PDG+MA+ DD
Sbict: 136 AQSVVSPGHVFPLVAQAGGVLARRGHTEGSVDLARLAGLSPAGVLCELMLPDGTMARRDD 195
Query: 167 IVRFAVRHDLPVITIEDIVALRLQ 96
VRFA +H LPV+TIEDI R Q
Sbjct: 196 AVRFADQHGLPVLTIEDIARYREQ 219

B)

Score = 210 bits (535), Expect = 2e-53

Identities = 106/196 (54%), Positives = 136/196 (69%)
Frame = -3

Query: 671 LEAIRAGRPVILLDDSDRENEGDLIVAAERLTVATMAMLIRECSGIVCLCLTPEHVARLD 492
+E IR G+ VIL+DD DRENEGDLI+AAE + + At G+VC+ +T E RL
Sbjict: 10 IEDIRQGKMVILMDDEDRENEGDLIMAAECVRTEDINFMVKHARGLVCMPMTRERCERLG 69

Query: 491 LPPMVQONESRFGTAFTVSIEAREGVTTGVSAADRVITIRAAIASGARPWDIARPGHIFP 312
LP MVQ+N S FGT FTVSIEA EGVITG+SAADR T++AA A A DI PGHIFP
Sbict: 70 LPLMVQRNGSGFGTKFTVSIEAAEGVITTGISAADRARTVQAAAAKNAVAADIVSPGHIFP 129

Query: 311 LCAHPEGVLGRRGHTEGSVDLARLAGLEPAAVLCELMNPDGSMAKGDDIVRFAVRHDLPV 132
L AP GILR GHTE + DLAR+AG EP+ V+CE+MN DGSMA+ ++ FA H + +
Sbijct: 130 LMAQPGGTLARAGHTEAACDLARMAGFEPSGVICEVMNDDGSMARRPELEAFAAEHGIKI 189

Query: 131 ITIEDIVALRLQEKKT 84
TI D++ RL ++4T
Sbjct: 190 GTIADLIHYRLIHERT 205

Figura 7: Alinhamentos produzidos pelo BLASTX tendo a seqiiéncia dos cDNAs
S7/S8/S24 como query. A- Melhor hit com uma DHBP sintase, de Ralstonia
solanacearum. B- Melhor hit com uma enzima bifuncional DHBP sintase/GTP
ciclohidrolase II de Pseudomonas aeruginosa.
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A riboflavina (vitamina B,) é a molécula precussora de duas importantes coenzimas,
essenciais para o metabolismo celular: FMN e FAD. Estes compostos, chamados coletivamente
de flavinas, sdo constituintes das chamadas flavoproteinas. O papel biolégico mais
significativo das flavoprotefnas € sua participagdo nas cadeias transportadoras de elétrons. A
DHBP sintase e a GTP ciclohidrolase II sdo responséveis pelos primeiros passos na via de
sintese de riboflavina. H4 variagdes na nomenclatura dos genes da via bioquimica de sintese de
riboflavinas, em bactérias Gram-negativas ¢ utilizada a nomenclatura originalmente utilizada
em E. coli. Nesta espécie as enzimas RibA (GTP ciclohidrolase II) e RibB (DHBP sintase) sdo
codificadas por dois genes diferentes, ribA e ribB. Entretanto ha espécies que produzem uma
enzima bifuncional GTP ciclohidrolase/DHBP sintase, nestas a enzima é chamada RibBA e o
gene ribBA. As enzimas RibC (riboflavina sintase), RibD (pirimidina deaminase/redutase) e
RibE (limazina sintase) sdo responsaveis pelas outras etapas via de sintese de riboflavina.

N3o ha na literatura qualquer relato ligando diretamente a riboflavina, seus derivados
metabolicos, enzimas envolvidas em sua sintese e o estresse nutricional de privacgdo de fosfato,
ou qualquer outro nutriente. Contudo, tanto a molécula de riboflavina quanto algumas das
enzimas de sua via bioquimica possuem outros papéis biolgicos além dos tradicionalmente
reconhecidos. Por exemplo, a sintese de riboflavinas estd intimamente ligada ao fendmeno da
bioluminescéncia bacteriana (Kasai & Subimoto, 2002). Estes autores encontraram um operon
rib completo em Photobacterium phosphoreum e mostraram que, nesta bactéria, a sintese de
riboflavina € estritamente controlada, sendo estimulada com a ativagio do operon lux (que
codifica os genes responsdveis pela bioluminescéncia). Em Helicobacter pylori, a transcricdo
do gene ribBA € regulada pela concentragdo de ferro no meio externo. Neste organismo, a
riboflavina parece estar associada a aquisi¢do de ferro, pela reduciio de Fe**, funcionando entiio
como um sider6foro (Worst et al., 1998). Barquera et al. (2002) demonstraram pela primeira
vez que a riboflavina (e ndo seus derivados — FAD e FMN) pode funcionar como um cofator de
algumas enzimas, neste caso uma bomba de sédio em Vibrio cholerae.

Raina et al. (1991), isolaram um gene cuja inativacio provocava a inabilidade de
formag@o de colbnias em E. coli crescidas em temperaturas maiores que 37°C e crescimento
lento a 30°C. Tal gene foi denominado htrP, sendo considerado, na época, um homdlogo do
gene luxH, presente em operons evolvidos no fenémeno de bioluminescéncia bacteriana. Este
mesmo estudo mostrou que, apesar de necessdrio para o crescimento em temperaturas

superiores a 37°C, o nivel de transcrito do htrP diminufa com o aumento da temperatura. Pouco
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depois, Richter et al. (1992) mostraram que os genes AtrP e luxH codificavam a DHBP sintase,
logo, htrP e luxH so sindnimos de ribB. Em E. coli, RibB encontra-se entre as proteinas com
sintese aumentada em pH baixo, por um motivo desconhecido (Stancik et al., 2002). Jin et al.
(2003), mostraram que a DHBP sintase de Saccharomyces cerevisiae, além de participar da
sintese de riboflavina, possui alguma fungéo, ainda desconhecida, relacionada com a respiraciio
mitocondrial. Estes mesmos autores mostraram que além de localizada no citosol, uma
pequena fracdo da DHBP sintase celular de §. cereviseiae encontrava-se no espago
intermembranas das mitocOndrias. De acordo com Schldsser er al. (2001), a regulacio
transcricional do gene que codifica a DHBP sintase € o principal ponto de regulago da sintese
de riboflavina no fungo Ashbya gossypii, sendo sua expressio mais acentuada em baixas taxas
de crescimento ou em fase estaciondria.

Em um estudo anterior realizado em nosso laboratério (dados ndo publicados), um
c¢DNA expresso diferencialmente durante o crescimento de A. ferrooxidans em sulfato de zinco
apresentou similaridade significativa com as enzimas bifuncionais DBHP sintase/GTP
ciclohidrolase II (RibBA). A seqliéncia deste ¢cDNA foi comparada ao banco de dados do
GenBank com o BLASTX o que mostrou que este cDNA também possuia similaridade com
RibB. Neste caso a situacfio era a inversa aquela observada no caso dos fragmentos OPJ14
S7/88/824: os melhores hits ocorriam com as enzimas bifuncionais, havendo hits menores com
a DHBP sintase.

Estes resultados sugeriam que A. ferrooxidans poderia possuir uma cépia do gene
ribBA e outra do gene ribB. Isto foi confirmado utilizando-se os COGs (Cluster of orthologous
groups) para DHBP sintase (COG 0108) e para GTP ciclohidrolase II (COG 0807) como base
para a anota¢cdo destes genes no genoma ndo anotado de A. ferrooxidans. Assim as ORFs
correspondentes aos genes ribB e ribBA foram anotados no genoma de A. ferrooxidans,
estando separadas por mais de 1500 kb.

A comparagdo entre a seqii€ncia dos cDNAs S7/88/S24 isolados em A. ferrooxidans
LR e o gene ribB anotado no genoma de A. ferrooxidans ATCC23270", mostrou que estes
cDNAs, continham toda a seqiiéncia do gene ribB. Uma vez que o fragmento do gene ribBA
isolado anteriormente em outro estudo de nosso laboratdério era muito pequeno (214 pb),
decidiu-se amplificar o gene completo por meio de PCR para realizar a caracterizacdo de ribB
e ribBA. Para isto, foram desenhados primers especificos para ribBA, conforme descrito em

Material e Métodos € a ORF completa foi amplificada, clonada e seqiienciada. A seqiiéncia de
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ribBA de A. ferrooxidans LR é idéntica 2 encontrada no genoma ndo anotado de A.
ferrooxidans ATCC 23270".

De acordo com a anotagfio realizada, a ORF correspondente ao gene ribB de A.
Serrooxidans possui 672 pb, produzindo uma protefna com 223 residuos. A ORF do gene ribBA
possui 1134 pb, codificando uma proteina de 377 residuos. Como em outras enzimas
bifuncionais, o dominio DHBP sintase se localiza aproximadamente nos primeiros 200
residuos da por¢do N — terminal de RibBA, e o dominio com atividade GTP ciclohidrolase
localiza-se na por¢io C — terminal. Um resumo das caracteristicas dos produtos protéicos
putativos das ORFs anotadas estd na tabela 3. A andlise da regifio gendmica em que se
encontrava a ORF ribBA revelou que neste sitio se encontram um operon rib completo (fig. 8).
Nio foi encontrada nenhuma outra ORF 500 pb acima ou abaixo de ribB.

Ao contrédrio do esperado, ribB e a porgio DHBP sintase de ribBA apresentaram
somente 57% de identidade em suas seqiiéncias nucleotidicas. Um alinhamento realizado com
as seqiiéncias protéicas deduzidas das ORFs correspondentes a ribB ¢ ribBA mostrou que hd
também uma baixa identidade entre as duas segiiéncias: 54% (tabela 3), um nGmero
semelhante ao encontrado por Fassbinder et al. (2000), ao comparar a porgio RibB da enzima
RibBA de B. subtillis ¢ RibB de E. coli. As duas c6pias de RibBA de P. phosphoreum sio 77%
ideénticas e, entre Vibrio fischeri e V. cholerae a identidade ¢ de 81% (Kasai & Subimoto,
2002). De acordo com estes autores, a identidade das RibBA dos vérios membros da familia
vibroniaceae, € de no minimo 64 %. Estes dados sugerem que um dos dois genes integrou-se
ao genoma de A. ferrooxidans através transferéncia génica horizontal. Provavelmente este gene
¢ ribB, uma vez que em A. ferrooxidans ribBA faz parte de um operon completo de sintese de
riboflavina (fig. 8). Entretanto a resposta para tal questio deve envolver uma andlise
filogenética detalhada e comparagiio de codon usage entre ribB, ribBA e outros genes de A.

ferrooxidans.

Tabela 3: Caracterfsticas dos produtos protéicos putativos de ribB e ribBA.

Namero de Peso pl tebrico  Identidadefsi Identidadefsi
ORF AA molecular milaridade  milaridade
{Da) com RibB com RibBA
ribB 223 24115 5,42 —_ 54/70%
ribBA 377 40451 4,98 54/70% —
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—— -] ribX > ribD > ribC >ribBAY ribE nus thil

Figura 8: Arranjo dos genes envolvidos na sintese de riboflavina em A. ferrooxidans.
Cada ORF € representada por um trapézio, apontando para o sentido da transcricdo. Os
trapézios unidos representam um operon. A linha pontilhada representa uma distincia
de 1500 kb. A linha continua representa curtas distincias. O tamanho dos trapézios nio
¢ proporcional ao tamanho das ORFs,

O arranjo das ORFs nusB e thiL e o operon rib ¢ conservado entre vérias familias de y
proteobactérias: vibroniaceae, pseudomoniaceae ¢ grupo Xanthomonas. Em P. phosphoreum e
Vibrio fischeri (vibroniaceae) o gene glyA também precede o operon rib. Em outras espécies de
bactérias, hd variagdo da ORF presente nesta posigdio. Em bactérias Gram-positivas como
Bacillus subtillis ¢ Staphylococcus aureus apenas o gene ribX ndo estd associado aos outros
genes rib; a fungdo exata deste gene ¢ desconhecida. Na familia enterobacteriaceae os genes de
sintese de riboflavinas esto espalhados pelo genoma e ribBA é representado por dois genes
diferentes ribA ¢ ribB (Kasai & Sumimoto, 2002).

Em Helicobacter pylori (uma s-proteobactéria) os genes responsdveis pela sintese de
riboflavina também encontram-se dispersos, contudo, esta bactéria possui uma cépia de ribA e
outra de ribBA (Fassbinder ez al., 2000). H4 certo conflito na literatura quanto a funcionalidade
de ribBA de H. pylori. Worst et al. (1998) relataram que o gene ribBA de H. pylori NCTC
11638 foi capaz de complementar funcionalmente mutantes ribB e ribA em E. coli. Em um
estudo com outra linhagem de H. pylori, Fassbinder et al. (2000) relataram que ribBA nio foi
capaz de complementar a mutagio ribA em E. coli, o que justificaria a presenca de uma cdpia
adicional de ribA. Virias bactérias luminescentes da familia vibroniaceae possuemn cépias
adicionais de genes rib, formando operons incompletos ligados ao operon lux (Lin et al,
2001). Em P. phosphoreum, genes da sintese de riboflavina — ribA, ribBA, ribC e ribE — estdo
ligados ao operon lux (Lee et al. 1994). Kasai & Subimoto (2002) mostraram que este operon —
incompleto devido a falta do gene ribD — possufa apenas um papel auxiliar na sintese de
riboflavinas de P. phosphoreum, que possui um operon rib completo, como mencionado
anteriormente. O arranjo dos genes rib em A. ferrooxidans, apresentando um operon rib
completo com enzima bifuncional ribBA, e um gene ribB monocistronico, s6 foi encontrada
anteriormente em V. fischeri. Esta bactéria, ao contrdrio de outros membros de sua familia, nio

possui genes rib dentro do operon lux (Lin et al, 2001). Callahan & Dunlap (2000),
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demonstraram que em V. fischeri, ribB, juntamente com o operon lux, sdo parte de um mesmo
regulon.

A literatura € conflitante no tocante a regulagio dos genes rib. Segundo Kasai &
Sumimoto (2002), a sintese de riboflavina em bactérias em que os genes rib ndo estio
organizados em operons seria constitutiva, ndo havendo sintese estimulada deste composto. Tal
suposic@o se confirma no caso de E. coli (Bacher et al., 1996). De acordo com Kasai &
Sumimoto (2002), em bactérias em que os genes rib estiio organizados em operons, a sintese de
riboflavina € regulada por estimulos ambientais. Tal fato se confirma em B. subtilis ¢ P.
phosphoreum (Kasai & Sumimoto, 2002). Entretanto em H. pylori NCTC 11638, de acordo
com Worst (1998), a transcrigdo de ribBA, assim como a produgdio ¢ excregiio de riboflavina
sdo reguladas pela presenca ou auséncia de ferro no meio de cultura. Contudo tais resultados
ndo foram confirmados em um estudo posterior, realizado por Fassbinder ef al. (2000) em
outra linhagem de H. pylori.

A presenga de copias adicionais de genes do operon rib parece ocorrer em bactérias que
necessitam de grandes quantidades de riboflavina, como é o caso das bactérias luminescentes
(Kasai & Subimoto, 2002). A cépia extra de ribB em A. ferrooxidans pode ter fungdo de
acelerar a sintese de riboflavina neste organismo. Com excecgéio do (controverso) caso de H.
pylori, ribB sempre se encontra entre os genes duplicados do operon rib. A presenca de uma
cOpia extra deste gene € essencial para acelerar a produgdo de riboflavina, uma vez que para a
sintese desta molécula sfo necessdrias duas moléculas de 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato
(produto de RibB) para cada molécula de 2,5-diamino-6-ribosilamino-4(3)-pirimidinona-5-
fosfato (o produto de RibA).

A indugfo de ribB durante o cultivo de A. ferrooxidans em meio sem fosfato sugere
que, nestas condiges, ocorra um aumento da sintese de riboflavina. O possivel papel desta
molécula na resposta a privagio de fosfato é ainda desconhecido. Alternativamente, a enzima
RibB pode ter um papel, também desconhecido, na resposta & privagio de fosfato de A.
ferrooxidans. Nio héd na literatura qualquer relato ligando diretamente a riboflavina, seus
derivados metabélicos, enzimas envolvidas em sua sintese ¢ 0 estresse nutricional de privaciio

de fosfato, ou qualquer outro nutriente.
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4.2- Anilise da seqiiéncia do cDNA OPJ06 S11

O cDNA correspondente a banda de RAP-PCR S11, isolada com o primer OPJO6
apresentou similaridade com proteinas de choque térmico (heat shock), da super-familia a-
HSP. O melhor kit ocorreu com uma a-HSP da bactéria Thermotoga maritima (fig. 9). As a-
HSPs possuem uma abrangente distribuicdo filogenética, sendo encontradas em todos os
dominios da vida — Archaea, Bacteria ¢ Eukarya. Estas proteinas sdo comumente chamadas de
sHSPs (small heat shock proteins). Contudo, uma vez que outras proteinas de choque térmico
de baixo peso molecular ndo possuem qualquer homologia com o dominio a-cristalino, de Jong
et al. (1998) propuseram a denominacdo a-crystallin—sHSPs, resumidamente, o-HSPs, para

este grupo de proteinas.

Score = 111 bits {278}, Expect = Ze-24¢
Tdentities = 55/136 (40%), Positives = B9/136 (65%), Gaps = 7/136 (5%

Query: 10 REIDDMFDRYVMSMGWPSRROELITAGDWSPRVDISETDNEFLIKAEIPEVKKEDVKVSYV 69
REID +FD + + P+ ++P 4D+ ETID+E +I+ EIP + ++DVE++V
Sbiyct: 18 REIDRLFDDFFRTEVRPAKES =mw==mw FAPDMDVYETDDEVVIEVEIPGIDRKDVKITY 70

Query: 70 DKGVLIIQGERKQEXKEEKGERFHRIERYYGSFIRSFILPDNVDESNIKATFEDGMLNLOV 129
++ +L I GE+K E+E+KGK ++ +ER G F R+ LFPD VD IKA +K+G+L ++V
Skict: 71 EENILKISGEKKLEREQKGKNYYYVERSAGKFERAIRLPDYVDVEKIKAEYKNGVLTIRV 130

Query: 130 PESARAKHNAIEVKVE 145
PK K IEV+V+
Shict: 131 PKKEERKKEVIEVEVQ 146

Figura 9: Alinhamento produzido pelo BLASTX tendo o cDNA S11 como guery.

As o-HSPs possuem uma atividade semelhante a chaperonas (chaperone like),
protegendo outras proteinas contra desnaturacdo e agregacdo, nio sendo capazes de, sozinhas,
promover renaturacdo de proteinas. Acredita-se que esta protegdo de proteinas, facilite a
posterior renaturagdo, por chaperonas como DnaK ou sua degradagdo por proteases
(Laskowska et al., 1996; Veinger et al., 1998; Narberhaus, 2002). Recentemente, Basha ef al.
(2004) demonstraram que durante estresse térmico as a-HSPs protegem proteinas com uma
ampla gama de funcdes: transcrigdo, traducéo, sinalizagdo celular e metabolismo secundério.
As a-HSPs formam os matores complexos multiméricos entre todas as chaperonas {2 MDa em
E. coli, por exemplo), sendo seu tamanho e organizacdo extremamente varidveis em véarios
organismos (Narberhaus, 2002).

Os membros da familia das o-HSPs estdo envolvidos em um grande nimero de

atividades celulares tais como: manutengfio da transparéncia do cristalino (Brady et al., 1997);
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doencas humanas (Clark & Muchowski, 2000); processos de desenvolvimento em plantas
(Waters er al., 1996), animais (Linder ef al., 1996); esporulacdo de bactérias (Heidelbach et al.,
1993a); termotolerancia em vérios organismos (Landry et al., 1989; Lavoie et al., 1993; Lee et
al., 2000); proteciio contra estresse oxidativo em plantas (Harndahl et al., 1999) ¢ animais
(Rogalla er al., 1999); resposta a choque 4cido em bactérias (Gonzélez-Mirquez et al., 1997,
Guzzo et al., 1997); protecio do aparato fotosintético de cloroplastos (Heckathorn er al,, 1998)
e cianobactérias (Nakamoto et al., 2000); patogenicidade de bactérias (Nerland ef al., 1988:
Abu Kwaik ef al., 1994; Yuan er al., 1998).

Em bactérias, as a-HSPs foram identificadas pela primeira vez em 1992, por Allen et
al. Duas proteinas com similaridade com a-HSPs eucariticas foram encontradas intimamente
associadas a proteinas de corpos de inclusfio, produzidos pela expressdo de proteinas
heter6logas em E. coli, sendo estas denominadas IbpA e IbpB (Inclusion Body Associated
Protein). Estes mesmos autores demonstraram que os genes codificantes destas duas proteinas
encontravam-s€ em uma mesma unidade trascricional e que a subunidade &7 {principal
regulador da sintese de proteinas heat shock) da RNA polimerase estava envolvida na
regulacdo destes genes.

Ja foi demonstrado que outras HSPs bacterianas estdo envolvidas na adaptacdo celular a
vérios estresses, além do choque térmico. Em E. coli, a chaperonas Dnak, por exemplo, tem
sua sintese aumentada em diversos estresses: oxidativo (Morgan et al, 1986), osmético
(Meury, 1991) e privagho nutricional (Groat ez al., 1986). Esta proteina est4, de algum modo,
envolvida na regulacio da tradugdo e estabilidade da subunidade 8° de E. coli (Hengge-Aronis,
2002). Uma vez que esta subunidade da RNA polimerase ¢ o principal regulador da resposta de
E. coli a vdrios tipos de estresses, é de se esperar que DnaK tenha um papel prolifico na
resposta a0 estresse em E. coli. Sabe-se que em A. ferrooxidans, as chaperonas DnaK e GroEL
sdo fosforiladas (e tem sua atividade aumentada) em resposta a privacio de fosfato (Seeger et
al. 1996). Nio hd, ainda, nenhum estudo relacionando as o-HSPs e o estresse de privacio
nutricional de fosfato em A. ferrooxidans ou qualquer outra bactéria.

Na banda S11 estd incluida uma ORF completa de uma o-HSP, codificando uma
proteina com aproximadamente 16 kDa (tabela 4). Uma andlise da seqiiéncia gendmica ndo
anotada de A. ferrooxidans mostrou que esta ORF ndo faz parte de nenhum operon, sendo esta
anotada como o gene sspA (nome comumente dado a genes que codificam a-HSPs). Um

tBLASTN do ¢DNA S11, realizado contra a seqiiéncia genbmica ndo anotada de A
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ferrooxidans revelou a presenca de 2 outros loci, com similaridade significativa com o cDNA
S11. Resultado confirmado por uma andlise semelhante com as seqiiéncias do COG 0071
(Molecular chaperone ~ small heat shock protein). Um destes locus mostrou possuir uma ORF
completa, cujo produto possui similaridade significativa com «-HSPs. Esta ORF foi anotada
como hspB. Assim como hspA, hspB encontra-se em uma unidade trascricional exclusiva e sem
ORFs proximas. O outro locus, hspC, também mostrou ser uma ORF cujo produto tem
sirnilaridade o-HSPs. Esta ORF entretanto, parece fazer parte de um operon, constituido por
hspC e o gene lon que codifica a protease Lon. Esta enzima possui uma atividade de protease
ATP dependente, e também atividade de chaperona, sendo uma das HSPs mais conhecidas e
estudadas (Narberhaus, 2002). Um resumo das caracteristicas dos produtos protéicos putativos

das ORFs de a-HSPs anotadas em A. ferrooxidans esté na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas das a-HSPs de A. ferrooxidans

Nimero de Peso pl tedrico  Identidade/si Identidade/si Identidade/si
ORF AA molecuiar milaridade  milaridade  milaridade
(Da) com hspA com hspB com hspC
hspA 145 16934 6,20 - 29/58% 26/47%
hspB 148 16680 5,43 29/58% e 22/53%
hspC 143 16401 5,60 26/47% 22/53% -

A super-familia de proteinas o-HSP caracteriza-se por possuir massa molecular
variando de 12 a 43 kDa e por possuir baixa similaridade entre as seqii€ncias de seus membros,
exceto por um dominio C-terminal conservado que contém de 80 a 100 residuos, que
constituem o dominio a-cristalino, assim chamado por ter sido originalmente identificado em
proteinas (a-HSPs) existentes no cristalino de olhos de mamiferos (de Jong ez al., 1998). O
dominio a-cristalino é flanqueado por regides C e N-terminais com similaridade
consideravelmente menor. Apds a andlise da seqiiéncia primdria de vdrias a-HSPs, Miinchbach
et al. (1999), propuseram a separacdo destas em duas classes, A ¢ B. As a-HSPs de classe A
sdio representadas apenas por proteinas bacterianas, relacionadas com IbpA e IbpB de E. coli.
Nestas, a similaridade n3o se limita a apenas o dominio a-cristalino. Na classe B séo
encontradas proteinas de eucariotos e bactérias. Nesta classe hd uma maior divergéncia nas
seqiiéncias das extremidades amino e carboxi-terminais. Em comparagio com as a-HSPs de

classe A, as de classe B possuem regides N-terminais maiores, porém com as extensdes C-
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terminais mais curtas. A identidade entre o-HSPs de classes diferentes & de aproximadamente
20%, sendo maior entre protefnas de uma mesma classe (Miinchbach ez al., 1999). Ainda de
acordo com este estudo, a identidade das a-HSPs pertencentes a classe A varia de 34 a 73%. O
grau de similaridade dentro da classe B & menor, variando de 30 a 60%, mas ficando na grande
maioria dos casos entre 30 e 35%.

A maior parte dos genes conhecidos de a-HSPs sio ORFs tnicas, ndo fazendo parte de
nenhum operon (Tomoyasu ez al., 2003; Jobin e al., 1997; Roy et al., 1999; Yuan af al.,1996;
Servant & Mazodier, 1995; Heidelbach er al., 1993; Sauer & Diirre, 1993). Todavia, algumas
excegles sdo conhecidas. Em E. coli, por exemplo, um nico operon ibpAB codifica as duas o-
HSPs — IbpA ¢ IbpB - encontradas nesta espécie (Allen er al., 1992; Kuczynska-Wisnik et al.
2001). Vibrio harveyi, um organismo filogeneticamente préximo, apresenta uma organizagio
idéntica a E. coli (Klein et al. 2001). O gene que codifica a a-HSP de Thermotoga maritima faz
parte de um operon constituido do qual faz parte também o gene que codifica a chaperona
DnaK (Hsp70), uma das proteinas de choque térmico mais estudadas (Michelini & Flynn,
1999). O cendrio mais diverso é encontrado em Bradyrhizobium Japonicum. Nesta espécie,
algumas ORFs de o-HSPs sdo solitdrias ao passo que outras encontram-se em diversos operons
(Miinchbach er al., 1999). Um destes operons & constituido pelo gene hspA e rpoH, que
codifica a subunidade sigma especializada em resposta a choque térmico em bactérias
(Narberhaus et al., 1998).

A situagdo da ORF hspC de A. ferrooxidans é tinica, ndo h4 nenhum caso conhecido em
que uma a-HSP encontra-se na mesma unidade trascricional que uma protease. A associacio
entre genes de a-HSPs e os de chaperonas como DnaK ¢ de certo modo esperado, uma vez que
hé fortes evidéncias que as a-HSPs trabalhem em conjunto com DnaK (Thomas & Baneyx,
1998), havendo inclusive a formacio, in vivo, de agregados contendo estas duas protefnas
(Smykal et al., 2000). O fato de que em A. ferrooxidans uma a-HSP foi encontrada no mesmo
operon que a protease Lon ndo € surpreendente, uma vez que as duas proteinas fazem parte da
rede de chaperonas/HSPs existentes nas células bacterianas (Narbehaus, 2002). Em agregados
de protefnas ricos em a-HSPs, siio encontradas tanto chaperonas como DnaK e Dnal quanto
proteases, que tem o papel de destruir proteinas irreversivelmente desnaturadas (Rosen ef al.,
2002; Laskowska ef al., 2004).

Na maioria das espécies em que foram encontradas a-HSPs, existe apenas um gene que

codifica estas proteinas (Laksanalamai & Robb, 2004; Narberhaus, 2002). Contudo, a
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existéncia de maultiplas copias de a-HSPs em um mesmo genoma ndo € incomum. O exemplo
mais extremo em bactérias ocorre na familia Rhizobiaceae: B. japonicum. Nesta familia, pelo
menos dez genes codificam a-HSPs (Miinchbach ef al., 1999). Em geral, quando ha mailtiplas
o-HSPs em um organismo, estas normalmente pertencem a mesma classe, as Rhizobiaceae
representam uma excecdo a esta regra (Miinchbach et al., 1999). Em um estudo das a-HSPs de
vérios organismos extremdfilos, Laksanalamai & Robb (2004) relataram que a identidade entre
as a-HSPs de virios extremofilos que possuem apenas uma a-HSP foi de 75%; entre as a-
HSPs de um mesmo organismo, que possui mais de uma destas proteinas, a identidade foi de
20 a 50%. Contudo, dentro de uma mesma classe de a-HSPs de um mesmo organismo estes
nimeros sdo geralmente maiores: IbpA e IbpB, de E. coli sdo 52,2% idénticas; HspA e HspB
de B. japonicum (a-HSPs de classe A) sdo 74% idénticas, ao passo que HspC e HspF (classe
B) a identidade é de 61% (Narberhaus, 2002). Dentro deste contexto, a baixa identidade
exibida pelas trés a-HSPs de A. ferrooxidans quando comparadas entre si € intrigante (tabela
4).

A figura 10 mostra um alinhamento realizado com as seqii€ncias protéicas das a-HSPs
identificadas em A. ferrooxidans a as seqiiéncias de vdrias o-HSPs. Foram utilizadas para
comparacdo a-HSPs bem caracterizadas na literatura: HspA (P70917), HspB (P70918), HspD
(069241), HspE (069242), HspH (069242) de B. japonicum; IbpA (D38256) e IbpB
(G65170) de E. coli como representantes das proteinas de classe A; HspC (AAC44757) e HspF
(CAAO05837) de B. japonicum; GspA (S49042) de Legionella pneumophilla; o-HSP de
Methanococcus jannaschii (1SME) e o-HSP de Triticum aestivum (1GME) como
representantes da classe B.

No alinhamento da figura 10, pode-se notar claramente a divisdo entre as a-HSPs da
classe A e B. E possivel notar a presenca da regido N-terminal , pouco conservada nas
proteinas de classe B, e mais conservada nas de classe A. Como é caracteristico das a-HSPs de
classe B, sua por¢do N-terminal € mais longa. Em seguida hd de uma regido com maior
similaridade — o dominio a-cristalino — localizado, aproximadamente, entre os residuos 40 e
130. Pode-se notar que, como € caracteristica deste grupo de proteinas, esta € a regido mais
conservada, mesmo comparando-se proteinas de organismos filogeneticamente muito distantes.
Pode-se observar que, com excecdo da a-HSP de L. pneumophilla, as por¢des C-terminais das

proteinas de classe B sdo mais curtas, como € caracteristico desta classe.

49



As proteinas de HspA e HspB de A. ferrooxidans, quando comparadas as proteinas
selecionadas para o alinhamento miltiplo, apresentaram valores de identidade variando entre
15 € 25% com protefnas de classe A, e identidade superior a 30% com a as proteinas de classe
B. A seqiiéncia de HspC foi, de modo geral, igualmente idéntica as proteinas das classes A e B,

apresentando valores de identidade entre 18 € 25% com proteinas de ambos grupos.
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Figura 10: Alinhamento das seqiiéncias protéicas das a-HSPs encontradas no genoma de A.
Jferrooxidans e outras a-HSPs. As a-HSPs de classe B estdo indicadas em cinza.

A predigdo da estrutura secundéria das a-HSPs de A. ferroxidans, realizadas com o
progrma PSI-pred, apresentou resultados quase idénticos, a despeito da baixa identidade

encontrada entre estas trés proteinas. O resultado da predicdo para HspA estd mostrado na
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figura 11. A predicdo estd de acordo com as estruturas tridimensionais conhecidas de a-HSPs
de trigo € M. jannaschii (Kim et al., 1998; van Montfort et al., 2001). Estas mostram que o
dominio a-cristalino, compreendido pelos residuos 40 a 130, é dominado por folhas beta. A
estrutura secundéria das a-HSPs de A. ferroxidans mostraram maior semelhanca com a
estrutura secunddria de uma a-HSP de T. aestivum (trigo). Assim como previsto para as o-
HSPs de A. ferrooxidans, a estrutura da a-HSP de trigo apresenta alfa-hélices no dominio N-
terminal e uma folha beta extra na extremidade C-terminal (van Montfort et al., 2001). Na a-
HSP de M. jannaschii a regido N-terminal é desordenada e além de uma folha beta, hd uma

alfa-hélice na extremidade C-terminal (Kim et al., 1998).
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Figura 11: Predicdo da estrutura secundiria de HspA, obtida com o programa
PSIPRED. As setas a letra “E” representam folhas beta; cilindros e letra “H”, alfa-
hélices, “C” e as linhas pretas representam alcas. Os histogramas sdo uma representagdo
da confiabilidade da predicao.
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5- Caracterizaciio dos cDNAs e Gene Amplificado

A expresséo dos cDNAs OPJ06 S11 (hspA), OPI14 S8 (ribB) e do gene amplificado
ribBA de A. ferrooxidans LR foi caracterizada em diversas condi¢des de cultivo, através de
experimentos de slot blot de RNA. Foram testadas condicdes que representam possiveis
estresses, como: presenga de ions metdlicos como zinco e cobre; cultivo em pHs estressantes, e
em alta temperatura (37°C). Além disto foi analisado padrdo temporal da expressdo destes

genes durante cultivo em meio com e sem fosfato.

5.1- ribB e ribBA

Um experimento prévio de slot blot de DNA mostrou que ndo hé hibridizacdo
cruzada entre ribB e ribBA, nem mesmo quando apenas a por¢do DHBP sintase (ribB) de
ribBA foi hibridizada com ribB (ndo mostrado). Assim, foi possivel comparar a expressdo de
ribB e ribBA nas diversas situagdes testadas.

Tanto ribB quanto ribBA foram induzidos nas diversas concentracdes de sulfato de
zinco (ZnSOsy) testadas (figs. 12 e 13), sendo a expressdo destes genes maior em concentragdes
mais altas de sulfato de zinco. O padriio de expressdo dos dois genes € muito semelhante,
embora ribBA tenha apresentado valores relativos de expressdo menores. O aumento da
concentragdo de sulfato de zinco (de 0 mM para 100 mM e desta para 300 mM) resultou em
grande aumento da expressdo dos genes testados. Entre 100 mM e 300 mM, o aumento da
expressdo foi proporcional ao aumento das concentragdes de zinco. Contudo, o cultivo de A.
ferrooxidans LR em concentragdes maiores de sulfato de zinco (600 mM) resultou em
aumentos modestos da expressdo de ribB e ribBA (figs. 12 e 13).

Sabe-se que algumas proteinas envolvidas na respiracio de A. ferrooxidans tais como
citocromo ¢ oxidase, rusticianina (Iwahori et al., 2000) e citocromo ¢ (Paulino et al., 2002)
estdo envolvidas na resisténcia a outros cdtions divalentes como mercirio e cobre. Uma vez
que a riboflavina é um composto precursor de coenzimas de enzimas respiratdrias, pode-se
especular que o aumento observado da expressdo de genes ligados a sintese deste composto,
estaria possivelmente ligado a necessidade de fornecer coenzimas para um provavel aumento

dos niveis das enzimas citadas acima.
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Figura 12: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. ferrooxidans
cultivadas em diversas concentragcbes de sulfato de zinco. A) Hibridizacdo das
membranas utilizando como sonda o ¢cDNA OPJ14 S8 (ribB) e o rDNA 16S de A.
ferrooxidans LR. B) Grifico mostrando o valor relativo de expressdo em cada situagao.
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Figura 13: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. Jferrooxidans
cultivadas em diversas concentragbes de sulfato de zinco. A) Hibridiza¢do das
membranas utilizando como sonda o gene ribBA e o rDNA 168 de A. ferrooxidans LR.
B) Grafico mostrando o valor relativo de expressdo em cada situac@o.
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Sabe-se que a riboflavina possui um importante papel na reducdo de Fe** em H.
pylori (Worst et al., 1998). Além disto, a enzima mercurio redutase (catalisa a reagdo Hg™* —
Hgo), presente no operon mer de A. ferrooxidans e vérias outras bactérias (Shiratori ef al.,
1989), é uma flavoproteina, tendo o FAD como cofator (Fox & Walsh, 1982). Estes fatos
tornam mais convincente o vinculo entre a sintese de riboflavina e a resisténcia a ions
metdlicos em A. ferrooxidans.

A expressdo de ribB e ribBA foi posteriormente testada durante o cultivo de A.
ferrooxidans a 37°C e na presenca de 50 mM de sulfato de cobre (CuSOy) (figs. 14 e 15). O
padrdo de expressdo dos dois genes é o mesmo: ambos sdo induzidos durante o cultivo em
sulfato de cobre e reprimidos em 37°C.

O aumento da expressdo dos genes rib em 50 mM de sulfato de cobre fornece suporte
adicional para afirmar que a sintese de riboflavina pode estar associada a resisténcia a fons
metdlicos em A. ferrooxidans. Neste experimento o aumento da expressio de ribBA
(aproximadamente 3x) foi muito menor que o de ribB (11x) (figs. 14 e 15). A razdo para a
ocorréncia deste fato ainda € desconhecida.

A repressdo de ribB e ribBA durante o cultivo em 37°C estd de acordo com dados de
curva de crescimento obtidos no laboratério; estes mostram que o cultivo de A. ferrooxidans é
bastante limitado nestas condi¢Ges. A repressdo destes genes, provavelmente estd ligada a uma
queda geral no metabolismo de A. ferrooxidans nesta temperatura.

O pH 6timo de cultivo de A. ferrooxidans é de aproximadamente 2,0 (Kelly & Wood,
2000). Uma vez que um dos principais estresses sofridos por A. ferrooxidans no ambiente de
lixiviagdo € a variacdo de pH, foi analisada a expressdo de ribB e ribBA durante o cultivo de A.
ferrooxidans LR nos pHs 1,2; 1,5; 1,8 (controle); 2,5 e 3,0 (figs. 16 e 17). O crescimento
bacteriano em pH 1,5 e 2,5 foi bem semelhantes ao que ocorre em pH 1,8. Contudo, nos pHs
1,2 e 3,0 o crescimento de A. ferrooxidans LR é consideravelmente mais lento que em pH 1,8,
particularmente em pH 1,2.

Como foi observado nos outros experimentos, o padréo de expressdo de ribB e ribBA
foi semelhante (figs. 16 e 17). Estes genes foram significativamente induzidos durante o
cultivo em pHs maiores que 1,8. Por outro lado, o comportamento dos genes em pHs menores
que 1,8 ndo foi homogéneo. Ambos foram induzidos em pH 1,5; e reprimidos durante o cultivo
em pH 1,2.
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Figura 14: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. Jferrooxidans
cultivadas em 50 mM de CuSO, € a 37°C. A) Hibridizacdo das membranas utilizando
como sonda o cDNA OPJ14 S8 (ribB) e o rDNA 168 de A. Jferrooxidans LR. B) Grifico
mostrando o valor relativo de expressio em cada tratamento.
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Figura 15: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. ferrooxidans
cultivadas em 50 mM de CuSO, e a 37°C. A) Hibridizagdo das membranas utilizando
como sonda o gene ribBA e o rDNA 16S de A. ferrooxidans LR. B) Gréfico mostrando o
valor relativo de expressdo em cada tratamento.
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A. ferrooxidans e outros organismos acidofilicos possuem pH citosélico préximo da
neutralidade (Cobley & Cox, 1983). Todavia, o periplasma e a membrana externa estdo
expostos a variagdes de pH (Valdés et al., 2003). Diversas proteinas envolvidas na oxidagio de
Fe’* em A. Jerrooxidans como, por exemplo, a rusticianina e diversos citocromos, localizam-se
na membrana externa ou no espaco periplasmético (Yarzabal et al., 2002; Yarzabal et al.,
2002a). Deste modo, é de se esperar que alteragdes no pH do meio de cultura tenham grande
efeito na eficiéncia das reagdes de oxi-reducio que ocorrem durante a respiracdo celular de A.
Jerrooxidans, alterando, por exemplo, o potencial eletroquimico do meio e/ou a estabilidade
das enzimas envolvidas neste processo e de seus cofatores como FAD e FMN, derivados da
riboflavina. Assim, é provével que o aumento da expressédo de ribB e ribBA nos pHs 1,5,2,5 ¢
3,0, tenha relag@o com um ajuste do sistema de oxidagdo de ferro em pHs estressantes, ou sub-
6timos.

Neste contexto, a repressio de ribB e ribBA em pH 1,2 pode indicar a ocorréncia de
niveis minimos de respiragéo celular, pois o maior efeito inibitério sobre oxidacdo de ferro de
A. ferrooxidans foi observado em pH 1,2. Curiosamente, Stancik et al. (2002) utilizando
eletroforese de proteinas em duas dimensdes, relataram que em E. coli RibB encontra-se entre
as enzimas com sintese aumentada em pH baixo (6,0). Contudo em pHs mais restritivos (no
caso, 4,9) a sintese desta proteina foi reduzida. O mesmo padrdo no foi observado em resposta
a um aumento de pH. Nestas condi¢Ges, ao contrdrio do observado em A. ferrooxidans, a
sintese de ribB diminuiu drasticamente.

A expresséo de ribB e ribBA mostrou ser sensivel a fase de cultivo de A. ferrooxidans
na presenca e auséncia de fosfato no meio de cultura (figs. 18 e 19). Durante o cultivo em meio
contendo 1,75 mM (controle) de K,HPO,, a expressdo de ribB e ribBA, permaneceu
praticamente inalterada durante o inicio e meio da fase log. Quando as células estavam na
transi¢@o entre as fases log e estaciondria, a expressdo de ribB e ribBA diminuiu. Uma menor
expressdo de ribB e ribBA provavelmente reflete uma queda geral na taxa metabélica de A.

Jferrooxidans com a eminente deplecfio do substrato de oxidacdo.
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Figura 16: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. ferrooxidans
cultivadas em diversos pHs. A) Hibridiza¢do das membranas utilizando como sonda o
cDNA OPJ14 S8 (ribB) e o rDNA 168 de A. ferrooxidans LR. B) Grafico mostrando o
valor relativo de expressdo em cada tratamento.
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Figura 17: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. Serrooxidans
cultivadas em diversos pHs. A) Hibridiza¢io das membranas utilizando como sonda o
gene ribBA e 0 tDNA 168 de A. ferrooxidans LR. B) Grifico mostrando o valor relativo
de expressdo em cada tratamento.
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Durante o cultivo na auséncia de fosfato a expressdo de ribB e ribBA mostrou ser
ainda mais sensivel a fase de cultivo do que durante o cultivo em 1,75 mM de K,HPO,. Talvez
refletindo uma pequena taxa metabdlica inicial, a expressdo de ribB e ribBA no principio do
crescimento em meio sem fosfato mostrou-se menor do que na presenca deste nutriente (figs.
18 e 19). H4 um pico de expressdo durante o meio da fase log e, assim como observado no
cultivo em 1,75 mM K,;HPO,4, hd uma queda na expressdo de ribB e ribBA no final do
crescimento. Durante as fases mais avangadas do crescimento, a expressdo de ribB e ribBA foi
maior na ausé€ncia de fontes de fosfato.

E interessante notar que em todas as situacbes testadas, ribB e ribBA tiveram um
padrdo de expressdo semelhante, mesmo estando em unidades de transcricdo diferentes. A
andlise da seqiiéncia do operon rib ndo revelou a presenca de nenhum promotor interno, deste
modo é provdvel que o nivel transcricional de ribBA corresponda ao nivel transcricional de
todo o operon. Assim, a semelhanca no padrdo de expressdo de ribB e ribBA, sugere que, pelo
menos nas condicdes testadas, o gene ribB, estaria sujeito a0 mesmo controle transcricional
que os genes do operon rib, do qual ribBA faz parte. O controle simultineo de ribB e ribBA
ndo seria esperado se o produto de ribB (a DHBP sintase) realizasse uma fun¢do ndo
relacionada com a sintese de riboflavinas, como ocorre no caso descrito por Jin et al. (2003),
que relataram que a DHBP sintase de S. cerevisieae possui uma fungdo relacionada a
respiracdo mitocondrial. Os dados apresentados, corroboram a hipétese de que a RibB funcione
como um auxiliar na sintese de riboflavinas de A. ferrooxidans, complementando a atividade
DHBP sintase da enzima bifuncional RibBA, aumentando a eficiéncia da sintese de

riboflavinas nesta bactéria.
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Figura 18: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. Sferrooxidans
cultivadas em meio com 0 e 1,75 mM de K,HPO, durante 12, 18 e 24 horas. A)
Hibridiza¢@o das membranas utilizando como sonda o cDNA OPJ14 S8 (ribB) e 0 tDNA
16S de A. ferrooxidans LR. B) Gréfico mostrando o valor relativo de expressdo em cada
tratamento. Os valores relativos de expressdo para um mesmo tempo de cultivo foram
agrupados no gréfico para facilitar a comparago.
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Figura 19: Slot blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. ferrooxidans
cultivadas em meio com 0 e 1,75 mM de K,;HPO, durante 12, 18 e 24 horas. A)
Hibridiza¢do das membranas utilizando como sonda o gene ribBA e o tDNA 16S de A.
ferrooxidans LR. B) Grafico mostrando o valor relativo de expressio em cada
tratamento. Os valores relativos de expressdo para um mesmo tempo de cultivo foram
agrupados no gréfico para facilitar a comparac@o.
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5.1- hspA

As a-HSPs sdo produzidas em uma ampla gama de condi¢des, havendo variagdes
entre os vérios organismos estudados, sendo na maioria dos casos (mesmo em células
eucaridticas) o controle realizado em nivel transcricional (Narberhaus, 2002). Yuan at al.
(1996) mostraram que uma a-HSP de Mycobacterium tuberculosis tem sua sintese aumentada
durante o crescimento com aerac¢do reduzida e na fase estaciondria. Contudo, esta a-HSP nio
foi induzida em uma ampla gama de outros estresses tais como privacdo nutricional de
carbono, cold shock, estresse oxidativo, exposicdo a etanol e choque térmico. Nenhuma das
trés a-HSPs de Bacillus subtillis é expressa em resposta a choque térmico, estando ligadas ao
desenvolvimento de esporos (Reischl et al., 2001). Entretanto, na maioria dos organismos
estudados, as «a-HSPs respondem prontamente a condigdes de choque térmico. Foi
demonstrado que as proteinas IbpA e IbpB estdo envolvidas na resisténcia de E. coli aos
estresses de choque térmico e oxidativo (Kitagawa et al., 2000). Uma a-HSP de Leuconostoc
oenos € induzida em condi¢des de choque térmico, pH baixo, exposi¢do a etanol e fase
estaciondria de cultivo (Jobin et al., 1997). J4 foram encontradas e caracterizadas o-HSPs
induzidas por choque térmico em diversos organismos tais como: E. coli, (Richmond et al.,
1999), Salmonella enterica (Tomoyasu et al., 2003), Synechococcus vulcanus (Roy et al.,
1999), B. japonicum (Miinchbach et al., 1999), Streptomyces albus (Servant & Mazodier,
1995), Stigmatella auriantica (Heidelbach et al., 1993) e Clostridium acetobutylicum (Sauer &
Diirre, 1993). Outras condi¢bes de expressdo foram observadas em diversos organismos. Por
exemplo, em B. japonicum ndo h4 expressio de a-HSPs em anoxia ou na fase estacioniria
(Miinchbach ez al., 1999). Por outro lado, a a-HSP de S. auriantica é induzida em anoxia e
durante o desenvolvimento dos mixosporos (Heidelbach et al., 1993).

Assim como os genes ribB e ribBA (figs. 12 e 13), hspA também foi induzido nas
concentragdes de zinco testadas (fig. 20). A diferenca entre a expressdo de hspA em 300 e 600
mM de zinco foram ainda menores do que no caso dos genes rib e os valores relativos de
expressdo em todas as situagdes sdo ligeiramente menores. Ao contririo do observado em ribB
e ribBA (figs. 14 e 15), a indug@o de hspA durante o cultivo em 50 mM de sulfato de cobre foi
minima (fig. 21).
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Figura 20: Slot-blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. ferrooxidans
cultivadas em diversas concentra¢gdes de sulfato de zinco. A) Hibridizagdo das
membranas utilizando como sonda o cDNA OPJ06 S11 (hspA) e o tDNA 16S de A.
ferrooxidans LR. B) Grifico mostrando o valor relativo de expressdo em cada
tratamento.
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Figura 21: Slot-blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. ferrooxidans
cultivadas em 50 mM de CuSO; e a 37°C. A) Hibridizagdo das membranas utilizando
como sonda o cDNA OPJ06 S11 (hspA) e o rDNA 16S de A. ferrooxidans LR. B)
Gréfico mostrando o valor relativo de expressdo em cada tratamento.
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Estes dados indicam que podem existir diferengas entre o mecanismo de toxicidade
de cobre e zinco em A. ferrooxidans. De fato, a resisténcia a zinco em bactérias estd geralmente
associada a mecanismos de resisténcia a cddmio e cobalto, havendo sistemas exclusivos para a
resisténcia ao cobre (Silver & Walderhaug, 1992). Mellano & Cooksey (1988) mostraram que
vérios outros fons metélicos, entre eles o zinco, ndo foram capazes de induzir o sistema de
resisténcia a cobre de Pseudomonas syringae. Sabe-se que um dos mecanismos de acdo txica
de fons metélicos é a inducdo de estresse oxidativo, por producdo de espécies reativas de
oxigénio (Schiitzendiibel & Polle, 2002). Em E. coli, Kitagawa et al. (2000) apresentaram
evidéncias que as a-HSPs IbpA e IbpB estdo envolvidas na resposta ao estresse oxidativo. Por
outro lado, ndo ha relatos anteriores de indugdo de a-HSPs bacterianas em resposta a exposi¢do
a fons metalicos.

De acordo com Narberhaus (2002), comparando a expressdo de todos os genes que
codificam proteinas de heat shock, os que codificam a-HSPs estdo entre os mais induzidos em
condi¢gdes de choque-térmico. A indugdo de hspA em A. ferrooxidans foi pequena em
comparacdo com outros exemplos da literatura. Em experimentos de microarray, o nivel de
indugdo do operon ibpAB, as a-HSPs de E. coli, foi de 300 vezes, para células submetidas a
um choque térmico de 50° C (Richmond et al. 1999). Esta indug@o ndo tdo radical de hspA em
A. ferrooxidans pode ser resultado de uma temperatura ndo tdo distante da ideal como foi
relatado no experimento anterior. Um choque térmico de 50°C em E. coli representa um desvio
de 12°C de sua temperatura 6tima de cultivo, ao passo que 37°C dista apenas 7°C do 6timo de
A. ferrooxidans. Miinchbach et al. (1999), relataram aumentos continuos na sintese de a-HSPs
de B. japonicum quando esta foi submetida a aumentos de temperatura de 28°C para 43°C.

Sabe-se que em algumas bactérias, hd indugdo de a-HSPs em resposta a baixos pHs
(Abu Kwaik et al., 1994; Jobin et al., 1997; Gonzilez-Marquez et al., 1997; Guzzo et al.,
1997.). Curiosamente hspA foi levemente reprimida em pHs inferiores ao 6timo de A.
ferrooxidans (fig. 22). Contudo, a expressdo deste gene aumentou em pHs superiores a 1,8.

Nio h4 nenhum relato conhecido de indugdo de a-HSPs em resposta a alcalinizagdo do meio.
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A) pH1,2 pH1,5 pH1,8 pH25 pH3,0

hspA

rDNA16S

B)

3,5

Valor Relativo de Expressao

pH1,2 pH1,5 pH 1,8 pH25 pH 3,0

Tratamento

Figura 22: Slot-blot de RNA realizado com RNAs isolados de células de A. Serrooxidans
cultivadas em diversos pHs. A) Hibridizagiio das membranas utilizando como sonda o
cDNA OPJO6 S11 (hspA) e o rDNA 168 de A. ferrooxidans LR. B) Grafico mostrando o
valor relativo de expressdo em cada tratamento.
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Uma possivel explicagdo para o aumento na expressdo de hspA em pHs superiores a
1,8 seria a protecdo de componentes da membrana celular ou de proteinas de membrana e/ou
periplasmadticas durante o cultivo em pHs altos. a-HSPs ji foram encontradas em S. auriantica
(Liinsdorf et al., 1995), O. oeni (Jobin et al. 1997), M. tuberculosis (Lee et al., 1992) e E. coli
(Laskowska et al., 1996). Sabe-se que durante um choque térmico, uma Hsp de Synechococcus
sp. é um importante estabilizador da membrana desta bactéria, protegendo seu aparato
fotosintético.

Assim como no caso de ribB e ribBA, a expressdo de hspA apresentou variagdo
temporal durante o cultivo de A. ferrooxidans (fig. 23) em meio com 0 e 1,75 mM de K;HPOxs.
Houve um aumento continuo da expressdo tanto na auséncia quanto na presenga de KoHPO,.
Curiosamente, nos trés pontos (tempos de crescimento) estudados, a expressdo na auséncia de
fosfato é aproximadamente 1,5 vez maior que no controle (fig. 23).

Sabe-se que em L. oenos (Jobin et al. 1997) e M. tuberculosis (Yuan et al., 1996) ha
aumento da sintese ou expressio de a-HSPs na fase estaciondria. Contudo, ndo ha nenhum
estudo mostrando qualquer relagdo entre a privagdo nutricional de fosfato ou outro nutriente € a
induc@o na sintese ou expressdo de a-HSPs, ou ainda a desnaturagdo de proteinas. Contudo,
sabe-se que duas importantes chaperonas, DnaK e GroEL, sofrem fosforilagdo em resposta a
privagdo de fosfato (Seeger et al, 1996). Isto indica as que chaperonas de modo geral estdo
envolvidas na resposta de A. ferrooxidans a privagio de fosfato, uma vez que estas proteinas
tém um papel central na rede de chaperonas e proteases existentes nas células de diversos

organismos (Narberhaus, 2002).
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A) 1,75 mM K,HPO, OmM K,HPO,
12h  18h  24h  12h  18h  24h

hspA

rDNA16S

L

WO mM

Valor Relativo de Expresséo

12 horas 18 horas 24 horas

Tempo de Crescimento

Figura 23: Slot-blot de RNA realizado co mRNAs isolados de células de A. Serrooxidans
cultivadas em meio com 0 e 1,75 mM de K;HPO, durante 12, 18 e 24 horas. A)
Hibridiza¢do das membranas utilizando como sonda o cDNA OPJ06 S11 (hspA) e o
rDNA 16S de A. ferrooxidans LR. B) Grifico mostrando o valor relativo de expressio
em cada tratamento. Os valores relativos de expressdo para um mesmo tempo de cultivo
foram agrupados no gréifico para facilitar a comparagcio.
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No momento, as razdes para a inducfo de hspA nestas condigdes sé6 podem ser
especuladas. Além de evitar a agregacdo e denaturacdo de proteinas, as chaperonas auxiliam
algumas proteinas recém sintetizadas a assumirem sua conformacdo correta (Narberhaus,
2002). Holmquist et al. (1994), relataram que em Vibrio sp. DnaK apresentava-se associada a
uma proteina periplasmética com sintese especifica em privacdo de fontes de carbono, Csp5.
Tal proteina s6 era encontrada associada a DnaK no citoplasma, sendo sugerido por estes
autores que esta chaperona mantém Csp5 em um estado competente para a translocacdo. Em
células eucaridticas, sabe-se que, com o auxilio de outras proteinas, as chaperonas DnaK e
Hsp90 auxiliam na formagdo de complexos protéicos, secregdo e reciclagem de vesiculas e no
transporte de proteinas (Young et al., 2003). Sabe-se também que chaperonas estdo envolvidas
na formagdo da estrutura secunddéria e tercidria que ocorre durante a inser¢do de proteinas na
membrana externa de E. coli (Kleinschmidt, 2003). Assim, poder-se-ia especular que uma
possivel fungdo de hspA e outras chaperonas durante o cultivo de A. ferrooxidans em privagdo
de fosfato poderia envolver o auxilio na insercdo correta e a protecdo de superficies
hidrofébicas de transportadores e porinas especificas deste estresse nas membranas celular e

externa do microrganismo.

6- Analise das Alteracoes Morfologicas de A. ferrooxidans Submetida a

Privacio de Fosfato
6.1- Microscopia de forca atomica (AFM)

A microscopia de forca atdmica, normalmente chamada de AFM (Atomic Force
Microscopy), desenvolvida por Binnig et al. (1986), pertence a uma classe de aparelhos
chamada scanning probe microscopes. Estes microscopios, ao contriario de outros mais
convencionais como os 6pticos e os eletrdnicos, ndo produz imagens a partir da detec¢do de
fétons ou elétrons. Os scanning probe microscopes produzem imagens a partir da interacio
entre a superficie da amostra e uma sonda localizada na ponta de uma alavanca. No caso da
AFM, as imagens sdo geradas a partir da detecgcdo de forcas entre a amostra e uma sonda de

dimensdes microscopicas (Dufréne, 2002).
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Em espécimes bioldgicos, a AFM é capaz de produzir imagens com magnificacdo
semelhante a microscépios eletrdnicos. A AFM oferece também outros beneficios: aquisicdo
quantitativa de dados em trés dimensdes; preparagio répida e simples de amostras, sem a
necessidade de vdcuo ou tratamento com sais de ouro ou Osmio; em alguns casos, hd a
possibilidade de aquisi¢do de dados em tempo real (Braga & Ricci, 2002). Além disto, a AFM
proporciona outras vantagens tais como: maior facilidade no procedimento de medic¢do das
dimensdes celulares em bactérias, permite a avaliagio de parmetros fisicos — tais como dureza
e elasticidade — e em determinadas condi¢des, pode analisar células vivas (Dufrene, 2002).

Até o inicio dos anos noventa, a AFM era utilizada primordialmente em estudos das
ciéncias fisicas. Entretanto 2 partir dos anos noventa, esta forma de microscopia comegou a ser
amplamente utilizada em vérias 4reas das ciéncias biol6gicas, como, por exemplo, no estudo de
biomoléculas como proteinas e DNA (Engel et al., 1999; Muller & Anderson, 2002). No que
concerne a microbiologia, a AFM j4 foi extensivamente utilizada para caracterizar superficies
de células microbianas (Dufréne, 2001), substancias poliméricas extracelulares (van der Aa &
Dufréne, 2002) e em virios estudos de morfologia microbiana (Braga & Ricci, 1998;
Bolshakova ez al., 2001; Steinberger et al., 2002). Em A. ferrooxidans, a AFM foi utilizada
para demonstrar que durante a oxidagdo da pirita, esta bactéria adere em irregularidades e
rachaduras microscopicas da superficie deste mineral (Gehrke et al., 2001). Recentemente,
Bevilaqua ef al. (2004), utilizaram a AFM para estudar a aderéncia de A. ferrooxidans durante
a dissolucgdo oxidativa de calcopirita.

Em um trabalho de 1993, Seeger & Jerez relataram que células de A. ferrooxidans R2
submetidas a privagdo de fosfato tornavam-se alongadas, com um aumento de até dez vezes em
seu comprimento. Este foi um resultado inesperado, uma vez que tradicionalmente bactérias
com formato de bacilos e vibrides assumem uma morfologia cocéide durante 2 privacdo
nutricional. Exemplos sdo conhecidos em diversas espécies tais como: Klebsiella pneumoniae
(Lappin-Scott et al., 1988); Pseudomonas aeruginosa (Robinson et al., 1984; Cefali et al.,
2002); Pseudomonas putida (Givskov et al., 1994); Acinetobacter sp. (James et al., 1995);
Vibrio cholerae (Wai et al., 1999); Vibrio sp. isoladas de ambiente marinho (Kjllenberg et al.,
1982). Em E. coli, tal fendmeno j4 foi extensivamente relatado na literatura (Donachie et al.,
1976; Jenkins et al., 1988; Rockabrand et al., 1995). Bactérias cocéides como Staphylococcus
aureus também sofrem redugdo em suas dimensdes (Watson et al., 1998) durante a privagdo

nutricional.
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No estudo de Seeger & Jerez (1993) a obtencdo de imagens foi realizada através de
microscopia eletronica de transmiss@o, porém, com baixa magnificagdo. Nestas imagens, com
excegdo do tamanho aproximado e forma das células, poucas informagdes foram obtidas. Deste
modo, o uso da AFM poderia fornecer informacgdes mais precisas sobre a morfologia de A.
ferrooxidans submetida a privac@o de fosfato. Para isto, foram analisadas células cultivadas nas
condigdes controle (1,75 mM de K;HPO,), células cultivadas em meio de cultura sem nenhuma
fonte de fosfato e ainda células repicadas quatro vezes em meio sem fosfato.

Para a realizacdo de nossos experimentos, houve um periodo inicial de otimizagdo e
padronizac@o das condi¢des de cultura e preparo das amostras. As amostras foram visualizadas
ap6s depésito em duas superficies: mica recém-clivada e silicio opticamente polido. Para a
obtengdo de imagens de A. ferrooxidans, o silicio (opticamente polido) mostrou-se um melhor
substrato que a mica, sendo utilizado em todas as imagens subseqiientes e em todas as imagens
mostradas.

As imagens obtidas de células cultivadas em 1,75 mM de K,HPO, (fig. 24)
mostraram que, nestas condicdes as células de A. ferrooxidans LR apresentaram a forma de
pequenos bacilos, possuindo superficies lisas, com pequenas irregularidades. Em comparag@o
as imagens obtidas de outras bactérias Gram-negativas (Umeda et al., 1998), a superficie das
células de A. ferrooxidans mostrou-se mais lisa. Pode-se observar que houve pouca variagido
fenotipica entre as células observadas, todas tém aproximadamente o mesmo tamanho e
aparéncia. Algumas células em aparente divisdo celular, evidenciada pela existéncia de um
provavel anel de divisdo puderam ser observadas (fig. 24C). Apesar de constar na descri¢do da
espécie que A. ferrooxidans sdo bactérias possuidoras de flagelos polares (Kelly & Wood,

2000), nenhum flagelo foi observado, em nenhuma das condi¢des estudadas (figs. 24, 25 e 26).
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Figura 24: Microscopia de forga atdmica de A. Jferrooxidans cultivada em meio com 1,75

mM de K,HPO,. A) Imagem com scan range de 20 pm. B) Scan range 10 ym. C e D)
Scan range de 5 uym. A seta indica uma provavel célula em divisdo E) Perfil vertical

(grafico altura X distancia) correspondente  linha que corta a bactéria marcada em D.
Todas as imagens foram obtidas utilizando silicio opticamente polido como substrato.
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As imagens obtidas a partir de células origindrias de culturas de A. ferrooxidans
submetidas a privacdo de fosfato revelaram que as mesmas apresentavam severas alteracOes
morfolégicas em comparac@o as células controle (figs. 25 e 26). Tal como descrito por Seeger
& Jerez (1993), foi observado um aumento do comprimento celular. Outra modificagdo
morfolégica observada nas células submetidas a privacdo de fosfato, foi uma consideravel
modificacdo na superficie celular das células estressadas. Ao contrdrio das células cultivadas
em condicGes controle, as células privadas de fosfato apresentaram superficies bastante
irregulares, enrugadas (figs. 25 e 26). Entretanto, ndo foram observadas evidéncias de
rompimento da membrana ou parede celular destas células. Pode-se ainda observar variagdes
na altura das células, algumas regides apresentaram altura semelhante a de células controle, e
outras mostraram-se consideravelmente mais baixas. Este fendmeno é mais facilmente
observado nos gréficos altura X distincia (figs. 24E, 25E e 26E).

Também ¢é possivel observar que, ao contrario das células cultivadas nas condicdes
controle, as células sujeitas a privacdo nutricional apresentaram grande variagdo fenotipica. Ha
células de diversos tamanhos e com diferentes combinacGes de altura. Algumas sdo baixas ou
altas (com irregularidades) em toda sua extensdo ao passo que outras apresentam regides altas
e baixas (figs. 25 e 26). O pleiomorfismo de culturas bacterianas submetidas a privagdo
nutricional foi relatado anteriormente em células de E. coli submetidas & privag@o nutricional
em superficies inorginicas como ago inox (Wainwright et al., 1999). Contudo, neste caso o
pleiomorfismo apresentado pelas células foi bem mais radical que o observado em A.

ferrooxidans.
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Figura 25: Microscopia de forga atémica de A. ferrooxidans cultivada em meio sem
KoHPO4. A) Imagem com scan range de 20 ym. B) Scan range 10 pm. C e D) Scan
range de 6 um. E) Perfil vertical (grafico altura X distancia) correspondente a linha que
corta a bactéria marcada em D. Todas as imagens foram obtidas utilizando silicio

opticamente polido como substrato.
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6.2- Analise estatistica dos dados obtidos com a AFM

Um minimo de 30 células de cada tratamento tiveram suas dimensdes celulares
medidas, em dois experimentos independentes. Foram mensurados o comprimento, a largura
em dois pontos diferentes e a altura maxima de cada célula. Este dados estio compilados na
figura 27.

A dimensdo que mais variou nas condi¢des estudadas foi o comprimento celular (fig.
27). As células cultivadas em meio sem nenhuma fonte de fosfato adicionada apresentaram
comprimentos, em média, trés vezes maiores do que células cultivadas na presenca (1,75mM)
deste nutriente. Contudo, células bem maiores, possuindo quase 10 pm, foram encontradas
entre as células cultivadas em meio sem fosfato. Por outro lado, nas células controle somente
em casos extremos foram observados comprimentos préximos a 2 um. O tamanho médio de
células cultivadas na condigéo controle foi de aproximadamente 1,5 um (fig. 27). As células
cultivadas nas condigbes controle apresentaram uma variagdo muito pequena em seu
comprimento (fig. 27). Uma varia¢@o muito maior ocorreu nas células submetidas & privagdo
de fosfato (fig. 27), fato evidenciado pelo maior desvio padrdo no comprimento destas células.

A anilise por ANOVA indicou que tanto o tratamento (cultivo em meio com ou sem
fosfato) quanto as réplicas dos experimentos tiveram um efeito significativo (P < 0,05) no
comprimento das células. Contudo, o tratamento foi responsdvel por 68,7% de toda a
variabilidade encontrada no comprimento das células, ao passo que as réplicas dos
experimentos influiram apenas em 1%. Assim, além de ser a dimensdo que mais variou, o
comprimento celular foi a mais afetada pelo cultivo em meio sem fosfato.

Um teste a posteriori de Tukey mostrou que hd diferencas significativas (P < 0,05) no
comprimento das células controle e das células submetidas 2 privagdo de fosfato. Contudo, nio
houve diferengas significativas (P > 0,05) no comprimento das células que foram simplesmente
cultivadas em meio sem fosfato, e as células que foram repicadas quatro vezes em meio sem
fosfato. Ou seja, no que concerne o comprimento celular, a resposta morfolégica de A.

Jferrooxidans a privagao de fosfato é a mesma, nas duas situacGes testadas.
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Figura 27: Medidas das dimensdes celulares de A. ferrooxidans cultivada em 1,75 mM
de K,HPO, (controle), 0 mM de K,HPO, (Privacdo 1) e repicadas quatro vezes em meio
com 0 mM de K,HPO, (Privagdio 2). A medidas realizadas em experimentos
independentes estdo colocadas lado a lado.
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A largura celular mostrou ser uma dimens&o bem mais constante, tanto dentro de uma
mesma condi¢do de cultivo quanto quando se compara as réplicas dos experimentos. A
ANOVA mostrou que, assim como ocorreu no caso do comprimento, o cultivo na presencga ou
auséncia de fosfato, assim como as réplicas dos experimentos influiram significativamente na
largura das células. De toda a variagio observada nesta dimensdo, 46,5% pdde ser atribuida 2
condi¢do de cultivo. As réplicas dos experimentos influfram em apenas 1,2% da variagdo
observada. Assim, a maior parte da variagdo observada na largura das células pode ser
atribuida a variagdo ndo explicada pelo modelo estatistico utilizado nas anilises.

Em comparagdo com as alteragdes no comprimento celular, o efeito das varidveis
tratamento e experimento (réplica) na mofidicacio da largura das células foi bem menor.
Tomando como base a média ajustada das larguras em cada condigdo de crescimento, o
aumento da largura de células cultivadas e repicadas quatro vezes em meio sem fosfato em
comparagdo com o controle, foi de 19 e 26%, respectivamente. No caso do comprimento
celular, o aumento foi de aproximadamente 300%, nas duas situagdes.

O teste a posteriori de Tukey mostrou que hd diferencas significativas entre a largura
das células cultivadas nas condicdes controle, e em ambas situagdes de privagdo nutricional.
Além disto, ao contrdrio do observado para o comprimento celular, houve diferenca
estatisticamente significativa entre a largura das células crescidas em meio sem fosfato e as
células repicadas quatro vezes neste mesmo meio. Entretanto este efeito & pequeno,
correspondendo a um aumento médio de apenas 0,048 pm (48 nm) na largura das células
repicadas quatro vezes em meio sem fosfato, em comparagdo com as células cultivadas em
meio sem fosfato. Assim, é possivel que este efeito, apesar de estatisticamente significativo,
ndo possua significado biolégico. A titulo de comparagdo, o aumento nas médias ajustadas
(média de um determinado fator, considerando todos os outros constantes) da largura de células
cultivadas na presenca de fosfato e das células subtidas 2 privagdo de fosfato € de 152 nm, para
células cutivadas em meio sem fosfato e de 201 nm para célula repicadas quatro vezes neste
mesmo meio de cultura.

A altura méxima das células de A. ferrooxidans nio foi afetada pelas réplicas dos
experimentos, mas foi influenciada significativamente pelo cultivo das células em meio com e
sem fosfato. Contudo, apenas 35% da variacio observada na altura das células pode ser
atribuida ao tratamento dado quanto ao meio de cultivo. Curiosamente o teste posteriori de

Tukey mostrou que ndo hd diferencas significativas entre a altura méxima das células
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cultivadas na presenca de 1,75 mM de K;HPO, ¢ das células cultivadas em meto sem fosfato.
Por outro lado, a altura médxima de células repicadas quatro vezes em meio sem fosfato
mostrou ser significativamente menor que a das células cultivadas nas outras duas condicdes
testadas, sendo a média ajustada da altura destas células aproximadamente 20% menor.

A altura minima das células submetidas & privacio de fosfato também foi mensurada,
Uma vez que ndo hd grandes deformacoes na superficie das células cultivadas nas condigbes
controle, a mediclo sé foi realizada em células privadas de fosfato. A parte mais baixa das
células apresentou valores que variavam entre 200 ¢ 50 am. Todos os tratamentos ¢ réplicas
apresentaram valores médios proximos de 150 am. Nio foram encontratadas diferengas

significativas entre a altura minima nas duas situagdes de privagio de fosfato,

6.3~ Interpretaciio dos resultados obtidos

Apesar de ser amplamente divulgado que a resposta candnica de bactérias frente &
privagio nutricional envolve reducdo de dimensdes celulares, hd outros exemplos de asmento
destas em condigbes de limitagio nutricional, Em Listeria monocytogenes, ocorre aomento do
comprimento das células durante crescimento em pH dcido concomitante a altas concentrages
de NaCl (Bereksi e al., 2002). O cultivo em meio contendo concentragdes subotimas de Acidos
orginicos também induz um sumento do comprimento em Lactobacillus alimentarius. Nestas
bactérias, as células controle apresentam comprimentos que variam de 1 a 2 pm em condigdes
normais de crescimento. Na presenca dos dcidos orglinicos, foram encontradas células de até 5
um (Lemay et al., 2000). Braga & Ricci (1998), relataram que células de E. coli cultivadas em
concentracdes subletais (seb-MIC) de antibidticos além de modificagbes na estrutura celular,
apreseniam comprimentos maiores que o de cflulas controle. De acordo com Mattick ef al.
(2003), o cultivo em temperaturas, concentrages salinas ¢ phls estressantes, mas em que hi
crescimento celular, resulta no aparecimento de células com até 200 pm de comprimento em E,
coli e Salmonella enterica. Dependendo da condicio de cultivo e da linhagem estudada,
diferentes proporgdes da populagio total de células apresentam o fendtipo alongado. Algumas
das células pletomoérticas de E. coli em superficies inorgénicas relatadas por Wainwright ef al,
(1999) apresentaram aumentos radicais em seu comprimento, sendo relatada a existéneia de

células com até 50 um. Em outro estudo, Steinberger ef al. (2002) demonstraram que ¢élulas de
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biofilmes de P. aeruginosa cultivados em condicdes de limitagio natricional moderada de
nitrogénio e carbono também apresentam aumento no comprimento celular.

E interessante notar que estes estudos (8m em comum, o fato de relatarem aumento no
comprimento de células cultivadas em condicdes estressantes em que hi crescimento limitado,
A {inica excecdio 4 esta regra é o estudo realizado por Wainwright et al. (1999), que relatou
aumento do comprimento de células submetidas 2 privagio nutricional, em superficies
inorgénicas. Por outro lado, os estudos que descrevem a transiciio de bactérias com morfologia
bacilar para a forma cocdide, utilizam condicties mais severas de privagio nutricional. Os
estudos de Kjelleberg er al. (1982), Baker et al, (1983), Lappin-Scott ef al. (1988), Rockabrand
et al. (1995), James et al. (1995) e van Overbeek ef al. (1995) utilizaram como condigio de
privagdio nutricional a manuten¢do de células em meio minimo, soluciio salina, ou tampéo setn
a presenga de nenhuma fonte de energia ¢ carbono. Em outro estudo que descreve o
aparecimento de formas cocdides em uma bactéria que normalmente apresenta o formato de
bactlos, as células foram cultivadas em meio rico em fontes de carbono e energia ¢ mantidas
neste por 45 dias, ocorrendo, deste modo, total deplegdo dos nutrientes do meio (Cefali et al.,
2002).

Assim, parece razodvel concluir que, em geral, bactérias com morfologia bacilar
assumem a morfologia cocdide em condigdes de privagiio nutricional total, aumentando seu
cOmprimento em resposta a estresses moderados. Mattick ef al. (2003) sugeriram que este
aumento do comprimento celular poderia representar uma estratégia para economizar energia,
evitando 0 gasto energético da etapa final da divisio celular. Steinberger er al. (2002),
sugeriram outra vantagem para o alongamento de células cultivadas em Hmitagdo nutricional,
O aumento do comprimento celular promove um aumento da superficie de contato da bactéria
com o meio. Isto poderia otimizar a aquisicio de nutrientes escassos. Obviamente estas
hipbteses ndo sHo, necessariamente, mutuamente exclusivas. Curiosamente, Ferenci (2001)
propGs a exisiéncia de um estado fisioldgico intermedidrio entre a privacdo nutricional
completa e a abundéncia de nutrientes que caracteriza as condigBes de crescimento
exponencial.

Seeger ¢ Jerez (1993), sugeritam que o aumento no comprimento das células de A.
ferrooxidans submetidas & privagio de fosfato seria resultado da incapacidade de duphicacio do
DNA. Dentro do contexto apresentado acima, parece pouco provével que esta explicagdo esteja

correta. E mais provével que o fenémeno observado represente uma adaptaco ativa das células
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de A. ferreoxidans frente 3 baixa disponibilidade de fosfato. O aumento do comprimento
cehtlar poderia ser interpretado corno uma tentativa das células de aumentar sua superficie de
contato com o meio de cultura (Steinberger ef al., 2002), otimizando a capacidade de captacio
de fosfato, que poderia ser proveniente de células mortas ou de impurezas de outros reagentes
utilizados no meio de cultura. Além disto, de acordo com Mattick ef al. (2003), a auséneia de
divisdo celular resultaria em uma economia de energia para as células, evitando uso excessivo
de suas provivets resdervas de fosfato, O fato de que o aumento do comprimento celular € o
mesmo nas células cultivadas em meio sem Tosfato e repicadas por quatro vezes nestas mesmas
condi¢gdes, corrobora a hipdtese de que este fendmeno represente uma adaptagio de A.
ferrooxidans a privagfio de fosfato. Se a hipolese de Seeger e Jerez (1993) estivesse correta,
seria esperado que o cultivo repetido em meio sem fosfato levasse a avmentos cada vez
maiores no comprimento celular, o que nio tfoi observado nos experimentos.

Poucos estudos de morfologia bacteriana se preocuparam em analisar a largura
celular. Ao contririo do observado em nossos experimentos, Trueba & Woldringh (1980),
relataram gue em meio rico, durante o ciclo celular, células de E. coli com maiores
comprimentos gpresentaram menores larguras. Em  células de Acinetobacter sp. com
morfologia cocéide devido a privaciio nutricional total, o indcule em meio rico ¢ acompanhado
de um periodo de aumento (20%, em média) da largura celular. Contudo, apds uma hora, e
durante o resto do crescimento exponencial, o comprimento celular continuou a crescer ao
passo que a largura celular permaneceu constante (James et al., 1993), Van de Merwe ef al.
(1997), também relataram gue ao passar para uma condi¢io nulricional mais rica, célujas de E.
coli tiveram aumentos em sua largura. J& em 1958, Schacchter er al. haviam relatado que
células de Salmonella typhymurium cultivadas em meio rico so mais largas que células
cultivadas em meio minimo. Em um estudo mais recente, Steinberger er al. (2002) nio
encontraram diferencas significativas na largura de células de biofilmes formados por P
aerugingsa em diversas condigdes de limitagdo nutricional.

Num primeiro momento, pode-se pensar que o aumenio da largura das célalas de A.
ferrooxidans submetidas & privagho de fosfato poderia representar uma adaptagfio para
aumentar a Area de superficie das bactérias, tal como provavelmente ocorre com o
comprimento celular. Entretanto, apesar de haver excectes, os dados da literatura mostram
que, em geral, bactérias apresentarn menores larguras em meios QuUe possuem  menor

concentracdo de nutrientes. Deste modo, o comportamento da largura de A. ferrooxidans nesie
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estudo ¢ diferente do observado em outras bactérias. Assim, é possivel especular algumas
razoes para o aumento da largura de células de A. ferrooxidans was condiges de privacio
autrictonal testadas. Pode-se pensar que a retirada do K;HPO, do meio de cultura, tenha levado
a uma diminuicdo da pressdo osmética do meio suficiente para aumentar a entrada de dgua nas
células de A. ferrooxidans. Contudo, isto & bastante improvivel, ji que o KoHPO, representa
apenas 1,38% da concentragfio salina total do meio T&K. Qutra possibilidade seria a de que as
células de A. ferrpoxidans submetidas 3 privago de fosfato apresentassem menor resisténcia
em sua cstrutura externa (parede celular ¢ membranas), Deste modo, as células mais frageis
poderiam se espalhar mais que células conirole ao serem depositadas na superficie de silicio
utitizada nas visualizagbes. Por fim, pode-se supor gue A. Jerrooxidans, diferentemente do que
até o mormento foi observado em outras bactérias, apresente um aumento da largura celalar
como uma adaptaciio & privacdo nutricional.,

O aparecimento de irregularidades na superficie de bactérias submetidas a estresse foi
relatado em um pequeno ntimero de casos. Células de E coli, cultivadas em concentragies
subinibitdrias do antibiGtico cefodizima (um inibidor da sintese da parede celular) apresentarn,
além de mator comprimento celular, menor altura em grandes extensdes das células (Braga &
Ricci, 1998), conforme observado por AFM. Neste estudo péde-se observar que células
crescidas nestas condigBes possuem superficies rugosas. Células submetidas a concentragdes
supra-inibitdrias (supra-MICs) de cefodizima também apresentaram superficies rugosas, porém
com flagrante rompimento da parede celular. Sharma et al. (2003) observaram, através de
AFM, células de E. coli expostas a um composto com propriedades antimicrobianas. Fstas
células apresentaram superficies semelhantes s observadas neste trabalho para células de A.
ferrooxidans submetidas & privagio de fosfato: a superficie celular mostrou-se radicalmente
alterada, porém sem evidéncias de rompimento da parede celular. Cefali et al. {2002)
utilizaram a AFM para observar células de 2 aeruginesa submetidas a vidrios (até 45) dias de
privagdo nutricional, Nos primeiros dias de privagiio nutricional, as células apresentaram um
perfil vertical semelhante ao observado em A. ferrooxidans durante a privacio de fosfato,
Células privadas de nutrientes por 45 dias apresentaram rompimento da parece celular, com
vazamento de conteddo citoplasmitico. E digno de nota que, diversos trabalhos refataram a
auséneia de danos na estrutura celular de bactérias Gram-negativas observadas por AFM
submetidas & secagem simples, em um procedimento semelhante ao utilizado neste trabalho

(Braga & Ricci, 1998, Auerbach ef al., 2000; Cefali et al., 2002).
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células observadas em seu estudo, sdo elas: redugio da espessura do envelope celular; variacio
na densidade do material citoplasmético; variagiio da composicio do material citoplasmdtico;
perda de uma das camadas do envelope celular e destruiciio do envelope celular, com extrusio
de material citoplasmdtico. A hipdtese que melhor explica os resultados obtidos em A.
ferrooxidans durante o cultivo em meto sem fosfato seria a alteragdo na espessura (e
conseqlientemente resisténcia) do envelope celular nestas condigdes. As hipoteses de alteragio
no conteddo citoplasmatico também se apresentam como alternativas possiveis, podendo
ocorrer concomitantemente a0 enfraguecimento do envelope celular. As imagens obtidas ndo
corroboran as hipdteses de que poderia ocorrer perda de camadas, ou rompimento do envelope
celuar.

Assim, pode-se especular que o enfraquecimento do cavelope celular e/ou alteragdes
no citoplasma sertam os responsaveis pelo aumento atipico da espessura de A. ferrooxidans
durante a privagdo de fosfato. A possibilidade de notar que em uma mesma célula, regides mais
altas sfo vistvelmente mais {inas, corrobora esta hipotese (figs. 25 B e C; 26 C). Num contexto
de economia de energia, em gue nem mesmo o processo de divisao celular seria concluido, nao
¢ improvivel que a manutencdo da estrutura celular fique reduzida a niveis minimos para a
sobrevivéncia. A menor altura méaxima de células repicadas quatro vezes em meio sem fosfato,
em comparagiio com células cultivadas em meio sem fosfato, poderia indicar que o
crescimento continuo ern meio sem fosfato, levaria a um comprometimento cada vez maior na
qualidade da manutencio da estrutura celular. A altura minima estatisticamente igual nas duas
condighes, sugere um nivel minimo aceitdvel de manutencdo da estrutura do envelope celalar
e/ou de densidade do citoplasma para a sobrevivéncia das células. E importante lembrar que as
células observadas estavam vidveis no meto de coltura, j& que apresentavam cresctmento

quando repicadas.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condigdes de privagio de fosfato testadas, foi possivel observar mudancas fisioldgicas,

morfologicas ¢ de expressdo génica em Acidithiobacillus ferrooxidans LR,

Os genes identificados como expressos diferencialmente em privagio de fosfato provavelmente
estdo envolvidos na resposta a outros estresses, uma vez que lem sua expressio aumentada

nestas condicoes.

Apesar de situados em diferentes unidades transcricionais, os genes ribB e ribBA
provavelmente possuem mecanismos de regulagio coincidentes, pois possuem um padrio de

expressao semelhante.

A indugio do gene hspA em condigdes de privagio de fosfato sugere que outras proteinas de
choque térmico também estdo envolvidas na resposta & privagio de fosfato, uma vez que as a-

HSPs atuam em conjunto com outras destas proteinas,

As alteragles observadas na superficie de A. ferrooxidans LR privadas de fosfato

possivelmente s3o fruto de danos moderado A estrutura celular,

O aumento de comprimento de A. ferrooxidans em privacio de fosfato provavelmente
representa uma adaptagio da bactéria a estas condicBes. A auséncia de divisdo celular poderia
ser uma forma de economia de energia. O aumento da superficie celular poderia aumentar a

superficie de contato da bactéria com o meio de cultura, otimizando a absorgdo de fosfato.
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