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Um cientista muito preocupado com os problemas do mundo passava dias em seu laboratério,
tentando encontrar meios de minora-1os.

Certo dia, seu filho de 7 anos invadin o seu santugrio decidido a ajuda-lo. O cientista, nervoso pela
interrup¢o, tentou fazer o filho brincar em outro lugar. Vendo que seria impossivel remové-lo, procurou
algo que pudesse distrai-lo. De repente, deparou-se com o mapa do mundo. Estava ali o que procurava.
Recortou 0 mapa em virios pedacos ¢, junto com um rolo de fita adesiva, entregou ao fitho dizendo:

- Voc€ gosta de quebra cabega ? Entio vou The dar o mundo para consertar. Aqui estd ele todo
quebrado. Veja se consegne conserta-lo direitinho ! Mas faca tudo sozinho !

Pelo seus calculos, a crianga levaria dias para recompor o mapa. Passadas algumas horas, ouviu o
filho chamando-o calmamente. A principio, o pai néio deu crédito as palavras do filho. Seria impossivel na
sua idade conseguir recompor um mapa que jamais havia visto. Relutante, o cientista levantou os olhos de
suas anotagles. certo de que veria um trabalho digno de uma crianca. Para sua surpresa, ¢ mapa estava
completo. Todos os pedagos haviam sido colocados nos devidos lugares, Como seria possivel 7, Como o
menino havia sido capaz ?

- Vocg ndio sabia como era o mundo, meu filho, como conseguin ?

- Pai, eu ndo sabia como era o mundo, mas quando vocé tirou o papel da revista para recortar, eu vi
que do outro lado havia a figura de um homem. Quando vocé me deu o mundo para Consertar eu tentei,
mas ndo consegui. Foi ai que me lembrei do homem, virei os recortes e comecei a consertar o homem que
eu sabia como era. Quando consegui consertar o homem, virei a folha ¢ vi que havia consertado o

mundo.

Autor desconhecido
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1. RESUMO

A. ferrooxidans é uma bactéria ndo patogénica, Gram-negativa, que obtém a
energia necessaria para o seu crescimento pela oxidacdo de substratos inorginicos. Esta
bactéria tem despertado interesse por ser um dos microrganismos envolvidos na
biolixiviag&o de metais. 4. ferrooxidans é resistente a altas concentragdes de metais como
aluminio, zinco, cobalto, manganés, cobre, cromo e urdnio. Esta caracteristica peculiar
tem estimulado varios estudos genéticos envolvendo 4. ferrooxidans. As bases genéticas
da resisténcia a metais em 4. ferrooxidans ainda sio pouco conhecidas, com excegdo das
resisténcias ao merciirio e ao arsénio.

Para a identificagio dos genes expressos diferencialmente na presenga de cadmio
e zinco, através de RAP-PCR (random arbitrarily primed PCR), foi utilizada a linhagem
brasileira de 4. ferrooxidans LR. Experimentos anteriores realizados em nosso
laboratério mostraram que esta linhagem é resistente a altas concentragdes de varios
metais. Neste trabalho, as concentragBes de 60 e 600 mM de sulfato de zinco utilizadas
nos experimentos de RAP-PCR foram escolhidas tomando como base os experimentos de
respirometria e de curvas de crescimento realizados com a linhagem LR na presenca de 0
(controle), 100, 300 e 600 mM de sulfato de zinco. O cadmio é mais toxico do que o
zinco para 4. ferrooxidans. Assim sendo, foi utilizada uma concentragdo de 60 mM para
0s experimentos com este metal.

Para 0 RAP-PCR foi utilizado RNA total isolado de células crescidas na auséncia
¢ na presenca de cadmio e zinco. Com a utilizacio dos primers OPJO1, OPJ04, OPJOS,
OPJ06, OPJO8 ¢ OPF03 foram isoladas 107 bandas diferenciais para cadmio (22
reprimidas € 85 induzidas) e com os primers OPJ04, OPJ06 e OPF03 foram isoladas 68
bandas diferenciais para zinco (12 reprimidas e 56 induzidas). Das 107 bandas isoladas,
nos experimentos de RAP-PCR com sulfato de cadmio, 62 (58%) tiveram a expressdo
diferencial confirmada através de Slor blot de DNA. Das 68 bandas diferenciais isoladas
nos experimentos com sulfato de zinco, 32 (47%) tiveram a expressio diferencial
confirmada através de Slor blot de DNA. Nenhuma das bandas isoladas na presenca de

60 mM de sulfato de zinco teve a expressio diferencial confirmada.
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Do total de bandas diferenciais confirmadas, foram selecionadas 20 bandas de
RAP-PCR dos experimentos com cadmio e 18 bandas de RAP-PCR dos experimentos
com zinco para clonagem e sequenciamento. Das bandas reprimidas por cadmio, 3
apresentaram seqiiéncias nucleotidicas idénticas restando assim, um total de 17 bandas
dos experimentos com cadmio. As seqiiéncias obtidas foram comparadas com seqiiéncias
de bancos de dados através da utilizagio do algoritimo BLAST, fungdio BLASTX

Trés seqiiéncias induzidas e trés reprimidas por 600 mM de sulfato de zinco
apresentaram similaridade com seqiiéncias disponiveis em banco de dados. Assim sendo:
7F03Zn apresentou similaridade com o gene msB do transposon Tn7, 7J04Zn apresentou
similaridade com uma proteina hipotética de Deinococcus radiodurans e 6J04Zn com
uma provavel proteina secretora de Psewdomonas aeruginosa. Entre as seqiéncias
reprimidas por sulfato de zinco, a seqiiéncia da banda 13J06C apresentou similaridade
com o fator de elongagio Tu (EF-Tu) de P. aeruginosa, 16J06C uma proteina RLX de
Staphylococcus aureus e 7J06C com uma GTP ciclohidrolase de Photobacterium
leignathi.

Dentre as seqiiéncias das bandas de RAP-PCR induzidas e reprimidas por 60 mM
de sulfato de cadmio, 11 (8 induzidas e 3 reprimidas) apresentaram similaridade com
seqiiéncias presentes em banco de dados. As bandas que apresentaram as maiores
similaridades foram: 17F03Cd, apresentou similaridade com uma ribonuclease Il de £.
coli, 17J04Cd com uma transposase de A. ferrooxidans, 5J06Cd com o gene nif A de
Rhodobacter capsulatus, 20Y04Cd com um oligossacarideo transferase transmembrana de
Pyrococcus abyssi ¢ 1J05C com um precursor putativo de citocromo ci de A.
ferrooxidans.

Através de slot blor de RNA, a expressio de algumas seqiiéncias com similaridade
reconhecida foram testadas quanto a outros fatores de estresse como cobre, pH ¢
temperatura € em concentragdes variadas de sulfato de cadmio e zinco. NOS experimentos
de Slot blot de RNA as bandas de RAP-PCR selecionadas foram hibridizadas com 3ug de
RNA isolado de células crescidas na presenca 0 (controle), 10, 30 ¢ 60 mM de sulfato de
cadmio, 0 (controle), 100, 300 e 600 mM de sulfato de zinco, 200 mM de sulfato de
cobre, pH 2,5 (pH 6timo 1,8) e 37°C (temperatura ideal de crescimento 30°C).
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Todas as bandas induzidas por sulfato de zinco, 7F03Zn, 7J04Zn e 6J04Zn, foram
induzidas por sulfato de cobre. As bandas 7F03Zn e 6J04Zn também foram induzidas na
presenca de pH 2,5. Somente a banda 6J04Zn foi induzida a 37°C. Entre as bandas
reprimidas por 600 mM de sulfato de zinco, as bandas 13J06C e 16J06C foram inibidas
na presenca de todas as situagdes de estresse testadas. Apesar de ter a expressio inibida
na presenca de zinco, a banda 7J06C apresentou a expressio induzida em pH 2,5.

Entre as bandas induzidas por cadmio, 17J04Cd e 20J04Cd, também foram
induzidas na presenca de 37°C, pH 2,5 e cobre. J4 as bandas 17F03Cd e 5J06Cd foram
induzidas principalmente por cobre. A banda cuja expressdo foi reprimida na presenga de
cadmio, 1J0SC, foi reprimida na presenca dos outros fatores de estresse testados.

Estas bandas foram hibridizadas, também com RNA isolado da linhagem de A.

Jerrooxidans FG460 crescidas na presenga de 60 mM de sulfato de cadmio e 600 mM de
sulfato de zinco. Todas as bandas que foram induzidas ou reprimidas por sulfato de
cadmio ou zinco na linhagem LR também foram induzidas ou reprimidas por estes metais
na linhagem FG460.

Além disso, a conservagio das seqiiéncias em outras linhagens de
Acidithiobacillus ssp foi testada através de Southern blot. Nos experimentos de Southern
biot as bandas de RAP-PCR foram hibridizadas com DNA gendémico, digerido com
BamH 1 ¢ Hind I, das linhagens: 4. ferrooxidans ATCC 232707, LR, FG460;
Acidithiobacillus sp. SSP; A. thiooxidans ATCC 19377" e DAMS ¢ E. coli ATCC 25922,
Todas as bandas de RAP-PCR testadas hibridizaram com as trés linhagens de A.
Jerroxidans. Somente a banda 16J06C, reprimida por zinco, hibridizou com o DNA de

todas as linhagens.
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2. SUMMARY

A. ferrooxidans is Gram-negative, chemolithotrophic, acidophilic bacterium that
derives energy from the oxidation of either ferrous iron or reduced sulfur compounds.
This bacterium is involved in metal bioleaching and shows resistance to high
concentrations of heavy metals, such as aluminum, zinc, cobalt, manganese, copper,
chromium and uranium. Except for the genes involved in mercury and arsenic resistence,
the genetic basis for other metal resistance in 4. ferrooxidans are still unknown.

The Brazilian strain A. ferrooxidans LR was used to identify differentially
expressed genes in the presence of cadmium and zinc, using RAP-PCR. Previous
experiments have shown that this strain is resistant to high concentrations of several
metal ions. The 600 mM zinc sulfate concentration used in the RAP-PCR experiments
was based on the results of the growth curves and respirometric experiments both
performed with 0, 100, 300 and 600 mM zinc sulfate. Since cadmium is more toxic to 4.
Jerrooxidans than znc, the concentration used this for metal in the RAP-PCR
experiments was 60 mM.

The RN A used in the RAP-PCR experiments was isolated from cells grown in the
absence of in the presence of 60 mM cadmium sulfate and in the absence or in the
presence of 60 mM or 600 mM zinc sulfate. A total of 107 cadmium differentially
expressed bands were isolated (22 repressed and 85 induced) using the random primers
OPJO1, OPJO4, OPJ05, OPJO6, OPJO8 and OPFO03. In the presence of zinc sulfate, a total
of 68 differentially expressed bands were isolated (12 repressed and 56 induced) using
primers OPJO4, OPJ0O6 and OPFO03. Fifty eight % and 47% of the bands isolated in the
cadmium and zinc sulfaste experiments, respectively, had their differential expression
confirmed by IDNA Slot blot hybridizations. None of the bands isolated in the presence of
60 mM zinc sulfate had their differential expression confirmed.

Twenty bands isolated from the RAP-PCR experiments with cadmium sulfate and
18 isolated from the experiments with zinc sulfate were cloned and sequenced. Three
bands repressed by cadmium have been discarded since their sequences were repeated.
The sequences of the RAP-PCR bands were compared to GenBank sequences using the
BLAST algorithm, function BLASTX.
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Three induced and 3 repressed sequences by 600 mM zinc sulfate presented
similarity with GenBank sequences. The 7F03Zn sequence showed similarity with the
msB gene fiom transposon Tn7, 7J04Zn presented similarity with a hypothetical protein
from Deinococcus radiodurans and 6J04Zn with a putative secretion protein from
Pseudormonas aeruginosa. Among the bands repressed by zinc sulfate, the sequence of
13J06C showed similarity with the elongation factor Tu (EF-Tu) from P. aeruginosa,
16J06C showed similarity with a RLX protein from Staphylococcus aureus and 7J06C
with a GTP cyclohydrolase from Photobacterium leignathi.

The sequence of 11 RAP-PCR bands differentially expressed in the presence of
60 mM cadmium sulfate (8 induced and 3 repressed by cadmium sulfate) showed
similarity with GenBank sequences. Among the bands whose sequences showed the
highest similarities with GenBank sequences were 17F03Cd that showed similarity with
ribonuclease Il from Escherichia coli, 17J04Cd that showed similarity with a
transposase from A. ferrooxidans, 5J06Cd showed similarity with the #if gene from
Rhodobacter capsulatus, 20J04Cd showed similarity with a putative transmembrane
oligosaccharyl transferase and 1J05C with a putative cytochrome ¢l precursor from A.
Jerrooxidans.

Some RAP-PCR bands whose sequence presented similarity to GenBank
sequences were selected for further analyses by RNA Slot blot and Southern biot
hybridizations. In the RNA Slot blot experiments, the RAP-PCR bands were hybridized
with 3 pg of RNA isolated from cells grown in the presence of 0, 10, 30 and 60 mM
cadmium sulfate; 0, 100, 300 and 600 mM zinc sulfate; 200 mM cupper sulfate; pH 2.5
(optimum pH 1.8) and 37°C {(optimum temperature 30°C).

All the bands induced by zinc sulfate, 7F03Zn, 7J04Zn and 6J04Zn, were also
induced by copper sulfate. The bands 7F03Zn and 6J04Zn were induced in the presence
of pH 2.5. Only 6J04Zn was induced at 37°C. Among the bands repressed by zinc sulfate,
13J06C and 16J06C had their expression repressed in the presence of all the stress
situations tested. Although the expression of 7J06C was repressed in the presence of zinc
sulfate, it was induced in pH 2.5.

Among the bands induced by cadmium sulfate, 17J04Cd and 20J04Cd were also
mduced in the presence of copper sulfate, pH 2.5 and 37°C. The bands 17F03Cd and
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5J06Cd were mainly induced in the presence of copper sulfate. The band 1JOS5C,
repressed by cadmium sulfate, was repressed in the presence of the other stress situations
tested.

These RAP-PCR bands were also hybridized with RNA from the 4. ferrooxidans
strain FG460 grown in the absence and the presence of 60 mM cadmium sulfate and
600 mM zinc sulfate. All the bands that were induced or repressed by by cadmium or zinc
sulfate in strain LR were also induced or repressed by these metals in strain FG460.

In the Southern blot experiments, the RAP-PCR bands were hybridized with 5 ug
of genomic DNA, digested with BamH [ and Hind I, from A. ferrooxidans ATCC
23270, LR, FG460; Acidithiobacillus sp. SSP; A. thiooxidans ATCC 19377" and DAMS
and E. coli ATCC 25922. All the RAP-PCR bands tested hybridized with the 3 A.
Jerrooxidans strains. Only 16J06C, repressed by zinc sulfate, hybridized with the DNA

from all the strains tested.
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3. INTRODUCAO

3.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

O género Acidithiobacillus (Kelly & Wood, 2000) compreende varias espécies de
bactérias (Acidithiocacillus albertensis, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus
Jerrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans) Gram-negativas, ndo patogénicas, com
metabolismo quimiolitotrofico isto é, obtém a energia necessaria para seu cresciunento
pela oxidagdo de substratos inorginicos, sendo capazes de fixar o CO, atmosférico. Esse
género compreende espécies que apresentam entre si caracteristicas diferentes quanto as
necessidades nutricionais e também quanto a pH e temperatura ideais para o crescimento
(Kuenen ef al., 1992). A. ferrooxidans é a Ginica especie do género capaz de obter energia
através da oxidagfio do ion ferroso (Leduc & Ferroni, 1994). Esta bactéria é acidofilica,
com pH 6timo de crescimento em torno de 2,0 (Leduc & Ferroni, 1994). A temperatura
ideal de crescimento de 4. ferrooxidans é em torno de 30°C.

A. ferrooxidans é uma das espécies mais estudadas do género Acidithiobacillus, ja
que ¢ um dos principais microrganismos responsiveis pela lixiviagio bacteriana de
metais ou biolixiviagdo. Durante o processo de biolixiviagio, o metabolismo microbiano
causa a solubilizagio de minérios que apresentam em sua constituigio formas reduzidas
de enxofre e ferro. A bactéria pode solubilizar metais diretamente, pelo ataque
enzimatico oxidativo ou indiretamente, pela producio de solugdes acidas de sulfato
férrico (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins ef al., 1986). No processo de biolixiviagio os
ions de metais pesados sio acumulados ¢, a partir de certas concentraces, passam a ser
toxicos para os microrganismos, afetando, deste modo, as taxas de dissolugio dos
minérios. A biolixiviagio vem sendo utilizada em escala industrial para obtencio de
cobre, urinio e ouro. No futuro, o processo podera se tornar comercialmente viavel para
obtengdo de zinco, niquel, cobalto e molibidénio (Bosecker, 1997).

A. ferrooxidans apresenta também importincia ambiental, pois pode ser utilizada
na degrada¢do de residuos quimicos provenientes de minerais processados. Os métodos
convencionais geralmente apresentam custos elevados, ¢ 0 emprego de A. ferrooxidans é

uma alternativa econdmica e rapida, com beneficios para o meio ambiente (Shiratori &
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Sonta, 1993, Hubert ef al., 1995). Lombardi & Garcia Jr. (1999) sugeriram a utilizagio de
A. ferrooxidans na remogdo dos metais toxicos geralmente encontrados em esgotos
municipais. Lopez-Lopez et al., (1999) desenvolveram um sistema para destoxificagdo de
esgotos que utiliza um reator eletroquimico no dnodo e culturas de 4. ferrooxidans no
catodo.

Os estudos genéticos com A. ferrooxidans tiveram inicio no final da década de
setenta com trabalhos realizados por Groudeva ef al. (1978a). Estes trabalhos de genética
classica, demonstraram a existéncia de uma variabilidade natural na espécie. Trabalhos
adicionais detectaram também uma diversidade gendmica e fisiologica entre as linhagens
de A. ferrooxidans provenientes de diversas partes do mundo (Harrison Jr, 1982),
variabilidade em atividades de lixiviagio de ZnS e CuS (Groudev, 1980a, b), quanto 2
resisténcia ao urdnio e tério e quanto a parametros cinéticos da bactéria (Dispirito &
Tuovinen, 1982). Quatro linhagens brasileiras isoladas de mina de uranio e carvio
apresentaram uma variabilidade quanto a resisténcia a metais como cobalto, cobre, prata
e mercirio (Garcia Jr. & Silva, 1991). Além disto, através de técnica de RAPD, um alto
grau de diversidade gendmica foi verificado para oito linhagens de A. ferrooxidans,
sendo seis delas brasileiras (Novo ef al., 1996).

Recentemente, Frattini ef al., (2000) analisaram 5 linhagens de A. ferrooxidans
isoladas de mina na presenca de diferentes concentragdes de glicose, acido citrico,
celobiose € acido galacturdnico. Os autores utilizaram também o detergente SDS, que €
utilizado na industria de mineragio como um agente de controle da acidez. Os compostos

.....

uma varabilidade natural entre as linhagens estudadas.

3.2. Resisténcia e adaptacio a metais

Uma caracteristica interessante de A. ferrooxidans ¢ a resisténcia natural
generalizada a altas concentragdes de ions metalicos (Tuovinem ef al., 1971; Brerley,
1978; Ludgren & Silver, 1980; Hutchins ef al., 1986). Isto pode ser atribuido 2 presenga
constante de etais no seu ambiente natural de crescimento. Segundo revisio de

Hutchins et al., (1986), A. ferrooxidans apresenta resisténcia ao aluminio (0,37 M),
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manganeés (0,18 M), cobalto (0,17 M), cobre (0,16 M), zinco (0,15 M), cromo (0,1 M) e
urénio (0,01 M). Os niveis de resisténcia da bactéria sio menores para prata (10° M),
merctirio (10* M), molibidénio, selénio, telirio e arsénio (10~ M).

Tuovinen et al, (1971) observaram que a resisténcia a metais pesados em A.
Jerrooxidans pode ser afetada pela fonte de energia utilizada. Assim sendo, células de A.
Jerrooxidans que oxidam ferro como substrato podem ser até 2.000 vezes mais resistentes
a ions metélicos como zinco, niquel ¢ cobre do que aquelas que utilizam tiosulfato como
doador de elétrons. Foi observado também, que as células que cresciam em presenca de
enxofre elementar apresentavam uma resisténcia intermedaria aos metais mencionados
acima (Tuovinen et al, 1971). Os resultados obtidos por Tuovien er al., (1971) foram
posteriormente confirmados por Silver & Torma (1974).

Os mecanismos que conferem resisténcia a metais em A. Jferrooxidans, assim
como ofs) gene(s) envolvido(s) no processo, s&o pouco conhecidos. Genes envolvidos na
resisténcia ao merciario foram isolados por Shiratori e7 al., (1989) através de hibridizacdo
com o fragmento determinante da resisténcia ao mercirio do transposon Tn501. Foi
observado que a resisténcia ao merctrio em A. ferrooxidans ¢ determinada por pelo
menos dois genes, um gene do tipo merC que codifica uma proteina capaz de captar Hg"
através da membrana e o gene merA que codifica a mercirio redutase que ¢ responsavel
pela volatilizaciio do mercurio como Hg’. Os genes de A. Jerrooxidoms associados com a
resisténcia ao mercurio diferem de outras bactérias em alguns aspectos tais como: 0s
genes estdo localizados no cromossomo e nfo em plasmidios e a estrutura do operon
apresenta arranjos diferentes dos genes (Shiratori ef al., 1989; Inoue ef al., 1989).

Recentemente, Butcher et al., (2000) clonaram e seqiienciaram genes de A.
ferrooxidans envolvidos no mecanismo de resisténcia ao arsénio. Células de E. coli
transformadas com estes genes adquiritam aumento de resisténcia ao arsénio e ao
antiménio. A exemplo dos genes de resisténcia ao mercurio, neste caso também os genes
$30 cromossomais,

Mecanismos de resisténcia a metais como cobre (Cervantes & Gutierrez, 1994),
mercorio (Misra, 1992), arsénio e antiménio (Kaur & Rosen, 1992), tetGrio (Walter &
Taylor, 1992), cromato (Cervantes & Silver, 1992) e cadmio sio conhecidos em varios

organismos (Silver & Misra, 1988). A resisténcia a metais em bactérias pode ser



19

codificada por genes presentes em plasmidios, transposons ou no cromossomo (Rouch
et al., 1995). Genes que codificam resisténcia a metais como cédmio, cobre, zinco,
cobalto e outros tem sido fregiientemente encontrados em plasmidios (Nies ef al, 1987,
Bender & Cooksey, 1987; Silver, 1998; Ghosh et al, 2000; Edet ef al., 2000). Até o
momento, apesar das vérias tentativas, ndo foi feita nenhuma correlagio entre a
resisténcia a metais ¢ a presenga de plasmidios nativos em 4. ferrooxidans.

Os mecanismos propostos de resisténcia a metais em microrganismos, segundo
Bruins ef al, (2000), sdo: (1) exclusio do metal através de uma bameira de
permeabilidade; (2) transporte ativo do metal para fora da célula; (3) sequestro
intracelular do metal através de ligagdo com uma proteina; (4) seqlestro extracelular do
metal; (5) destoxificagdo enzimatica do metal (conversdo para uma forma menos toxica)
¢ (6) reducdo da sensibilidade do metal aos alvos celulares.

QOutra caracteristica interessante de A. ferrooxidans ¢ a capacidade de adaptagéo
da bactéria a condi¢des adversas. Natarajam ef al, (1994) adaptaram a linhagem de A.
Sferrooxidans MAIL-4 a altas concentragbes de cobre, através de repiques em
concentragdes crescentes do metal. O processo de adaptagdo resultou em um aumento do
nivel de resisténcia da bactéria ao metal. Esta resisténcia foi perdida quando a bactéria foi
submetida a repiques sucessivos em meio sem o metal, indicando que a resisténcia
adquirida pela adaptagio era estresse-dependente e nfio um trago permanente da linhagem
adaptada (Natarajan ef al., 1994).

Kondratyeva et al, (1995) adaptaram linhagens de 4. ferrooxidans a altas
concentracdes de zinco e arsénio. A anélise dos padrdes de restricio do DNA gendmico
destas linhagens, através de eletroforese de campo pulsado, mostrou que fragmentos de
DNA eram amplificados nas linhagens adaptadas (Kondratyeva ef al, 1995). Com base
nos resultados obtidos, Kondratyeva et al, (1995) sugeritam que o aumento da
resisténcia, observado nas células adaptadas, era devido ao aumento do niimero de copias
dos genes de resisténcia e conseqiientemente, ao aumento da sintese de proteinas

envolvidas no processo.
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3.3. Toxicidade e resisténcia a cadmio e zinco

Varios trabalhos relataram a contamina¢do do meio ambiente por metais, em
particular por metais pesados (densidade > 5 g/em’), e seu efeito toxico em uma grande
variedade de organismos (Trevors ef al, 1986: Silver, 1996). O cadmio por exemplo,
pode entrar no meio ambiente através da refinagdo do zinco, da combustdo do carvio,
pelo uso de fertilizantes e pesticidas entre outros (Trevors ef al, 1986; Nies, 1992). Este
metal € extremamente toxico para diversos organismos como por exemplo, bactérias,
algas e fungos (Trevors ef al., 1986; Nies, 1992).

Tanto o mecanismo de toxicidade quanto o de resisténcia ao cadmio sio bastante
varidveis, dependendo do organismo afetado. O cadmio exerce o seu efeito toxico em
uma ampla faixa de concentracgles, entretanto, nenhuma concentra¢iio tinica do metal foi
especificada como sendo téxica para todas as espécies estudadas sob condigdes
padronizadas (Trevors et al., 1986).

Dois genes, localizados em plasmidios, sio responsaveis pela resisténcia ao
cadmio em Staphylococcus aureus (Silver & Misra, 1984). Estes dois genes afetam de
maneira diferente o grau de resisténcia ao metal no microrganismo. Isto é, o gene cadA
confere uma alta resisténcia ao metal e o gene cadB confere um pequeno aumento na
resisténcia (Silver & Misra, 1984). Foi observado também que, quando os dois genes
estavam presentes em uma mesma linhagem de bactéria, o gene cadA mascarava o efeito
de cadB. Além de estarem envolvidos com a resisténcia ao cadmio, estes dois genes
aumentam tambeém a resisténcia a0 Zn** (Silver & Misra, 1984). Apesar da resisténcia ao
cadmio ter sido inicialmente relacionada com genes presentes em plasmidios em algumas
bactérias, foi observado que bactérias que ndo apresentavam plasmidios eram tdo
resistentes a0 metal quanto as que apresentavam (Trevors et al., 1986).

O gene cadA foi clonado e seqiienciado. A comparagio da seqiiéncia com as
depositadas em bancos de dados e testes bioquimicos revelaram que a proteina CadA era
uma ATPase do tipo P que é responsavel pelo efluxo de Cd* e provavelmente Zn*”
(Nies, 1992). A proteina CadA precisa de uma segunda proteina (CadC) para a resisténcia
ao cadmio e zinco ser efetivada (Yoon & Silver, 1991; Nies, 1992; Silver, 1998). Uma

terceira proteina, CadR, ¢ provavelmente responsavel pela regulagdo do sistema.
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Crupper ef al., (1999) identificaram e clonaram um outro gene de resisténcia a
cadmio, cadD, de Staphylococcus aureus. No operon onde se encontra o gene cadD, foi
identificado um outro gene, o cadX, que é um gene regulador. Os autores observaram um
alto grau de similaridade entre cadD e o gene cadB de Staphylococcus lugdunensis
contudo, cadD nio apresentou similaridade significativa com os genes cadA e cadB
encontrados nos plasmidios pI258 e pIl147 de S. aureus.

Babai & Ron (1998), utilizando a técnica de fusio de genes em linhagem de E.
coli, identificaram um gene que foi induzido por metais pesados como cadmio, zinco €
mercurio. O gene, znfA, foi seqiienciado e identificado como uma ATPase do tipo P que
transporta zinco ¢ com uma menor eficiéncia cadmio.

Hassan ez al., (1999) isolaram cinco genes, czrSRCBA, envolvidos na resisténcia a
cadmio e zinco em Pseudomonas aeruginosa. Experimentos de hibnidizagio DNA-DNA
mostraram uma alta conservagdio destes genes em outros isolados do meio ambiente de
P. aeruginosa e na linhagem tipo PAO1.

Recentemente, Lee et al, (2001) clonaram um fragmento cromossdémico de
Pseudomonas pufida, linhagem 06909, responsavel pela resisténcia a cadmio. A andlise
da segqiiéncia do fragmento revelou dois genes cadA e cadR, sendo que cadA apresentou
similaridade com ATPases transportadoras de cadmio de bacténas Gram-positivas € com
ZntA, uma ATPase transportadora de cadmio, zinco e chumbo de E. coli. CadR
apresentou similaridade com a familia MerR que normalmente controla destoxificagio ao
mercurio.

Pouco se sabe sobre os genes e 0s mecanismos de resisténcia a cadmio ¢ zinco em
A. ferrooxidans. Novo et al., (2000) analisaram através de eletroforese em gel de duas
dimensdes, proteinas isoladas de células de 4. ferrooxidans LR tratadas com cidmio e
zinco. Como controle, foram utilizadas proteinas isoladas de células de A. ferrooxidans
crescidas na auséncia de metal. A anilise dos géis mostrou a existéncia de trés proteinas
(105, 58 ¢ 54 kDa) que tinham a sintese diminuida na presenca de cadmio e zinco. Na
presenca de cadmio foram identificadas outras duas proteinas (42 kIDa e 16 kDa) com
sintese diminuida, e uma, de 66 kDa, com sintese aumentada.

A resisténcia a altas concentragdes de metais e a adaptabilidade ao meio, aliadas a

importincia ambiental, bem como a sua aplicacdo nos processos de biolixiviagio de
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metais, tomam 4. ferrooxidans um organismo de grande interesse para estudos genéticos.
O isolamento de genes expressos diferencialmente na presenca e auséncia de cadmio e
zinco € de grande interesse em pelo menos trés aspectos: (1) ampliagio dos nossos
conhecimentos sobre os mecanismos de resisténcia a metais em bactérias, 2)
transferéncia desses genes entre linhagens de 4. ferrooxidans, objetivando a otimizacdo

do processo de biolixiviagdo ¢ (3) transferéncia desses genes para outros Organismos.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL:
O projeto tem como objetivo a identificagiio e a caracterizagdo de genes que se

expressam diferencialmente na presenca de cadmio e zinco em Acidithiobacillus

Jferrooxidans.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Capitulo L Expressio diferencial de genes na presenca de zinco em 4. ferrooxidans

Artigo 1. Identification of differentially expressed genes in response to zinc in

Acidithiobacillus ferrooxidans

- Curva de crescimento e respirometria da linhagem LR submetida a diferentes

concentragdes de sulfato de zinco;

- Identificacdo de genes expressos diferencialmente na presenga e auséncia de 600 mM

de sulfato de zinco através de RAP-PCR;
- Confirmagao da expresso diferencial através de experimentos de Slor blot de DNA;

- Clonagem e segiienciamento das bandas diferenciais ¢ comparagio das seqiiéncias em

bancos de dados:

- Comparagio através de Slot blot de RNA do padrio de expressdo das bandas
diferenciais em A. ferrooxidans, submetida a diferentes concentragOes de sulfato de

ZINCo;
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- Hibridizagio das sequiéncias obtidas por RAP-PCR com o DNA de outras espécies de

bactérias para confirmagio da presenca ou auséncia destes genes nestas espécies.

Capitulo II. Expressio diferencial de gemes na presenca de cadmio em A.

Sferrooxidans

- Identificagio de genes expressos diferencialmente na presenca e auséncia de 60 mM de

sulfato de cadmio através de RAP-PCR;
- Confirmagio da expressio diferencial através de experimentos de Sloz blor de DNA;

- Clonagem e segiienciamento das bandas diferenciais e comparacdo das segiiéncias em

bancos de dados;

- Comparagdo através de Slor blor de RNA do padrio de expressio das bandas
diferenciais em A. ferrooxidans, submetida a diferentes concentragSes de sulfato de

cadmio;

- Hibridizagdo das seqiiéncias obtidas por RAP-PCR com o DNA de outras espécies de

bactérias para confirmagio da presenca ou auséncia destes genes nestas especies.

Capitulo II. Caracterizacio dos produtes de RAP-PCR isolados em resposta a
cadmio e zinco na linhagem FG460 e na linhagem LR submetida a

outros fatores de estresse

- Comparacdo através de Slor blot de RNA do padrio de expressdo das bandas
diferenciais na linhagem de A. ferrooxidans LR, submetida a diferentes tipos de estresse

como presenca de sulfato de cobre, alteragbes no pH e temperatura,

- Comparagdo através de Slor blot de RNA do padrio de expressdo das seqiiéncias
diferenciais na linhagem de 4. ferrooxidans FG460 tratada com sulfato de cadmio e

ZINGo.
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Expressiao diferencial de genes na presenca de
zinco em A. ferrooxidans

Capitulo I
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Summary

Zinc is an essential element for living organisms, but may be toxic in high
concentrations and cause environmental pollution. A. ferrooxidans, an acidophilic,
Gram-negative, rod-shaped, chemolithoautotrophic bacterium, presents tolerance
to high concentrations of this metal. The genes induced or repressed by zinc in A.
ferrooxidans are unknown. In this work, 68 differentially expressed bands were
detected in RAP-PCR experiments using RNA isolated from A. ferrooxidans strain
LR cells grown in the absence (control) and in the presence of 60 mM and 600 mM
zinc sulfate. The differential expression of these RAP-PCR bands was confirmed
by Siot blot hybridizations. Eighteen bands were selected for cloning and
sequencing. The obtained sequences were submitted to comparison to GenBank
sequences. The RAP-PCR bands that showed similarity to GenBank sequences
were further characterized by RNA Slot biot and Southern blot hybridizations.
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Introduction

Acidithiobacillys ferrooxidans (Kelly and Wood, 2000) is an acidophilic, Gram-
negative, rod-shaped, chemolithoautotroph bacterium that derives energy from the
oxidation of ferrous iron or reduced sulfur compounds. A. ferrooxidans, together
with other species from the genus Acidithiobacillus (A. thiooxidans and A. caldus)
and Leptospirillum ferrooxidans, is involved in the bioleaching of metals. The
recovery of copper and uranium by industrial heap bioleaching as well as the
recovery of valuable metals, like gold and silver, by stirred reactor processes
represent a global market estimated to be about U$ 10 billion in 1998 (Johnson,
1999). By 1998, in Brazil, the recovery of gold from sulfide minerals using bacterial
oxidation processes was responsible for the production of about 4 tonslyear of
goid.

Besides its industrial use, A. ferrooxidans has gained attention due to its
unusual physiology. The bacterium grows at low pH values and shows resistance
to high concentrations of metal-ions (Rawlings & Kusano, 1994). 1t has been
suggested that the A. ferrooxidans resistance to heavy metals might depend on the
source of energy being used by the cells, that is, cells oxidizing iron as a growth
substrate are more resistant to heavy metals than the ones using thiosulphate
(Tuovinen ef a/., 1971; Silver and Torma, 1974). According to Magnin ef al. (1998),
A. ferrooxidans cells growing in the presence of Fe®* show tolerance to the
following concentrations of metals: 0.75 M Cd?, 1M Ni#*, 1 M Zn?*, 06 M Cu®",
0.15 M Co®™, 0.075 M Cr™, 1 mM Pb*, 0.1 mM Hg’, 10 uM Hg2* and 1 uM Ag".
Garcia & Silva (1991) have shown the existence of significant differences in metal
resistance among four A. ferrooxidans strains. The authors mentioned that this
natural variability is important for the selection of the appropriate strains for metal
leaching studies.

Cromosomal genes confering mercury (Shiratori ef al., 1989) and arsenic
(Butcher et a/, 2000) resistance in A. ferrooxidans were isolated and characterized.
Except for those genes, very little information about genes expressed in the
presence of metals in A. ferrooxidans is available. The fact that few information on
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metal resistance genes is available can be attributed, at least in part, to the fact
that A. ferrooxidans is difficult to work which since, as mentioned by others, it is a
slow growing bacterium (Rawlings and Kusano, 1994) and the cell yielding is low
(Holmes & Yates, 1990). Salazar et al. (1989), mentioned that it is important to
understand gene expression in A. ferrooxidans to improve leaching processes.

An interesting metal to study is zinc as it is an essential nutrient for living
organisms, including microbes, since it is a cofactor of several enzymes related
with metabolic processes. Its presence on the biosphere is mainly in the form of
sphalerite (Zn8), which can be directly oxidized by A. ferrooxdans, as
demonstrated by Garcia ef al. (1995). Conversely, zinc is one of the metals that
contributes to environmental poliution due to several agricultural and industrial
practices (Trajanovska et af, 1997). Despite its importance as an essential
nutrient, and the well-documented knowiedgement of the oxidative dissolution of its
minerals by A. ferrooxidans, there is no information about the genes expressed in
this bacterium in the presence of this metal, even though this species presents a
high level of resistance fo zinc ions.

In this paper, the effect of 60 and 600 mM zinc sulfate on gene expression
was investigated by random arbitrarily primed PCR (RAP-PCR) in A. ferrooxidans
LR. The differential gene expression was confirmed by Siot blot hybridizations and
cDNA identification was achieved by sequencing. The six cDNAs that showed
similarity to sequences found in the GenBank database had their expression
investigated in other zinc sulfate concentrations. The presence or absence of these

genes in other bacteria species was verified by Southern blot.

Resuits and discussion

The effect of zinc in A. ferrooxidans LR oxygen uptake and growth

Previous studies have shown that the A. ferrooxidans Brazilian strain LR is tolerant

to high concentrations of several metal ions (Garcia & Silva, 1991; Novo et al,
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2000). Therefore, we selected this strain to identify differentially expressed genes
in the presence of zinc ions. To determine a zinc concentration to be used in the
experiments, growth curves and respirometric analyses were performed for the
bacteria in the presence of the foliowing zinc sulfate concentrations: 0 {(control),
100, 300 and 600 mM. As shown in Fig. 1A, in the presence of 100 mM zinc sulfate
there was practically no inhibition of the bacterium growth since total Fe*" oxidation
in the culture medium was completed in the same period of time observed for the
control. For zinc sulfate concentrations of 300 and 600 mM, a progressive growth
inhibition was detected by the increase of the time required for total Fe* oxidation
(4 and 6 days of growth, respectively) (Fig. 1A).

The effect of zinc on the iron oxidation by A. ferrooxidans strain LR was also
evaluated by oxygen consumption in respirometric experiments (Fig. 1B). None of
the zinc sulfate concentrations used in the experiments fully inhibited oxygen
uptake by strain LR (Fig. 1B). However, the velocity of oxygen consumption,
calculated from the curves by linear regression, presented a variation in the
presence of the zinc concentrations tested. As in the growth experiments, it was
not observed a significant effect in the presence of 100 mM zinc sulfate (Fig. 1B).
The velocity of oxygen consumption was approximately 4.93 ul.min™ (r=0.99) in the
control (without zinc) and 4.88 pl.min™ (r=0.99) in the presence of 100 mM zinc
sulfate, whereas in the presence of 300 and 600 mM the velocity decreased to
4.69 and 2.73 pl.min”, respectively. Therefore, the inhibition of oxygen uptake by
resting cells in the presence of 100, 300, and 600 mM zinc sulfate was 0.02, 4.87
and 44.63%, respectively, in comparison to the control.

Since 600 mM zinc sulfate exerted the most inhibitory effect in growth and
oxygen uptake, we decided to investigate differential gene expression in the
presence of this metal concentration. To verify if genes were aiso differentially
expressed under a lower metal concentration, we also tested 60 mM zinc sulfate in
the RAP-PCR experiments.
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RAP-PCR

Two PCR based techniques, mRNA differential display and random arbitrarily
primed PCR (RAP-PCR), have been used by several authors (Shepard & Gilmore,
1999; Gill et a/., 1999; Liang & Pardee, 1992; McClelland ef a/., 1995; Welsh ef al.,
1992; Wong & McClelland, 1994) to investigate differential expression of genes in
two or more comparative situations. In this work, the RAP-PCR technique has
been optimized to be used for the first time in the identification of differentially
expressed genes in response to 60 and 600 mM zinc sulfate in A. ferrooxidans. We
have found that the utilization of the ready-to-go RT-PCR beads (Amersham
Pharmacia), for the first strand cDNA synthesis, improved the quality of the RAP-
PCR experiments since the duplicates of the PCR reactions showed, for the same
primer and RNA sample, very little variation in the RAP-PCR gels. Also, a great
number of differentially expressed bands were observed when the RNA
fingerprintings from control and 600 mM zinc sulfate were compared. Previous
experiments conducted without the beads resulted in the observation of just a few
differentially expressed bands for each primer.

Only the bands that were reproducible in the two PCR reactions performed
for each RNA sample with each primer were considered as differential. A total of
68 differentially expressed bands were isolated from the RNA fingerprintings
generated with 3 primers (OPJ-04, OPJ-06 and OPJ-03; Operon Technologies
Inc.). Fourteen were isolated with OPF-03 (2 from the control, 4 from the 60 mM
and 8 from the 600 mM zinc sulfate treatment), 17 were isolated with the OPJ-04
primer (4 from the control, 5 from the 60 mM and 8 from the 600mM zinc sulfate
treatment) and 37 were isofated with the OPJ-06 primer (6 from the control, 8 from
the 60 mM and 23 from the 600 mM zinc sulfate treatment).

To confirm the differential expression of the 68 bands isolated from the
RAP-PCR experiments, DNA Slot blot hybridizations and analyses were performed
as described in the Experimental procedures. Figure 2 shows the RNA
fingerprintings, obtained with primer OPJ-04, as well as the Slot blot hybridizations
and respective band intensity analyses. From a total of 17 bands isolated with
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primer OPJ-04, 11 had their differential expression confirmed by Slot blot
hybridization with total cDNA isolated from cells grown in the absence (Fig. 2A)
and in the presence of 600 mM zinc sulfate (Fig. 2B). The induction coefficients of
the 3 bands isolated in the absence of zinc sulfate (bands whose expression was
repressed by the metal) ranged from 0.44 to 0.89 and the induction coefficient for
the 8 bands isolated in the presence of zinc sulfate (bands induced by the metal)
ranged from 1.44 to 2.81 (Fig. 2F). Figure 2 shows an example of a band isolated
from control whose differential expression was not confirmed. That is, band 4,
isolated from the control, was supposed to present an induction coefficient bellow
1. However, this band was located on the line in Fig. 2E, indicating an induction
coefficient of 1 (Fig. 2F). From the 68 bands tested, a total of 32 (47%) had the
differential expression confirmed (Table 2). It is interesting to notice that none of
the 17 bands that were isolated in the presence of 60 mM zinc sulfate had their
differential expression confirmed (Table 2). A possible explanation for this is that
this zinc suifate concentration was not a stressful condition for A. ferrooxidans LR,
a result that is in agreement with the data obtained from the respirometric and
growth curves experiments (Fig. 1) that showed similar oxygen consumption and
growth for cells in the control and in the presence of 100 mM zinc sulfate. The
bands isolated in the presence of 60 mM zinc sulfate as well as the other 21 bands
whose differential expression was not confirmed by DNA Slot blot hybridization are
false positives, a common problem related to mRNA differential display and RAP-
PCR experiments (Liang et al, 1993; Shepard and Gilmore, 1999). The false
positive bands were eliminated from further analysis.

Sequencing of differentially expressed RAP-PCR bands

Among the bands whose differential expression was confirmed by the Slot blot
hybridizations, we selected the 10 exhibiting the highest induction coefficients
(bands induced by zinc) and the 8 exhibiting the lowest induction coefficients
(bands repressed by zinc sulfate) for further analyses. The induction coefficients of
these bands are shown in Table 3. These bands, ranging in size from 214 to
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618 bp (Table 3), were cloned into pGEM-T easy (Promega) and sequenced in a
377XL. automated DNA sequencer (Perkin Elmer). The obtained sequences were
compared to GenBank sequences using the BLASTX search algorithm
(http://www.nchi.nim. nih.gov:80/BLAST/). The putative sequence identities of the RAP-
PCR bands are summarized in Table 3.

Within the 10 bands induced by zinc sulfate, 3 (7F03Zn, 7J04Zn and
8J04Zn) presented similarity with GenBank sequences (Table 3). The RAP-PCR
band 7F03Zn was homologous to transposon 7 (Tn7) and Tn7-like from E. coli
(Flores et al., 1990) and A. ferrooxidans (Oppon et al., 1998), respectively. This
transposon encodes resistance to trimethoprim and the aminoglycosides
streptomycin and spectinomycin (Barth ef al., 1976; Craig, 1989). It is a large
(14 Kb) and compiex transposon that requires five genes, tnsA, B, C, D and E for
transposition (Flores et al., 1990). Our RAP-PCR band was homologous to the
TnsB protein. The TnsB and TnsA proteins collaborate in the formation of the
transposase involved in strand exchange (May & Craig, 1996; Sarnovsky, 1996).
The differential expression of the RAP-PCR band 7F03Zn is probably related with
the fact that under stress situations, transposons are stimulated to move to
different positions in the genome. The RAP-PCR bands 7J04Zn and 6J04Zn
showed low similarity with a hypothetical protein from Deinococcus radiodurans
(White ef al., 1999) and a probable secretion protein from Pseudomonas
aeruginosa (Stover ef al., 2000), respectively. The function of these two proteins in
stress mechanisms is unknown.

Among the 8 bands repressed by zinc sulfate, 3 (13JO6C, 16J06C and
7J0BC) presented similarity with GenBank sequences (Table 3). The RAP-PCR
band 13J06C, isolated from the control and repressed in the presence of zinc
sulfate, showed similarity with an elongation factor Tu (EF-Tu} from Pseudomonas
aeruginosa. The EF-Tu, a guanosine nucleotide binding protein, is involved in
protein synthesis {Ludwig et al., 1980). The RAP-PCR band 7J06C showed
similarity with a GTP cyclohydrolase Il from Photobacterium leignathi and 16J06C
showed low similarity with a RLX protein from Staphylococcus aureus. The relation

of these proteins with stress situations is unknown.
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RNA Slot blot and Southern blot analyses of the differentially expressed RAP-PCR
bands

The 6 RAP-PCR bands that showed similarity, even if a low one, to GenBank
sequences were further analyzed by RNA Slot blot and Southern blot. The DNA
from these bands was labeled with [-*P]dCTP and used as probes in the RNA
Slot blot and Southern blot hybridizations. The RNA Slot blots included 3 ug of
RNA isolated from A. ferrooxidans LR cells grown in the presence of 0, 100, 300
and 8600 mM zinc sulfate. The Southern blots included 5 pg of DNA isolated from:
A. ferrooxidans LR, A. ferrooxidans ATCC 232707, A. ferrooxidans FG460,
Acidithiobacillus sp. SSP, A. thicoxidans ATCC 193777, A. thiooxidans DAMS and
E. coli ATCC 259227 (Table 1). The purpose of these experiments was to observe
the expression of the RAP-PCR bands in the presence of the same zinc sulfate
concentration used in the growth and respirometric experiments and to verify their
presence in other A. ferrooxidans strains and other bacteria species.

As expected, the bands induced by 600 mM zinc sulfate showed, inthe RNA
Slot blots, a higher expression in the presence of zinc sulfate than in the control.
As shown in Fig. 3A, the expression of the RAP-PCR band 7F03Zn progressively
increased as the zinc sulfate concentration changed to higher concentrations. The
genomic DNA biot hybridization (Fig. 4A) showed that the 7F03Zn probe hybridized
with the A. ferrooxidans strains, ATCC, LR and FG460, and with Acidithiobacillus
sp. SSP, a strain whose allocation to the A. ferrooxidans genomic species has
been revised (Paulino ef al., in press). Under the stringency conditions used, no
hybridization signals were observed for the A. thiooxidans strains, ATCC and
DAMS, and for E. coli. Oppon et al. (1998) described the transposon Tn5468, a
close relative of Tn7, for A. ferrooxidans ATCC 33020. Though Oppon et al. (1998)
found, by Southerm blot hybridization, a similar or identical Tn5468 transposon in
three A. ferrooxidans strains isolated from different parts of the world, these
authors did not found the transposon in A. thiooxidans strains which is in
agreement with our data.
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The accumulation of the 7J04Zn transcripts increased in the presence of the
different concentrations of zinc sulfate in comparison to the control. The maximum
accumulation of this transcript was observed in the presence of 300 mM zinc
sulfate, followed by a small decrease in the presence of 600 mM zinc sulfate (Fig.
3B), indicating that this zinc sulfate concentration started to exert an inhibitory
effect in the expression of this gene. The 7J04Zn probe hybridized with the
genomic DNA from the A. ferrooxidans strains and E. cofi (Fig. 4B). The expression
of 6J04Zn progressively increased with the increase of the zinc sulfate
concentrations (Fig. 3C). Hybridization with the 6J04Zn probe was observed only
for genomic DNA from the A. ferrooxidans strains tested (Fig. 4C).

As expected, the RAP-PCR bands isolated from the control (expression
repressed in the presence of 600 mM zinc sulfate), 13J06C, 16J06C and 7JO6C,
showed a low transcript accumulation in the presence of 600 mM zinc sulfate (Fig.
3). The 16JO6C transcripts progressively decreased in the presence of crescent
concentrations of zinc sulfate (Fig. 5B). On contrary to the other RAP-PCR bands,
16J06C might be a very conserved gene since DNA from all the different species
tested hybridized with the 16J06C probe (Fig. 6B). The accumulation of the 7J06C
transcript progressively decreased from control to 300 mM zinc sulfate (Fig. 5C).
However, a very little transcript increase was observed in the presence of 600 mM
zinc sulfate in relation to the 300 mM concentration. The 7J06C probe hybridized
with the DNA from the 3 A ferrooxidans strains tested and with Acidithiobacillus
sp. SSP (Fig. 6C). An increase in the accumulation of the 13J06C transcripts was
observed in the presence of 100 mM zinc sulfate in comparison with the control
(Fig. 5A). Since this RAP-PCR band showed similarity with the elongation factor Tu
(EF-Tu) from Pseudomonas aeruginosa that is involved in protein synthesis
(Ludwig ef al., -1990), the transcript increase might be indicating that stress proteins
are synthesized in the presence of 100 mM zinc sulfate. However, the
accumulation of the 13J06C transcript decreased in the presence of 300 and
600 mM zinc sulfate in comparison with 100 mM, indicating that these higher zinc
sulfate concentrations are inhibiting protein synthesis. Only the DINA from the three
A. ferrooxidans strains hybridized with the 13J06C probe (Fig. 6A).
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Experimental procedures
Bacterial strain and growth conditions

The A. ferrooxidans strain used in the RAP-PCR experiments was LR. This strain
was isolated by O. Garcia Jr. from an uranium ore column leaching effluent in
Lagoa Real, State of Bahia, Brazil. Strain LR was grown, in the absence (control)
and in the presence of zinc sulfate, under constant shaking at 30°C in modified
T&K liquid medium (Tuovinen & Kelly, 1972): Kz2HPQ4.3H,0, 0.4 g/l; MgS04.7H-0,
0.4 gfl; (NH4)280,, 0.4 g/l; FeS04.7H,0, 33.4 g/l; pH 1.8. After growth, the cells
were harvested by filtration on Millipore membrane (0.45 um), frozen in liquid
nitrogen and stored at —70°C, for RNA and DNA extraction. DNA was also isolated
from the bacterial strains described in Table 1.

Respirometric and growth experiments

A. ferrooxidans LR suspensions were standardized before the respirometric
experiments by total protein determination (Bradford, 1976). The experiments, with
100, 300 and 800 mM zinc sulfate, were conducted in a Warburg respirometer in
25 ml flasks. The main compartment of each flask contained 0.3 mi of cell
suspensions and 2.2 mi of zinc sulfate solution, pH 1.8. A total of 0.5 mi of the
oxidizable substrate (120 mM Fe®*) was placed in the side arm of the Warburg
flask and 0.1 mi of 20% (wiv) KOH in a Whatman number 1 filter paper was placed
in the center well. The repirometric experiments were carried out in a water bath at
30°C and 150 strokes/min. The celis and metal solution were kept in contact for
10 min before the oxidizable substrate was added to the main compartment.
Oxygen uptake was measured in 15 min intervais for 150 min. The rate of oxygen
consumption was calculated for each experiment from the linear part of the curve.
After the respirometric experiments, cell viability was confirmed by plating.

For the growth experiments, A. ferrooxidans LR cells (0.75 x 10° cells) were
inocuiated in 50 ml of T&K medium, pH 1.8, in 250 ml Erienmeyer flasks,
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containing 0 (control), 100, 300 and 600 mM of zinc sulfate. The samples were
incubated in a rotatory shaker at 30°C, 300 rpm. Bacterial growth was monitored
every 24 h by ferrous iron titration with potassium dichromate (Garcia et al., 1995).
The respirometric and growth experiments were performed in duplicate.

RNA isolation

RNA was isolated from A. ferrooxidans LR cells grown, until complete ferrous iron
oxidation, in the absence and in the presence of 100, 300 and 600 mM of zinc
sulfate. The RNA was isolated as previously described by Winderickx & Castro
(1994), with minor modifications. The cells were washed with DEPC-treated water
and after centrifugation, they were resuspended in 1 mi of extraction buffer (EDTA
1 mM, LiCl 0.1 M, Tris-HC!1 0.1 M, pH 8.0). One ml of phenol: chloroform: isoamyl
atcohol (25:24:1, viviv) and 100 ul of SDS 10% were added and the mixture was
spun in a vortex for 2 min. The aqueous phase was separated by cenfrifugation
(8000 rpm, 3 min, 4°C) and extracted once again with phenol: chloroform: iscamyl
alcohol (25:24:1, viviv). After centrifugation, the aqueous phase was recovered and
the RNA was precipitated with 1/20 vol potassium acetate 40% and 2 vol ethanol at
-20°C. The RNA was pelleted by centrifugation, washed with 70% ethanol and
resuspended in 100 pl of DEPC-treated water. Residual DNA was removed from
the RNA preparations by treatment with RNase-free DNAse | (Amersham
Pharmacia). The RNA concentration and integrity were determined by
electrophoresis through 1% agarose-formaldehyde gel in 1 x MOPS running buffer
(Sambrook et af., 1989).

RAP-PCR

The protocols described by Welsh et al. (1992) and Wong & McClelland (1994)
were used to perform the RAP-PCR (random arbitrarily primed polymerase chain
reaction) experiments, after modifications. The arbitrary primers (Operon
Technologies Inc.) used in the RAP-PCR experiments were OP.J-04, OPJ-06 and
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OPF-03. The first strand cDNA synthesis was carried out using the ready-to-go RT-
PCR beads (Amersham Pharmacia) and 1 ug of DNA-free RNA isolated from cells
grown in the absence (control) and in the presence of 600 mM zinc sulfate. For the
second strand synthesis, 4 pl of the first strand reaction were mixed, in a 20 ul
reaction, with 1 x PCR buffer, 1.25 mM MgCl,, 2 uM of the same primer used in the
first strand cDNA synthesis, 2 uM of each deoxynucleoside triphosphate (ANTP,
Gibco BRL), 1 pCi [a-*?PIdATP (Amersham Pharmacia) and 1.5 U Tag DNA
polymerase (Amersham Pharmacia). The amplifications were carried out, in
duplicate, in a Perkin Eimer 2400 thermal cycler following the parameters: initial
denaturation at 94°C (5 min); 40 cycles at 94°C (30 sec), 40°C (2 min), 72°C
(30 sec) and final extension at 72°C (20 min). Seven pl of each PCR sample were
mixed with 5 pl of 80% formamide with 0.01% bromophenol blue and 0.01% xylene
cyanol. The samples were incubated at 80°C for 4 min and 10 ul were submitted to
electrophoresis (1320 V, 35 mA) on 5% acrylamide-50% urea-1 x Tris-borate-
EDTA gels. After electrophoresis, the gel was dried under vacuum onto 3 MM
Whatman paper and exposed to X-ray film (Hyperfilm MP, Amersham) for
visualization of the RAP fingerprintings. After exposition, the X-ray films were
aligned with the RAP-PCR gels and the differentially expressed bands were cut out
of the gels and eluted at 95°C in 200 ! of water. Four ul of the eluted DNA were
used in 40 pl amplification reactions containing 1 x PCR buffer, 1.25 mM MgCl,
1 uM of the same arbitrary primer used in the cDNA synthesis, 20 uM of each
deoxynucleoside triphosphate (Gibco BRL) and 2.5 U of Tag polimerase
(Amersham Pharmacia ). The amplification conditions were the same described

above.
Differential gene expression confirmation
The RAP-PCR bands isolated had their differential expression confirmed by DNA

Slot blot hybridization following the methods described by Mou et al. (1994) and
Xu et al. (1997), with modifications. Ten ng of the RAP-PCR bands were mixed
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with TE to obtain a final volume of 200 pl. The DNA was incubated at 95°C for
5 min and 200 ul of 20 X SSC were added. The DNA samples were transferred to
nylon membranes (Hybond-N, Amersham) using a Slot blot apparatus (Gibco
BRL). The membranes were prehybridized at 42°C overnight in a solution
containing 5 X SSC, 50% deionized formamide, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1%
sodium dodecy| sulfate (SDS), 100 ug/mi denatured salmon sperm DNA and 10 X
Denhardt's solution (Sambrook ef al. 1989). Approximately 30 ng of total cDNA
samples, synthesized from RNA isolated from cells grown in the absence and in
the presence of 600 mM zinc sulfate with the same primers used to isolated the
RAP-PCR bands, were labeled with [0-**P]JdCTP, using the Megaprime kit
(Amersham Pharmacia), and used as probes. Hybridization was carried out at
42°C, ovemight, in a hybridization buffer containing 5 X SSC, 50% deionized
formamide, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1% SDS, 5% dextran sulfate, 100 ug/ml
denatured salmon sperm DNA, 2 X Denhardt’s solution and 107-10% cpmim! of the
denatured probe. After hybridization, the membranes were washed for 5 min,
twice, at room temperature, in a solution containing 2 X SSC and 05% SDS.
These washes were followed by two 15 min washes at room temperature in a
solution containing 2 X SSC and 0.1% SDS and two 30 min washes at 60°C in 0.1
X SSC and 0.1% SDS. The membranes were exposed to X-ray films (Amersham).

The hybridization signals were quantified using the CrazyQuant v. 1.3
software (http://chroma. mbt washington.edu/hood_www/crazyquant/Applethtm) @nd data analysis
was performed as described by Gill (1999), with modifications. The experiments
were performed in duplicates and the average signal intensity of each sample was
determined. To normalize the data, the average signal intensity vaiue of each RAP-
PCR band was divided by the average of the five most repetitive intensity values of
RAP-PCR bands isolated from the same treatment the band being analyzed was
isolated and present in the same film. The data normalized to 1 was plotted in a
graphic, using the program Qrigin v. 4.1, and the induction coefficient of each band
was determined by: zinc sulfate normalized data/control normalized data. RAP-
PCR bands showing induction coefficients above (induced) or bellow (repressed) 1
were considered differential.
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RAP-PCR bands cloning and sequencing

Twenty RAP-PCR bands, 10 induced and 10 repressed by 600 mM zinc sulfate,
whose differential expression was confirmed by Slot blot hybridization were chosen
for cloning and sequencing. The bands selected were the ones that presented the
highest induction ratios. These bands were cloned into the pGEM-T easy vector
(Promega), following the specifications of the manufacturer. At least three clones of
each RAP-PCR band were sequenced, with the M13 forward and reverse primers
(Amersham Pharmacia), in an automated sequencer (AB! Prism 377XL, Perkin
Elmer). The sequences were compared to GenBank sequences using the BLAST
algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/), function BLASTX 2.1.1.

The differentially expressed RAP-PCR bands that showed homology with
GenBank sequences (6J04Zn, 7J04Zn, 7F03Zn, 7J06C, 13J06C and 16J06C)
were further analyzed in RNA Siot blot and Southern biot hybridizations. The bands
were labeled with [«-**P]dCTP using the Megaprime kit (Amersham Pharmacia)

and used as probes in the experiments.
Total RNA Slot biots

The expression of the RAP-PCR bands repressed (7J06C, 13J06C and 16J06C)
and induced (6J04Zn, 7J04Zn and 7F03Zn) by 600 mM zinc sulfate was evaluated
in the presence of 100 and 300 mM zinc sulfate. RNA was isolated, as described
above, from A. ferrooxidans LR cells grown in the presence of 0 (control), 100, 300
and 600 mM zinc sulfate. Three ng of RNA were mixed with TE, to obtain a final
volume of 12.5 ui and 37.5 ul of a solution containing 500 pl of deionized
formamide, 162 il of formaldehyde 37%, 100 ul of MOPS 10 X (Sambrook et al.,
1988). The samples were incubated at 65°C for 5 min and 50 ul of 20 X $SC were
added. They were transferred in duplicate to nylon membranes (Hybond-N,
Amersham Pharmacia) using a slot apparatus (Gibco BRL). After incubation at
80°C for 2 h, the membranes were prehybridized, for at least 2 h, and hybridized
overnight with 10"-10° cpm/ml of the denatured probe. The prehybridization,
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hybrydization and wash solutions were the same mentioned above for the DNA slot
blot hybridizations. The membranes were exposed to X-ray films and the
hybridization signals were gquantified using the CrazyQuant v. 1.3 software. The
resuits were presented as percentages. The amount of RNA in the membranes
was normalized by hybridization with the A. ferrooxidans LR rDNA 1685 gene.

Genomic DNA isolation and hybridization

Genomic DNA was isolated from the foliowing strains: A. ferrooxidans LR, A
ferrooxidans ATCC 23270', A. ferrooxidans FG460, Acidithiobacillus sp. SSP, A.
thiooxidans ATCC 193777, A. thiooxidans DAMS and E. coli ATCC 259227, The
protocol described by Goss et al. (1990) was used for DNA isolation, after
modifications. The A. ferrooxidans cells were washed with TE (10 mM Tris-HCI pH
8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) and TAS (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA pH 8.0,
150 mM NaCl). After centrifugation, the cells were resuspended in 500 ul TAS and
150 pg of proteinase K and 50 ul of SDS 10% were added. The samples were
incubated at 50°C for 1 h and after that, they were extracted with chloroform:
isoamyt alcohol (24:1, viv). Four pul of RNAse (10 mg/ml) were added and the
samples were incubated at room temperature for 2 h. The samples were extracted
once with phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1, viviv) and once with
chloroform: isoamy! alcohol (24:1, viv ). The DNA was precipitated with 1/10 vol of
NaCl & M and 2 vol of ethanol. The DNA was dissolved in TE and the
concentration was determined by comparison, in gel, with known concentrations of
A DNA (Gibco BRL).

Five ug of each genomic DNA preparation were digested either with BarmH |
or Hind lil (Gibco BRL). The resultant fragments were separated by electrophoresis
on 0.8% agarose 1 X TAE gels and transferred to nylon membranes (Hybond-N)
as recommended by the membrane manufacturer (Amersham Pharmacia). The
membranes were prehybridized at 42°C overnight as described above for the DNA
slot blot hybridizations. Approximately 50 ng of the following RAP-PCR bands:
6ZnJ04, 7ZnJ04, 7ZnF03, 7CJ06, 13CJ06 and 16CJ06 were labeled with
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[o-?PIdCTP using the Megaprime kit (Amersham Pharmacia) and used as probes
(1{3_"—1(}s cpm/mi), after denaturation, in the hybridizations. The resuits were

visualized after the membranes were exposed to X-ray films.
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Figure Legends

Fig. 1. The effect of O (control), 100, 300 and 600 mM zinc sulfate on iron oxidation
by A. ferrcoxidans strain LR. (A) growth curves and (B) oxygen consumption by
resting cells (respirometry).

Fig. 2. RAP-PCR profiles obtained with the OPJ-04 primer (Operon) and RNA from
A. ferrooxidans LR cells grown in the absence (C) and in the presence (Zn) of
600 mM zinc suifate (A). DNA Siot biot hybridizations using 10 ng of the RAP-PCR
bands and as probes, total cDNAs synthesized from RNA isolated from cells grown
in the absence (B) and in the presence (C) of 600 mM zinc sulfate. (D) Histogram
representing the intensity of the Slot blot hybridization signals. (E) Graphic analysis
of (D). (F) Induction ratios of the RAP-PCR bands tested. The white and black

arrows indicate the repressed and induced bands, respectively.

Fig. 3. Slot blot hybridizations. Three ng of RNA from cells grown in the presence
of 0 (1), 100 (2), 300 (3) and 600 (4) mM zinc sulfate were hybridized with the
RAP-PCR probes: 7F03Zn (A), 7J04Zn (B) and 6J04Zn (C), labeled with
[¢-2P]dCTP.

Fig. 4. Southern blot hybridizations. Five ug of genomic DNA from: A. ferrooxidans
LR, A. ferrooxidans ATCC 23270", A. ferrooxidans FG460, Acidithiobacillus sp.
SSP, A. thiooxidans ATCC 19377, A. thicoxidans DAMS and E. cofi ATCC 259227
were hybridized with the RAP-PCR probes: 7F03Zn (A), 7J04Zn (B} and 6J04Zn
(C), labeled with [«-2P]dCTP.

Fig. 5. Slot blot hybridizations. Three ug of RNA from cells grown in the presence
of 0 (1), 100 (2), 300 (3) and 600 (4) mM zinc sulfate were hybridized with the
RAP-PCR probes: 13J06C (A), 16J06C (B) and 7J06C (C), labeled with
[a-*PJdCTP.
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Fig. 6. Southern blot hybridizations. Five ng of genomic DNA from: A. ferrooxidans
LR, A. ferrooxidans ATCC 232707, A. ferrooxidans FG460, Acidithiobacillus sp.
SSP, A. thicoxidans ATCC 193777, A. thiooxidans DAMS and E. coli ATCC 259227
were hybridized with the RAP-PCR probes: 13J06C (A), 16J06C (B) and 7JO6C
(C), labeled with [o-*?P]dCTP.
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Table 1. Bacterial strains

Strains Description and source
A. ferrooxidans
ATCC 23270 Type strain from ATCC®, USA. Isolated from acid, bituminous effluent of coal mine
LR Acid effluent of column leaching of uranium ore from Lagoa Real, State of Bahia,
Brazil (Garcia 1891)
FG460 Acid drainage from wastes of uranium mine from Figueira, State of Parana, Brazil

(Garcia 1991)

Acidithiobacillus sp Acid drainage from coal mine wastes from Siderdpolis, State of Santa Catarina,

SSP Brazil (Garcia 1881)

A. thiooxidans

ATCC 19377' Type strain from ATCC', USA. Isolated from Kimmeridge clay, Dorset, England,
UK

DAMS Effluent of uranium mine from Pogos de Caldas, State of Minas Gerais, Brazil

E. coli

ATCC 25922 Clinic isolated from ATCC'

' American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA.
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Table 2. DNA Siot blot hybridization analysis of the RAP-PCR bands

Primer Nt;)mbg; of Number of bands confirmed Total numper of
an:gzed Control Zn 60 mM Zn 600 mM bands confirmed
OPJ-04 17 3 0 8 11
OPJ-06 37 8 0 N 14
OPF-03 14 2 0 5 .
Total 68 11 0 21 32
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Table 3. Sequence data for the cloned zinc sulfate-reponsive RAP-PCR products

RAP-PCR Primer Size {bp) Induced or Induction Similarity Similariry
product Represse Ratio ® {accession number) %
d by zinc
TE03Zn OPF-03 364 induced 14.64 gene fns B from 2%
Transponson Tn7
Escherichia coli
(P13989);
Acidithiobacilius
farcoxidans {T454935)
18J06Zn  OPJ-06 377 induced 3.66 no known similarity -
4J082Zn QPJ-06 615 induced 2.86 no known similarity -
27J06Zn  OPJ-06 221 induced 2.85 no known similarity -
7J04Zn OPJ-04 237 induced 2.81 Hypothetical protein 53%
Deinococcus
radiodurans
(D75542)
24406Zn  OPJ-08 226 induced 2.75 no known similarity -
6J04Zn OPJ-04 257 induced 2.65 Probabie secretion 55%
protein
Pseudomonas
aeruginosa
{B83127)
25406Zn  QPJ-06 226 induced 2.31 no known similarity -
19J06Zn  OPJ-08 299 induced 2.2 no known similarity -
5J062Zn QOPRJ-06 618 induced 2.16 no known simitarity -
13J06C OPJ-0B 483 repressed  0.87 Elongation Factor Tu 92%
(EF-Tu) from
Pseudomonas
aeruginosa
{AAGDTB53)
14J06C OPJ-06 472 repressed  0.74 no known similarity -
10J06C OPJ-08 532 repressed  0.59 no known similarity -
17J06C OPJ-06 212 repressed  0.59 no known similarity -
16J06C  OPJ.06 446 repressed  0.57 RLX protein 48%
Staphylococous
aureus
{P14491)
7J0BC OPJ-06 214 repressed 0.52 GTP cyclohydroiase 83%
Photobacterium
leignathi (JC1188)
1J04C OPJ-04 573 repressed  0.48 no known similarity -
12J04C OPJ-04 217 repressed  0.44 no known similarity -

{a) the induction ratio is greater than 1 to the induced and lower than 1 1o the repressed RAP-PCR products
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APENDICE

Seqiiéncias nucleotidicas dos produtos de RAP-PCR isolados em resposta a zinco em

A. ferrooxidans

As seqiiéncias nu cleotidicas dos produtos de RAP-PCR apresentados na tabela 3

estdo relacionados abaixo:

Seqiiéncias nucleotidicas obtidas na presen¢a de 600 mM de sulfato de zinco

> 7¥03Zn

1
61
121
181
241
301
361

CCTGATCACC
GTTAGCTAAT
GGATGAGGAC
ACTGAGTAGE
GCCCTTTCGT
GAAGTGATCC
GGA

> 18J06Zn

1
6l
121
181
241
301
361

TCGTTCCGCA
CATGGCGGCe
TTGTTCAGTT
TTAACCTGAT
TTTCCTGGAT
GTTTAAAATT
GCCTTGCGGA

> 4J06Zn

1

61
121
181
241
301
36l
421
4381
541
601

TCGTTCCGCA
CAGGTTGAGC
AGACTTGTAR
CAGATCGCCG
GTGAGCGCCT
GTCAGGCGETT
GGCAGAAANC
TACTTGT'TTG
GCACATACAC
GACGTTGTAT
ATTCTGC GG

> 27306Zn

1
61
121
181

TCGTTCCGCa
TGGGCTT GGG
GCCTGGAT AG
CCATGGTT GG

GGACTGTATG
GCGGCAAGCG
TGGCCGTGCA
CACGCCGATG
GCCGACTGGA
ATTGGGTACC

ATCGACTCCT
GCGGGAATTC
TGCTTTTATT
GATTTATCAA
GTTATTCAAA
GGCAATTCTT
ACGAA

TCCAGTACCG
GAGGTAAGGC
TTCAGGGCAG
CCATGAGTGT
GATCCAGAGC
GCCCAATCGC
CTCGCGATGA
GGGGAGAGAT
GTTGTGAAAA
CCGTAAGATT
ACCAA

GTATAGAGTG
TTTGGTGAGG
TCTTTGTCTIT
CTCCGGCTGG

TGGGGCTTGA
ATAAARAAGGC
AGAATCTTCC
AATTGACAGA
AGGGTATAGT
TGGGGCCGTG

ATAGGGCGAA
GATTCATACT
GAGTTTTTCG
GGTTTAGGAG
TTTTTGGTTT
TTGATTCAAG

CACCGCCGGT
CAGCGCGCAA,
GCTGAGTAAT
ACCCCACGAA
AGAAAAAATA
CATGCTCAAC
GCGGCTTGCG
ACAAGAGGCC
GATTGTGGCC
TCGGTCAAGC

GAGGGGCGTT
TGTTGGITTG
GTIGTCTCTTG
GGTTAGTTAT

AGGACCGAGC
GTTTTGCAGC
TATGGAGATC
TTCGTTAAAC
GGAGCAGCAA
CCGGCGTGTC

TTGGGCCCGA
GTAATGTTAG
GTATTTCTCG
TTAGAAATCG
TTCTTTCAGG
GTGTTATGTT

CACCCCAACG
AGTATGTATG
GACGAAGCGT
ATGGTATAGG
GCCGTCAATC
AGGCTGCTGA
CATCGGTTAT
GTTACGCTTG
GGGGCGCGCA
GCCTGGAAGA.

GTAGGGGGTT
TGTTGGTCTT
ATGGAGTGGT
GCGGAACGAA

TGGTTAGGTG
AAATATGGAA
CTTGCGGATC
ATTACGGTGG
GTTCCGAATT
GCAAGAGAAC

CGTCGCATGC
TTAGCTAAGC
TGTTCCTTTT
ATTTGTTTCC
GTTAATCGTG
TTGCTTTTGT

TCCACCCCGT
GCCGCAGCAG
TGCGACGGCC
ATTTGCCCTG
CGGGCAGTTG
GGCCCGTTCA
GCCGGTTGGG
GAAAAAAGGC
GCCAATTCTT
ACCACCACAA

TGAATCGTTC
TTGGTTTTTT
TTAATTGATG

CGATGATGGC
TCTCCATATC
GCGGCGAATT
CGAATGCGCC
GCCAATGAAC
GTGGIGATCA

TCCCGGCCGC
CTTATGACTT
TTTTCCCTCT
CAGCGATTGT
TTCCTTCTTT
TTGCTGTATT

GGGCAGCATT
CAGGCTCCAG
CCATTCGGGC
CATCTGCGCC
CACACCATTG
GGCTCGGTTC
CAAMATCCTG
CCGCCGCCCG
GAGGCGATCC
TCGTCTTTTT

TTTGTGTCGT
GTTAARATTGG
AGATAGTTGT



> T7J04Zn

1 CCGRACACGG GACACATCGA ACAGCGCAGC CCGCAGAAAA GGTGAGAAGC
€1 CGTGETGTTC TGGCTTTAAC CATATAAMAT ATAGATGGAG CGCTATTITG
121 CCTTATATGG TCACATACTC CTCAGAACTC TATTGACCGA TCCATATTTT

181
> 24J06%2Zn

1 TCGETTCCGCA
61 AAAAGCGAAG
121 CCAARAAGACC
181 TTCARACCCC

> 6J04Zn

1 CCGAACACGGE
61 ATCGGCETGE
121 CACGGCGGGT
181 CGTCCTCCTC
241 TATTTCCGTG

>25J3062n

1 TCGTTCCGCA
61 GCACCTCCCG
121 GGCTSTTAGG
181 TTTGCCCGAC

> 18J06Zn

1 TCGTTCCGCA

61 TTGTATTACC
121 TTTITTATTTTY
181 TTTGAGTTTT
241 AGTTTTATCG

>5J062n

1 TCGTTCCGCA

€1 CAGGTTGAGC
121 AGACTTGTAA
181 CAGATCGCCG
241 CGTGAGCGCC
301 GGTCAGGCGT
361 GGCAGAGAGC
421 TTGTTTGGGGE
481 ATACCACCET
%41 CGGGCTTGTA
601 TTTATCCTGC

CACTAGACTA
CAGTCACATA
AACACAARCC
CTACAACGCC

GTGGCTTTICG
TTECCGAGTC
TTCAGTATTC
GATTTTGGAC
TTCGGA

TCCTTCTTIT
GCGCTGGALCC
CTTAGCTCGE
CTGECTCCCCT

TTTTATGTGT
TTATETCTGT
TTGAGATCGEC
TTTGTTGGAT
TATTTGCGAG

TCCAGTACCE
GAGGTAAGGC
TTCAGGGCAG
CCCATGAGTG
TGATCCAGAG
TGECCCAATCG
CTCGCGATGA
GAGARGATACA
TTTGAARAGA
TCCGTAAGRAA
GGGAACGA

ARGARTACTA
CARATTACGA
BACACCTCAC
CCTCCACTCT

AGAATCTGCA
TTTCCCTCAC
CGATCCTCAA
TGCGTAGCGC

TGCTTTTCAA
TTGCTTTTCT
CTGGGGATTC
ATGCTGCGGA

TGEGTAGGETT
GTGCGTGCTT
GCGGTTGTAT
ATTGAGATTT
TCGETTITTTG

CACCGCCGGT
CAGCGCGCAA
GCTGAATAAT
TACCCCACGA
CAGARARARAT
CCATGCTCAA
GCGGLCTECGET
AGAGGCCGNT
TTETGEGECCGE
TTCCGGTCAG

TGTCGGCACA AACACTAAGA CCAACATCAG AARGCTAGATT TTTGGCCGTG

ARRATCAACC
CCACGACCAC
CAAACCCAAC
ATACTGCGGA

GGCGTCCGCA
CGACAATGCG
CAGTAATTCG
CCAGCGCGAC

CCTCTTTCCT
GGCTCGAGTT
TTATTTCAAT
ACGAA

TTGATTTGTT
AGATTTTGGE
TTTAGTGTCA
GTTTGTTATA
TGCATATCTG

CACCCCAACG
AGTATGTATG
GACGAAGCGT
PATGGETATAG
AGCCGTCAAT
CAGGCTGCTG
ATCGGTTATG
ACGCTGGAMA
GCGCGCAGCC
CGCCCTGGGEA

ACAGCACATA
TACTRACCAA
CCCAACGACA
ACGAA

GIGGGGCTGEE
GCCCGCTCGC
GATACACTGA
GCGGCACTCG

AGTGTGCTAT
TTGCATCTCT
GTCGACGGCG

CTTTCTTTAT
TAATTGATTG
ATTGTTGCTT
AGATTATTGA
CEGAACGAA

TCCACCCCGT
GCCGCAGCAG
TGCGACGGCC
GATTTGCCCT
CCGGGCAGTT
AGGCCGTTCA
CGGTTGGCAA
AMAGGCCCGC
CAAGTACT'GG
GGACCCACCA

CACAGRAAGT
CCACCRARAT
CTTCTGAGGT

TTCGGA

AGAATCARAN
ADDBCAAADMRA
CAAMGRACGA

GGGTCGCEGEA
ARAGTAACAC
GTTTAAGTTA
CACAGATTTA

TGTTCTCTGG
CGTACTTTAG
ARATGGECGCG

GGGTGCTTIG
TCTTGTATCG
TATTAGTTAT
TACATGGGTC

GGGCAGCATT
CAGGCTCCAG
CCATTCGGGC
GCATCTGLCGC
GCACACCATT
GGTTCGGETTC
AATCCTGTAC
CCGCLGEGCAC
AGGCGATCGA
CAATCGIGTT
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Seqiiéncias nucleotidicas obtidas na auséncia de 600 mM de sulfato de zinco

>13J06C

1
61
121
g1
241
301
361
421
481

TCGTICCGCA
GGCACGAAGA
CCGCATACGC
ACGCCETTTT
GCGGTGEAGT
GTCGCETTGA
GGCCATACCG
ATTCGCATCC
GA

>14J06C

i
€1
1z1
i81
241
301
361
421

TCEITCCGCR
ATTTAGCGGT
AATATGCGECT
AATARACATE
GTTATTGGCT
TTGAAGACGC
GACTGTCAAG
BATTCAATGG

> 10J06C

1
61
121
1831
241
301
361
421
481

TCGITCCGCA
GTGAAGACCT
TTCAGGCCCA
GCCAATGCGC
ATCTGGTTTA
CTCAGCAGGG
TACCGCATCA
TCGGEATACTT
GCCEGAGGGT

> 17J06C

i
51
121
181

TCGITCCGCA
TTTGGTGAGG
TCTTTGTC DT
CTCCGGCT GG

> 16J086C

6l
121
181
241
301
361
421

TCETTCCGCA
CAATCCATCA
GAACGCACTG
TCCGCACCGC
GAAATCCCCA
GRAGTGTCCG
GRAGRACCCG
CGACATTGCC

AGATTCTGGA
ARGATGATGET
GTTTTGAAGC
TCAATGGTTA
TGCCGGARGG
TTGCGCCGAT
TTGECECCGE
GTCTTAAATC

CGGCAGAATA
TTACCAGGCA
ATTTAATTAT
AGCTCCAAGT
TTTATGGCTT
AAARBATGAT
TGTATGCATA
CCGATAATAT

CAGGTACGTT
TCCGGAGTGG
ATTTCATACC
CTTTGTATAG
AGCAATTGAA
ACGTCACGCT
CCAACTTTGT
ATGGGGACAA
CATGGATTCA

GAGGGGCGETT
TCTTGGTTTG
GTGTICTCTTG
GGTTAGTTAT

AGGATGGEAAG
TTAATGACAT
CARAAGCTGGC
ATGCTCATTT
TGAATTTGGC
ACTTGGGTAT
CTAACTGGAT
AAGGTTGCGS

TCAGGGGCAG
GGAGCGTGEGET
GGARMGTATAT
CCGCCCGLAG
TGTGGAGATG
TGCGATIGGAG
CGETCGTCTCC
ATATGATTAT

TCAGCAGGGT
ACCAATAALL
ATATAATTTG
ACCTCCAATT
TGATAGCAAA
ARATAMLTAG
ACCATGCTTG
CTCTCTCCTA

CARTGCGCCE
CACCTTCAGC
GGTTACCCCG
CCAACAGACT
AGTGCAAGGC
GCACGARATG
ACCAGGAAGC
GCTGTATTIC
TCAGCAATAC

GTAGGGGGETT
TGTTGGTCTT
ATGGAGTGET
GCGGAACGAA

ATTGGCGCTT
GACGCCAGASG
CGATCGTGAA
TATGTTGAGA
TGCCGTTGAT
CACCAGAGGC
ACATTCGATC
AACGA

GCCGGAGACA
CAGGTACTGG
GTGTTGTCGA
TTTTACTTTC
GTGATGCCGG
GAAGGTCTGEC
ARAGGTGGETCG
CGCATGCTCG

GTTTAGCARD
ACCAATTTTG
AGTTAGCACA
TACTCTCCTT
AAAATGCETC
TGGAATARTT
AGAAAGACAG
TCGCTAAATA

TCCCAGTCTC
CTTGGCGEGCT
ATACAGGGCA
AGCGGETTEIT
TACATGCTGET
GCCTGGTATC
AGCGTAAATT
GACTGGCGCC
ACCACACCTT

TGAATCGTTC
TTGETTTTTT
TTAATTGATG

TCTGGCATTG
ARACAABATG
TTGATTAGTC
AGCTATAAGC
CTGCGGATGT
ARAGAGCAAAA
AGTAAAGCAG

ACGTCGGGGT
CCAAGCCGGEG
AAGAGGAAGG
GTACCACTGA
GCGACAATAT
GTTTCGCGEET
ARTAATGGAC
ATATTTCCCG

ATCCACCTGET
CAATGGTTTG
TAGGCTAGGG
TTAAGTAGCG
ACATATAATA
GTATATTTTT
AARTAATATA
TGCGGAACGA.

TCGCCTATTT
ATGTCGACAG
TCACCACCCA
ACGCATCACT
ACTCCAAGCT
GCCATGGCCA
CCGAGTATTA
TGCCTATGAA
ATGCGGAACG

TTTGTGTCET
GTTAAATTGG
AGATAGTTGT

TGACATTTGG
CAGTITTCCG
TEETTGTGCA
ATGACCAAGA
TGCAGGATGET
ARPAGAGAAT
CTTCATGRAN

ACTGCTGECGEC
CAGCATCAAG
GGGETCGACAC
CGTGACGGET
ATTCTTCARG
GCECGAAGGEC
DAGITCCARG
CTTGCGGAAC

ARTTCTGGAR,
CGEICTETGC
AGCAAACAGC
CGGCATTCCA
AGTGICATTA
AARTACCTAG
ARLTGGCAATA
B

TGGCAAGGCE
TTCGCGCGAG
GGGCCTGAAC
GCCTGAGTCC
GAACCTCCGC
CCGGETGCAT
CAACCCGAGC
CCTCGTGAAG
A

TGGCEETTGGE
GCCTGGATAG
CCATGETTGG

ARCAGAAGCG
TAAGATCGCA
TCGETGATGAA
GACGGECCAT
GGCCGGGAAT
CGCAGACGET
CGCTTCCTGC



>17306C

1
61
121
181

TCGTTCCGCA
TTTTTGATCT
CGTCGTCCAT
AMACGAATCCG

>1J04cC

i
€l
121
igl
241
301
361
421
481
541

CCGAACALCGGE
ATTAGAAATA
APAABARNGE
GGATGTATAA
AAGAAAGTAR
GAAGATAAGA
AGGCTGGETAR
GTTGATAATT
TTTATTARGG
AGTATCTGGT

> 12J04C

1
61
121
181

CCGAACACGG
GCCCTGAACG
CTAGGGGGGA
GGTATAGCTC

TATCCAATAG
TAGTCCTTTT
CAGAATCACC
GTGGETCTAGS

CAATCCCAGA
ATAGATTGCT
GAGAGARACG
AGAGAAAAGG
TTGGACTAGT
ARAANTTCTG
AARGTATACC
ACATTTAAGA
AGATAGTCCT
GCTTATTTTA

ARGACCGAGE
AGGTCCTGTT
TAGAGGGTAT
AARTGCTAAA

CACCCTCTTA
TTGTTCTITG
ATCCGACCGE
TACTGCGGAA

ARTTGAMRCH
AAACTCATGT
GTTGCTTGAG
CAAADATARD
GAGAGAACAC
TGCAAGAGAA
TARAAANGAG
AGGTAAGTAD
TACCCGTAAG
CCGAGTTCCG

CTGCTGGARA
AGAAGCAGGT
ACTCAGACCA
CATGGCCGTG

TTCCGATGTT
ATGTTTATTC
CAGCGATGTC
CGA

AGANGGAGGA
TGCCATACTA
CAATGGTCTG
GGATATTTTA
CTGCACGATA
AGAGGATACA
GTATTAATGT
GTGGAGTAGT
TTAAACGTGT
GA

ABRGCAATTCA
TAATAGATARA
GTTATATTAA
TTCGGA

TACCTCTCTT
ACCTTCGTTT
GGCGATGATC

CCTCAGCTCG
ATTTAGAGGG
GAGAAAGTAA
ACTTGGAATA
AGAGAAGTTT
GTTAAAANMDAT
TCTAAGATAG
TACAADAGAT
ATAGGAGTAA

GTGTACAACA
TAAGTGCAAG
GCACAGGGTA

CTTTTTICTTC
TCACGCCCCT
TCCTCTGCGEG

AGGTAGCAGT
CAGAAAAGGET
GGGTAGCGEGG
GTTRAGATCC
TGGGECTGTA
AGGTAGTAAN
ARTCACTTTT
GGAGAGRATG
GCCGTATTAA

TAATCTAGAT
TARTATAGCG
CTTAATTTAA

61
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Expressao diferencial de genes na presenca de
cadmio em A. ferrooxidans

Capitulo I1
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1. INTRODUCAQO

Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria Gram-negativa, ndo patogénica que
obtém a energia necessaria para o seu crescimento pela oxidagdo de substratos
inorginicos. Esta bactéria tem despertado interesse por ser o principal microrganismo
responsavel pela biolixiviagio de metais. 4. ferrooxidans € resistente a altas
concentragdes de metais como aluminio, zinco, cobalto, manganés, cobre, cromo e urdnio
(Boerley, 1978; Lundgren & Silver, 1980; Hutchins ef al, 1986). Esta caracteristica
peculiar tem estimulado varios estudos genéticos envolvendo este microrganismo. As
bases genéticas da resisténcia a metais em A. ferrooxidans ainda sio pouco conhecidas,
com exce¢do da resisténcia ao mercurio, cujos genes envolvidos foram clonados e
seqienciados por Shiratori ef af, (1989) e arsénio cujos genes foram clonados e
seqlienciados por Butcher et al., (2000).

A contaminagdo do meio ambiente por metais, em particular por metais pesados
(densidade > 5 g./cm3), e seu efeito toxico em uma grande variedade de organismos vem
sendo relatado (Trevors ef al, 1986; Silver, 1996). Varios microrganismos tém se
adaptado a presenga constante de metais no meio ambiente desenvolvendo assim,
mecanismos de resisténcia (Bruins et al., 2000).

Alguns metais como cobalto, cobre, niquel sdo utilizados pelos microrganismos
como micronutrientes servindo também como estabilizadores de moléculas através de
interagdes eletrostaticas, como componentes de varias enzimas e como reguladores da
pressdo osmotica (Bruins ef al., 2000). Contudo, a maioria dos metais nao sio essenciais.
Estes metais sfo potencialmente toxicos interagindo com os componentes celulares
através de ligagGes iOnicas e covalentes (Bruins ef gl., 2000). Quando presentes em aitas
concentra¢des, tanto os metais essenciais quanto os ndo essenciais, podem causar danos
na membrana celular, alterar a especificidade das enzimas, causar alteragGes nas fungdes
celulares e causar lesdes na estrutura do DNA (Bruins ef al., 2000).

O cadmio por exemplo, € um metal n3o essencial que em altas concentragdes
torna-se extremamente toxico para diversos organismos. Na biosfera ele € encontrado na

concentragdo aproximada de 0,01 a 1,8 ppm (Bruins ef al., 2000). Este metal pode entrar
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no meio ambiente através da refinacio do zinco, combustio do carvio, fertilizantes,
pesticidas ¢ outros (Trevors ef al., 1986; Nies, 1992).

Neste capitulo, sio apresentados os resultados da identificagdo e caracterizacio de
genes expressos diferencialmente na presenga de cadmio em 4. ferrooxidans. Os cinco
£enes que apresentaram os maiores coeficientes de similaridade, com seqiiéncias
presentes €m bancos de dados, foram selecionados para anilise da expressio em
diferentes concentragdes de cadmio através de Slof blor de RNA. A presenga ou auséncia
destes genes em outras espécies de bactérias foi verificado através de expenmentos de

Southern blor.
2. MATERIAIS e METODOS
2.1. Linhagens de bactérias

A linhagem de 4. ferrooxidans utilizada nos experimentos de RAP-PCR e Slot
blot de RNA foi a LR. Esta linhagem foi isolada pelo Dr. 0. Garcia Jr, UNESP —
Araraquara, de efluente acido de coluna de lixiviagio de minério de wuranio em Lagoa
Real, Bahia. Esta linhagem foi selecionada por apresentar resisténcia elevada a altas
concentragbes de metal (Novo et al., 2000).

Nos experimentos de Southern blot, para investigagdo da presenca ou auséncia de
algumas bandas de RAP-PCR em outras linhagens e espécies de bactérias, foram
utilizadas: A. ferrooxidans ATCC 232707, FGA460; Acidithiobacillus sp. SSP, A.
thivoxidans ATCC 19377" ¢ DAMS; E. coli ATCC 259227, As linhagens bacterianas
utilizadas neste trabalho, bem como sua procedéncia, estdo apresentadas na Tabela 1 do

Capitulo L.
2.2. Crescimento das linhagens
O meio de cultura utilizado para o crescimento das linhagens de A. ferrooxidans

foi o T&K liquido (Tuovinen & Kelly, 1972), com pequenas modificacies. A

composi¢do € © modo de preparo deste meio sio descritos a seguir:
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Solugdo A1 KoHPOs..ooovi 1,0g
MgSO04. TH2O ..o 1,0g
(NH)2SO4...oooii 1,0g
agua destilada............. q.s.p. 1000 ml

O pH foi ajustado para 1,8 com acido sulfurico concentrado e a solugdo foi

autoclavada a 120°C por 20 min.

Solugio B:  FeS04.7H0................... 167 g
agua destilada........... q.s.p. 500 mi

O pH foi ajustado para 1,8 com 4cido sulfirico concentrado e a solugio foi
esterelizada por filtragdo em membrana (Millipore - 0,45 um).

Apobs o resfriamento da soluglio A, o meio foi preparado através da mistura das
solugdes A e B na proporgdo de 4.1 (A e B, respectivamente).

O meio utilizado para o crescimento das linhagens de 4. thicoxidans foi o meio
liquido T&K descrito acima, sendo que a solugdo B de sulfato ferroso foi substituida por
enxofre (1g/100 ml de meio), o qual foi esterilizado separadamente a 110°C por
20-30 min. O meio de cultura utilizado para E. coli foi 0 LB (Sambrook ef al., 1989).

2.3. Crescimento na presenca de metal e obtenciio de massa celular

Para os experimentos de RAP-PCR e Slof blot de DNA, a linhagem LR foi
inoculada (5 a 10 % v/v) em meio T&K contendo 60 mM de sulfato de cadmio. A
bactéria foi inoculada também em meio sem metal (controle). Para os experimentos de
Slot blot de RNA a linhagem foi inoculada em meio contendo 0, 10, 30 ¢ 60 mM de
sulfato de cadmio. Para o isolamento de DNA as diferentes linhagens de bactéria foram
inoculadas em meio sem metal. As linhagens de 4. ferrooxidans e A. thiooxidans foram
inoculadas em 600 ml de meio e incubadas a 30°C, 300 rpm. Apés o crescimento, as
culturas foram filtradas em papel de filtro comum e as células foram coletadas através de

fitragdo em membrana Millipore (0,45 pm). As células foram lavadas e armazenadas a
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-70°C. A linhagem de E. coli foi inoculada em 2 ml de meio LB e incubada 2 37°C,

300 rpm, durante a noite. As células foram coletadas por centrifugacio.
2.4. RAP-PCR

Os experimentos de RAP-PCR foram realizados segundo metodologia descrita
por Welsh et af, (1992) ¢ Wong & McClelland (1994), com modificaces. A
metodologia utilizada no isolamento de RNA foi a descrita por Winderickx & Castro
(1994), com modificaces. Estas metodologias estdo descritas em detalhes nos Materiais
e Métodos do Capitulo I. Uma representagio esquematica, da estratégia utilizada na

identificacdo de genes expressos diferencialmente na presenca de cadmio ¢ mostrada na

Figura 1.
2.3. Confirmaciio da expressio diferencial através de Slof blor de DNA

A confirmagio da expressdo diferencial das bandas isoladas através de RAP-
PCR foi realizada através de Slot blot de DNA. Os experimentos de S7ot blot de DNA
foram realizados segundo metodologia descrita por Mou ef al,, (1994) e Xu et al,
(1997), com modificagdes. Para isto, 10 ng de DNA das bandas de RAP-PCR foram
diluidas separadamente em TE (volume final 200 ul) e desnaturado a 95°C por 10 min.
A seguir, as amostras foram misturas com 200 pl de SSC 20 x e transferidas para
membranas de nylon (Hybond-N, Amersham) da maneira descrita nos Materiais e
Métodos do Capitulo I. As membranas foram hibridizadas com aproximadamente 30 ng
de cDNA total sintetizado a partir de RNA isolado de células crescidas na auséncia e na
presenga de 60 mM de sulfato de cadmio. As condigdes de hibridizagio e lavagem das
membranas estdio descritas no Capitulo 1. Os experimentos foram realizados em
duplicata. Os sinais de hibridizagdo obtidos para cada banda foram quantificados atraveés
da utilizagio do programa CrazyQuant v. 1,3 e a andlise dos dados foi realizada segundo
Gill et al. (1999), com modificacdes, como descrito no Capitulo L.
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Fig. 1. Representacio esquematica da estratégia utilizada para a identificacdo das bandas
diferenciais 1soladas na presenca de metal.
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2.6. Clonagem e seqiienciamento das bandas diferenciais

Dentre todas as bandas cuja expressdo diferencial foi confirmada pelo método de
Slor blot, foram selecionadas para clonagem, seqiienciamento e analises posteriores
aquelas que apresentaram os 10 maiores (bandas induzidas pelo metal) e os 10 menores
(bandas reprimidas pelo metal) coeficientes de inducdio (CI). As amostras foram
amplificadas e clonadas no vetor pGEM-T FEasy (Promega), seguindo-se as
especificagdes do fabricante. Os clones foram seqiienciados em um seqienciador
automatico ABI Prism 377 (Perkin Elmer). As seqiiéncias obtidas foram comparadas com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados utilizando-se o algoritmo BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/), fungio BLASTX 2.1.1.

2.7. Slot blot de RNA

Algumas bandas de RAP-PCR, cuja seqiiéncia apresentou homologia com
seqii€ncias disponiveis em bancos de dados, foram selecionadas para anilise da
expressdo na presenca de outras concentragdes de sulfato de cadmio: 0, 10, 30 e 60 mM.
Os experimentos de Slot blot de RNA foram realizados segundo metodologia descrita
por Fleming er al, (1998), com modificagdes. Assim sendo, 3 ug de RNA isolado de
células da linhagem LR crescidas na presenca de 0, 10, 30 ¢ 60 mM de sulfato de
cadmio foram transferidos para membranas de nylon (Hybond-N, Amersham) e
hidridizados com sondas radioativas obtidas a partir das bandas de RAP-PCR:
17F03Cd, 17J04Cd, 5J06Cd e 20J04Cd (induzidas por cadmio) e 1J0SC (reprimida por
cadmio), seguindo-se os mesmos procedimentos descritos para zinco no Capitulo 1. As
membranas foram expostas a filmes de raio-X para visualizagio dos resultados. A
intensidade dos sinais obtidos foram quantificados com o programa CrazyQuantv. 1,3 €
os resultados foram apresentados em porcentagens. A quantidade de RNA nas
membranas foi normalizada através de hibridizagdo com o gene de rDNA 165 de 4.

Sferrooxidans LR
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2.8. Analise das bandas de RAP-PCR através de Southern blot

Cinco pug de DNA gendmico isolado como descrito por Goss et al., (1990) com
modificagdes e digerido com BamH 1 ¢ Hind 11, foram transferidos para membranas de
nylon (Hybond-N, Amersham) ¢ hidridizados com as bandas de RAP-PCR: 17F03Cd,
17J04Cd, 5J06Cd e 20J04Cd (induzidas por cadmio) e 1JO5SC (reprimida por cadmio),
marcadas com radioatividade. Nestes experimentos foram analisadas as linhagens
apresentadas na Tabela 1 do Capitulo I. As membranas foram expostas a filmes de raio-X

para a visualizacio dos resultados.
3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1. Isolamento através de RAP-PCR de genes expressos diferencialmente na

presenca de 60 mM de sulfato de cadmio

A. ferrooxidans é uma bactéria altamente resistente a elevadas concentragbes de
metais (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins et al., 1986). Contudo, até o momento o(s)
gene(s) ¢ o(s) mecanismo(s) envolvido(s) na resisténcia a metal s80 pouco conhecidos.

Os métodos de fingerprinting de RNA, como RAP-PCR e display diferencial de
mRNA, vem sendo muito utilizados no isolamento de genes expressos diferencialmente
em diversos organismos (Wong & Mcclelland, 1994; Gong ef al., 1996; Thies ef al.,
1998; Shepard & Gilmore, 1999). A utilizagio de Sloz blot ou Dot blot na confirmagdo da
expressdo diferencial de genes também vem sendo amplamente utilizado (Chuang e? al,
1993; Mou et al., 1994; Gill et al., 1999).

Para a realizagio dos experimentos de RAP-PCR, células de 4. ferrooxidans 1L.R
foram crescidas na ausénecia ¢ na presenga de 60 mM de sulfato de cadmio. Foi
observado, que o periodo de crescimento da linhagem em meio sem metal e na presenca
de 60 mM de sulfato de cadmio aumentou, de 48 h para 96 h, indicando que este metal
provocava um estresse sobre as células.

O RNA obtido das células crescidas na presenca e auséncia de 60 mM de sulfato
de cadmio, foi utilizado nos experimentos de RAP-PCR. Para a sintese de ¢cDNA foi
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utilizado o kit ready-t0-go RT-PCR beads (Amersham pharmacia). Foram utilizados nos
eXperimentos 6 primers arbitrarios (Tabela 1) que resultaram no isolamento de um total
de 107 bandas diferenciais, sendo 22 bandas isoladas na auséncia e 85 na presenca de
60 mM de sulfato de cadmio. Experimentos de display diferencial de mRINA e RAP-PCR
realizados por outros integrantes do laboratério, sem a utilizagio das beads, resultaram
no isolamento de um niimero muito menor de bandas diferenciais. Assim sendo, optamos
pela utilizagio do kit em nossos experimentos.

Um exemplo dos fingerprintings de RNA, obtidos com o primer OPJO6 &
apresentado na Figura 2A. Algumas das bandas diferenciais observadas estio indicadas
na Figura 2A por setas.

Dos 6 primers utilizados nos experimentos de RAP-PCR, os que resultaram no
isolamento de um maior nimero de bandas foram: OPJ06 (34 bandas diferenciais),
OPFO3 (23 bandas) e OPJO4 (22 bandas). Foram isoladas 12 bandas diferenciais com
cada um dos primers OPJO5 ¢ OPJO8. Com o primer OPJO1 foram isoladas 4 bandas
diferenciais (Tabela 1). A expressio diferencial destas bandas foi confirmada através de

Slot blot de DNA_
3.2. Confirmacgio e analise da expressio diferencial das bandas de RAP-PCR

A expressdo diferencial, das bandas isoladas nos experimentos de RAP-PCR, foi
confirmada através de Slot blot de DNA. Para isto, 10 ng de DNA das bandas diferenciais
foram transferidos para membranas de nylon com o auxilic de um Slot blor. As
membranas foram hibridizadas com sondas de cDNAs obtidos a partir de RINA de células
crescidas na auséncia e na presenga de 60 mM de sulfato de cadmio. Os sinais de
hibridizac8o obtidos foram quantificados, como descrito em Materiais e Mstodos, do
Capitulo 1. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Inicialmente, foi proposto o método de Northern blot para a confirmagio da
expressdo diferencial. Entretanto, devido ao grande nimero de bandas diferenciais
isoladas (107), nos experimentos de RAP-PCR, optamos pela utilizagio de Slot blor de
DNA, pois este método permite a confirmagio da expressio diferencial de um grande

nimero de bandas de uma s6 vez (Xu et al., 1997).
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A Figura 2 {B a F) mostra um exemplo dos resultados das hibridizagdes das
membranas de Slof bloi e as analises realizadas para a confirmacio ou ndo da expressdo
diferencial das bandas de RAP-PCR. As Figuras 2B e 2C mostram as bandas diferenciais
isoladas na auséncia (1, 6, 7, 8, 9 e 11) e na presenca de 60 mM de sulfato de cadmio (2,
3,4, 5,10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,30, 31 e
32). Estas bandas, obtidas com o primer OPJ-06, foram hibridizadas com ¢DNAs
sintetizados a partir de RNA de células crescidas na auséncia (Figura 2B) e na presenga
de 60 mM de sulfato de cadmio (Figura 2C). As médias, entre as repetigdes dos sinais de
hibridiza¢do de cada banda, sdo mostradas na Figura 2D. Os dados mostrados na Figura
2D foram normalizados e comparados para a realizacio da analise de disperséo (Figura
2E). Como mostra a Figura 2E, a maioria das bandas obtidas com o primer OPJ-06, ficou
acima da reta normal e foram consideradas diferenciais na presenga de cadmio. Estas
bandas representam genes induzidos pelo metal. Algumas dessas bandas estdo indicadas
na Figura 2E (2, 3, 4, 5 e 20). Por outro lado, as bandas 1, 6, 7, 8 e 11, isoladas na
auséncia de metal, ficaram posicionadas abaixo da reta normal confirmando a sua
expressio diferencial. Essas bandas representam genes reprimidos na presenga de
cadmio. As bandas que ficaram proximas ou na reta normal sdo aquelas cuja expressao
diferencial nio foi confirmada. Algumas dessas bandas (9, 10, 12 e 26) estdo indicadas
no grafico da Figura 2E. Duas bandas isoladas de cadmio (27 ¢ 28) ficaram situadas
abaixo da reta normal (Figura 2E). Essas bandas foram descartadas por apresentarem um
comportamento andmalo. Se a expressio diferencial dessas bandas fosse confirmada ou
nfo, esperaria-se que elas ficassem acima ou sobre a reta normal, respectivamente.

Os dados mostrados na Figura 2E foram utilizados no calculo dos coeficientes de
indugdio (Figura 2F). As bandas que apresentaram os maiores coeficientes de induc#o
foram a 2 ¢ 3. O coeficiente de indugio dessas bandas foi acima de 2 (254 e 2,28,
respectivamente). Dentre as bandas reprimidas pelo metal, expressdo mais acentuada no
controle, a que apresentou menor coeficiente de induggo (0,34) foi a 6.

A Tabela 1 apresenta um resumo do numero de bandas de RAP-PCR que tiveram
a expressdo diferencial confirmada por Slot blot de DNA. Como pode ser observado nesta
tabela, um grande mimero de bandas de RAP-PCR tiveram a expressio diferencial

confirmada nos experimentos de Slot blor de DNA. De um total de 107 bandas
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diferenciais analisadas, 62 (58%) foram confirmadas como sendo diferencialmente
expressas. Das 62 bandas cuja expressio diferencial foi confirmada, 16 foram isoladas na
auséncia de metal e 46 na presenca (Tabela 1).

As bandas cuja expressio diferencial ndo foi confirmada sio falsos positivos. A
ocorréncia desse tipo de banda em experimentos de RAP-PCR e display diferencial de
mRNA € amplamente documentado na literatura (Liang ef al, 1993, 19935; Callard et al.,
1994; Liang & Pardee, 1995; Zhao et al., 1996, Fleming ef al., 1998).

E a primeira vez que uma grande quantidade de cDNAs, expressos

diferencialmente na presenca de cadmio, sio isolados em A. Sferrooxidans.
3.3. Clonagem e seqiienciamento das bandas isoladas por RAP-PCR

Em virtude do grande nimero de bandas com expressio diferencial confirmada
pelo método de Slor-biot com os diferentes primers utilizados nos experimentos de RAP-
PCR (Tabela 1), foram selecionadas, para clonagem e seqiienciamento, as 10 bandas que
apresentaram os maiores (genes induzidos por metal) e as 10 bandas que apresentaram os
menores coeficientes de indugio (CI) (genes reprimidos). Foram selecionadas apenas as
bandas que apresentaram um coeficiente de induciio acima de 2,0 no caso das bandas
induzidas por metal e um nimero abaixo de 1,0 para as bandas reprirmidas por metal.
Estas bandas foram clonadas no vetor pGEM-T easy (Promega). Foram seqienciados
pelo menos 3 clones de cada banda, para confirmagio das sequéncias obtidas. As
sequiéncias foram comparadas com as disponiveis em bancos de dados com o auxilio do
algoritmo BLAST, funcio BLASTX. As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados das
analises das sequiéncias das bandas de RAP-PCR induzidas e reprimidas por cadmio,
respectivamente. Trés bandas reprimidas por cadmio apresentaram seqiiéncias idénticas
restando assim, um total de 7 bandas (Tabela 3).

Como pode ser visto nas tabelas o tamanho das bandas variaram de 206 a 684 pb.
Na tabela 2 pode-se observar que, dentre todas as bandas induzidas por metal analisadas,
as que apresentaram os maiores tamanhos foram isoladas com o primers OPJ06 ¢ OPJO4.

Os valores dos coeficientes de indugdo destas bandas variaram de 3,752 2,13,
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Entre as bandas isoladas na auséncia de metal, foram obtidos 0s maiores tamanhos
com os primers QPJ0O6, OPJO5 e OPJ01 (Tabela 3). Com estes mesmos primers foram
obtidos 0s menores coeficientes de indugio (Tabela 3).

Das 10 bandas induzidas por caddmio, 8 apresentaram silmilaridade com
seqiiéncias encontradas em bancos de dados (Tabela 2). Entre as 7 bandas reprimidas por
cadmio, 3 apresentaram similaridade com seqiléncias presentes em bancos de dados
(Tabela 3).

A banda 16F03Cd apresentou similaridade de 67% com uma provavel transposase
B de 4. ferrooxidans (Oppon ef al., 1998) (Tabela 3). Este gene faz parte do transposon
Tn5468 de A. ferrooxidans que ¢ similar ao transposon Tn7 descrito para £. coli (Oppon
et al., 1998). A banda 17J04Cd, de 555 pb, também apresentou similaridade (74%) com
uma transposase de A. ferrooxidans.

A banda 17F03Cd apresentou similaridade de 77% com uma ribonuclease III de
E. coli (Tabela 3). O gene da ribonuclease 111 foi isolado de E. coli por March ef al,
(1985). A ribonuclease TII estd envolvida no processamento de precursores de rRNA e
mRNA.

A banda 18F03Cd apresentou similaridade de 60% com o transposon Tn5053 de
uma linhagem de Xanthomonas isolada de mina de mercirio (Tabela 3). Este transposon
possui o operon mer responsavel pela conversdo de ions toxicos de mercario para formas
menos toxicas (Kholodii er al, 1993). Lee et al, (2001) clonaram um fragmento
cromossdmico de uma linhagem de Psewudomonas putida que era responsivel pela
resisténcia a cadmio. A anilise da seqiiéncia do fragmento revelou que um dos genes
,cadR, apresentava similaridade com a familia MerR que controlam a destoxificagio ao
mercurio. A banda 5J06Cd apresentou similaridade de 86% com o gene nif A de
Rhodobacter capsulatus, uma bactéria fixadora de nitrogénio (Masepohl er al, 1988)
(Tabela 3). Estes autores encontraram duas copias deste gene no genoma da bactéria.
Estes genes fazem parte de um sistema que regula a fixagio de nitrogénio. O fragmento
20J04Cd apresentou similaridade de 68% com uma putativo oligossarideo transferase
transmembrana de Pyrococcus abyssi (submissio direta).

O fragmento 23J04Cd apresentou similaridade de 58% com um provavel

componente do sistema ABC de transporte ligado a ATP em Pseudomonas aeruginosa

B

B EIC A P H
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(Stover et al., 2000) (Tabela 3). A banda 24J04Cd apresentou similaridade com o mesmo
componente ABC ligado a ATP de Streptomyces coelicolor (Redenbach et al, 1996).

Das 7 bandas reprimidas por cadmio, 3 apresentaram similaridade com seqgiiéncias
presentes em bancos de dados. O fragmento 4J08C apresentou similaridade de 56% com
uma proteina hipotética de Carnorhabditis elegans (Submissio direta). A banda 2J01C
apresentou 93% e a banda 1J05C apresentou 100%, de similaridade com o gene resB e
com uma proteina putativa precursora do citocromo-cl, respectivamente, ambas isoladas
de 4. ferrooxidans (Cabrejos et al., 1999).

3.4. Anilise das bandas de RAP-PCR em presen¢a de outras concentracies de

cadmio

Algumas bandas induzidas (17F03Cd, 17J04Cd, 5J06Cd e 20J04Cd) e reprimida
(1J05C) por cadmio tiveram a expressio analisada na presenca de 0, 10, 30 e 60 mM de
cadmio (Figura 3 e 4), estas bandas foram escolhidas, pois apresentaram os maiores
coeficientes de similaridade. Para isto, 3 ug de RNA isolados de células crescidas na
presenga de 0, 10, 30 e 60 mM de sulfato de cadmio foram transferidos para membranas
de nylon (Hybond-N, Amersham) e hibridizados com as bandas de RAP-PCR
selecionadas, marcadas com radioatividade.

As bandas 17F03Cd, 17J04Cd e 20J04Cd, isoladas na presenca de 60 mM de
cadmio, apresentaram uma expressio mais acentuada em 10 mM de sulfato de cadmio
(Figura 3A ¢ B e 4A). A expressdo destas bandas diminuiu na presenca de 30 mM de
sulfato de cadmio e tornou a aumentar na presenga de 60 mM de sulfato de cidmio. A
banda 5J06Cd, induzida por cadmio, apresentou um aumento progressivo da express3o na
presenca de 0, 10, 30 e 60 mM de sulfato de cadmio (Figura 3C). A banda 1JO5C,
reprimida por cadmio, apresentou uma diminuigdo da expressdo na presenca de 10 mM
de sulfato de cédmio (Figura 4B). Esta expressio aumentou na presenca de 30 mM e
tornou a diminuir na presencga de 60 mM de sulfato de cadmio. Contudo, a expressio na
auséncia do metal foi, como esperado, maior do que em qualquer concentracio de cadmio
utilizada.
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3.5. Analise das bandas de RAP-PCR através de Southern blot

As bandas utilizadas nos experimentos de Slot blot de RNA foram utilizadas
como sonda em hibridizagdes com o DNA gendmico, digerido com BamH I ¢ Hind 111,
das linhagens: 4. ferrooxidans ATCC 2327 0%, LR, FG460; Acidithiobacillus sp. SSP; A.
thiooxidans ATCC 193777 e DAMS e E. coli ATCC 25922. As bandas 20J04Cd e 1JO5C
hidridizaram somente com o DNA das 3 linhagens de A. ferrooxidans (Figura6A e B). A
banda 17F03Cd hibridizou com o DNA das 3 linhagens de 4. ferrooxidans ¢ com
Acidithiobacillus sp. SSP (Paulino et al., no prelo) (Figura 5A). Ja as bandas 17J04Cd e
5J05Cd hibridizaram com o DNA das 3 linhagens de 4. ferrooxidans ¢ com A.
thiooxidans DAMS (Figura 5B e C). A banda 17J04Cd hibridizou também com a
linhagem de A. thicoxidans ATCC 19377 (Figura 5B).
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Tabela 1. Numero de bandas diferenciais confirmadas nos experimentos de SZot blot de DNA

Primer Total de Total de bandas confirmadas Total de
amalisadas  COWROle  Cde0mM WS

OPJ-01 4 2 2
OPJ-04 22 1 9
QPJ-05 12 2 9
OPJ-06 34 6 22 28
OPJ-08 12 5

OPF-03 23 0 9

Total 107 16 46 62




Tabela 2. Analise dos produtos de RAP-PCR induzidos por metal em resposta a cadmio

Produto de
RAP-PCR

Primer

Tamanho Coeficiente

(bp) de
indugio

Similaridade
{mimero de acesso)

Porcentagem
de
similaridade

16F03Cd

17F03Cd

17J04Cd

5J66Cd

23304Cd

24J04Cd

20J04Ca

18F03Cd

26304Cd
15305Cd

OPF-03

OPF-03

OPJ-04

OPJ-G6

OPJ-04

OPJ-04

OPJ-04

OFF-03

QPJ-04
OPJ-05

360 3,75

337 2,90

555 2.81

684 2,54

225 2,44

228 2,27

235 2,28

360 2,18

206 2,21
281 2,13

Provivel transposase B de
Acidithiobacillus
Jferroxidans
(T45495)
Ribonuciease I de
Escherichia coli
(PO5797)
Proteina semelhante a
transposase de
Acidithiobacillus
Jerrooxidans
(AACS0182)
gene nif A de
Rhodobacter capsulatus
(P08544)
Provével componente do
transporte ABC ligado a
ATP Pseudomonas
aeruginosa
({AAGO6407)
Componente Putativo do
transporte ABC ligado a
ATP de Streptomyces
coelicolor (CAB36127)
Putativo
Oligosacarideo
transferase
transmembrana
Pyrococcus abyssi
(CAB350367)
Transposon Tn3053 de
Xanthomonas sp
(8§70152)
Sem simitaridade
Sem similaridade

6%

Ti%

74%

36%

58%

58%

68%

60%

77
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Tabela 3. Anlise dos produtos de RAP-PCR reprimidos por metal em resposta a cadmio

Produto de Primer Tamanho Coeficiente Similaridade Porcentagem
RAP-PCR (bp) de (mimero de acesso) de
indugdo similaridade
3J08C OPJ-08 375 0,76 Sem similaridade .
5J08C OPJ-08 330 0,60 Sem similaridade -
4308C QOFJ-08 333 0,58 Proteina hipotética de 56%
Caenorhabditis elegans
{T20486)
9J06C OPJ-06 602 0.34 Sem similaridade -
1J05C OPJ-05 592 0,31 Putativo precursor do 100%
citocromo ¢l de
Acithiobacillus
Jerrooxidans
{AF220499)
101C OPJ-01 565 0,24 Sem similaridade -
2J01C OPI-H1 593 0,24 Putativo gene res B de 93%
Acidithiobacillus
ferrooxidans

(AAC68692)
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Fig. 2. RAP-PCR a partir de RNA isolado de células de 4. ferrooxidans LR tratadas ou ndo com
60 mM de sulfato de cadmio e confirmagio da expressdo diferencial por Sloz-blot de DNA das
bandas isoladas. No experimento de RAP-PCR (A) foi utilizado o primer arbitrario OPJ-06
(Operon). Algumas das bandas diferenciais estio indicadas na figura por uma seta. As setas em
preto indicam as bandas induzidas na presenca do metal ¢ as em branco as bandas reprimidas pelo
metal. (B) amostras hibridizadas com a sonda de cDNA obtido na auséncia € (C) presenga de 60
mM de sulfato de cadmio. (D) Histograma representativo da intensidade do sinal de hibridizag&o.
(E) Analise de dispersdo dos dados mostrados em (D), algumas destas bandas sdo mostradas na
figura. (F) Coeficiente de indugdo dos produtos de RAP-PCR testados.
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Fig. 3. Hibridizagio do Slot blot de RNA. Trés pg de RNA de células crescidas na
presenga de O (1), 10 (2), 30 (3) e 60 (4) mM de sulfato de cadmio foram hibridizados
com sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 17F03Cd, (B) 17J04Cd e (C) 5J06Cd,
marcadas com radioatividade.
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Fig. 4. Hibridizacsio do Slot blot de RNA. Trés pg de RNA de células crescidas na
presenca de 0 (1), 10 (2), 30 (3) e 60 (4) mM de sulfato de cadmio foram hibridizados
com sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 20J04Cd e (B) 1J05C, marcadas com

radioatividade.
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Fig. S. Hibridizacio do Southern blot. Cinco pg de DNA de A. ferrooxidans ATCC
232707, A. ferrooxidans LR, A. ferrooxidans FG460; Acidithiobacillus sp. SSP; A.
thiooxidans ATCC 19377° e A. thiooxidans DAMS e E. coli ATCC 259227 foram
hibridizados com sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 17F03Cd, (B) 17J04Cd e (C)
5J06Cd, marcadas com radioatividade.
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Fig. 6. Hibridizacdo do Southern blot. Cinco pg de DNA de A. ferrooxidans ATCC
23270%, A. ferrooxidans LR, A. ferrooxidans FG460; Acidithiobacillus sp. SSP; A.
thiooxidans ATCC 193777 ¢ A. thiooxidans DAMS e E. coli ATCC 25922" foram
hibridizados com sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 20J04Cd ¢ (B) 1JOSC, marcadas
com radioatividade.



84

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Brieley, C L. (1978). Bacterial leaching. Critical Review of Microbiology, 6: 207-262.

Butcher, B.G., Deane, S.M., and Rawlings, D. E. (2000). The chromosomal arsenic
resistance genes of Thiobacillus ferrooxidans have an unusual arrangement and
confer increased arsenic and antimony resistance to Escherichia coli. Appl. Environ.
Microbiology., 66: 1826-1833.

Bruins, MR ; Kapil, S., Oehme, and F.W. (2000). Microbial resistance to metals in the
environment. Ecotoxicol. Environ. Saf., 45:198-207.

Cabrejos, M.E., Zhao, H.L., Guacucano, M., Bueno, S., Levican, G., Garcia, E., Jedlicki,
E. and Holmes, D.S. (1999). ISTI insertional inactivation of the resB gene:
implications for phenotypic swiching in Thiobacillus ferrooxidans. FEEMS Microbiol.
175:223-229

Callard, D., Lescure, B., and Mazzolini, L. (1994). A method for the elimination of false
positives generated by the mRNA differential display technique. Biofechniques, 16:
1098-1103.

Chuang, SE., Daniels, D. L., and Blattner, F.R. (1993). Global regulation of gene
expression in Escherichia coli. J. Bacteriol., 175: 2026-2036.

Fleming, J.T., Yao, W.H,, and Sayler, G.S. (1998). Optimization of differential display of
prokaryotic mRNA: application to pure culture and soil microcosms. Appl. Environ.
Microbiol., 64: 3698-3706.

Gill, R T, Valdes, J.J., and Bentley, W.E. (1999). Reverse transcription-PCR differential
display analysis of Escherichia coli global gene regulation in response to heat shock.
Appl. Environ. Microbiol., 65: 5386-5393.

Gong, TW., Hegeman, AD., Shin, JJ, Adler, HJ., Raphael, Y., and Lomax, M.L
(1996). Identification of genes expressed after noise exposure in the chick basilar

papilla. Hear Res., 96: 20-32.

Goss, TJ, O'hara, GW., Dilworth, M.J, and Glenn, AR (1990). Cloning,
characterization, and complementation of lesions causing acid sensitivity in Tn5-

induced mutants of Rhizobium meliloti WSM419. J. Bacteriol., 172: 5173-5179.



85

Hutchins, S.R., Davidson, M.S., Brieley, J.A., and Brieley, C.L. (1986). Microrganisms
in reclamation of metals. Anmual Review of Microbiology, 40: 311-336.

Kholodii, G.Ya., Yurieva, O.V., Lomovskaya, O.L., Gorlenko, Zh. M., Mindlin, $.Z. and
Nikiforov, V.G. (1993). Tn5053, a Mercury Resistance Transposon with Integron’s
Ends. J. Mol. Biol., 230:1103-1107

Lee, S.W., Glickmann, E. and Cooksey, D.A. (2001). Chromosomal Locus for Cadmium
Resistance in Pseudomonas putida Consisting of a Cadmium-Transporting ATPase
and a MerR Family Response Regulator. Apll. Environ. Microbiol., 67: 1437-1444.

Liang, P., Averboukh, L., and Pardee, A B. (1993). Distribution and cloning of
eukaryotic mRNAs by means of differential display: refinements and optimization.
Nucleic Acids Res., 21: 3269-3275.

Liang, P and Pardee, A.B. (1995). Recent Advances In Differential Display. Curr. Opin.
Immunol ;7. 274-280.

Liang, P., Bauer, D., Averboukh, L., Warthoe, P., Rohrwild, M., Muller, H., Strauss, M.,
and Pardee, AB. (1995). Analysis Of Altered Gene Expression By Differential
Display. Methods Enzymol., 254: 304-321.

Lundgren, D.G. and Silver, M. (1980). Ore leaching by bacteria. Anrnual Review of
Microbiology, 34: 263-283.

March, P.E., Ahnn J. and Inouye, M. (1985) The DNA sequence of gene (rnc) enconding
ribonuclease I11 of Escherichia cole. Nucleic Acids Res.,13: 4677-4685.

Masepohl, B., Klipp, Wemer and Piihler. (1988) Genetic characterization and sequence
analysis of the duplicated nifA/nifB gene region of Rhodobacter capsulatus. Mol.
Gen. Genet., 212: 27-37.

Mou, L., Miller, H., Li, J., Wang, E_, and Chalifour, L. (1994). Improvements to the
differential display method for gene analysis. Biochem. Biophys. Res. Commun., 199:
564-569.

Nies, D. H. (1992). Resistance to cadmium, cobalt, zinc and nickel in microbes. Plasmid,
27:17-28.

Novo, M.T.M., Silva, A.C., Moreto, R, Cabral, P.C.P., Costacurta, A., Garcialr, O., and
Ottoboni, L.MM. (2000). Thiobacillus ferrooxidans response to copper and other



86

heavy metals: growth, protein synthesis and phophorylation.  Anionie  van
Leewenhoek, 77(2): 187-195.

Oppon, J.C, Sarnovsky, R.J., Craig, NL. and Rawlings, D.E. (1998) A tn7-like
transposon is present in the glmUS region of the obligately chemoautolithotrophic
bacterium Thiobacillus ferrooxidans. J. Bacteriol. 180(11); 3007-3012.

Redenbach, M., Kieser, H M., Denapaite, D., Eichner, A. Cullum, J., Kinashi H., and
Hopwood, D.A. (1996). A set of ordered cosmids and a detailed genetic and physical
map for the 8 Mb Streptomyces coelicolor A3 (2) chromosome. Mol Microbiol.
21(1), 77-96.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T.E. (1989} Molecular cloning: a laboratory
manual, 2. ed ., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York.

Shepard, B.D. and Gilmore, M.S. (1999). Identification of acrobically and anaerobically
induced genes in Enterococcus faecalis by random arbitrarily primed PCR. Appl.
Lnviron. Microbiol ., 65: 1470-1476.

Shiratori, T., Inoue, C., Sugawara, K., Kusano, T., and Kitagawa, Y. (1989). Cloning and
expression of Thiobacillus ferrooxidans mercury ion resistance genes in Escherichia
coli. J. Bacteriol., 171: 3458-3464.

Stover, CK., Pham, X.Q., Frwin, AL, Mizoguchi, S.D., Warrener, P., Hickey, M.J ,
Brinkman, F.S., Hufnagle, W.0., Kowalik, D.J., Lagrou, M., Garber, R.L, Goltry, L.,
Tolentino, E., Westbrock-Wadman, §., Yuan, Y., Brody, L.L, Coulter, SN, Folger,
KR, Kas, A, Larbig, K, Lim, R, Smith, K_, Spencer, D., Wong, G K, Wy, Z., and
Paulsen, I.T. (2000) Complete genome sequence of Pseudomonas aeruginosa PAO1,
an opportunistic pathogen. Nature 406(6799): 959-964.

Sitver, S. 1996. Bacterial resistances to toxic metal ions-a review. Gene, 179: 9-19,

Thies, F.L., Hartung, HP., and Giegerich, G. (1998). Cloning and expression of the
Campylobacter jejuni lon gene detected by RNA arbitrarily primed PCR FEMS
Microbiol. Lett., 165: 329-334.

Trevors, I.T., Stratton, G.W., and Gadd, G.M. (1986). Cadmium transport, resistance, and
toxicity in bacteria, algae and fungi. Can. J. Microbiol. 32: 447-464

Tuovinen, O.H. and Kelly, D.P. (1972). Biology of Thiobacillus ferrooxidans in relation
to the microbiological leaching of sulphide ore. Z. 4/lg. Mikrobiologie, 12:311-346.



87

Welsh, J., Chada, K., Dalal, S.S., Cheng, R., Ralph, D., and Mcclelland, M. (1992).
Arbitrarily primed PCR fingerprinting of RNA. Nucleic Acids Research, 20: 4965-
4970,

Winderickx, J. and Castro, JM. (1994). Pratical course in molecular biology of
microrganisms. Universidade Federal de Ouro Preto - MG, January 23 - February 11,
pp. 59.

Wong, KK. and Mcclelland, M. (1994). Stress-inducible gene of Salmonella
typhimurium identified by arbitrarily primed PCR of RNA. Proceedings of the
National Academy of Sciences US4, 91: 639- 643.

Xu, N, Johns, B, Pullman, G., and Caimey, J. (1997). Rapid and reliable differential
display from minute amounts of tissue: mass cloning and characterization of
differentially expressed genes from loblolly pine embryos. Plant Mol. Biol. Reporter
15: 377-391.

Zhao, S, Ooi, SL., Yang, F.C, and Pardee, AB. (1996). Three methods for
identification of true positive cloned c¢DNA fragment in differential display.

Biotechniques, 20 400-404.



38

APENDICE

Seqiiéncias nucleotidicas dos produtos de RAP-PCR isolados em resposta a cidmio

em A. ferrooxidans

As seqliéncias nucleotidicas dos produtos de RAP-PCR apresentados nas tabelas 2

e 3 estfo relacionados abaixo:

Seqiiéncias nucleotidicas obtidas na presenca de 60 mM de sulfato de cadmio

> 16F03Cd

1
61
121
181
241
301

CCTGATCACC
GTTAGCTAAT
GGATGAGGAC
ACTGAGTAGG
GCCCTTTCGT
AGTGATCCAT

> 17F03Cd

i

61
121
181
241
301

CCTGATCACC
GCATTTTGAC
ATTTTTARNTG
GGCTATCAAT
GCCCGGETACA
GCAARRALCTCT

> 17J304¢Cd

1

&l
121
181
241
301
421
481
541

CCGARCACGG
AGTGCCGEGA
TCCTCTCTGE
CCACCACCTC
CATCAATTGT
ACAATGATAC
TTGAATGGCT
CCCGAATAGE
ACCGLCGETGT

> bJoscd

61
121
181
241
301
361

TCGITCCGC
ATTGTTACCA
TATATTTATG
CTGGATCTGA
TACCCCGATT
CTTATCCTGG
TGCEGETAGE

GGACTGTATG
GCGGCAAGCGE
TGGCCETGCA
CACGCCGATG
GCCGACTGGA
TGGGTACCTG

GTCAGTTATG
GCCECAGGGT
CCTGAGTCGA
TCCGTGAGCA
ATGAACGGCT
TCGCCCGCTT

ACGGCATCGT
CTACGATTCA
AGCTGATTCC
CGGCCCCATT
ACCACGATAT
GGCTAAAGTC
CTTCGTCGGA
AGTTAGCTGA
TCGGA

ADCATGTGAR
AAGGCGATAT
GTGTGGATTT
TCGARAGCAR
TGATTGGGGC
GGAGGCCGAR
ACATCACGAA

TGGGGCTTGA
ATAAARAGGC
AGAATCTTCC
AATTGACAGA
AGGGTATAGT
GGGCCGETGCG

ACAAGATCET
ATTGAARAATC
TGCGTTTATG
GTCCCTGETG
GGAGTTTCTG
TCCCAAGGTG

AGCTTTGCCT
TGATCCTGGA
GCTCATCCAC
GGACCATAGG
GTGTTTAAAT
CTAAGATCTG
TTGAGTGGGET
TGETCCCAGA

AARTGATGGA
CGGTTTTATC
TTATGAGCGT
TCCGGITCAG
CTAACGGTAC
GGGGCCTTGC
GAGGGCARCA

AGGACCEAGC
GTTTTGCAGC
TATGGAGATC
TTCGTTARAC
GGAGCAGCAG
GCGTGETCGCA

GCCATTGGTT
TTTTAGGTAT
GATGTTTTAG
TTGCAGGCGC
GGGGACGCGGE
ATCAGGA

GGTGCCACCA
CARGGCTCTC
ACTCAACTGA
TETTGCACTT
GGCTTGGGCA
ARGCCTCATT
AGGGGGTAGA
AGATCTGTTT

ACATTTACCG
ATCAGTATCG
GGTCATCTGGE
GAGGAGAGAA
GGGCTTGCGA
TGGTAGCCARA
TGCCGCTCTA

TGGTTAGGT G
ABATATGGAA
CTTGCGGATC
ATTACGGT GG
TTCCGAATTG
AGAAAACGT G

GGCAATGTCA
ATGATGCAGT
AATCYCTGCA
TGACCCATCG
CACTGAATTT

GGACGGCACT
AAGCTCTGCC
TGETACCTTT
CATTCTTGAG
ARCGTITTGTA
ATTTACTTCA
ATGCTGTGEA.
TCECTCGCET

GCGCCGATAT
GCACCTACTT
TCGGCATGAA
TCCCATGAT G
TGATATTTTT
GGACAGTCCG
CCTCGTGGEAA.

CGATGATGGC
TCTCCATATC
GCGGLGAATT
CGAARTGCGCC
CCRATGAACG
GTGATCAGGA

GTTTGTTACT
TCITTCTTCCC
ACAGTCGGTC
AAGTGCGGEC
TGTACTAGCG

CCCTACTCAG
CAGCATTCAG
CGCCCATATT
CGCECCATGC
CCGTTATCCC
AACGAGAACTT
GCAGTTGCGET
TAGGCCTTGET

TGECEAGGET G
GCAGCAATTT
GGGCCCTGAA
GATTTACGTC
AATCGACGGGA
GGAGAAATCG
GTTIGCCAAT



421
481
541
601
661

GGCATGGGETG
GAACATGACG
ACTTGGACGC
GCAGCGGETG
TTGEGGECTCCT

> 23J04cCd

1 CCGAACACGE
61 CAAGCCTCCA
121 AACCTGATGC
181 TCCAGCAGCA

> 24J04Cd

1 CCGARCACGG
61 GGGCTGEACA
121 GGTTTGGCGC
181 TTGCGGATGE

> 20J04Cd

1 CCGARCACLGG
6l GIGGETGTTCT
121 CTTATATGGT
181 GTCGGCACAA

> 18F03Cd

1
&l
121
isl
241
301

CCTGATCACC
GTTCATTGGC
GCGCATTCGC
ATTCGCCGCE
ATATGGAGAT
CCATCATCGC

> 26J04C4A

1 CCGAACACGG
61 AATAATCACA
121 TAGGAGGGECGE
181 AGEGAGTAGGC

> 15J05C4

1
6l
121
181
241

CTCCATGGGG
TGATTGCAAC
TTTTTGGTAT
CGGECTGALG
TTACTATACG

GTCGGTTGTC
CGCAGCATTT
TATGCTACCC
TAAGTGTCAA
CACCTGCGGA

GACBATGCAG
CGAACGCAGC
GCTGGGCTAG
TCACCTGCGGE

GAATTCGATT
BCCATGCCCG
TGTTTGCGAG
ACCACCTGGA

GACACATCGA
GCGCTTTAACC
CACATACTCC
ACACTAAGAC

ACGTTCTCTT
BATTCGGAAC
CACCGTAATG
ATCCGCAAGG
TCCATATTTG
ACCTAACCAG

GRACCARATA
AAGGATCTAA
GGTGCTTCGE
ATAAGGCCGET

GGGGCTATTA
GETCTGETGY
AGGTGGARTC
TTTTCCGTTG
RAAGTATCCGG

TGGAAGAGGA
ATCTCGATAA
TATTTATCCA
GRAAGCGTTG
ACGA

AGAAGATTCC
GTCATGECTC
GATTTCTCGE
GTCGCCGATC

CGGCGACCCE
AGAARTCCTA
CCATGACGCY
ATCTTCTCIG

ACAGCGCAGC
ATATAAAATA
TCAGAACTCT
CARACATCAGA

GCBACACGCC
TGCTGCTCCA
TTTAACGAAT
ATCTCCATAG
CTGCARAACG
CTCGGTCCTT

AATGACGAAC
AAAATARAGA
TAGGTTGTGG
GTTCGE

TGGAGGAAGG
CAATGCATCA
ATATGAGAAA
CCCACGGATGE
CTTACTATGSG

ARTTCTACCC
CARTGCGACA
CGGGAATATG
GETGAGGCEC

AGGTGGETCCA
GCABACAGCG
GCATGGTTGT
CAGGCCETGET

CAGGTGATGC
GUCCAGCGCA
GCGTTCGTGG
CATTGTCCCG

CGCAGRAAAG
TAGATGGAGC
ATTGACCGAT
AGCTAGATTT

GCACGGCCCC
CTATACCCTT
CTGTCAATTC
GAAGATTCTT
CCTTTTTATC
CARGCCCCAC

AACTTARACA
GACTTAARAAT
TGCTAAGGTG

GGAGAAGGAT
ATGATGGCTG
ARMMACTGGCC
ATTTGCTGAC
CCCCATGGAG

GTCGAAGGGECT
ACGGCCTTGG
CCAATCCTTT
GGETCGCGET

TECGCAAGAT
CCARACCCTC
CCAGCCCATT
TCGGA

TGCTGGAGGA
TCAGGTTACG
AGGCTTGCGG
TETTCGGA

GGEGAGAAGCC
GCTATITTTGC
CCATATTTTC
TTGECCETET

AGGTACCCAA
CCAGTCGGCA
ATCGGLCETGC
GCACGGCCAG
GCTTGCCGCA
ATACAGTCCG

AATAAGTGCA
ATACAATATA
AGTGGAAGGG

GGCATCACGG
TCAABTATTG
ATGATGCCGT
CACAGGGATT
A

ARGAAGCCAT
CGCCGGLEGEC
CAGCGCCTCC
GGCCRAGTTG

ATTGGELCCCG
CAGACCACGT
GCTCGGCTCA

GCCGAGCAAT
TGGTCTGGAG
GGCCAATATC

ACAGRAAGTC
CACCRAAATC
TTCTGAGGTT
TCGGA

TGGATCACTTC
CGARAGGECG
CTACTCAGTA
TCCTCATCCG
TTAGCTAATG
GTGATCAGGA

GGTATARATA
TGATTAAATG
CARACGRAG GG

TGRAGATCAC
TTGACGTATA
TGEICATCCT
ATGCTGATCA
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Seqiiéncias nucleotidicas obtidas na auséncia de 60 mM de sulfato de cadmio

> 3J08C

1

61
121
181
241
301
361

> BJ

1
61
121
181
241
301

CATACCETGSG CTTTAGGTAA
GCGTAGTTGE GTTITETTTG
TACCITTTCGE TGTATTGTGT
ATTAGTGTAT GGTCTCGCTA
CTCGGITTTG ATGTTTTTTT
TTATAGTCGG ATTTTCSTTA
TGGETCCCACG GTATG

c8cC

CATACCGTGG GCAAGGACCA
AACTAAATTG TAATAACTAA
TARCAAAANA AATAARGATC
AADARACCTA ATAATAMATG
AATARACTAA TTAGAAGTTA
AGAAAAATTA TTTGGTAGTC

> 4J08C

1

61
121
181
241
301

CATACCGTGG ATGAAAACAA
GGTTAAACAG AAGGAAGGAA
CARARGAACT TACTTATTTA
AATAATCATA TACATGAGAG
CAGATATAAA AAACACAAGGE
ARAGACGCTT ATAATATGAA

> 5J06C

1

61
121
igl
241
301
361
421
481
541
601

TCGTTCCGCA CGACTACTAT
TCGCEGECCEC GREAATTOGA
CGGIGAAGAC CTTCCGGAGT
AGTTCAGGCC CAATTTCATA
ACGCCAATGC GCCTTTGTAT
CCATCTGGETT TAAGCAATTG
GCCTCAGAGE GGACCCTCAC
GCATTACCGC ATCACCAACT
CCGAGCTCGGE ATCTTAATGS

TCGTGAAGGC GGGAAGGGTA
GA

> 1J05C

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541

CICCATGGEGE CGGTACGETT
CTGCCAAGTA TCACCAAAAT
CTTCGTATTT TACAARGAATG
CCATTCT T GC TTATTTTOTC
ATACCCATAC ARAGGGCTAG
GCCTGACCAG CGCGTTTTTA
TITGCCCCGE TETGEECTCG
TGATTTATTA GTGGETGGETA
GATGCTGCGT TCTCGOCAAA
CITCCEGGCE GOTCOGGRAG

TGTTAATTAG
GTCTCCCAGT
GETICTCTTG
TTGGETECCET
TGGGAGTTTT
GITTCCCCCA

GGGACTCCAT
ACTAGCTAAA
TAAAACTAAR
TATAATTATA
TITARATAAT
CACGGTATGA

GGACCAAGAT
TCGEGGAGGA
AACTAAADLA
TAARCTCCGETC
BAAACGAGATA
CACCACGGTA

AGGGCEAATT
TTCAATGCGC
GGCACCTTCA
CCGGETTACCC
AGCCAACAGA
ARRGTGCAAG
GCTGCACGAA
TTGTACCAGG
GGACAAAGCT
TTGGGGATTC

GGGTCAAAGG
GTTGCAGATG
GCTATCGGCC
ARGACAGCAT
TGETTCCATA
GGEGTCTGGC
CTATGCTCCG
ACATATTGAT
GCEGAACCTC
ATCGCGATGC

TTGCTGTCGEC
CCTCGTGACG
TTGTCTGCTT
GTTTCTTTTT
TCTTTCCTTC
CATGTTCGCT

CCCTTTGCGG
ACTTAARAGA
TATTTAGGCA
AMAMAAACATT
AAARATCAAT

AGTGGGETACA
AGCCCATACA
GATAAAAGTA
CATAAGTAGA
CTCCAAGAARA
TGA

GGGCCCGALE
CGTCCCAGTC
GCCITEGCGE
CGATACAGGG
CCAGCGGGTT
GCTACATGECT
ATGGECCTGGEE
ARGCAGCGTA
TGTATTTCGA
ATCAGCAATA

GGCAAGTAAT
TCGTGGCETT
CATATGTCAT
ATTGGATTGA
CCTGTTGTAT
GGGTTTTTCG
TCGCCAACAR
ATAARTGATGA
CAGCGCCTGA
AGGGCTTGAT

ATCAGAGAGA
ATACTTACTC
GACTTTTTTT
CTATGGATAC
AGGGETGEAT
GGTCTTTTTT

GACAAACCAG
TTATCCTARAN
TAAACAATTC
TTTGAATAAT
TTGATAATCT

GCARAACATAG
TARGRAAAGAT
ANGAATATGG
CAGAAAATAT
ARAACTTACT

TCGCATGCTC
TCTCGCCTAT
CTATGTCGAC
CATCACCACC
TTACGCATCA
GTACTCCAAG
TATCGCCATG
AATTCCCGAG
CTGGCGCCTG
CACCACACCT

TTTICCCGGA
CCTTCGETAC
TGGCATAATG
TCTGAAGAARA
GCCGEECAT G
ACATGAACGC
CGTTGCGC GG
GTGCTGATGC
CAGGGTCTCA
TGCCCCATGEG

GTCATGTTCA
TCTATCTACT
TAGCATTTCC
TGCATGTTTA
TTGTTGETTGC
GTTTATTCCC

TAAAAARAADR
ARPATARRDD,
TTTAAGARAG
GTAACGAAMT
TTATARACTA

GGGTAGAGAR
TTTAGATTAA.
ACTAATARAG
ATAGAACCAA
CAMRACRATA

CCGGCLGCCA
TTTGECARGG
AGTTCECGCG
CAGGGCCTGA
CTGCCTGAGT
CTGAACCTCC
GCCACCGGGT
GTATTACAAC
CCTATGAACC
TATGCGGAAC

AGACTTTCTC

GCCTCGEATC
GTACTATTCA
AAMLMCGTAGTA
AAGATGGECCC
GCGGIGCTTAG
TARAGAGATA
CGATGCTCGAG
TTCCAGGGAT
pate]



> 1J01cC

!
L

61
121
181
241
301
361
421
481
541

CCCGGCATAR
AATCGARARG
ACAACGAGAR
GGCTAADALD
ARTARGAAAT
AAATAARGRA
AARTTTGAAC
AMDGACGEGEGC
GAAAATTGAR
ATCTCAATGG

> 2J01C

6l
izl
181
241
301
361
421
481
541

CCCGGCATAA
GTCATAAARR
ATATTAAARA
GGCTATGAGT
CAAAAGAAAT
GTAGAAATAT
ATAGAAAMNC
AATAATAGGA
TTTGCCCGEE
TCTCGCCATT

ARAACBAAAT
AATAARACRA
ACAGACARMR
CACAACGARA
ARARTARAAC
GATAGAAGAT
AAAANDAAGG
ARRMRDRAGAR
CTTAGTTARA
ATGGTAGGTC

TCGATAGCCT
AARAMRRGAG
CGAGAARRAR
TARGAAAGCA
ARATCTCGTA
ARCCAATATA
ACCGAADRRA
TTGCEGCGEGEE
TGGGTTCTTG
AGCCATCCAG

AGAARACGAA
TADANTGAAA
TGCAAAARAR
AARGAAAGCA
AMBACCTAAA
TTAARGGAGT
ARAADARAAC
CAACACATANL
CCGCTCATAG
ATGCC

ATAAAGCTTA
GAAAAARARA
TTAAGACTAT
CAATTAAGAA
AACTTGATAA
AACTCAGGAA
AAGGGACTAC
TCCCTCGGCA
GGTACGATCC
TCCGECAAGTA

AAARTAARGA
BAGGARMGRAA
GGAGAAGTARA
ACAARATAAA
ARAARAGRAR,
ATAARRAALAR
AAAAARDCGA
ARAACACTCC
AGGAGGGGEGET

CARAAGAARR
ARAAGARATAR
ACTAACAARA
GTAACAAAARA
TAGAAARAGH
AGCTATAAGT
CAACAGGGAG
AATACAATAG
CGCGAGGEAT
ACATGETGET

ACTAGCAAAN
ACGTAAARAT
AGCAGAAATT
AAGAPACGAR
CGGARGARAAT
AARCCAARDRA
ACGATAAANC
TTTCGAACARA
TTTTCCGGGG

ARAGARANCG
ADATAGAAAT
AACAACARDA,
GACTGTACAA
GAGCAAAANAG
AGTAGAACTA
ARATGGGETGT
GGAAAATGCC
GGTGAATAAT
AGCAGTTATG

CAAAMNAGACH
AGARARARGGG
ARMAACAAATT
CTARACCATA
CAACTATAAR
TTARAAPARD
TGATAARARR
ATCGGARAGA.
AAGGATTGGC

APBALCTATA
CTAAGATARA
TGARGGATGA
CAATCAATAT
TGECAGGGGAA
ARARACGAGC
TTTAGTAAAT
CCAACCGGAA
ACGAAAATGT
CCGEG
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Caracterizacio dos produtos de RAP-PCR
isolados em resposta a cidmio e zinco na
linhagem FG460 e na linhagem LR submetida
a outros fatores de estresse

Capitulo ITI
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1. INTRODUCAO

Acidithiobacillus ferrooxidans é uma bactéria nio patogénica, Gram-negativa, que
obtém energia através da oxidagio de compostos reduzidos de enxofre (Leduc & Ferroni,
1994). Os estudos fisiologicos e bioquimicos referentes a essa espécie tém se
intensificado pelo fato da bactéria ser um dos microrganismos rtesponsiveis pela
lixiviagdo bacteriana de metais, ou biolixiviagio. A. ferrooxidarzs possui também
importincia ambiental, pois pode ser utilizada na degradagio de residuos quimicos
provenientes de minerais processados (Shiratori & Sonta, 1993; Hubert et al., 1995)

Uma caracteristica interessante de A. ferrooxidans é a sua resisténcia a diversos
metais pesados, como por exemplo cobre, zinco, arsénio e urinio (Lundgren & Silver,
1980; Hutchins e al., 1986; Rawlings & Kusano, 1994).

Além de metais pesados, o efeito de pH e temperatura tém sido estudado em A.
Serrooxidans (Suzuki et al, 1999; Modak er al, 1996). Lombardi & Garcia (1999)
analisaram alteracdes do pH e da temperatura em A. ferrooxidans verificando que estes
dois fatores afetavam tanto o crescimento quanto a solubilizagdo dos metais, pela
bactéria, durante o processo de biolixiviagio. O fato da biolixiviagHo ocorrer muitas
vezes em pH e temperatura acima das condicdes otimas de crescimento de A.

Jerrooxidans (Modak et al, 1996) faz com que o estudo da expressdo génica nestas
condigdes seja interessante ja que os resultados podem contribuir para obtengdio de
linhagens de 4. ferrooxidans mais adequadas para biolixiviacio.

Neste capitulo, estio sendo apresentados os resultados da caracterizagdo da
expressdo dos produtos de RAP-PCR, selecionados nos Capitulo [ e TI, em condi¢des de
estresse de temperatura e pH € em outra linhagem de A. ferrooxidans, FG460, crescida na

presenga de 60 mM de sulfato cadmio e 600 mM de sulfato de zinco.
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2. MATERIAIS e METODOS
2.1. Linhagens de bactérias e condi¢cdes de crescimento

As linhagens de 4. ferrooxidans LR e FG460 foram utilizadas nos experimentos,
de comparagio da expressdo génica, por serem linhagens que apresentaram resisténcia
elevada a metais pesados. A procedéncia destas linhagens esta descrita na Tabela 1 do
Capitulo I. A linhagem LR foi cultivada na presenca de outro metal, sulfato de cobre
(200 mM), sob estresse de temperatura, 37°C (a condigio Otima de cultivo € 30°C), em
meio T&K com pH 2,5 (o pH ideal é 1,8). A linhagem foi cultivada também, em
condigdes controle. A massa celular obtida foi utilizada para o isolamento de RNA. A
linhagem FG460 foi cultivada na auséncia (controle) e na presenca de 60 mM de sulfato
de cadmio ¢ 600 mM de sulfato de zinco. A massa celular obtida foi utiizada no
isolamento de RNA.

2.2. Isolamento de RNA e transferéncia para membranas de nylon

O RNA foi isolado de células da linhagem LR e FG460 de acordo com a
metodologla descrita por Winderickx & Castro (1994), como descrito nos Materiais e
Métodos do Capitulo 1. Apos tratamento com DNAse (Sambrook ez al., 1989), 0o RNA foi
quantificado e 3 pg do RNA de cada amostra foram transferidos, em duplicata, para

membranas de nylon com o auxilio de um Slo? blor (Capitulo I).

2.3. Hibridizaciio das membranas

As membranas foram hibridizadas com as bandas de RAP-PCR isoladas dos
experimentos com 600 mM de sulfato de zinco: 7F03Zn, 7J04Zn e 6J04Zn (nduzidas
pelo metal) e 13J06C, 16J06C e 7J06C (reprimidos pelo metal). As membranas foram
hibridizadas também, com as bandas 1JO5C (reprimido pelo metal) e 17J04Cd, 20J04Cd,
17F03Cd e 5J0O6Cd (induzidas pelo metal), isoladas dos experimentos de RAP-PCR com
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60 mM de sulfato de cadmio. As condigdes de hibridizagdo foram as mesmas descritas

nos experimentos de Slot blot de RNA do Capitulo L

2.4. Anilise dos padrdes de hibridizacio obtidos nos experimentos de Slof blot de
RNA

A intensidade dos sinais de hibridizacdo obtidos foi quantificada utilizando-se o
programa CrazyQuant v. 1,3 e os resultados foram expressos na forma de porcentagem. A
quantidade de RNA nas membranas foi normalizada através de hibridizag@o com o gene

de rDNA 168 de 4. ferrooxidans LR.

3. RESULTADOS e DISCUSSAOQ

3.1. Analise do padrio de expressio das bandas diferenciais induzidas e reprimidas
por 600 mM de sulfato de zinco em outras condicdes de estresse ¢ na linhagem
FG460

Como mostra a Figura 1, duas bandas induzidas por zinco, 7F03Zn e 7J04Zn
apresentaram expressio mais acentuada na presenca de 200 mM de sulfato de cobre
(figura 1B e C). A banda 7F03Zn apresentou similaridade com o gene #sB do transposon
Tn7 e 7J04Zn apresentou baixa similaridade com uma proteina hipotética de Deinococcus
radiodurans (Capitulo I). Aparentemente a expressio destes dois genes, 7FO3Zn e
7J04Zn, ¢ mais induzida em 4. ferrooxidans LR na presenga de metal do que em outras
sitnagdes de estresse. A outra banda de RAP-PCR induzida por zinco testada, 6J04Zn,
apresentou expressdo mais acentuada na presenca de estresse a temperatura (37°C)
(Figura 1A). No entanto, a expressio desta banda fol mais acentuada na presenca de
200 mM de sulfato de cobre do que no controle (auséncia de metal) indicando que este
gene também ¢ induzido na presenga de cobre. Este gene também é induzido por aumento
no pH (Figura 1A). Os resultados obtidos indicam que o gene 6J04Zn pode desempenhar

um papel importante em situagdes de estresse em A. ferrooxidans LR.
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Todas as bandas induzidas por 600 mM de sulfato de zinco apresentaram
expressdo mais acentuada na linhagem FG460 tratada com 600 mM de zinco (Figura 5).
A express#o na presenga de 60 mM de sulfato de cadmio foi menor do que no controle
(auséncia de metal) para todas as bandas testadas (Figura 5).

A Figura 2 mostra as hibndizagdes com as bandas de RAP-PCR reprimidas por
600 mM de sulfato de zinco (13J06C, 16J06C e 7J06C). Duas bandas, 13J06C ¢ 16J06C,
apresentaram expressdo mais acentuada no controle do que nas diferentes situagdes de
estresse (Figura 2A e B). A banda 7J06C apresentou expressio muais acentuada no
controle do que nos estresse a temperatura (37°C) e 200 mM de sulfato de cobre (Figura
2C). Ja no caso do estresse ao pH, a expressio desta banda foi mais acentuadaem pH 2,5
(Figura 2C, amostra 4) do que no controle (Figura 2C, amostra 3), indicando que a
expressdo do gene € induzida na presenga de estresse ao pH, apesar de ser reprimida por
metal.

Todas as bandas reprimidas por 600 mM de sulfato de zinco apresentaram
expressdo mais acentuada na linhagem FG460 na auséncia de metal (Figura 6). A
expressao na presenga de 60 mM de sulfato de cadmio foi menor do que no controle

(auséncia de metal) para todas as bandas testadas (Figura 6).

3.2. Anilise do padrio de expressio das bandas diferenciais induzidas e reprimidas
por 60 mM de sulfato de cadmio em outras condicdes de estresse € na linhagem
FG460

Devido a grande quantidade de produtos de RAP-PCR que apresentaram
similaridade com seqiiéncias depositadas em banco de dados, tivemos que optar pela
escolha (baseada na porcentagem de similaridade apresentada, Tabela 2 ¢ 3 do
Capitulo II) de algumas dessas seqii€ncias para analise da expressdo ern outras situagOes
de estresse e na linhagem FG460. Assim sendo, foram escolhidas as bandas: 1JO5C,
reprimida por metal, e 17J04Cd, 20J04Cd, 17F03Cd e 5J06Cd, induzidas por 60 mM de
sulfato de cadmio.

As Figuras 3 e 4 mostram os sinais de hibridizacio das bandas utilizadas com o
RNA controle de temperatura e metal (amostra 1), RNA de células cultivadas a 37°C
(amostra 2), RNA de células cultivadas na presenga de 200 mM de cobre (amostra 5),
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RNA controle de pH (amostra 3) e RNA de células cultivadas em pH 2,5 (amostra 4). A
razio do experimento de pH ter seu proprio controle é que a composi¢ao do meio T&K
tem que ser alterada (a quantidade de fosfato no meio tem que ser dirninuida) para ndo
ocorrer precipitagido em pH 2,5.

Como mostra a Figura 3A e B, as bandas 17J04Cd e 20J04Cd hibridizaram de
maneira mais acentuada na presenga de todas os estresses testados do que nos controles
indicando, que estes genes sio induzidos por estresse de uma maneira geral. As outras
duas bandas induzidas por cadmio, 17F03Cd e 5J06Cd (Figura 3C e 4B), apresentaram
expressio mais acentuada na presenca de cobre e pH, apesar da diferenga entre o controle
e pH 2,5 ser pequena. Estas duas bandas apresentaram repressio da expressio a 37°C
(Figura 3C ¢ 4B). A banda reprimida por cadmio, 1JO5C (Figura 4A), apresentou
diminuigdo da expressio na presenga de todos os fatores de estresse testados, indicando
que este gene ¢ reprimido por estresse de uma maneira geral.

As bandas 17F03Cd e 20J04Cd, induzidas por cadmio na linhagem LR, também
apresentaram expressdo mais acentuada na presenca de 60 mM de sulfato de cadmio na
linhagem FG460 (Figura 7A e B). A expressdo da banda 17F03Cd na linhagem FG460
foi menor na presenga de 600 mM de sulfato de zinco do que no controle (Figura 7A). As
outras duas bandas induzidas por cadmio na linhagem LR, 17J04Cd (Figura 7C) ¢
5J06Cd (Figura 8B), apresentaram expressdo mais acentuada no controle da linhagem
FG460 do que na presenga de cadmio e zinco. Comportamento semethante, ao das bandas
17J04Cd e 5J06Cd foi observado para banda 1J05C, reprimida por cadmio na linhagem
LR (Figura 8A).

O ajuste correto das condigBes de pH e temperatura s3o condigdes essenciais que
influenciam no processo de biolixiviagdo (Bosecker, 1997). O efeito de fatores de
estresse como pH e temperatura mais elevados que as condigdes otimxas de crescimento
da bactéria, tém sido estudado em A. ferrooxidans. Amaro et al. (1991} cultivaram
bactérias em pH 1,5 e 3,5. A analise do perfil eletroforético de proteinas demonstrou um
aumento da sintese de varias proteinas quando as bactérias eram transferidas de uma
condiciio de cultivo para outra, comprovando que a alteragdo do pH de cultivo promove

alteracio da sintese de proteinas. Hubert er al. (1995) e Jerez (1988) observaram a
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expressdo diferencial de proteinas em resposta a elevacio de temperatura em linhagens de
A. ferrooxidans.
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Fig. 1. Slot blot contendo 3 pg de RNA de células da linhagem de A. ferrooxidans LR
crescida sob varias condi¢des de estresse: auséncia de metal (1), 37°C (2), controle pH
(3), pH 2,5 (4) e 200 mM (5) de sulfato de cobre. Os Slot blots foram hibridizados com
sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 6J04Zn, (B) 7F03Zn e (C) 7J04Zn, marcadas com
radioatividade.
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Fig. 2. Slot blot contendo 3 pg de RNA de células da linhagem de 4. ferrooxidans LR
crescida sob varias condigdes de estresse: auséncia de metal (1), 37°C (2), controle pH
(3) PH 2,5 (4) e 200 mM (5) de sulfato de cobre. Os Slot blots foram hibridizados com
sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 13J06C, (B) 16J06C e (C) 7J06C, marcadas com
radioatividade.
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Fig. 3. Slot blot contendo 3 ug de RNA de células da linhagem de 4. ferrooxidans LR

crescida sob varias condi¢des de estresse: auséncia de metal (1), 37°C (2), controle pH
(3) pH 2,5 (4) e 200 mM (5) de sulfato de cobre. Os Slot blots foram hibridizados com
sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 17J04Cd, (B) 20J04Cd e (C) 17F03Cd, marcadas

com radioatividade.
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Fig. 4. Slot blot contendo 3 pug de RNA de células da linhagem de 4. ferrooxidans LR
crescida sob varias condigdes de estresse: auséncia de metal (1), 37°C (2), controle pH
(3) pH 2,5 (4) e 200 mM (5) de sulfato de cobre. Os Slof blots foram hibridizados com
sondas das bandas de RAP-PCR: (A) 1J05C e (B) 5J06Cd, marcadas com radioatividade.
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Fig. S. Slot blot contendo 3 pg de RNA de células da linhagem de 4. ferrooxidans FG460
crescida na auséncia de metal (1), 60 mM de sulfato de cadmio (2) e 600 mM de sulfato
de zinco (3). Os Slot blots foram hibridizados com sondas das bandas de RAP-PCR: (A)
6J04Zn, (B) 7F03Zn e (C) 7J04Zn, marcadas com radioatividade.
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Fig. 6. Slot blot contendo 3 pg de RNA de células da linhagem de A. ferrooxidans FG460
crescida na auséncia de metal (1), 60 mM de sulfato de cadmio (2) e 600 mM de sulfato
de zinco (3). Os Slot blots foram hibridizados com sondas das bandas de RAP-PCR: (A)

13J06C, (B) 7J06C e (C) 16J06C, marcadas com radioatividade.
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Fig. 7. Slot blot contendo 3 pg de RNA de células da linhagem de A. ferrooxidans FG460
crescida na auséncia de metal (1), 600 mM de sulfato de zinco (2) e 60 mM de sulfato de

cadmio (3). Os Slot blots foram hibridizados com sondas das bandas de RAP-PCR: (A)
17F03Cd, (B) 20J04Cd e (C) 17J04Cd, marcadas com radioatividade.
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Fig. 8. Slot blot contendo 3 pg de RNA de células da linhagem de A. ferrooxidans FGA60
crescida na ausé€ncia de metal (1), 600 mM de sulfato de zinco (2) e 60 mM de sulfato de
cadmio (3). Os Slot blots foram hibridizados com sondas das bandas de RAP-PCR: (A)
1JOSC e (B) 5J06Cd, marcadas com radioatividade.
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CONCLUSOES GERAIS:

1. Experimentos de RAP-PCR na presenga de cadmio e zinco permitiu a identificacio de
175 bandas diferenciais, sendo 107 bandas diferenciais isoladas no tratamento com
60 mM de sulfato de cadmio (22 reprimidas e 85 induzidas) ¢ 68 bandas diferenciais
isoladas no tratamento com 60 e 600 mM de sulfato de zinco (12 reprimidas e
56 induzidas).

2. Das 107 bandas isoladas nos experimentos de RAP-PCR com sulfato de cadmio,
62 (58%) tiveram a expressdo diferencial confirmada e das 68 bandas diferenciais
isoladas nos experimentos com sulfato de zinco, 32 (47%) tiveram a expressdo
diferencial confirmada através de Slor biot de DNA. Nenhuma das bandas isoladas nos
experimentos com 60 mM de sulfato de zinco teve a expressdo diferencial confirmada,

mostrando que esta concentracdo de metal nfo causa estresse na bactéria.

3. Entre os produtos de RAP-PCR isolados nos experimentos com sulfato de zinco, foram
encontradas seqiiéncias que apresentaram similaridade com: (1) o gene msB do
transposon Tn7 (banda 7F03Zn), (2) uma proteina hipotética de Deinococcus
radiodurans (banda 7J04Zn), (3) uma provavel proteina secretora de Pseudomonas
aeruginosa (banda 6J04Zn), (4) o fator de elongagio Tu (EF-Tu) de P. aeruginosa
(banda 13J06C), (5) a proteina RLX de Staphylococcus aereus (banda 16J06C) e
(6) uma GTP ciclohidrolase de Photobacterium leignathi (banda 7J06C).

4. Entre os produtos de RAP-PCR isolados nos experimentos com sulfato de cadmio,
foram encontrados seqiéncias que apresentaram similaridade com: (1) uma provavel
transposase B de A. ferrooxidans (banda 16F03Cd), (2) a ribonuclease Il de E. coli,
(banda 17F03Cd), (3) uma proteina semelhante a transposase de 4. ferrooxidans (banda
17J04Cd), (4) o gene nif A de Rhodobacter capsulatus (banda 5J06Cd), (5) um provéavel
componente do transporte ABC ligado a ATP de P. aeruginosa (banda 23J04Cd),
(6) um componente putativo do transporte ABC ligado a ATP de Streptomyces

coelicolor (banda 24J04Cd), (7) uma putativo oligosacarideo transferase transmembrana
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de Pyrococcus abyssi (banda 20J04Cd), (8) o transposon Tn5053 de Xanthomonas sp
(banda 18F03Cd), (9) uma proteina hipotética de Caenorhabditis elegans (banda
4J08C), (10) um precursor putativo do citocromo ¢l de 4. ferrooxidars (banda 1J05C) e
(11) o gene resB putativo de A. ferrooxidans (banda 2J01C).

5. A analise dos produtos de RAP-PCR em resposta a trés concentracdes de sulfato de
zinco revelou que os produtos induzidos por metal, 7F03Zn e 6J04Zn (gene msB do
transposon  Tn7 e provavel proteina secretora de Fsewudomonas aeruginosa,
respectivamente) apresentaram niveis crescentes de expressio génica em 100, 300 e
600 mM. Apenas a banda 7J04Zn (proteina hipotética de Deinococcus radiodurans)
apresentou um nivel mator de expressio em 300 mM de sulfato de zinco. Entre os
produtos reprimidos por zinco, a banda 13J06C (fator de elongagio Tu de
P. aeruginosa) apresentou expressdo mais elevada que em 100 mM do metal do que no
controle, indicando uma inducio do gene nesta concentracio do metal, seguida por uma
repressao nas concentragdes de 300 e 600 mM de sulfato de zinco. As bandas 16J06C e
7J06C (proteina RLX de Staphylococcus aereus e GTP ciclohidrolase de
Photobacterium leignathi, respectivamente) apresentaram expressio menof gue no

controle em todas as concentragdes de sulfato de zinco testadas.

6. A andlise dos produtos de RAP-PCR em resposta a trés concentracdes de sulfato de
cadmio (0, 10, 30 e 60 mM) revelou niveis variados de expressdo génica em relagio ao
controle, demonstrando a ocorréncia de genes que apresentam respostas distintas nas

diferentes concentrages de sulfato de cadmio testadas.

7. A expressdio dos produtos de RAP-PCR na presenca de outros fatores de estresse
mostrou niveis diferentes de expressio génica. Algumas bandas apresentaram niveis de
expressdo mais acentuados em 200 mM de sulfato de cobre, enquanto que outras
apresentararn niveis mais acentuados de expressdo em todas as condigdes de estresse

testadas.
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8. Todas as bandas que foram induzidas ou reprimidas por sulfato de cadmio e zinco na

linhagem LR também foram induzidas ou reprimidas por estes metais na linhagem
FG460.

9. Analise através de Southern blor revelou que todas as bandas de RAP-PCR testadas
hibridizaram com as trés linhagens de A. ferrooxidans. Somente a banda 16J06C,

reprimida por zinco, hibridizou com o DNA de todas as linhagens.
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