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RESUMO

Acidithiobacillus sp. compreende bactérias Gram-negativas, acidofilicas e
quimiolitotréficas obrigatérias, que obtém energia a partir da oxidagdo de
compostos reduzidos de enxofre (Kelly & Wood, 2000). Tendo em vista o alto grau
de diversidade genética do género Acidithiobacillus (Harrison, 1982; Lane et al.,
1992: Goebel & Stackebrandt, 1994; Pizarro et al., 1996; Novo et al., 1996;
Selenska-Pobell et al., 1998), o Capitulo 1 do presente trabalho apresenta a
caracterizacdo molecular de linhagens brasileiras de Acidithiobacillus spp.,
(isoladas em minas de cobre, carvao, ouro e uranio de diversas localidades do
Brasil; Garcia, 1991) através de ribotipagem, BOX e ERIC-PCR e hibridizagéo
DNA-DNA. Os métodos de ribotipagem, BOX e ERIC-PCR revelaram uma grande
divergéncia entre as linhagens estudadas e particularmente entre SSP e PCE
(isoladas respectivamente em minas de carvao e urénio), até entéo classificadas
como A. ferrooxidans, com relacéo as demais linhagens desta espécie.

Experimentos de hibridizagdo DNA-DNA demostraram que a homologia
entre SSP e a linhagem tipo da espécie A. ferrooxidans é de apenas 40,7%. Uma
vez que se convencionou considerar 70% como a porcentagem de homologia
limite para inclusdo de uma linhagem em uma determinada espécie (Wayne et al.,
1987), a linhagem SSP deve ser excluida da espécie A. ferrooxidans, sendo
referida a partir de entdo como Acidithiobacillus sp. SSP, até que analises
adicionais sejam realizadas. A porcentagem de homologia da linhagem PCE com
relacdo a linhagem tipo foi de aproximadamente 77,6%, permitindo a incluséo da
linhagem na espécie A. ferrooxidans.

As seqiiéncias de rDNA 16S de Acidithiobacillus sp. SSP e da linhagem tipo
de A. ferrooxidans foram obtidas e comparadas com as seqiiéncias de outras
linhagens de A. ferrooxidans, A. thiooxidans e A. caldus. A analise filogenética
resultante desses dados revelou que Acidithiobacillus sp. SSP é relacionada a
A. ferrooxidans e A. thiooxidans.

Tem sido observado que A. ferrooxidans apresenta niveis elevados de

resisténcia a diversos metais pesados, como por exemplo cobre, zinco, arsénio e



uranio (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins et al., 1986; Rawlings & Kusano, 1994).
Com excecao da resisténcia ao mercurio (Shiratori et al., 1989) e ao arsénio
(Butcher et al., 2000), as bases genéticas da resisténcia a metais em A
ferrooxidans permanecem desconhecidas. No Capitulo 2 é apresentada a
caracterizacdo da expressédo génica diferencial na presenca de cobre em uma
linhagem brasileira de A. ferrooxidans resistente ao metal (Novo et al., 2000),
através de RAP-PCR (Welsh et al., 1992). O método de RAP-PCR ¢ baseado na
sintese de cDNA a partir de RNA obtido em duas situagbes a serem comparadas e
amplificagdao por PCR utilizando “primers” arbitrarios. Os padrdes gerados séo
comparados, permitindo a detecgao de diferengas no padrao de expressao génica
entre duas condic¢oes.

Utilizando 8 “primers” arbitrarios, foram isolados 104 produtos de RAP-PCR
expressos diferencialmente na presenca de cobre. A expressao diferencial de 99
deles foi testada através de hibridizagcdo em “Slot blot” de DNA, sendo que
aproximadamente 70% dos produtos testados foram confirmados. Os produtos
que apresentaram os maiores coeficientes de indugdo por cobre foram clonados,
seqienciados e as sequéncias obtidas foram comparadas em bancos de dados. O
fragmento com o maior grau de inducdo por cobre mostrou-se significativamente
homélogo ao gene do citocromo ¢ de A. ferrooxidans (Guiliani et al., 1995).

Um produto de RAP-PCR reprimido por cobre apresentou homologia
significativa com o operon carboxissomo de A. ferrooxidans, que inclui a enzima
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase (RUBISCO, Kusano et al., 1991).

Foi identificado ainda um fragmento induzido por cobre homélogo ao gene
thiC, envolvido na biossintese de thiamina em Deinococcus radiodurans (White et
al., 1999).

Dez produtos de RAP-PCR analisados nado apresentaram homologia
significativa com nenhuma sequéncia disponivel no banco de dados e 4 produtos
revelaram similaridade com genes que codificam proteinas cuja fungcdo é
desconhecida.

Dentre os produtos de RAP-PCR com os maiores coeficientes de indugéo
por cobre ou com homologia significativa com seqiiéncias conhecidas, foram



selecionados 5 para o estudo da expressédo génica em outros fatores de estresse
e outra linhagem, além da andlise da presenga ou auséncia dos genes em
diversas linhagens de acidithiobacilli. Os resultados obtidos estao apresentados no
Capitulo 3. Quatro destes produtos sdo induzidos e um é reprimido por cobre. A
expressao génica na presenga de 200 mM de sulfato de cobre foi comparada com
a expressdao em 50 e 100 mM de sulfato de cobre, 600 mM de sulfato de zinco,
60 mM de sulfato de cadmio, temperatura e pH em valores acima das condigbes
6timas de crescimento de A. ferrooxidans.

Os produtos de RAP-PCR induzidos por cobre revelaram niveis de
expressao génica mais baixos em 50 mM de sulfato de cobre, elevando-se em
100 mM e atingindo o ponto mais alto em 200 mM. O produto reprimido por cobre
apresentou niveis de expressdo equivalentes em 50 e 100 mM de suifato de
cobre, mais altos em relagdo a 200 mM.

Todos os produtos de RAP-PCR testados apresentam niveis de expresséo
génica mais baixos na presenga de zinco em relacdo a 200 mM de sulfato de
cobre. O mesmo ocorreu com cadmio, exceto no caso de um dos fragmentos
induzidos e do reprimido por cobre.

Os niveis de expressao génica dos produtos de RAP-PCR em pH mais alto
que o 6timo para o crescimento de A. ferrooxidans foram mais baixos em relagao
a expressao em cobre para todos os produtos testados. Ja no caso do estresse
térmico foram observadas variagdes nos padroes dos diferentes produtos: 2 deles
apresentaram niveis de expressao mais altos sob estresse térmico em relagéo ao
cobre, em 2 a expressao foi menor e em outro manteve-se constante.

A comparag¢ao da expressdao génica entre a linhagem LR, dos quais os
produtos foram isolados, e uma segunda linhagem também resistente a cobre
(CMV) revelou que 3 produtos induzidos por cobre apresentam niveis de
expressdo mais altos em LR e em um produto a expresséo foi aproximadamente
igual nas duas linhagens. No caso do produto reprimido por cobre, a expresséo
génica na linhagem LR foi menor em relagdo a segunda linhagem.

Através de andlises por “Southern blot”, foram comparados os padroes de
hibridizagdo do DNA gendémico de 6 linhagens de Acidithiobacillus spp. € uma



linhagem de E. coli digerido com BamH | e Hind lli, utilizando como sonda os
produtos de RAP-PCR. Nao foi detectado sinal de hibridizacédo de nenhum dos
produtos testados com o DNA das linhagens de A. thiooxidans e E. coli nas
condicbes de estringéncia utilizadas nos experimentos. A linhagem de
Acidithiobacillus sp. SSP revelou sinal de hibridizagdo apenas com 2 produtos de
RAP-PCR.

A maioria dos padrdes correspondentes a linhagem LR de A. ferrooxidans,
da qual foram isolados os produtos de RAP-PCR utilizados como sondas, foi
semelhante aos padrdes da linhagem tipo de A. ferrooxidans. Ja a linhagem de A.
ferrooxidans CMV apresentou na maioria dos casos padrdes distintos das demais
linhagens, indicando provavelmente diferencas na localizacdo dos genes no

cromossomo bacteriano.



SUMMARY

The genus Acidithiobacillus (Kelly & Wood, 2000) accommodates a group of
Gram-negative, acidophilic, rod-shaped bacteria that derive energy from the
oxidation of reduced sulfur compounds. A high genetic diversity has been observed
in this genus (Harrison, 1982; Lane et al., 1992; Goebel & Stackebrandt, 1994;
Pizarro et al., 1996; Novo et al., 1996; Selenska-Pobell et al, 1998). Thus, the
Chapter 1 of the present study shows the data of molecular characterization of
Brazilian Acidithiobacillus strains isolated from coal, copper, gold and uranium
mines in Brazil (Garcia, 1991), using ribotyping, BOX and ERIC-PCR and DNA-
DNA relatedness assays. A high genetic variability was found among the strains
tested. A. ferrooxidans SSP and PCE (isolated from acid coal mine waste and
uranium mine effluent, respectively) were readily distinguished from the remaining
A. ferrooxidans strains.

According to the DNA-DNA hybridization data, strain SSP showed DNA
similarity value of 40.7% against reference DNA from the A. ferrooxidans type
strain, which is below the 70% cut-off point for inclusion in this species (Wayne et
al., 1987). Therefore, strain SSP should be referred to as Acidithiobacillus sp. The
DNA relatedness between strain PCE and the A. ferrooxidans type strain was
77.6%, supporting its allocation to the same genomic species.

Nearly complete 16S rDNA sequences were obtained for A. ferrooxidans
type strain and Acidithiobacillus sp. SSP. In the phylogenetic sequence analysis,
Acidithiobacillus sp. SSP was recovered in a separate cluster from most
A. ferrooxidans strains. These data suggest that Acidithiobacillus sp. SSP may
represent a phylogenetically distinct Acidithiobacillus species, related to A.
ferrooxidans and A. thiooxidans species.

A. ferrooxidans presents a inherent resistance to high concentrations of
heavy metals, such as copper, zinc, arsenic and uranium (Lundgren & Silver, 1980;
Hutchins et al, 1986; Rawlings & Kusano, 1994). The genetic basis of metal
resistance in A. ferrooxidans is still unknown, except for mercuric (Shiratori ef al.,

1989) and arsenic resistance (Butcher et al., 2000). The Chapter 2 presents the



characterization of the differential gene expression in response to copper in
A. ferrooxidans strain LR, using RNA arbitrarily primed PCR (Welsh et al., 1992).
This technique is based on the isolation of RNA from cellular samples under two
conditions to be compared, reverse transcription of the RNA (RT-PCR) using
arbitrary primers and separation of the cDNA bands on a sequencing
electrophoresis gel.

Eight arbitrary primers were used to generate the RAP-PCR profiles and a
total of 104 differentially expressed fragments were identified. The differential gene
expression of 99 RAP-PCR products was tested using DNA Slot blot hybridization
assays and approximately 70% of these were confirmed. The RAP-PCR products
that presented the highest values of induction ratio were cloned and sequenced.
The sequences obtained were compared with GenBank sequences. The RAP-PCR
product with the highest induction ratio demonstrated significant homology with
cytochrome c from A. ferrooxidans (Guiliani et al., 1995).

One of the RAP-PCR products repressed by copper showed significant
homology with the carboxysome operon from A. ferrooxidans, that includes both
small and large subunits of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase / oxygenase
(RUBISCO, Kusano et al., 1991). In addition, we found a product with homology to
the thiamin biosynthesis gene thiC from Deinococcus radiodurans (White et al.,
1999). Ten RAP-PCR products analyzed did not reveal significant homology with
sequences in the database and 4 products presented similarity with hypothetical or
unknown proteins.

Five RAP-PCR products with high induction ratio or significant homology
with known sequences were selected for additional gene expression analyses
using a different strain and under other stress conditions. In addition, the presence
or absence of the RAP-PCR products were analyzed for several acidithiobacilli
strains. Four RAP-PCR products were induced by copper and one was repressed
by copper. The results were present in the Chapter 3.

The gene expression of the RAP-PCR products in response to 200 mM of

copper sulfate was compared with the gene expression in response to 50 and



100 mM of copper sulfate, 600 mM of zinc sulfate, 60 mM of cadmium sulfate,
higher-than-optimum temperature and pH.

The RAP-PCR products induced by copper presented increasing levels of
gene expression from 50 to 200 mM of copper sulfate. The RAP-PCR product
repressed by copper showed the same level of gene expression under 50 and
100 mM of copper sulfate, lower than the level of gene expression under 200 mM.

All the RAP-PCR products presented a lower level of gene expression under
zinc and high pH when compared with copper gene expression. The same result
was observed with cadmium, except for the RAP-PCR product repressed by
copper and one product induced by copper. The gene expression of 2 RAP-PCR
products at high temperature was higher compared to copper stress conditions. In
contrast, 2 RAP-PCR products were lower expressed in response to temperature
stress compared to copper stress and another one presented the same level of
gene expression under copper and temperature stress.

Additionally, the gene expression in response to copper in A. ferrooxidans
strain CMV was compared with strain LR. The CMV and the LR strains are highly
resistant to copper (Novo et al., 2000), but the LR gene expression of 3 RAP-PCR
products induced by copper was lower than CMV gene expression. One RAP-PCR
product induced by copper showed the same level of gene expression in both LR
and CMV strains. The RAP-PCR product repressed by copper presented a lower
level of gene expression in the CMV strain compared with the LR strain.

Southern blot analyses were performed in order to compare the
hybridization profiles of 6 Acidithiobacillus strains and one E. coli strain digested
separately with either BamH | or Hind 11l enzymes. The RAP-PCR products were
used as probes. There was no detectable hybridization signal in the A. thiooxidans
and E. coli strains with the 5 probes, under the stringent conditions used in the
experiments. Acidithiobacillus sp. SSP presented hybridization signals with only 2
probes. Most LR profiles was similar to the A. ferrooxidans type strain profiles. In
contrast, A. ferrooxidans CMV showed distinct profiles compared to the other
strains.



INTRODUGAO

O género Acidithiobacillus compreende bactérias Gram-negativas,
acidofilicas e quimiolitotroficas obrigatérias, que obtém energia a partir da
oxidagdo de compostos reduzidos de enxofre (Kelly & Wood, 2000).

A. ferrooxidans é a Unica espécie do género capaz de obter energia através
da oxidacdo de ion ferroso, além de compostos reduzidos de enxofre (Leduc &
Ferroni, 1994; Rawlings & Kusano, 1994). A. ferrooxidans é um dos principais
microrganismos que atuam na biolixiviacdo de metais, podendo ser utilizado em
processos industriais para obtengio de cobre, urdnio ou metais preciosos, a partir
de minérios de baixos teores (Hutchins ef al, 1986). Por outro lado,
A. ferrooxidans pode ser empregado na degradacdo de residuos quimicos
provenientes de minerais processados, sendo uma alternativa econémica e rapida
em comparacdao com métodos convencionais (Shiratori & Sonta, 1993; Hubert et
al., 1995), exercendo assim um papel de importancia econdmica € a0 mesmo
tempo ambiental.

Tem sido observado um alto grau de diversidade genética entre linhagens
do género Acidithiobacillus em diversos métodos de caracterizagdo molecular
(Harrison, 1982; Lane et al., 1992; Goebel & Stackebrandt, 1994; Pizarro et al.,
1996; Novo ef al., 1996; Selenska-Pobell ef al., 1998). A variabilidade genética em
populacdes naturais € uma caracteristica interessante, pois permite a selegéo de
linhagens mais adequadas para a utiliza¢ado industrial. Os estudos deste género
no Brasil sdo importantes para a identificacdo e caracterizagdo das linhagens
brasileiras. Sendo assim, o Capitulo 1 do presente trabalho apresenta o resultado
da taxonomia polifasica de Acidithiobacillus spp., no qual linhagens brasileiras
foram caracterizadas utilizando as metodologias de ribotipagem, BOX e ERIC-
PCR e hibridizagcdo DNA-DNA.

Uma caracteristica fisiologica muito interessante de A. ferrooxidans é a sua
alta resisténcia a diversos metais pesados, como por exemplo cobre, zinco,
arsénio e uranio (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins ef al, 1986). As bases

genéticas da resisténcia a metais em A. ferrooxidans ainda sao desconhecidas,



com excecao da resisténcia ao mercuario (Shiratori ef al, 1989) e ao arsénio
(Butcher et al., 2000). Com o objetivo de ampliar nossos conhecimentos sobre a
resisténcia a metais em A. ferrooxidans, visando uma possivel aplicagao futura em
processos industriais e ambientais, o Capitulo 2 deste trabalho apresenta a
caracterizacdo da expressao génica diferencial na presenga de cobre em uma
linhagem brasileira de A. ferrooxidans resistente ao metal, através do método de
RAP-PCR (Welsh et al., 1992).

Este estudo teve inicio a partir dos dados relatados por Novo ef al. (2000),
que observaram alteragées no perfil de proteinas totais da linhagem LR de
A. ferrooxidans cultivada na presenca de diversos metais pesados. Dentre eles, o
cobre determinou as alteracbes mais significativas, tanto induzindo como
reprimindo a expressao de varias proteinas. A linhagem LR foi selecionada por
apresentar os maiores niveis de tolerancia a cobre (Novo et al., 2000). Com base
nestes achados, foi proposta a hipétese de que a analise do “fingerprinting” de
RNA fosse capaz de trazer mais informagdes sobre 0s genes expressos
diferencialmente na presencga de cobre em A. ferrooxidans LR.

O Capitulo 3 apresenta a analise dos produtos de RAP-PCR com
expressao diferencial na presenga de cobre, em outros fatores de estresse e
diversas linhagens. A expressio desses fragmentos génicos na presenga do cobre
foi comparada com a expressao na presenca de zinco, cadmio, temperatura e pH
acima das condi¢cbes 6timas de crescimento de A. ferrooxidans. Além disso, a
expressdo dos produtos de RAP-PCR na linhagem A. ferrooxidans LR na
presenga de cobre foi comparada com a expressdo génica em uma segunda
linhagem também tolerante a cobre. Ainda neste capitulo sdo apresentadas as
andlises por “Southern blot” do DNA gendémico de diversas linhagens de
acidithiobacilli digerido com duas enzimas de restricdo e hibridizado utilizando
como sonda os produtos de RAP-PCR.

Em resumo, o presente trabalho, apresentado em trés capitulos, tem por
objetivo a caracterizagdo molecular de linhagens brasileiras de Acidithiobacillus
spp. e a analise do perfil da expressao génica diferencial na presenca de cobre em
A. ferrooxidans.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Acidithiobacillus sp.

O género Acidithiobacillus compreende bactérias Gram-negativas,
acidofilicas e quimiolitotroficas obrigatérias, que obtém energia a partir da
oxidagcdo de compostos reduzidos de enxofre. O carbono para sua constituicao
celular é captado através da fixagdo do dioxido de carbono atmosférico (Kelly &
Wood, 2000).

As quatro espécies pertencentes a este género estavam anteriormente
alocadas no género Thiobacillus (Beijerinck, 1904). Entretanto, a grande
diversidade com relacédo as condigdes de crescimento, sequéncias de rDNA 168,
conteido de C+G e propriedades fisiolégicas, suscitou discussGes sobre a
classificagdo das espécies incluidas no género (Rawlings & Kusano, 1994;
McDonald ef al., 1997; Hiraishi et al., 1998; Kelly et al., 1998).

Em 2000, foram reclassificadas nove espécies até entdo pertencentes ao
género Thiobacillus. Kelly & Wood (2000) incluiram oito espécies em trés novos
géneros: Acidithiobacillus, composto por espécies acidofilicas (com pH étimo de
crescimento menor que 4,0); Thermithiobacillus, composto pela espécie
moderadamente termofilica T. tepidarius; e Halothiobacillus, que inclui as espécies
tolerantes a altas concentragdes salinas H. halophilus, H. hydrothermalis e H.
neopolitanus. Com base na seguéncia de rDNA 16S, Kelly et al. (2000)
propuseram a criagdo do género Starkeya para alocar a espécie anteriormente
denominada Thiobacillus novellus.
| No género Acidithiobacillus foram incluidas as espécies A. albertensis
(Bryant et al., 1983) Kelly & Wood (2000), A. caldus (Hallberg & Lindstrom, 1994)
Kelly & Wood (2000), A. ferrooxidans (Temple & Colmer, 1951) Kelly & Wood
(2000) e A. thiooxidans (Waksman & Joffe, 1922) Kelly & Wood (2000), a espécie

tipo do género.
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1.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans é a Gnica espécie do género capaz de obter
energia a partir da oxidagdo de ion ferroso, além de compostos reduzidos de
enxofre (Leduc & Ferroni, 1994; Rawlings & Kusano, 1994).

Dentre as espécies pertencentes ao género Acidithiobacillus,
A. ferrooxidans é uma das mais estudadas devido & sua importancia na lixiviagéo
de metais. A lixiviagdo é o processo que permite a obtencdo de metais de
interesse econdémico através da dissolugao de minérios de baixos teores (Hutchins
et al., 1986). A. ferrooxidans, em associagao com A. thiooxidans e Leptospirillum
ferrooxidans (espécie também acidofilica, capaz de oxidar ferro), vem sendo
empregada neste processo (Curutchet ef al, 1996; Bosecker, 1997; Bacelar-
Nicolau & Johnson, 1999; Nagaoka et al., 1999; Schippers & Sand, 1999; Harahuc
et al., 2000).

A biolixiviagdo, ou lixiviagdo mediada por microrganismos, pode ocorrer
através de dois mecanismos principais: biolixiviagdo direta e indireta. O segundo
caso envolve a producéo de sulfato férrico pela bactéria, um forte oxidante capaz
de solubilizar minério contendo formas reduzidas de enxofre. Ja a biolixiviagao
direta se da pelo ataque direto do microrganismo ao minério, sem a acéo do
sulfato férrico (Hutchins et al., 1986).

A biolixiviagdo vem sendo utilizada em escala industrial para obtengéo de
cobre, uranio e ouro, porém ha perspectivas de que o processo se torne
comercialmente importante no futuro para a obtencdo de zinco, niquel, cobalto e
molibidénio (Bosecker, 1997).

Além do interesse industrial, A. ferrooxidans possui também importancia
ambiental, podendo ser utilizado na degradagdo de residuos quimicos
provenientes de minerais processados. Os métodos convencionais normalmente
apresentam custos elevados, e o emprego de A. ferrooxidans € uma alternativa
mais econdmica e rapida, com beneficios para o meio ambiente (Shiratori & Sonta,
1993; Hubert et al, 1995). Além disso, a capacidade de metabolizacdo de
compostos de enxofre possibilita a utilizagdo de A. ferrooxidans em filtros para a
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eliminacéo do didxido de enxofre, um importante poluente ambiental emitido por

varios tipos de industrias (Bonaventura & Johnson, 1997).

2. Variabilidade genética em Acidithiobacillus sp.

Tem sido observada uma grande variabilidade genética no género
Acidithiobacillus, e particularmente entre linhagens de A. ferrooxidans; detectada
através de diversas metodologias, como hibridizagdo DNA-DNA e determinagéo
do contetido de C+G (Harrison, 1982); analises por RAPD (Novo et al., 1996;
Selenska-Pobell et al., 1998); PCR dos elementos repetitivos BOX e ERIC
(Selenska-Pobell ef al., 1998), sequenciamento de rDNA 16S (Lane et al., 1992;
Goebel & Stackebrandt, 1994; Pizarro et al.,, 1996) e polimorfismo da regiao
espacadora entre os genes de rDNA 16S e 23S (Pizarro et al., 1996; Selenska-
Pobell et al., 1998).

Harrison (1982) compararam a homologia do DNA de 23 linhagens de
A. ferrooxidans, através da hibridizacdo DNA-DNA e da determinacdo do conteudo
de C+G, agrupando-as em sete diferentes grupos de homologia. Nao foi possivel
correlacionar os grupos de homologia com as regides geograficas onde foram
isoladas as linhagens, mas sim com caracteristicas fisiologicas, como temperatura
de crescimento; sugerindo a sele¢do dos genomas dentro de cada micro-
ambiente.

Experimentos de hibridizagdo DNA-DNA foram determinantes na
reclassificagdo taxonémica dos organismos do antigo género Thiobacillus (Hiraishi
et al, 1998; Kelly et al., 1998). A hibridizagdo entre amostras de DNA gendémico
provenientes de duas linhagens bacterianas permite determinar o grau de
homologia existente entre elas e, caso apresentem homologia igual ou superior a
70% sao consideradas pertencentes a uma mesma espécie gendmica (Wayne et
al., 1987).

A andlise de sequéncias do gene de rDNA 16S tem sido amplamente
utilizada tanto para identificagao como em estudos filogenéticos de acidithiobacilli.

Lane et al. (1992) determinaram sequéncias parciais de rDNA 16S de 37
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linhagens pertencentes a oito géneros de bactérias que metabolizam ferro e
enxofre. As relagbes filogenéticas resultantes desses dados classificaram
espécies do género Acidithiobacillus e mesmo linhagens de A. ferrooxidans em
subgrupos distintos. Por outro lado, duas linhagens de A. thiooxidans foram
incluidas no principal subgrupo de A. ferrooxidans.

Goebel & Stackebrandt (1994) analisaram a seqiéncia total ou parcial de
rDNA 16S de linhagens que metabolizam ferro, isoladas a partir de ambientes
naturais acidos ou biorreatores. Os resultados obtidos foram comparados com os
dados de Lane et al. (1992), que incluem linhagens de A. ferrooxidans e
A. thiooxidans. Oito linhagens isoladas de ambientes naturais foram agrupadas em
3 “clusters” distintos, sendo que cada um deles incluiu também linhagens de
A. ferrooxidans cujas sequéncias foram publicadas por Lane et al. (1992). As
linhagens alocadas em diferentes “clusters” apresentaram similaridade de DNA
menor que 50 %.

A andlise de sequéncias parciais de rDNA 16S, além do polimorfismo de
tamanho da regido espagadora entre os genes de rDNA 16S e 23S, foram os
métodos utilizados por Pizarro et al. (1996) para identificar e caracterizar as
espécies que compdem a populagéo bacteriana presente em amostras de minério
de cobre apés biolixiviagdo. A comparagao do tamanho das regiées espagadoras
com os padroes de espécies conhecidas permitiu a identificagdo de linhagens
pertencentes as espécies A. ferrooxidans e A. thiooxidans, além de Leptospirillum
ferrooxidans. Algumas linhagens que mostraram padrdoes desconhecidos foram
identificadas com base nas seqliéncias parciais de rDNA 16S, que apresentaram
similaridade com as seqiiéncias descritas por Lane et al. (1992) e Goebel &
Stackebrandt (1994). A

Através do método de RAPD, Novo ef al. (1996) analisaram 8 linhagens de
A. ferrooxidans, sendo 6 brasileiras. As linhagens foram divididas em 2 grupos
principais, com apenas 0,5 % de similaridade entre eles.

Selenska-Pobell ef al. (1998) utilizaram a amplificagdo dos elementos
repetitivos ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”, Hulton et al.,
1991) e BOX (Martin et al., 1992), além de RAPD, para classificacao e
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identificacdo de linhagens pertencentes ao género Acidithiobacillus. Os dados
obtidos pelos métodos de BOX e ERIC-PCR, que foram concordantes com os
resultados fornecidos por RAPD, revelaram um alto grau de dissimilaridade de
uma das linhagens de A. ferrooxidans em relagdo as demais linhagens
pertencentes a mesma espécie. Além disso, as linhagens de A. thiooxidans
apresentaram grande divergéncia em relagao a A. ferrooxidans.

De acordo com Rawlings & Kusano (1994), a variabilidade genética
existente entre as diversas linhagens de A. ferrooxidans justificaria a subdivisao
em varias espécies.

A variabilidade genética no género Acidithiobacillus, e especialmente entre
linhagens de A. ferrooxidans é uma caracteristica muito interessante pois permite
a selegao das linhagens mais adequadas para os estudos de mecanismos de
resisténcia, isolamento de genes de resisténcia e utilizagdo em processos de
biolixiviagdo. Por outro lado, esta gama de aplicagbes torna necessaria a
otimizacdo de metodologias que possibilitem identificacdo e classificacdo de
linhagens e espécies.

3. Resisténcia a metais

3.1. Resisténcia a metais em bactérias

A ocorréncia de resisténcia natural de bactérias a metais pesados; tais
como cobre, arsénio, mercurio, cadmio ou chumbo, tem sido atribuida a presenca
de ions metalicos nos ambientes naturais dos microrganismos, o que levaria a
selecdo de populagdes resistentes (Ji & Silver, 1995).

A resisténcia a metais pode ser determinada por diversos mecanismos
(revisado por Bruins et al., 2000; Silver, 1996, 1998; Silver & Phung, 1996)."O
sistema mais frequentemente encontrado é o efluxo do ion téxico, por exempio
através de ATPases (Silver, 1996; Bruins et al, 2000). Além deste, tém sido
identificados também sistemas de exclusdo do ion metalico através de alteragdes

na permeabilidade celular; seqiestro intracelular ou extracelular do metali;
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alteracédo da sensibilidade celular ao metal e detoxificacdo enzimatica do metal,
que é convertido em uma forma menos téxica (Bruins et al., 2000).

Os mecanismos de resisténcia a um determinado metal ndo sao
necessariamente os mesmos nos diversos grupos de bactérias. Enquanto o
sistema de resisténcia ao mercario é altamente conservado entre os
microrganismos, tanto em relacao a estrutura do operon como na homologia entre
os genes, o mecanismo de resisténcia ao arsénio apresenta um grau menor de
homologia, com variagdes entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; e a
resisténcia ao cadmio € determinada por mecanismos diferentes nestes dois
grupos, possivelmente com origens evolutivas independentes (Ji & Silver, 1995).

A resisténcia ao cobre tem sido relacionada ao sistema de efluxo do ion
para o exterior da célula bacteriana através de ATPase (Bruins et al., 2000).
Genes associados a resisténcia a cobre foram inicialmente caracterizados em
Pseudomonas syringae, compondo o operon cop de localizagdo plasmidial
(Bender & Cooksey, 1986, 1987, Silver, 1998).

Posteriormente, genes homoblogos aos genes do operon cop foram
identificados em outros procariotos, como por exemplo Escherichia coli (Brown et
al., 1995; Rensing et al., 2000), Helicobacter pylori e H. felis (Bayle et al., 1998) e
Xanthomonas campestris (Lee et al., 1992).

Além dos mecanismos de resisténcia a cobre codificados por genes
plasmidiais, foi identificado em E. coli um sistema de efluxo do cobre através de
ATPase, codificado por genes do cromossomo bacteriano (operon cut, Lee et al.,
1990). Os autores propdem que as proteinas codificadas pelos genes do operon
cut devam interagir com o sistema de resisténcia ao cobre mediado por plasmidios
para regular a homeostase do cobre nas células.

3.2. Resisténcia a metais em Acidithiobacillus ferrooxidans
A. ferrooxidans apresenta resisténcia a diversos metais, como por exemplo

cobre, aluminio, zinco, arsénio e uranio, em niveis mais elevados que a maioria
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das bactérias heterotroficas (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins et al., 1986;
Rawiings & Kusano, 1994).

Até o momento, ndo sdo conhecidas as bases genéticas da resisténcia a
metais em A. ferrooxidans, com excecéo da resisténcia ao mercurio e ao arsénio.
Os genes envolvidos no mecanismo de resisténcia ao mercurio em A. ferrooxidans
foram clonados e expressos em E. coli por Shiratori ef al. (1989). Os autores
demonstraram que em A. ferrooxidans a resisténcia ao mercurio é determinada
pelo operon mer, cujos genes estdo localizados no cromossomo bacteriano. O
operon mer, que codifica um sistema de resisténcia por detoxificagao enzimatica
(Bruins et al., 2000), apresenta homologia parcial em varias espécies de bactérias,
embora em muitos casos seja codificado por genes plasmidiais (Silver & Phung,
1996).

Os genes envolvidos no mecanismo de resisténcia ao arsénio em
A. ferrooxidans foram clonados e sequenciados por Butcher et al. (2000). Células
de E. coli transformadas com os genes de A. ferrooxidans adquiriram aumento de
resisténcia a compostos de arsénio e a antiménio. A exemplo dos genes de
resisténcia ao merclrio, neste caso os genes sdo também cromossomais. O
mecanismo de resisténcia ao arsénio identificado em A. ferrooxidans & um sistema
de efluxo de ions através de ATPase (Butcher et al., 2000).

Rawlings & Kusano (1994) sugeriram que os genes de resisténcia a
mercurio em A. ferrooxidans foram inseridos no cromossomo devido a eventos de
transposicdo multipla, com base nas observagdes de que o “codon usage” do
gene merA (mercurio redutase) é similar ao de genes de resisténcia presentes no
transposon Tn501 e plasmidio R100, e substancialmente diferente do “codon
usage” de outros genes cromossdmicos de A. ferrooxidans (Inoue ef al., 1989).
Apoiando esta hipétese, Ji & Silver (1995) afirmaram que genes de resisténcia a
metais em varios microrganismos tém sido identificados primeiramente em
plasmidios e depois no DNA cromossomal, sugerindo que esta mobilidade esteja
relacionada a sequéncias de insergao e transposons.

A presenca de plasmidios foi verificada em varias linhagens de
A. ferrooxidans (Martin et al., 1981; Visca ef al., 1986; Shiratori et al., 1991;
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Rawlings et al., 1993; Dominy et al., 1997; Aparicio et al., 2000), porém até o
momento nao foi correlacionada com mecanismos de resisténcia. Pelo contrario,
Pramila et al. (1996) verificaram uma relagao negativa entre a resisténcia a cobre
e mercurio e plasmidios em uma linhagem de A. ferrooxidans. Os autores
observaram uma redugao significativa no namero de cépias de plasmidios em
linhagem adaptada a cobre e a mercurio. Quando a linhagem foi cultivada na
auséncia dos metais e perdeu a resisténcia, o numero de copias inicial foi
restaurado. De acordo com os autores, os dados sugerem que OS genes
relacionados a resisténcia ao cobre sao codificados pelo DNA cromossomal da
bactéria, o que ja foi confirmado no caso da resisténcia ao mercurio e ao arsénio
(Shiratori et al., 1989; Butcher ef al., 2000).

Posteriormente, Chisholm et al. (1998) analisaram o perfil plasmidial de
linhagens de A. ferrooxidans isoladas em ambientes ricos em cobre e niquel. A fim
de averiguar o papel dos plasmidios no mecanismo de resisténcia a cobre, uma
linhagem de E. coli foi transformada com um subclone originario de plasmidio
isolado a partir de uma das linhagens com maior nivel de resisténcia a cobre e os
transformantes foram cultivados na presenca do metal. A presen¢a do plasmidio
nao contribuiu para o aumento da resisténcia a cobre em E. coli, sendo que em
um dos transformantes aparentemente produziu um efeito deletério para o
crescimento na presenca do metal. De acordo com os autores, estes resultados
apontam para trés hipéteses: a clivagem do plasmidio levou a inativacdo de um
possivel gene associado ao mecanismo de resisténcia, o gene de resisténcia nao
é expresso em E. coli ou o plasmidio analisado nao carrega gene de resisténcia, o
que remete a um mecanismo de resisténcia codificado por genes cromossomais.

Como ressalta Natarajan ef al. (1994), a resisténcia de A. ferrooxidans a
metais pesados € importante para sua utilizagdo na biolixiviagdo, j4 que durante
este processo metais pesados sdo acumulados no meio, causando a morte de
linhagens sensiveis. O estudo dos mecanismos genéticos de resisténcia a metais
pode contribuir para o desenvolvimento de linhagens mais resistentes e portanto
mais adequadas para a biolixiviagao.
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4. Estudo da resposta a fatores de estresse por “fingerprinting” de RNA

Os estudos dos genes relacionados a resposta a fatores de estresse em
diversos grupos de organismos tém utilizado analises de “fingerprinting” de RNA
(Thélu et al., 1994; Wong & McClelland, 1994; Gong et al, 1996; Corton &
Gustafsson, 1997; Fleming ef al., 1998; Mathieu-Daudé et al., 1998; Thies et al.,
1998; Shepard & Gilmore, 1999; Alemany et al., 2000).

O “fingerprinting” de RNA pode ser obtido através de duas técnicas
correlacionadas: RAP-PCR (“RNA arbitrarily primed polymerase chain reaction”,
Welsh et al., 1992) e “display” diferencial (Liang & Pardee, 1992). Os meétodos
baseiam-se na sintese de cDNA a partir de RNA obtido em duas situacbes a
serem comparadas e amplificagdo por PCR utilizando “primers” arbitrarios no caso
do RAP-PCR ou “primers” arbitrarios associados com oligonucleotideos (d)T no
“display” diferencial. Os padroes gerados sdo comparados, permitindo a detecg¢ao
de diferengas no padrao de expressao génica entre duas condigdes, como por
exemplo uma situagdo de estresse em comparagdao com a condigdo controle
(Perucho et al., 1995).

Apds a identificacdo e isolamento dos fragmentos génicos expressos
diferenciaimente é necessario realizar a confirmacao da expressao diferencial, ja
que é frequente a ocorréncia de falsos positivos (Liang et al., 1993, 1995; Callard
et al., 1994; Liang & Pardee, 1995; Fleming et al., 1998; Shepard & Gilmore,
1999).

O método inicialmente proposto para a confirmacdo da expressao
diferencial de fragmentos isolados por “display” diferencial ou RAP-PCR foi o
“Northern blot” (Liang & Pardee, 1992; Welsh et al, 1992), que consiste em
transferir amostras de RNA de gel de agarose para membrana de nylon e
hibridizar utilizando como sonda os fragmentos a serem testados. O “Northern
blot’ envolve um procedimento laborioso, principalmente em se tratando de um
grande nuamero de fragmentos a serem analisados (Liang & Pardee, 1995).

Em vista desta dificuldade, foi proposta a metodologia de “Siot blot” de DNA
(Mou et al., 1994). Neste método, os fragmentos sao transferidos para membrana
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de nylon através do sistema de “Slot blot” e hibridizados com amostras de cDNA
obtidas nas condi¢cdes que se deseja comparar. Mou et al. (1994) descreveu a
utilizagdo do “Slot blot” de DNA para confirmacdo da expresséo diferencial de
fragmentos isolados por “display” diferencial em um estudo comparativo da
expressao génica em células de coracdo de camundongo em diferentes estagios
do desenvolvimento fetal e neonatal. Os autores compararam os resultados
obtidos com dados gerados por “Northern blot”, ressaltando as vantagens do “Slot
blot”.

O método de RAP-PCR foi utilizado pela primeira vez no estudo da
resposta a um fator de estresse em bactéria por Wong & McClelland (1994). Os
autores analisaram a resposta ao tratamento com peréxido em Salmonella
typhimurium. Foi identificado um produto de RAP induzido pelo tratamento ao
peroxido, cuja expressao diferencial foi confirmada através de “Northern biot”. O
produto foi entdo mapeado no cromossomo bacteriano, sendo identificadas duas
copias génicas. Wong & McClelland (1994) destacam que o RAP-PCR é
adequado para os estudos em procariotos, j& que nao utiliza oligonucleotideos
(d)T como “primers”, que anelam na cauda poli(A) dos mRNAs de eucariotos.

Thies et al. (1998) utilizaram o método de RAP-PCR para analisar a
resposta ao choque térmico em Campylobacter jejuni. A confirmagéo da
expressao diferencial do gene identificado foi realizada através de “Northern blot”
e “Dot blot” de RNA. Este Gltimo método é semelhante ao “Northern blot”, porém
neste caso as amostras de RNA sao transferidas para membrana de nylon
utilizando aparato de “Dot blot” ou “Slot blot”.

Outro exemplo de utilizagdo do RAP-PCR no estudo da resposta a fatores
de estresse em procariotos é apresentado por Shepard & Gilmore (1999), que
identificaram genes induzidos nas condigdes de aerobiose e anaerobiose em
Enterococcus faecalis. Os autores utilizaram o método de RT-PCR para a
confirmagéo da expresséo diferencial dos fragmentos isolados, que consiste em
amplificar amostras de cDNA obtidas nas condicdes a serem comparadas
utilizando como “primers” seqiéncias homologas aos fragmentos. A ocorréncia de

produto de amplificagdo confirma, portanto, a expresséao diferencial.
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Até o momento, ndo ha relatos de estudos de “fingerprinting” de RNA em
Acidithiobacillus sp. Uma vez que A. ferrooxidans apresenta altos niveis de
resisténcia a metais (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins ef al, 1986; Rawlings &
Kusano, 1994), as analises do “fingerprinting” de RNA podem ser utilizadas para
identificagao de fragmentos génicos induzidos ou reprimidos em resposta a metais
presentes no meio de cultivo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo o estudo da diversidade genética de
linhagens de Acidithiobacillus isoladas de minas e a caracterizagado do perfil da
expresséo génica diferencial na presenca de cobre em A. ferrooxidans.

Objetivos especificos

Capitulo 1. Taxonomia polifasica de Acidithiobacillus spp.

Artigo 1: Molecular characterization of Acidithiobacillus ferrooxidans and

A. thiooxidans strains isolated from mine wastes in Brazil

e Andlise da diversidade genética de linhagens de Acidithiobacillus spp. através
de ribotipagem, BOX e ERIC-PCR e hibridizagdo DNA-DNA,

e Analise filogenética de sequéncias do gene de rDNA 16S em linhagens de
Acidithiobacillus spp.;

Capitulo 2. Caracterizagio da expressao génica diferencial na presenca de
cobre em Acidithiobacillus ferrooxidans

Artigo 2: Differential gene expression in response to copper in Acidithiobacillus
ferrooxidans by RNA arbitrarily primed PCR

¢ |dentificacdo de sequéncias expressas diferencialmente na presenca de cobre
através da técnica de RAP-PCR;
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e Confirmacao da expressao diferencial através de experimentos de “Slot blot” de
DNA,;

e Clonagem e sequenciamento dos fragmentos diferenciais e comparagédo com

seqiiéncias disponiveis em bancos de dados;

Capitulo 3. Expressao génica sob varios fatores de estresse de produtos de
RAP-PCR isolados em resposta a cobre e anilise da
presencal/auséncia dos genes em diferentes linhagens

e Comparacgéao por “Slot blot” de RNA da expressao dos produtos de RAP-PCR
em uma linhagem de A. ferrooxidans submetida a diversas situagbes de
estresse, como presenca de zinco, cadmio, alteracdo no pH do meio e na

temperatura;

e Comparacao dos padroes de expressao das sequéncias diferenciais através de
“Slot blot” de RNA entre duas linhagens;

e Comparagao dos padrbes de hibridizagao por “Southern blot” dos produtos de
RAP-PCR em varias linhagens de Acidithiobacillus spp.



Capitulo 1

Taxonomia polifasica de

Acidithiobacillus spp.
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Abstract

Nineteen strains of Acidithiobacillus ferrooxidans and Acidithiobacillus thiooxidans,
including 12 strains isolated from coal, copper, gold and uranium mines in Brazil,
strains isolated from similar sources in other countries and the type strains of the
two species were characterized together with the type strain of A. caldus by using
a combination of molecular systematic methods, namely ribotyping, BOX- and
ERIC-PCR and DNA-DNA hybridization assays. Data derived from the molecular
fingerprinting analyses showed that the tested strains encompassed a high degree
of genetic variability. Two of the Brazilian A. ferrooxidans organisms (strains SSP
and PCE) isolated from acid coal mine waste and uranium mine effluent,
respectively, and A. thiooxidans strain DAMS, isolated from uranium mine effluent,
were the most genetically divergent organisms. The DNA-DNA hybridization data
did not support the allocation of Acidithiobacillus strain SSP to the A. ferrooxidans
genomic species, as it shared only just over 40% DNA relatedness with the type
strain of the species. Acidithiobacillus strain SSP was not clearly related to A.
ferrooxidans in the 16S rDNA tree.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, DNA-DNA
homology, genetic diversity, rep-PCR, ribotyping, 16S rDNA sequence analysis
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Introduction

The genus Acidithiobacillus (Kelly & Wood 2000) accommodates a polyphyletic
group of Gram-negative, rod-shaped bacteria which derive energy from the
oxidation of reduced sulfur compounds. Acidithiobacillus ferrooxidans (Colmer et
al. 1950; Temple & Colmer 1951) is the only species of the genus that is also
capable of deriving energy from ferrous iron. These obligatory acidophilic,
ubiquitously distributed bacteria have been isolated from a wide range of sulfur-
containing mineral deposits (Leduc & Ferroni 1994; Rawlings & Kusano 1994).
Acidithiobacillus thiooxidans (Hutchins et al. 1986) accommodates a group of
morphologically and physiologically diverse sulfur-oxidizing bacteria which
probably belong to more than one species (Harrison 1982, 1984). A. ferrooxidans
strains are considered to have an important role in metal bioleaching processes
(Hutchins et al. 1986) though other ferrous or sulfur oxidizing bacteria may play
significant roles in these processes (Pizarro et al. 1996).

Industrial heap bioleaching, targeting mainly copper and uranium recovery,
and stirred reactor processes for the recovery of valuable metals (e.g., gold and
silver) represent a global market estimated to be about US$ 10 billion in 1998
(Johnson 1999). The optimization of such processes requires knowiedge of the key
microbial species involved in and associated with bioleaching processes.
Moreover, taxonomic and physiological characterization of microorganisms
involved in oxidative dissolution of metallic sulfides is also extremely important for
understanding perturbations in natural environments resulting from acid mine
drainage (Brierley 1999; Bruhn et al. 1999; Kondratyeva et al. 1999; Rawlings
1999; Rawlings et al. 1999).

In Brazil, recovery of gold from sulfide minerals using bacterial oxidation
processes is used by private companies, such as Sao Bento Mineragéo, a
subsidiary of the South African company Gencor established in 1990's. By 1998,
the production of gold by bacterial treatment reached 30% of the total production
(around 4 tons/year). However, very little is known about the Brazilian strains of

acidithiobacilli involved in these processes. A few reports have focused on the
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genetic characterization of acidithiobacilli isolated from mine wastes by using
different molecular systematic methods, including DNA-DNA hybridization,
determination of the G+C content of DNA, and phylogenetic analysis of 16S rDNA
(Harrison 1982; Lane et al. 1992; Pizarro et al. 1996). Among these, PCR based
methods, including RAPD (Novo et al. 1996; Selenska-Pobell et al. 1998),
polymorphism analysis of 16S-23S rDNA spacer regions (Pizarro et al. 1996),
BOX- and ERIC-PCR (Selenska-Pobell et al. 1998) have been shown to be
particularly useful for both specific and infra-specific discrimination of strains.

The primary aim of the present study was to determine the genetic diversity
of A. ferrooxidans and A. thiooxidans strains, isolated from coal, copper, gold and
uranium mine wastes in Brazil, using a combination of molecular systematic
methods, notably ribotyping, BOX- and ERIC-PCR and DNA-DNA relatedness
assays. In addition, comparison with the diversity of Acidithiobacillus strains
isolated from similar sources in other countries was accomplished. A 16S rDNA
sequence analysis was performed to demonstrate the taxonomic status of the
strain SSP, originally assigned to A. ferrooxidans.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

The source and strain histories of the acidithiobacilli are shown in Table 1. The A.
ferrooxidans and A. thiooxidans strains were grown at 30°C in modified T&K
medium supplemented with either Fe®" or elemental sulfur as energy sources for
growth (Tuovinen & Kelly 1973). A. caldus DSM 8584" was cultivated at 45°C in
modified T&K medium supplemented with elemental sulfur.

Isolation of genomic DNA

Genomic DNA was isolated from the tested strains using DNAzol reagent (Gibco
BRL) following the specifications of the manufacturer. The DNA was stored at 4°C.
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Ribotyping

Genomic DNA preparations (2 ug) were digested either with BamH | or Hind lil, as
recommended by the manufacturer (Gibco BRL). The resultant fragments were
separated by electrophoresis on 0.8% agarose 1 X TAE gels and transferred to
nylon membranes (Hybond-N, Amersham), as previously described (Sambrook et
al. 1989). 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 dodecyl! sulfate (SDS), 100 ug/ml denatured salmon sperm DNA, and 10 X
Denhardt's solution (Sambrook et al. 1989). The ribotyping probe consisted of a
7.2 Kb fragment containing the 5S, 16S and 23S rDNA operon from Streptomyces
lividans (Zarko-Postawka et al. 1997). Approximately 50 ng of the probe were
labeled with [0-P]JdATP using a commercial kit (Megaprime, Amersham).
Hybridization was carried out at 42°C, overnight, 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® cpm/mi of the denatured probe. After hybridization, the
membranes were washed as follows: two 5 min washes at room temperature in a
solution containing 2 X SSC and 0.5% SDS; 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.

rep-PCR amplifications and data analysis

The BOX-PCR reactions were carried out essentially as described by Sadowsky et
al. (1996), that is, in 25 pl reaction mixtures containing 10 ng DNA, 50 pmol primer
BOXA1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’; Martin et al. 1992), 2 mM
MgClz, 0.1 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 1 X PCR buffer (Gibco BRL)
and 0.5 U Tag DNA polymerase (Gibco BRL). ERIC-PCR reactions were
performed, with minor modifications, as described by Versalovic et al. (1991). The
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reaction mixtures (25 ul) contained 30 ng DNA, 25 pmol primer ERIC1R
(5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’; Hulton et al. 1991), 25 pmol primer
ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'; Hulton et al. 1991), 2.5 mM
MgCl,, 0.3 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 1 X PCR buffer (Gibco BRL)
and 1 U Taq DNA polymerase (Gibco BRL).

The PCR reactions were carried out, in duplicate, using a Perkin-Elmer
model 2400 thermal cycler. The amplification conditions included an initial
denaturation at 95°C for 7 min, followed by 35 cycles at 94°C for 1 min; annealing
at either 53°C (BOX-PCR) or 52°C (ERIC-PCR) for 1 min; and amplification at
either 56°C (BOX-PCR) or 65°C (ERIC-PCR) for 8 min, followed by a final
extension at 65°C for 16 min. The amplification products (12.5 pl) were separated
by electrophoresis on 1.5% agarose 1 X TAE gels. The gels were stained with
ethidium bromide and photographed under UV (Sambrook et al. 1989). Each
amplified band was treated as a unit character and scored as 1 (present) or 0
(absent) for all of the tested strains. Similarity among the strains was determined
by using the Jaccard coefficient (Jaccard 1908) and clustering achieved using the
UPGMA algorithm (Sokal & Michener 1958); the analyses were performed using
NTSYS-pc software (Rohif 1989).

DNA-DNA hybridization

Two hundred ng of genomic DNA from the tested strains were denatured at 100°C
for 10 min then transferred to nylon membranes (Hybond-N, Amersham) using a
slot blot apparatus (Gibco BRL). The membranes were prehybridized at 42°C for 2
h in a hybridization solution containing 50% deionized formamide, 5 X SSC, 0.02%
SDS, 0.1% N-laurylsarcosine and 2% blocking solution (Boehringer Mannheim).
The membranes were hybridized with digoxigenin-labeled genomic DNA (DIG DNA
labeling kit, Boehringer Mannheim) from A. ferrooxidans ATCC 23270,
Hybridization was carried out at 42°C, overnight, in a hybridization solution
containing 15 ng/ml of the labeled probe. After hybridization, the membranes were
washed twice in 2 X SSC, 0.1% SDS for 5 min at room temperature and twice in
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0.1 X SSC, 0.1% SDS for 15 min, at 68°C, that is, under highly stringent washing
conditions.

Hybridization signals were detected by using a DIG luminescent detection
kit (Boehringer Mannheim) and by exposure of the membranes to X-ray films
(Amersham). The DNA hybridization experiments were performed in triplicate and
the amount of DNA immobilized onto the membranes normalized by a previous
hybridization with a 16S rDNA probe amplified from A. ferrooxidans ATCC 232707,
as described elsewhere (Gongaives & Rosato 2000). Individual hybridization
signals were quantified by laser densitometry (LKB, Broma), normalized and
calculated as the percentage DNA relatedness relative to the signal from the A.
ferrooxidans ATCC 232707 DNA.

16S rDNA sequencing and phylogenetic analysis

The 16S rDNA fragments of A. ferrooxidans strains ATCC 23270 and SSP were
amplified by PCR in 50 ul reaction mixtures containing 100 ng DNA, 0,4 uM primer
27f (Lane 1991), 0,4 uM primer 1525r (Lane 1991), 2 mM MgClz, 0.2 mM of each
deoxynucleoside triphosphate, 1 X PCR buffer (Gibco BRL) and 1.0 U Tag DNA
polymerase (Gibco BRL). The amplification conditions included an initial
denaturation at 94°C for 5 min, followed by 30 cycles at 94°C for 1 min; 57°C for 3
min; 72°C for 3 min and a final extension at 72°C for 10 min.

Sequencing of 16S rDNA was accomplished by using a combination of
internal sequencing primers according to Lane (1991), using the Thermo
Sequenase primer cycle sequencing kit on an ALF Express sequencer (Amersham
Pharmacia Biotech, USA). The sequences were aligned using the Clustal W
program (Thompson et al. 1994) and the alignment revised by eye. Phylogenetic
analysis was performed by using the PHYLIP software package (Felsenstein
1988). A distance matrix was obtained by using DNADIST with the Jukes/Cantor
algorithm (Jukes & Cantor 1969). The neighbor-joining algorithm (Saitou & Nei
1987) was used to generate a phylogenetic tree (NEIGHBOR) and bootstrap
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values calculated from 1000 replicated using the SEQBOOT and CONSENSE
software.

Results and discussion

Several approaches have been used to determine the genetic variability of
Acidithiobacillus spp. (Harrison 1982; Novo et al. 1996; Pizarro et al. 1996;
Selenska-Pobell et al. 1998) though little information is available for Brazilian
strains, despite their importance in industrial leaching applications in the country.

Ribotyping

Total DNA preparations from A. caldus DSM 8584" and from the A. ferrooxidans
and A. thiooxidans strains were digested with either BamH | or Hind lli thereby
generating species-specific ribotypes (Figure 1) when hybridized with the rDNA
probe. The acidithiobacilli were assigned to five different clusters, ribotypes | to V,
given the profiles obtained with BamH | (Figure 1a, Table 2). The A. ferrooxidans
strains were assigned to two ribotype groups (Table 2), the first of which
encompassed A. ferrooxidans strains ATCC 23270", FG460, CMV, CF3, S, T22,
135, AMF, LR, SJ22 and PM (Figure 1a, lane 1) and the second strains PCE and
SSP (Figure 1a, lane 2). All of the A. thiooxidans strains yielded a unique profile
using the enzyme BamH |. The A. thiooxidans strains were assigned to ribotype
group |l (Figure 1a, lane 3) whereas A. caldus DSM 8584" showed a distinct
banding pattern, ribotype IV, with BamH | (Figure 1a, lane 4).

Seven distinct ribotype patterns, V to Xl, were obtained from the Hind i
genomic digests (Figure 1b; Table 2). The A. ferrooxidans strains were assigned to
ribotypes V, VI and VII. Strains previously assigned to BamH | ribotype group |
were recovered as Hind Il ribotype group V (Figure 1a, lane 1; Figure 1b, lane 5).
Strains PCE and SSP were classified in ribotype groups VI and VI, respectively
(Figure 1b, lanes 6 and 7). The A. thiooxidans strains were separated into three
different ribotypes using Hind lll (Figure 1b, lanes 8, 9 and 10). A. thiooxidans
ATCC 19377 was assigned to ribotype VIII (Figure 1b, lane 8) whereas the
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remaining strains, isolated from Brazilian mines, formed ribotype groups IX (MMCE
and DAMS) and X (FG01, MF and ELC) (Figure 1b, lanes 9 and 10). A. caldus
DSM 8584 was assigned to ribotype group XI (Figure 1b, lane 11).

rep-PCR

Genomic fingerprints were also generated using BOX and ERIC-PCR. The
amplification profiles obtained by using the BOXA1R and the ERIC1R/ERIC2
primers are illustrated in Figures 2a and 2b, respectively. It was encouraging that
the PCR reactions, which were performed in duplicate, gave reproducible results.
Complex fingerprints were obtained for all of the strains with either the BOX or
ERIC primers. BOX-PCR yielded fingerprints with bands ranging from 500 bp to 3
Kb whereas the ERIC profiles encompassed bands ranging from 300 bp to 5 Kb.

Data matrices consisting of 24 BOX-PCR and 28 ERIC-PCR bands, were
respectively subjected to cluster analyses (Jaccard) and resulting similarity data
used to generate the UPGMA dendrograms shown in Figure 2c and 2d,
respectively. The combined BOX and ERIC-PCR data were examined in the same
way; the results of this analysis are depicted in Figure 3.

A high genetic diversity was found between both the strains and species as
shown in Figures 2c and 2d. An exception was observed for A. ferrooxidans strains
FG460, CMV, 135 and PM as they showed identical ERIC-PCR fingerprints (Figure
2b) but were differentiated in the BOX-PCR analyses (Figures 2a and 2c). Strains
CMV and 135 were included in the same cluster in the BOX-PCR analyses; the
average similarity between these strains and strain FG460 was 83.7%. Strain PM
was the most divergent in the BOX-PCR analyses (Figure 2c). This strain showed
a closer relationship to A. caldus DSM 8584" and to the A. thiooxidans strains than
to the A. ferrooxidans strains. It is interesting that A. ferrooxidans strains FG460,
CMV, 135 and PM were also recovered, together with most of the A. ferrooxidans
strains, in BamH | Ribotype | and Hind Il Ribotype V (Figure 1; Table 2).

The A. ferrooxidans strains were assigned to two major groups in the
combined BOX and ERIC-PCR data analysis (Figure 3). Group 1 included A.
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ferrooxidans strains ATCC 232707, FG460, CMV, 135, SJ22, CF3, LR, AMF, S, T22
and PM and Group 2 strains SSP and PCE. The strains in Group 1 were recovered
in BamH | Ribotype | (Figure 1a; Table 2) and Hind lil Ribotype V (Figure 1b; Table
2). The two strains from Group 2 were assigned to BamH | Ribotype i (Figure 1a;
Table 2), but were separated by Hind lll into two different ribotypes (Figure 1b;
Table 2). The similarity between the A. ferrooxidans Group 1 and 2 strains was
12.6% (Figure 3). Strain PM was the most divergent organism in Group 1 (29.3%
of similarity). The average similarity between the two Group 2 strains was 60%
(Figure 3) compared with average similarity values of 81% and 40.5% in the
individual BOX and ERIC-PCR analyses (Figures 2c and 2d). The analysis of the
individual and combined BOX and ERIC-PCR data, as well as the ribotyping data,
indicated a high genetic variability among the A. ferrooxidans strains. The most
divergent strains were A. ferrooxidans SSP and PCE.

The most divergent A. thiooxidans strain based on the BOX data was A.
thiooxidans DAMS; the most divergent organism in the ERIC-PCR analyses were
strains DAMS and MMCE (33.7% and 41.2% average similarity, respectively,
Figures 2c and 2d). The average similarity between A. thiooxidans DAMS and
MMCE, according to the ERIC-PCR data, was 55.5% (Figure 2d). A. thiooxidans
DAMS was also found to be the most divergent strain in the combined BOX and
ERIC-PCR data analysis (36.5% average similarity, Figure 3).

A low degree of similarity was observed in the combined BOX and ERIC-
PCR data set (Figure 3) for A. caldus DSM 8584 and the A. ferrooxidans (7.5%
average similarity) and A. thiooxidans strains (14% average similarity). These
results are in accordance with the results of the ribotyping analyses in which A.
caldus DSM 8584" was assigned to unique ribotypes (BamH | Ribotype IV and
Hind il Ribotype XI; Table 2; Figure 1, lanes 4 and 11).

The results of the present study show that PCR-based fingerprinting
techniques are more sensitive and rapid than ribotyping with respect to the
differentiation of the strains. Ribotyping is a laborious method that involves
hybridization procedures and requires larger amounts of DNA than PCR. The
advantage of PCR-based methods in determining the genetic diversity of bacteria



has been mentioned by others (Pooler et al. 1996; Selenska-Pobell et al. 1998;
Versalovic et al. 1991; Vinuesa et al. 1998).

No correlation was found between the genetic relatedness of the
acidithiobacilli and either the geographic location or type of environment/sample
from which the strains were isolated. Strains isolated from distinct environments,
such as A. ferrooxidans SJ22, CF3, LR, AMF and S, which were from pyrite,
cobalt, uranium, coal and copper mines, respectively, located in different
geographical areas, showed identical BOX- and ERIC-PCR profiles. Similarly, A.
thiooxidans strains MF, ELC and FG01, which ailso gave identical rep-PCR profiles,
were isolated from coal (MF and ELC) and uranium (FGO01) mines. However, it is
interesting that these three latter strains came from the same geographical area,
namely Figueira, in the State of Parana (Southern Brazil).

DNA-DNA relatedness

The ribotyping, BOX-PCR and ERIC-PCR data show that A. ferrooxidans strains
SSP and PCE can be readily distinguished from the remaining A. ferrooxidans
strains. Consequently, a DNA-DNA hybridization experiment was performed to
determine the level of DNA relatedness between strains SSP and PCE and the A.
ferrooxidans type strain. DNA from all the tested strains was included in the
hybridization experiments. The results of the hybridization studies are shown in
Figure 4. All of the A. ferrooxidans strains, except SSP and PCE, showed DNA
relatedness values higher than 90% with reference DNA from A. ferrooxidans
ATCC 23270"; strains SSP and PCE showed DNA similarity values of 40.7% and
77.6% against reference DNA from A. ferrooxidans ATCC 232707 (Figure 4, lanes
2 and 3).

Strain SSP was isolated by enrichment culture from acid drainage, from a
coal mine in Brazil, using acidiphilic selective isolation conditions. In this particular
case, single colony isolation in an agarose gel (Garcia et al. 1992) was performed
and all of the relevant physiological characterization tests for A. ferrooxidans

carried out. Despite the high phenotypical/physiological similarity of this strain with
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A. ferrooxidans ATCC 23270 the taxonomic assignment of SSP should be revised
as DNA relatedness data show that it falls below the 70% cut-off point for inclusion
in this species (Wayne et al. 1987). Strain SSP should, therefore, be referred to as
Acidithiobacillus sp. until further data are acquired to describe this organism as a
new species. In contrast, the DNA relatedness found between strain PCE and A.
ferrooxidans ATCC 23270" show that they belong to the same genomic species.

Low homology levels were observed when the A. ferrooxidans type strain
was hybridized with both the A. thiooxidans strains and A. caldus DSM 8584". The
hybridization result found when the type strain of A. ferrooxidans and A.
thiooxidans were compared is shown in Figure 4, lane 4; the relatedness between
these two strains was recorded as 12.4%. The relatedness between A.
ferrooxidans ATCC 23270" and A. caldus DSM 8584 was 11.0%.

16S rDNA sequencing

Nearly complete 16S rDNA sequences were obtained for A. ferrooxidans ATCC
23270" and Acidithiobacillus strain SSP. These sequences carry Genbank
accession number AF329205 and AF329204, respectively. The nearly complete
sequence of A. ferrooxidans ATCC 232707 upgrades available partial sequences
deposited at Genbank (M79404, M79405 and M79406).

Acidithiobacillus sp. strain SSP showed a 98.2% (1420/1446) overall
sequence similarity with A. ferrooxidans ATCC 23270" (Table 3). In the
phylogenetic sequence analysis (Figure 5), the A. caldus and an A. thiooxidans
strain formed a distinct phyletic line supported by a high bootstrap value.
Acidithiobacillus sp. SSP and some A. ferrooxidans strains were found to form a
separate subclade from the remaining A. ferrooxidans strains. These data suggest
that these strains may represent a new species of Acidithiobacillus with similar
phenotypic properties to A. ferrooxidans. Additional data need to be acquired
before this taxon can be described as a new Acidithiobacillus species.
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Table 1. Bacterial strains

Strains Description and source
A. ferrooxidans
ATCC23270"  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 1991)

FG460 Acid drainage from wastes of uranium mine from Figueira, State of Parana,
Brazil (Garcia 1991)

CMV Effiuent of gold mine from the Morro Velho Company, State of Minas Gerais,
Brazil (received from R. Liberato)

S Effluent of column leaching of copper ore from Surubim mine (Caraiba), State of
Bahia, Brazil

AMF Coal mine of the Carbonifera Cambui Company, Figueira, State of Parana,
Brazil

135 Received from Dr. Olli H. Tuovinen (Ohio State University, USA)

SSP Acid drainage from coal mine wastes from Sider6polis, State of Santa Catarina,
Brazil (Garcia 1991)

PM Copper ore from Parys mine, Anglesey, Wales, UK (received from Dr. Barrie
Johnson)

SJ22, T22 Pyrite from Cae Coch mine, Trefriw, Wales, UK (received from Dr. Barrie
Johnson)

CF3 Noranda Blackbird Cobalt mine, Idaho, USA (received from Dr. Barrie Johnson)

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

(Garcia 1991)

A. thiooxidans

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

FGO1 Effluent of column leaching of uranium mine from Figueira, State of Parang,
Brazil (Garcia 1991)

ELC Acid drainage of coal mine from Figueira, State of Parand, Brazil (Garcia 1991)

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

MF Effluent of coal mine of Carbonifera Cambui Company, Figueira, State of
Parand, Brazil

MMCE Effluent of column leaching of uranium mine from Pogos de Caldas, State of
Minas Gerais, Brazil

A. caldus

DSM 5847 Type strain from DSM. Isolated from coal spoils, UK

' American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA.
2 Deutsche Stammsammiung von Mikroorganismen, Braunschweig, Germany.
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Table 2: Ribotype groups generated by digestion with either BamH | or Hind Ill and

the restriction fragment sizes

Ribotype groups

Fragment sizes (Kb)

Strains

BamH | ribotypes

| 10.9, 9.6 A. ferrooxidans ATCC 232707, FG460, CMV,
CF3, S, T22, 135, AMF, LR, SJ22, PM
I 13.4,11.3 A. femooxidans PCE, SSP
i 7.0 A. thiooxidans ATCC 19377", MMCE, MF,
ELC, DAMS, FGO1
\Y 6.0,5.0 A. caldus DSM 85847
Hind lll ribotypes
Vv 84,53,25,1.2 A. ferrooxidans ATCC 232707, FG460, CMV,
CF3, S, T22, 135, AMF, LR, SJ22, PM
Vi 11.0,9.2,3.7,1.2 A. ferrooxidans PCE
\l 12.8,9.4,4.2,3.7,1.2 A. ferrooxidans SSP
Viil 12.3,75,3.8,1.2 A. thiooxidans ATCC 19377"
IX 74,35,23,1.2 A. thiocoxidans MMCE, DAMS
X 7.7,23,1.2 A. thiooxidans MF, ELC, FGO1
Xi 10.5,5.9 A. caldus DSM 85847
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Figure 1. Ribotype patterns obtained by digestion of genomic DNA with BamH | (a)
and Hind 11l (b) and hybridization with a rDNA probe. (1) Ribotype |, (2) Ribotype I,
(3) Ribotype IlI, (4) Ribotype IV, (5) Ribotype V, (6) Ribotype VI, (7) Ribotype VII,
(8) Ribotype VIII, (9) Ribotype IX, (10) Ribotype X, (11) Ribotype XI. The molecular
weight values (Kb) correspond to the 1 Kb DNA ladder (Gibco BRL).
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Figure 2. BOX-PCR (a) and ERIC-PCR (b) fingerprint patterns of A. ferrooxidans
(lanes 1 to 13), A. thiooxidans (lanes 14 to 19) and A. caldus (lane 20). (1) A.
ferrooxidans ATCC 23270", (2) FG460, (3) SJ22, (4) CF3, (5) CMV, (6) SSP, (7)
LR, (8) 135, (9) AMF, (10) S, (11) PM, (12) T22, (13) PCE, (14) A. thiooxidans
ATCC 193777, (15) DAMS, (16) MF, (17) MMCE, (18) ELC, (19) FG-01, (20) A.
caldus DSM 85847, (M) 1 Kb DNA ladder (Gibco BRL). The dendrogram are based
on the UPGMA cluster analysis of the BOX-PCR (c) and ERIC-PCR (d) data; the

percent similarity is given at the top.
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Figure 3. Dendrogram based on the UPGMA cluster analysis of the combined BOX
and ERIC-PCR data; the percent similarity is given at the top.
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Figure 4. DNA-DNA hybridization of genomic DNA probed with DNA from A.
ferrooxidans ATCC 23270" (a) and a 16S rDNA fragment (b). (1) A. ferrooxidans
ATCC 232707, (2) A. ferrooxidans strain SSP, (3) A. ferrooxidans strain PCE, (4) A.
thiooxidans ATCC 19377".
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Nitrosococcus oceanus C-27(M96398)
Thiobacillus sp. DSM 612 (M79401)
A. ferrooxidans DSM 9465 (Y11595)
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A. ferrooxidans NASF-1 (AB039820)
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A. ferrooxidans ATCC 23270" (AF329205)

A. ferrooxidans N-Fe4 (X75267)

Acidithiobacillus sp. SSP (AF329204)

10| 9| | A. ferrooxidans N-Fe2 (X75266)

%
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A. thiooxidans B-S3 (X75269)

100|r Thiobacillus sp. (X98210)
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100 A. caldus DSM 8584 (229975)

100t A caldus TC1 (AF137369)
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Figure 5. Neighbor-joining 16S rDNA tree, showing relationships between strain
SSP and related acidithiobacilli. Bootstrap values (1000 replicates) lower than 70%
are not shown. The numbers in parentheses correspond to the Genbank accession
numbers.
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Summary

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemoautotrophic bacterium that plays an
important role in metal bioleaching processes. Despite the high level of tolerance to
heavy metals presented by A. ferrooxidans, the genetic basis of copper resistance
remains unknown. We characterized the differential gene expression in response
to copper in A. ferrooxidans LR using RNA arbitrarily primed PCR (RAP-PCR).
One hundred four differentially expressed genes were identified using 8 arbitrary
primers. The confirmation of the differential gene expression was carried out by
DNA slot blot hybridization and approximately 70% of the RAP-PCR products were
confirmed. The products with the highest levels of induction were cloned,
sequenced and compared to the databases using the BLAST search algorithm.
Seventeen different sequences were obtained. The RAP-PCR product with the
highest induction ratio demonstrated homology with the A. ferrooxidans
cytochrome c. A high similarity with the thiamin biosynthesis gene thiC from
Deinococcus radiodurans was found for another RAP-PCR product induced by
copper. A RAP-PCR product repressed by copper presented significant homology
with the carboxysome operon, that includes the ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase / oxygenase from A. ferrooxidans. In addition, RAP-PCR products with
unknown similarities were found.
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1 Introduction

Acidithiobacillus ferrooxidans [1, 2, 3] is a Gram-negative, rod-shaped, acidophilic,
chemoautotrophic bacterium, able to utilize reduced sulfur compounds and ferrous
iron to derive energy. These ubiquitously distributed bacteria are isolated from a
wide range of sulfur-containing mineral deposits {4,5]. The sulfuric acid and
precipitated iron generated by this organism represent serious pollution problems
[6].

A. ferrooxidans is considered to have an important role in metal bioleaching
and has been industrially used in the recovery of gold, uranium and copper [7].
Among these, copper is the most intensively recovered metal in
biohydrometallurgical operations [8]. According to Johnson [9], in 1998 the global
market of the bioleaching industry and stirred reactor processes for valuable metal
recovery was estimated to be around US$ 10 billion. In addition, A. ferrooxidans
represents less expensive and nonpolluting alternatives to be used in the
degradation of chemical residues from processed minerals [10, 11]. This
microorganism can also remove sulfur from coal and fuel oil and when present in
biofilters, it can scrub sulfur dioxide from various industrial emissions [12].

An interesting feature of A. ferrooxidans is its inherent resistance to high
concentrations of heavy metals, such as copper, zinc, arsenic and uranium [5, 7,
13]. Genes involved in metal resistance have been described in several bacteria
[reviewed by 14, 15, 16, 17]. Except for mercury [18] and arsenic [19], the genetic
basis of metal resistance in A. ferrooxidans is still unknown. RNA fingerprinting
analyzes of genes differentially expressed in the presence of heavy metals in A.
ferrooxidans could give insights about the identity of those genes.

Two RNA fingerprinting methods, RNA arbitrarily primed PCR (RAP-PCR;
[20]) and mRNA differential display [21] are currently being used to identify
differentially expressed genes in prokaryotes and eukaryotes. Both techniques are
based on the isolation of RNA from cellular samples under two conditions to be
compared, followed by reverse transcription of the RNA (RT-PCR) and separation
of the cDNA bands by electrophoresis on a sequencing gel [22]. In the differential



display method, RT-PCR is carried out using oligo-dT primers and the RAP-PCR
method uses arbitrary primers in the RT-PCR reaction. Some examples of the
RAP-PCR utilization in bacteria include the isolation of heat-inducible genes in
Campylobacter jejuni [23], aerobically and anaerobically induced genes in
Enterococcus faecalis [24] and peroxide induced genes in Salmonella typhimurium
[25].

The aim of the present study was to characterize the differential gene
expression in response to copper in A. ferrooxidans, using RNA arbitrarily primed
PCR.

2 Materials and methods
2.1 Bacterial strains and growth conditions

The A. ferrooxidans Brazilian strain LR, isolated from acid effluent of column
leaching of uranium [26], was selected for differential gene expression analysis in
response to copper. The choice of this strain was based on its tolerance to high
concentrations of copper [8]. The LR strain was cultivated at 30°C in modified T&K
medium supplemented with Fe?" [27] and 200 mM of copper sulfate. As a control,
strain LR was grown in the absence of the metal.

2.2 RNA isolation

RNA was isolated from A. ferrooxidans LR cells according to the method described
by Winderickx & Castro [28], with minor modifications. The cells were suspended in
a solution containing 1 mM EDTA; 0.1 M LiCl; 0.1 M Tris-HCI; 10 mM
sodiumiodoacetate (pH 7.5) and extracted with phenol:chloroform:isoamyl alcohol
(25:24:1, vol:volivol) containing 10% SDS. The RNA was precipitated by the
addition of 2% potassium acetate and 100% ethanol. It was resuspended in DEPC-
treated water. The RNA samples were treated with DNAse by incubation at 37°C
for 1h and stored at —70°C.
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2.3 RAP-PCR

The RAP-PCR (RNA arbitrarily primed polymerase chain reaction) experiments
were carried out as described by Welsh ef al. [20] and Wong & McClelland [25],
with modifications.

The arbitrary primers (Operon Technologies Inc.) used in the experiments
were: OPJ-04, OPJ-05, OPJ-12, OPJ-14, OPJ-15, OPJ-16, OPJ-19 and OPJ-20.
The first-strand cDNA was synthesized using the ready-to-go RT-PCR beads
(Amersham Pharmacia), following the specifications of the manufacturer. The
reaction mixtures containing the beads, 1 ug RNA and 1 uM of the arbitrary primer
were incubated at 42°C for 30 min. After incubation, the reverse transcriptase was
inactivated at 95 C for 5 min. For the second-strand synthesis, 4 ulL of the first-
strand reaction was mixed with a 20 L reaction mixture containing 1 x PCR buffer,
1.25 mM MgClz; 2 uM of the same arbitrary primer used in the first-strand
synthesis, 2 uM of each deoxynucleoside triphosphate (Gibco BRL), 1 pCi
[a->PJdATP (Amersham Pharmacia), 1.5 U Tag DNA polymerase (Amersham
Pharmacia). The PCR reactions were carried out in duplicate in a Perkin-Elmer
2400 thermal cycler. The amplification conditions included initial denaturation at
94°C for 5 min, followed by 40 cycles at 94°C for 30 s; 40°C for 2 min; and 72°C for
30 s. The final extension was at 72°C for 20 min.

Seven plL from each reaction were mixed with 5 ulL of a solution containing
80% deionized formamide, 0.01% bromophenol blue and 0.01% xylene cyanol.
The samples were incubated at 80°C for 4 min and 10 pL were loaded on a 5%
polyacrylamide gel containing 50% urea. The electrophoresis was conducted for
approximately 5h at 1,320 V and 35 A. After electrophoresis, the gel was
transferred to 3 MM Whatman paper, dried under vacuum and exposed to X-ray
film [29].

2.4 Isolation and reamplification of RAP-PCR products

The differentially expressed RAP-PCR bands were cut out of the gel and the DNA
was eluted by incubation at 95°C for 20 min in 200 pL of water. The DNA was
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precipitated by the addition of 1/10 v of 3 M sodium acetate and 2 v of ethanol. It
was resuspended in 10 pL of water. Four ulL of the eluted DNA were amplified in a
40 pl reaction mixture containing 1 x PCR buffer, 1.25 mM MgClz; 1 uM of the
same arbitrary primer used in the cDNA synthesis, 20 uM of each deoxynucleoside
triphosphate (Gibco BRL), 2.5 U Tag DNA polymerase (Amersham Pharmacia).
The amplification cycles were the same described in item 2.3.

2.5 Confirmation of differential gene expression

The differential expression of the RAP-PCR bands isolated was confirmed by DNA
slot blot hybridization [30]. Ten ng of DNA from the RAP-PCR bands were mixed
with TE, to obtain a final volume of 200 uL, and denatured by incubation at 95°C
for 5 min. The samples were mixed with 200 uL of 20 x SSC and transferred in
duplicate to nylon membranes (Hybond-N, Amersham Pharmacia) using a slot blot
apparatus (Gibco BRL).

The membranes were prehybridized at 42°C for 5h in a solution containing
50% deionized formamide, 5 x SSC, 20 mM Tris-HC! (pH 7.5), 1% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 100 pg/mL denatured salmon sperm DNA, and 10 x Denhardt's
solution [29].

Approximately 30 ng of the cDNA samples obtained in the presence and
absence of copper were labeled with [a-*2P]dCTP using a commercial kit
(Megaprime, Amersham Pharmacia) and used as probe. Hybridization was carried
out at 42°C, overnight, in a hybridization buffer containing 50% deionized
formamide, 5 x SSC, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1% SDS, 5% dextran sulfate,
100 pg/mL denatured salmon sperm DNA, 2 x Denhardt's solution and 107-10°
cpm/mL of the denatured probe. After hybridization, the membranes were washed
as follows: two 5 min washes, at room temperature, in a solution containing 2 x
SSC and 0.1% SDS; and two 30 min washes, at 55°C, in 0.1 x SSC and 0.1%
SDS. For the visualization of the results, the membranes were exposed to x-ray
films (Amersham Pharmacia).

The hybridization signals were quantified using the CrazyQuant v. 1.3 software
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(http://chroma.mbt.washington.edu/hood_www/crazyquant/Applet.htm) and the
data analysis was performed as decribed by Desprez et al. [31], Gill et al. [32] and
Scummer et al. [33], with modifications. The quantified signal intensity of each
RAP-PCR band was divided by the average signal intensity of all samples
hybridized with the same probe. The normalized signal intensity values obtained in
the hybridizations with copper (total cDNA synthesized from RNA isolated from
cells grown in the presence of copper) and control (total cDNA synthesized from
RNA isolated from cells grown in the absence of metal) probes were used in a
scatter plot analysis. Intensity values above and bellow the line (function y = x)
were considered induced or repressed by copper, respectively. The intensity value
of each RAP-PCR band in the presence of copper was divided by the intensity
value in the absence of copper and the obtained value was denominated induction
ratio. Induction ratios higher (induced by copper) or smaller (repressed by copper)
than 1 were considered differential.

2.6 RAP-PCR products cloning and sequencing

The twenty differentially expressed RAP-PCR products with the highest induction
ratios were selected for cloning and sequencing. The samples were cloned into the
pGEM-T easy vector (Promega), following the specifications of the manufacturer.
At least three clones from each sample were sequenced (ABI Prism 377, Perkin
Elmer) and the sequences obtained were compared with GenBank sequences
using the BLAST algorithm (http:/mwww.ncbi.nim.nih.gov:80/BLAST/). Both the
BLASTN and BLASTX functions were used.

3 Results and discussion

3.1 RAP-PCR

Despite the A. ferrooxidans resistance to high concentrations of copper [5, 7, 13],
the genes induced and repressed by this metal are still unknown. In the present

study, differential gene expression in response to copper in A. ferrooxidans was
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characterized using RNA arbitrarily primed PCR. The choice of the concentration of
200 mM of copper sulfate was based on a previous study where the authors
showed by respirometric experiments that in the presence of this concentration of
copper there was no inhibition in oxygen uptake in A. ferrooxidans strain LR [8].
Under this copper concentration, changes in the total protein profile of the bacteria
were also observed [8].

A. ferrooxidans strain LR were cultivated in the absence and presence of
200 mM copper sulfate and the RNA obtained from those cells was used to
synthesize cDNA using 8 arbitrary primers. The cDNA samples were amplified and
the bands were separated by eletrophoresis on a denatured gel. Examples of RNA
fingerprintings are show in Figure 1. The RAP-PCR technique was very efficient for
the characterization of the differential gene expression in response to copper in A.
ferrooxidans LR. A great number of clearly visible bands was identified in the RNA
fingerprinting. A total of 104 differentially expressed RAP-PCR products were
found by the comparison of samples obtained in the absence (39 bands) and
presence (65 bands) of copper. Only the reproducible bands were considered. The
molecular weight of the considered bands ranged from 200 bp to 1 Kb. Ninety-nine
RAP-PCR products were reamplified and the differential expression was submitted
to confirmation by slot blot hybridization analysis.

3.2 Confirmation of differential gene expression

The RAP-PCR products were isolated from the gel, reamplified and transferred in
duplicate to nylon membranes using a slot blot apparatus. The membranes were
hybridized using as probe cDNA samples obtained in the presence and absence of
copper. Figure 2 shows an example of a slot blot that corresponds to the RNA
fingerprinting presented in the Figure 1A. The differential gene expression of all
RAP-PCR products, in this case, was confirmed, since the induction ratio was
higher than 1.3 for the products isolated from cDNA samples obtained in the
presence of copper (products induced by copper) and lower than 0.7 for the
products isolated in the absence of the metal (products repressed by copper,
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Figure 2D).

Table 1 shows a summary of the slot blot hybridization analysis of the 99
RAP-PCR products. As showed in Table 1, the differential expression of 69 RAP-
PCR products was confirmed, representing approximately 70% of the RAP-PCR
products tested. The percentage of false positive products was equivalent or lower
to previously reported analyzes [24, 30, 34, 35, 36]. Among the products repressed
by copper, a total of 35 were tested and 24 were confirmed (68.6%). The
percentage of confirmation obtained for the products induced by copper was
similar (70.31%), although in this case the number of the tested products was
larger (45 products confirmed, from 64 products tested; Table 1).

The total number of RAP-PCR products and the percentage of the
differential gene expression confirmed were different for the arbitrary primers used
in the experiments. The OPJ-15 primer generated the largest number of repressed
products, while primers OPJ-14 and OPJ-20 vyielded the best percentage of
confirmation (all products tested were confirmed). In relation to induced RAP-PCR
products, the largest number was obtained with the OPJ-12 primer. All products
provided by OPJ-04, OPJ-14 and OPJ-19 primers were confirmed (Table 1).

The DNA slot blot hybridization [30] is a rapid and simple method, which
does not require large amounts of RNA [22, 34, 37]. The Northern blot alternative
method is a laborious technique that needed a hybridization to analyze each RAP-
PCR product. Thus DNA slot blot is particularly advantageous to test large
numbers of products and it has been largely used in association with RAP-PCR
and differential display techniques [34, 38, 39, 40, 41, 42]. In the present work, the
DNA slot biot method was very efficient to confirm the differential gene expression
of the RAP-PCR products obtained in response to copper.

3.3 Identification of copper induced/repressed sequences
After the differential gene expression confirmation by DNA slot blot hybridization,
the RAP-PCR products that presented the highest values of induction ratio were

selected for further analyses. These products were cloned and at least 3 clones of
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each product were sequenced. The sequences were submitted to comparison with
GenBank sequences using the BLAST algorithm. In total, 20 RAP-PCR products
were sequenced, including 4 RAP-PCR products from preliminary experiments
(data not show). Seventeen different sequences were obtained, ranging from 212
to 625 bp (Table 2).

The RAP-PCR product with the highest induction ratio showed higher
homology with cytochrome ¢ from A. ferrooxidans (Table 2). At this moment, there
is no conclusive data related to the role of the respiratory chain genes in stress
response mechanisms. However, the isolation of a sequence of the cytochrome ¢
oxidase gene differentially expressed in response to methotrexate in CHO K1 celis
by RAP-PCR was recently reported [47]. These authors confirmed the relation
between the cytochrome c oxidase gene and the methotrexate response using a
specific cytochrome c inhibitor, which reduced the number of resistant colonies
after methotrexate treatment. In addition, increased expression of the cytochrome
b gene in cultured human hepatoma cells exposed to increasing concentrations of
copper was also detected by the differential display method [48].

Changes in the cytochrome gene expression in response to environmental
stress were also observed in Synechocystis sp. [49]. Expression of the cytochrome
cM gene was enhanced when cells were exposed to low temperature or high-
intensity light. Moreover, the molecular form of inorganic carbon source for
photosynthesis shift from CO2 to HCO? (CO- stress) and the light-quality shift from
preferential excitation of the photosystem | to photosystem I stoichiometry (light
stress) induced the increase in the cytochrome c oxidase activity [50]. These data,
in addition to the results presented in this study, suggest that cytochrome genes
may play an important role in response to environmental stimuli in different
organisms.

One of the RAP-PCR products repressed by copper showed significant
homology with the carboxysome operon from A. ferrooxidans (Tabie 2), that
includes both small and large subunits of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase /
oxygenase (RUBISCO) [51]. Similarly to the cytochrome gene, the role of the

carboxysome operon genes in stress response mechanisms is not clear. It is

61



possible that decreased RUBISCO gene expression could be associated to the
reduced growth rate of the cells subjected to stress conditions.

in addition to the RAP-PCR products with significant similarity to A.
ferroxidans sequences, we found a product with homology to the thiamin
biosynthesis gene thiC from Deinococcus radiodurans (Table 2), whose genome
was sequenced [46]. As mentioned for the cytochrome ¢ and the RUBISCO genes,
the role of thiC gene in stress response mechanisms remains unknown.

Ten RAP-PCR products analyzed did not show homology with any
sequence in the database. Moreover, 4 products presented similarity with
hypothetical or unknown proteins (Table 2). A high percentage of coding
sequences without homology to know proteins has been found in recently
sequenced bacterial genomes. For example, 38% of the Escherichia coli genome
[52], 42% of the Haemophilus influenzae genome [53], 46.3% of the Neisseria
meningitidis genome [54] and 53% of the Xylella fastidiosa genome [55]
correspond to coding sequences with unknown functions. In addition, studies of
stress response using RAP-PCR reported a high number of sequences without
known similarity [23, 35].

In this way, further studies are necessary in order to elucidate the RAP-PCR
products without similarity to sequences in the database. The isolation and
characterization of the complete gene sequences are essential in order to elucidate
the role of these genes in the copper resistance mechanism of A. ferrooxidans.

4 Concluding remarks

In this work we have demonstrated for the first time the use of the RNA arbitrarily
primed PCR technique to characterized differential gene expression in response to
copper in A. ferrooxidans. This method was very efficient since a high number of
products were isolated and a high percentage of differential gene expression
confirmation was obtained. The data derived from the current study suggest that
copper resistance is a complex mechanism, involving the differential expression of

several genes. The role of these genes in the resistance mechanism is still unclear
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and we cannot discard the possibility that the increased/repressed gene
expression could be related to indirect metabolic responses to stress conditions.

Despite the importance of further complementary studies, the RAP-PCR is a
powerful technique, opening a new perspective to the understanding of the genes
involved in copper tolerance in A. ferrooxidans.
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Table 2. BLAST homology search results of RAP-PCR products differentially

expressed in response to copper.

RAP-PCR primer size (bp) induced or  induction similarity (accession number) score
product repressed  ratio® (bits),
by copper E-value °
40/9 OPJ-19 271 induced 185  cytochrome ¢ A. ferrooxidans 325, 6e™’
(AJO0B456) [43]
23/9 OPJ-12 228 induced 13.8 no know similarity -
37/9 OPJ-19 299 induced 6.04 no know similarity -
51/8 OPJ-15 217 induced 57 no know similarity -
38/9 OPJ-19 297 induced 4.5 no know similarity -
31/8 OPJ-14 212 induced 4.1 unknown protein Nostoc sp. 81, 3e-"°
PCC 7120 (AAD42178)
22/9 OPJ-12 232 induced 34 no know similarity -
41/9 OPJ-19 induced 3.3 VB (hypervariable open 38, 0.038

reading frame) Bacillus
anthracis (AAF86199) [44]

23/8 OPJ-14 625 induced 2.5 hypothetical protein aq_392 214, 7e®
Aquifex aeolicus (E70335) [45]

15/9 OPJ-12 273 induced 2.4 no know similarity -

16/9 OPJ-12 261 induced 2.1 no know similarity -

53/9 OPJ-20 212 induced 1.8 no know similarity -

18/9 OPJ-12 281 induced 1.8 no know similarity -

11/4° OPJ-06 208 induced 1.4 thiamin biosynthesis thiC 46, 2¢

Deinococcus radiodurans
(B75614) [46]

3/1° OPP-01 513 induced 1.3 no know similarity -

2/4°2 OPJ-08 572 repressed 0.69 carboxysome operon A. 1031, 0.0
ferrooxidans (AF129925)

7/4° OPJ-10 470 repressed 0° hypothetical protein aq_627 39, 5™

Aquifex aeolicus (H70355) [45]

(a) RAP-PCR products isolated in previous experiments

(b) the induction ratio is greater than 1 to the induced and lower than 1 to the repressed RAP-PCR products

(c) the hybridization signal with copper probe was not detected

(d) E-value: expect value (number of hits one can expect to see just by chance, describes the random
background noise that exists for matches between sequences). The score refer to amino acid alignments
(using the BLASTX function), except to the 40/9 and 2/4 RAP-PCR products (nucleotide alignments,
BLASTN function).
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Figure 1. RAP-PCR profiles derived from cDNA samples from A. ferrooxidans
strain LR cultivated in the absence (1) and presence (2) of copper. The profiles
were obtained with the OPJ-14 (A) and OPJ-15 (B) primers. (a) and (b) represent
the duplicates. (M) 1 Kb DNA ladder (Gibco BRL). The arrows and lines indicate
the repressed and induced RAP-PCR products, respectively.
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Figure 2. A. DNA Slot blot hybridization using as probe cDNA samples from
A. ferrooxidans strain LR cultivated in the absence (control) (a) and presence (b) of
copper, synthesized with the OPJ-14 primer. RAP-PCR products 1, 2, 3, 6 and 8
were isolated from cDNA profiles obtained in the absence of copper and RAP-PCR
products 4, 5, 7 and 9 to 15 were isolated in the presence of the metal.
B. Histogram representing the intensity of the hybridization signals. C. Scatter plot
analysis of the data showed in B, normalized by the average of all values.
D. Histogram representing the induction ratio.
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APENDICE

A -

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

cobre em A. ferrooxidans

RAP-PCR da

As seqiiéncias nucleotidicas correspondem aos produtos de

tabela 2, artigo 2, e estdo apresentadas no formato FASTA.

>40/9

GGACACCACT
GTTTTATTAA
TTATCTAATA
TGATCGTANC

>23/9

TGTCCCGTGG
TTATTGTGTA
AGGAGCGACC

>37/9

TGGACACCAC
CTTGGATTAC
AAAATCCAGT
CCGTCCGGCC

>51/8

TGTAGCAGGG
AGGGTAATAG
TTTTCACTTC

>38/9

GGACACCACT
AGGTCTTAAC
TTCTTTTTTT
CNGCGTGCCT

>31/8

CACCCGGATG
GTCTCATCAC
CGCGGTAAAA

>22/9

GTCCCGTGGT
TAGGTCCTTA
TGAAAAGCCA

74

GGTTAGGGGC
TTGGCATCGC
TGCCTGAAAG
ATTAGCAGCA

TGTAGCGCTA
GAGTATACAT
TTCTTATTGC

TGCTAGACAA
TTGTATTCCC
TCGCTAACAA
CCGGATATCT

GGAGTGCAGC
CGATCCACCC
AMAAGCATTT

CCCACACATA
TATGATGTCT
CCACCGGGGT
CAGCCCTAAT

TGCATCGAGG
CCATGGTCAT
ACCCCCAAGG

AACAATATAT
AATAATAACC
GAAATCAGCA

GGGTTGAGAC
GTTGTTGTGG
CGCATACCGC
GTGGTGTCCA

ATGACGATCA
CGAACTCACA
ACTTCGGCAG

ATTGATGCTA
GTGCCATGAA
TTNTGCTACA
CATTCAAGAG

CCTTTGCAGC
AGCCGCCTAT
TTGATCGCCA

GCGCACCTCT
CACAAATGTA
AAGAGTTTCA
TATCATANGC

GTGATGGCAC
GGACAGATAG
CGCTGTGGTA

GTAACAAAGC
AGTAATATAA
AATAAAAGCC

CAACCAGAAA
TTTGCTGTTA
TATGGAGGGG

GTTTATGTAT
GCTATACTTT
GCGTCTCGAG

TGATAATTAG
ACTCTACCCC
TTTGTGAGAC
GTGCGCTATG

ATGGGGGGCA
GCGTTTCCGG
AGATAGCTGT

TGAATGAGAT
GCAAAATTGT
TGGCACGGGA
ATCAATTTGT

GCAACGCGGA
GCGGTGGCCA
CTTCCGTACG

TAAAGGTTTG
ATTARAGAAA
CCAATAAAAA

CAATTCATAA
CCAGCCTGGC
ATTATGGTGT

GCTTGTTGGT
GCTCTAGACC
GTTCTTCTTA

GGCTGAGGCA
GGTGGAAARA
ATCATAGTTA
TGTGGGTGAG

GGGCGACGGG
BAACGCGGCAA
CTTCCTGCCC

ATCCGGGGCC
TAGCGACTGG
ATACAAGTAA
CTAGCAGNGG

CTCGTCGGAT
GATTGTTGTG
GATTCGGGTG

TAGAAAGATA
AAAAATATAT
TCCTGCTCCA

GCCTACATTA
AGGAAGACCG
CATCGTCCGT

CCCTACGTAC
TCGACTTAGG
CTTATGTTGA

CNCGTACTAA
AAGAAAAGGG
AGACCTAACC
ATGGTGTCCA

TTTGAGCAGC
AGTCCTCTAT
TGCTACA

GGACGGNGGT
ATTTTCCTCA
TCCAAGCCCA
GTGTCC

TGCACGGCCA
GAGGATCGCG
A

AARACATTCCA
BAAARMAAAAC
AAAAACATAA

TGARATTCTGG
GGCGCATGAG
TGGTTTTAAA

GTATATCGGC
TTCACCCGGT
CCACGGGACA

AGGAAGCAAG
TGACCAAATA
CTTTAGTCTG

ATCTTGATGG
GAAAAACTTC

CTCGACCAGA
ATCGTTATTT
TTTTGTCTGC

GGGCCTCACG
TATTCACGCG

AAGCAAAGAC
ATGCCTACGA
CACCACGGGA

TTGGCTATAG
CGTATTTTGT
AAGAARMAGGT

TTCGATTTAC
GTGGTTTGTT

ACAAAATGGG
ACGATTGAAG
GTCGAGACCG

CCATATCGAA
TCTCCCGGAT

CTAAAGGGTT
GGTCACCCTT
TTCTTTAGTA

CATTCTGGAA
GGAATTTATC

CAAAAADAAA
AAAAMACAAAC
CA



>41/9

GGACACCACT
CAACGGGGGC
TGGTGGGAGC
CTTGTGGATA

>23/8

CACCCGGATG
AGCACAAGCC
TGCGGGCAGT
CGAGACCGAC
TCCTGCGCAA
TGCGGCACCT
GATCCTCGGC
CACGTCATGC

>15/9

GTCCCGTGGT
CACTCCGCTC
GAGGATGGTC
TTTCGGATAC

>16/9

GTCCCGTGGT
TAGTGCAATT
ACGGGTTTAT
ATGGGTAGGT

>53/9

AAGCGGCCTC
CCCGTGTCAC
TTATCAGGCG

>18/9

GTCCGTGGTA
AAACTAAACC
TGARGACGTT
TGTACTCGAA

>11/4

TTCGTTCCGC
AGGACGCAGC
ATTCCCTTGC
ATGATTGCAG

>3/1

ATTCGATTGT
ATGTCCTGTA
GGTTTCCCAC
ATGGTCTTTA
ATTATCAATC
TTTCAAGCAG
ATTTATGTCA

ACCGGARAAGG
AAGATGCAGC
GCGTGTAAGC
GAGTGGTGTC

GATGACGTCC
CGTTGAAGTA
GCGGCAACAT
CAGACTTCCT
CTTCCATCAG
CCTTCGGCAA
AAACTGGGGC
GCAACCGTAT

ACAAAAGGTA
TCCGCGGTTC
CCCCCATATT
GGTTTTATNA

GAGAATGTAG
GTGACTCTAC
GGGTAAGTGT
ACCACGGGAC

TCTATCCACT
CACGCGGAGC
TAAGGATTGC

ATGACGCAAA
ACGTTAATCA
GCAAAAATGA
GCTTCGGGAT

AGCAATCGGA
GGTAACCTGC
GGGAGATTCG
CGGTCCCTAC

AGCACTCCCC
CATGCTGTTG
TACTTAAGGA
TTGCCGGTCG
ATTTGTTTAT
GTAARAGCGTC
ACAGCAGGAT

ACTGCATAGG
AACCGTRACG
ATGGTGGGCG
CA

GTGATCACAT
GATACTCTGT
CCCCGGCTAT
GCACCGCCTG
GCCTACGTCT
CTACAAGGAG
CGTCTGGTGG
CGCCAGCGAA

CGCAGTCACC
TTTTCGCCTT
CAGACAGGAA
CCCACCACGG

ATTTTAAGTT
CGTACCGACA
TTTATGGGGG
A

CGCACTAACA
ATCTTCCCTC
CGCTCAATCC

AGTCGGTTAA
ARATGATTGA
TGGACACCTA
TTTACGTTCG

TARATTTTTA
GGCCCGATCC
GCNGAGCGAC
NCCGACCCGG

TGTTTGCGTT
TTAATTCTTT
CCGTTGGCAC
TTATAGCTAC
AATTTACATG
GTATGTTATA
GTGGAGTGCT

GAAACCGTAG
CCGTCGGCGT
ACCCTATGCA

GTGGCAGTTG
ATGGCTGGAA
CCCACCAGTA
GAACTACCAT
CCGGCAAGCA
ATCCGCAAAT
ACGGCAAGAT
TTGCAGACCA

CGTAAAACGG
TCCCTCACGG
TTCCCGAAGN
TACA

CGCTTATTTC
CTTGATTTTA
GTGAATGTGT

TGATGCCCTC
GCTCCCCGTG
ACTCCACTTT

TCATCCACCA
CATAARCATC
TCAATCAGGT
ACCACGGGAC

GGAGGAATGA
CCGGCTCACA
TCCCGGAAGC
ACGTGGTCAT

AATCGTGTAT
TTATAAAGAT
CACCCCTGCC
GGGAAACATT
GGTTTTTARA
GGACCAGATT
ACA

GTCGGAACGG CCTGCGGCGC
CAGCGAGGTG TAGTCACTTT
AGGGTGTGTG GATATAGTGG

GAGAAGGAAG GCGAAATCAT
ARBAGCGGATT CCTACGAATC
TCCTCTGGTT CATGAACAAG
GGCTCCGGCA TCGGCAATGT
GCACGGCTTC GAGAACGGCC
ACCTCATCGA GTCCGCCGAA
CGTCATCCCC GAGGAAGTGG
TCGACATGAG CAACATCCGG

ACTCCCACTG CTTGTAGGCG
TACTGGTTCA CTATCGGTCA
CCAGGCCTTA TTTTGCTAAT

TCCATTATAT GGTAGTAGAT
TGTGGGTACC AGTGTAGGTT
GTATTGGAGT TTTGTTATTC

CTGTCAAAAT AGACGGTTAT
GCACTTGAGA AACGATTGTT
GAGGCCGCTT

AAGGAGTAAA TATTATGCTG
AARMAGGAACC AGACGCCATG
GTAAACGAAA GCAAACCTTT
A

CTGATGGCTA.CCCGTCCCAC
CAAGCGTTAC CTCGGTGGCG
GGGCATGGCA GCCTCGAAGT
CGATATTCAT GCGGAACG

ATTTCATTCC AAGCGTTGGG
CATTCTCGCT GGCGCGATTA
TGAAAGACGA GGATTCCTTA
GAATAGCGAA AACTTTGCCA
TAGCTCTGGA CGGGTTTCCC
CTTCATCCTA ATCTTGAACT

CGCACCGACT
TTAGGGCATG
TGACTGACCC

CGTCCACCGC
AGTTCTGGCA
TTTGGCATGG
GGAGTCCCTG
ACTTCTACCC
CTGCGGGAGA
TCCACTACAG
GTGA

TACGGTTTCA
GGGACGAGTA
CCCTATTTCC

AAGTAGGATG
TTGCTTTCTG
TTTGTAAAAA

CACATGGTGA
TGCCGTCACG

GTTCAGCCGG
TATAAARGAAG
GGGCCATCTT

GGATATGGTG
TGCGTTTCCC
CNATCCGGCC

AATAAATATT
TTGGCATTTC
TCCGCCGATA
TTATCAGACT
CCTACAAAGT
GGCGTTTGCT

CCAGCAAATT
TGTCGCTTTG
GGTGCAAAGG

CTTACGGACC
TCATAAGAGT
ACTATCTGGA
GCCGCCGTCT
TCTGGTGCAC
AGGTCAAGAA
CGAATGGCTG

GGATCTATTT
TTTAGCCTTG
ACGAAAGATT

ACAGTTTATT
GCTACATAGT
CCAGTTCTCA

TGGTTGTCCT
TACTTCTGTC

TTGAAACTGA
AATCTTTCCG
GATCTGAATG

AATACTATGC
GGAATTGCGC
ATCCCGGTCT

AACCTTATGT
TAAAATAACC
ACGGCACACG
ATTTTTATGC
TACTTCTTGN
CGTCTGAARG
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>714

TAAGCCCGAG
ACTGGCAGGC
CCGTCAGCTT
TTGGAGGCGA
ATACTGGGTA
CGCCACCCTG

>2/4

TCATACCGTG
CGCGAGGCTT
AAGTACGAAA
GCTGGNAACC
CGGCGAGCAG
TCGGGTATGA
TATCCAGCGG
TCCCACGGTA
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GAGGGATGTA
ATAGGACCAC
CCAGCCCATG
TGGTGTTGTT
CCGAAGTTGG
ATATGCCGTC

GACAATTGGA
GACGGCTCGC
CCTTCTCCTA
CCGGCATCGA
TCAGTGGACA
CAACTACTCG
GTGGCCCGCG
TG

TCAGATATAT
CGAAGGGGGA
CCCAGCTTTT
GCTGATGGGA
CCACCCACTG
CATGGTCCAAR

CGTGGTGAAT
TCCGCGCGCC
TTTGCCGGCA
GCATGTGGAG
CCGTTATTGC
CAGAGCCAGG
CAGGGGTTTG

CAGAAGTCGT
AGAACCGGCC
GCGTGGCGCC
TTGGAACCCC
GTTGCTCCAG
AAATGGTGAA

CGCTGATTCT
AAAGAAAGGA
ATGGGACCGG
CCTGAACGCG
CGAACTGGAG
GCAGCGCTTT
ATGGATACNG

AACCGACCTG
GGACCCGTAT
AAAGGTGATG
AGGTATAACC
TGCATGGGGA
ATTGTTCATG

GTGACAGTARA
ATAGAAAATG
NAAAARAATGC
CATCAACATA
GCATGCCATC
TGTGGTGTTC
AAGGATCAAG

AATACCGTAG
TGGTATTGGA
GCATTCTGCA
GGCACGTACC
GTGCAATGGA
GTATTGTGCC

TCGCAARGGC
GCTGACATTC
GTCGTCAGAT
CTACTGGTAC
GCGCCCANTC
CGCGGGCGAT
TCATGAGTGA

GAGTTTTCGT
GAACTCGTGC
CGATGGCCGG
TGCAACCAGT
GGACAATCCT
CTCGGGCTTA

GCARAACGAAA
AAGACTACGA
CGCCTATCTC
ATGTGGAAAC
CAACCATCAC
AAGCAAGATC
CCTATGGCAA

ACATGGTGGC
ATGTAGGCTT
GARAGATCAGA
TGTTCACGTC
CCCACTGCTG

ACCCGCGTGG
CTCARCACCC
GTGAACCAGG
TGCCCATGTT
GTGCGCCTGA
GGTGCGGGGC
ACARTATGCG



Capitulo 3

Expressao génica sob varios fatores de estresse
de produtos de RAP-PCR isolados em resposta
a cobre e andlise da presenca/auséncia dos

genes em diferentes linhagens



Introdugio

O género Acidithiobacillus compreende quatro espécies de bactérias Gram-
negativas, acidofilicas e quimiolitotroéficas obrigatérias, que obtém energia a partir
da oxidagdo de compostos sulftricos reduzidos (Kelly & Wood, 2000). Dentre elas,
A. ferrooxidans (Colmer et al., 1950; Temple & Colmer, 1951; Kelly & Wood, 2000)
é a unica capaz de obter energia a partir da oxidacdo de ion ferroso (Leduc &
Ferroni, 1994; Rawlings & Kusano, 1994).

A. ferrooxidans é um dos principais microrganismos responsaveis pela
lixiviagao de metais, podendo ser utilizado em processos industriais para obtengéo
de cobre, uranio ou metais preciosos, a partir de minérios de baixos teores
(Hutchins et al,, 1986). Por outro lado, este organismo pode ser empregado na
degradacao de residuos quimicos provenientes de minerais processados e em
filtros para a eliminacdo do diéxido de enxofre, oferecendo uma aiternativa mais
econdmica, rapida e benéfica para o0 meio ambiente em relagdo aos métodos
convencionais (Shiratori & Sonta, 1993; Hubert et al, 1995, Bonaventura &
Johnson, 1997).

Uma caracteristica fisiolégica muito interessante de A. ferrooxidans é a sua
alta resisténcia a diversos metais pesados, como por exemplo cobre, zinco,
arsénico e uranio (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins ef al., 1986; Rawlings &
Kusano, 1994). Uma vez que durante o processo de biolixiviagdo ocorre acumulo
de metais pesados no meio (Natarajan et al., 1994), a tolerancia a metais & uma
caracteristica crucial para viabilizar a utilizagao de linhagens de A. ferrooxidans na
biolixiviagdo (Bhattacharyya et al., 1992).

Além de metais pesados, os efeitos de pH e temperaturas mais elevadas
que as condigdes 6timas tém sido estudados em A. ferrooxidans (Jerez, 1988;
Amaro et al.,, 1991; Hubert ef al., 1995; Modak ef al., 1996). Tais estudos séo
muito importantes tendo-se em vista o papel deste organismo na biolixiviagao, ja
que pH e temperatura afetam tanto o crescimento bacteriano como a solubilidade
dos metais durante o processo de biolixiviagado (Lombardi & Garcia, 1999). Além

disso, a lixiviagdo ocorre muitas vezes sob temperaturas e pH mais elevados que

78



as condi¢oes 6timas de crescimento de acidithiobacilli (Modak et al., 1996). Desta
forma, os estudos gen§ticos dos efeitos dos metais pesados, temperatura e pH
elevados podem contribuir para a obtencao de linhagens mais adequadas para a
utilizacdo em biohidrometalurgia.

No Capitulo 2, foram apresentados os resultados da caracterizagao da
expressao génica diferencial na presenc¢a de cobre em A. ferrooxidans através de
RAP-PCR, no qual foram isolados fragmentos expressos diferencialmente em
resposta ao metal. No presente capitulo, a expressdo génica na presenca de
cobre de cinco destes produtos de RAP-PCR foi comparada com a expressao em
outras condi¢des de estresse e em outra linhagem.

Além disso, linhagens de acidithiobacilli e E. coli foram analisadas quanto a
presenca dos genes, comparando-se os padroes de hibridizagao obtidos, afim de
adquirir informagbes sobre a conservagdo destes genes no género
Acidithiobacillus.

Materiais e métodos
1. Linhagens bacterianas e condigdes de cultivo

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho, bem como sua
procedéncia, estdo apresentadas na tabela 1. As linhagens de A. ferrooxidans LR
e CMV, Acidithiobacillus sp. SSP e A. thiooxidans DAMS foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. O. Garcia Jr. (Universidade Estadual Paulista, Araraquara,
SP).

As linhagens de acidithiobacilli foram cultivadas a 30°C em meio T&K
modificado, pH 1,8 (Tuovinen & Kelly, 1973), suplementado com Fe?" no caso de
A. ferrooxidans e Acidithiobacillus sp. e enxofre elementar nas linhagens de A.
thiooxidans. A linhagem de E. coli foi cultivada a 37°C, em meio LB (Sambrook et
al., 1989).

A linhagem brasileira de A. ferrooxidans LR (Garcia, 1991) foi selecionada

para o estudo da expressdao génica diferencial na presenga de cobre por ter
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demonstrado tolerancia a concentragoes elevadas deste metal (Novo et al., 2000).
A linhagem foi cultivada em meio T&K modificado contendo 200 mM de sulfato de

cobre.

A expressdo génica de produtos de RAP-PCR expressos diferencialmente

na presenca de 200 mM de sulfato de cobre na linhagem LR foi comparada com a

expressdo sob outras condigdes de cultivo, que representam outros fatores de

estresse. Além disso, a expressdo génica na linhagem LR cultivada na presenca
de 200 mM de sulfato de cobre foi comparada com a expressao na linhagem CMV
cultivada na mesma condicdo. A tabela 2 apresenta as condigbes de cultivo

utilizadas.

Tabela 1: Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho e a sua procedéncia.

Linhagens Procedéncia

bacterianas

A. ferrooxidans

ATCC 23270" Linhagem tipo obtida da cole¢do ATCC', USA. Isolada de efluente acido de
mina de carvéo

LR isolada de efluente acido de coluna de lixiviagdo de minério de uranio, Lagoa
Real, Bahia, Brasil (Garcia, 1991)

CMV Isolada de efluente de mina de ouro da Companhia Morro Velho, Minas Gerais,
Brasil (isolada por R. Liberato)

Acidithiobacillus sp.

SSP Isolada de efluente de mina de carvdo de Sideropolis, Santa Catarina, Brasil

(Garcia, 1991)

A. thiooxidans

ATCC 19377" Linhagem tipo obtida da colegio ATCC, USA. Isolada de Kimmeridge clay,
Dorset, Inglaterra, Reino Unido

DAMS Isolada de rejeito da unidade do CIPC, Pogos de Caldas, Minas Gerais, Brasil

E. coli

ATCC 25922 Isolado clinico, obtido da colegdo ATCC, USA

! American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA.
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Tabela 2: Condi¢des de cultivo utilizadas para comparagdo da expressao génica

de produtos de RAP-PCR expressos diferencialmente na presenca de 200 mM de

sulfato de cobre.

Linhagem Condigdes de cultivo
concentragio pH temperatura
de metal
A. ferrooxidans LR 200 mM de sulfato 1,8 30°C
de cobre (controle)
A. ferrooxidans LR 50 mM de sulfato de 1,8 30°C
cobre
A. ferrooxidans LR 100 mM de sulfato 1,8 30°C
de cobre
A. ferrooxidans LR 600 mM de sulfato 1,8 30°C
de zinco
A. ferrooxidans LR 60 mM de sulfato de 1,8 30°C
cadmio
A. ferrooxidans LR - 2,5 30°C
A. ferrooxidans LR - 1,8 37°C
A. ferrooxidans CMV 200 mM de sulfato 1,8 30°C

de cobre

2. Produtos de RAP-PCR

Dentre os produtos de RAP-PCR cujas seqiéncias foram apresentadas no

Capitulo 2 do presente trabalho, foram escolhidos 5 dentre aqueles com os

maiores coeficientes de inducdo ou aqueles que apresentaram homologia

significativa com sequéncias disponiveis em bancos de dados.

Foram

selecionados 4 produtos induzidos e um reprimido por cobre, como mostra a

tabela 3.
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Tabela 3: Produtos de RAP-PCR isolados em resposta a cobre em A. ferrooxidans

LR utilizados no presente estudo.

Produtos de RAP-PCR"® Coeficiente Homologia
de indugio
Iinduzidos por cobre
40/9 18,5 citocromo ¢ de A. ferrooxidans (Guiliani et al., 1995)
37/9 6,04 -
51/8 57 -
11/4 14 gene thiC, biossintese de tiamina de Deinococcus

radiodurans (White et al., 1999)

Reprimido por cobre

2/4 0,69 operon carboxissomo de A. ferrooxidans (enzima
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase, Kusano
et al., 1991)

(a) identificagdio, isolamento e andlise dos produtos de RAP-PCR descritos no Capitulo 2 (artigo 2)

3. “Slot blot” de RNA

O método de “Slot blot” de RNA (Fleming et al., 1998) foi utilizado na
comparagéo da expressao génica dos produtos de RAP-PCR em resposta a 200
mM de sulfato de cobre em relagdo a outras condigbes de estresse. A expressao
génica dos produtos de RAP-PCR foi também comparada nas linhagens LR e
CMV (tabela 1), cultivadas na presenca de 200 mM de sulfato de cobre.

3.1. Extragao de RNA

As amostras de RNA foram extraidas de acordo com o método descrito por
Winderickx & Castro (1994). A suspensao celular obtida nas condigbes descritas
no item 1 foi ressuspendida em 1 mL de solugdo contendo EDTA 1 mM; LiCl
0,1 M; Tris 0,1 M; sédioiodoacetato 10 mM (pH 7,5) e extraida com o mesmo
volume de fenol/cloroférmio/aicool isoamilico (na proporgao 25:24:1, viviv),
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acrescido de 100 uL de SDS 10%. O material foi agitado por 2 min e a seguir
centrifugado a 4°C por 3 min a 8000 rpm. A fase aquosa foi recuperada e extraida
novamente, até que a interface nao fosse visivel. O RNA foi entdo precipitado
acrescentando-se 1/20 do volume de acetato de potassio 40% e 2 volumes de
etanol absoluto, e mantido a -20°C por pelo menos 2 h.

As amostras foram centrifugadas a 4°C por 30min a 8000 rpm, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado com etanol 70%. Apés a
secagem do precipitado, 0 RNA obtido foi solubilizado em aproximadamente
100 uL de agua. As amostras foram estocadas a -70°C para melhor conservagao
do RNA.

3.2, Transferéncia para membrana de nylon

Trés pug das amostras de RNA foram diluidas em TE 1 x até completar
12,5 ulL, acrescentando-se a seguir 37,5 uL de solugao composta de 500 uL de
formamida deionizada, 162 ulL de formaldeido 37%, 100 uL de MOPS 10 x. A
mistura foi aquecida a 65°C por 5 min e 50 uL de SSC 20 x foram adicionados. As
amostras foram entdo transferidas em duplicata para membranas de nylon
(Hybond-N, Amersham Pharmacia), através de sistema de “slot blot” Hybri-Slot
(Gibco BRL). Apés a transferéncia, as membranas foram incubadas a 80°C por
2h.

3.3. Hibridizagao

Para a obtenc&o das sondas, os vetores de clonagem contendo os produtos
de RAP-PCR foram digeridos com a enzima EcoR | (Amersham Pharmacia), os
fragmentos foram separados através de eletroforese em gel de agarose 0,8% e os
insertos foram purificados utilizando-se o kit “concert rapid gel extraction system”,
de acordo com as especificagdes do fabricante (Gibco BRL).



Aproximadamente 30 ng dos fragmentos purificados foram marcados
radioativamente com [a-*?P]dCTP utilizando-se o kit Megaprime (Amersham
Pharmacia), de acordo com as especificagdes do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas por no minimo 2 h a 42°C em
solugdo contendo formamida deionizada 50% (v/v); SSC 5 x; Denhart's 10 x (PVP
0,2%; ficoll 0,2%; BSA 0,2%); Tris-HCI 20 mM (pH 7,5); SDS 1%; DNA de
esperma de salméao desnaturado 100 pug/mi.

Para a hibridizagdo das membranas, foi utilizado tampao contendo
formamida deionizada 50% (v/v); SSC 5§ x; Denhart’s 2 x; Tris-HCI 20 mM (pH 7,5);
SDS 1%; sulfato de dextran 5%; DNA de esperma de salmao desnaturado
100 pg/mL; 10” - 10® cpm/mL de sonda previamente desnaturada a 100°C por 5
min. As membranas foram incubadas a 42°C, durante a noite.

Apéds a hibridizacdo, as membranas foram lavadas duas vezes em solugao
contendo SSC 2 x e SDS 0,1%; por 15 min a temperatura ambiente. A seguir,
foram lavadas em SSC 0,5 x e SDS 0,1%; a 55°C, pelo tempo necessario para o
decréscimo da radioatividade, monitorando-se com contador Geiger. Terminadas
as lavagens, as membranas foram expostas a filme de raio-X para visualizagao
dos resultados.

As imagens obtidas nos filmes autorradiograficos foram digitalizadas e a
intensidade dos sinais de  hibridizacdfo de cada amostra foi
quantificada utilizando-se o programa CrazyQuant V. 1,3
(http://chroma.mbt.washington.edu/hood_www/crazyquant/Applet.htm). Os valores
correspondentes a expressao génica em cada fator de estresse foram calculados
percentualmente em relagcéao ao controle (200 mM de sulfato de cobre).

A quantidade de RNA imobilizada nas membranas foi normalizada através
de hibridizagao utilizando-se como sonda o gene de rDNA 16S da linhagem
A. ferrooxidans ATCC 23270".



4. Andlises através de “Southern blot”

Nestes experimentos foram analisadas as linhagens apresentadas na
tabela 1, comparando-as quanto aos padroes obtidos apés hibridizagao utilizando
como sonda os produtos de RAP-PCR isolados na linhagem LR.

4.1. Isolamento de DNA

O isolamento de DNA seguiu o método descrito por Goss et al. (1990), com
modificagbes. A suspenséo celular foi lavada aproximadamente 6 vezes com TE
1 x (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0), ressuspendida em 1 mL de
tampao TAS (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0; NaCl 150 mM) e
centrifugada por 2 min.

O precipitado foi ressuspendido em 500 ulL de tamp&o TAS contendo
150 pg de proteinase K, adicionando-se a seguir 50 uL de SDS 10%. As amostras
foram incubadas por 1 h a 50°C, sendo entdao extraidas com 500 uL da mistura
cloroférmio/alcool isoamilico (na proporcao 24:1, viv) e tratadas com 4 L de
RNAse (10 mg/mL) a temperatura ambiente, por no minimo 30 min. A seguir, foi
realizada uma extracdo com 500 pL da mistura fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1, v:viv). O material foi agitado por 3 min e entdo centrifugado por 5 min. A
fase aquosa foi recuperada e extraida com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1,
viv), centrifugando-se nas condicdes anteriores. As amostras de DNA foram
precipitadas com 0,1 volume de NaCl 5 M e 2 volumes de etanol absoluto. Apés a
precipitac@o, as amostras foram lavadas em etanol 70%, ressuspendidas em TE e

estocadas a 4°C.



4.2. Transferéncia para membrana de nylon

Cinco ng de DNA gendmico foram digeridos separadamente com as
enzimas de restricio BamH | e Hind lll (Gibco BRL), de acordo com as
especificagdes do fabricante.

As amostras digeridas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,8%, coradas com brometo de etidio e fotografadas sob luz UV. Apés a
eletroforese, as amostras de DNA foram transferidas para membranas de nylon
através do método de Southern (Sambrook et al., 1989).

4.3. Hibridizagao

Para a hibridizagdo das membranas, foram utilizados como sondas os
produtos de RAP-PCR (tabela 3) purificados e marcados radioativamente
conforme descrito no item 3.3.

As condigdes de pré-hibridizagdo e hibridizagdo também seguiram o
descrito no item 3.3. Apds a hibridizagdo, as membranas foram lavadas duas
vezes em solugdo contendo SSC 2 x e SDS 0,1%; por 15 min a temperatura
ambiente e a seguir em SSCO0,1x e SDS 0,1%; a 55-60°C, pelo tempo
necessario para o decréscimo da radioatividade, monitorando-se com contador
Geiger. Terminadas as lavagens, as membranas foram expostas a filme de raio-X

para visualizagao dos resultados.
Resultados e discussao

No Capitulo 2 deste trabalho foi apresentada a caracterizagéo da expressao
génica diferencial na presenga de cobre em A. ferrooxidans, utilizando o método
de RAP-PCR (Welsh et al., 1992). No presente capitulo, serdo apresentadas as
analises de 5 produtos de RAP-PCR selecionados dentre os 17 sequenciados
(artigo 2, tabela 2). Os produtos de RAP-PCR foram escolhidos /dentre aqueles
com os maiores coeficientes de indugdo ou aqueles cujas seqiéncias



nucleotidicas apresentaram homologia significativa com seqiéncias disponiveis
em bancos de dados (tabela 3).

A expressdo génica sob diversas condigoes de estresse dos 5 produtos de
RAP-PCR foi comparada com a expressdo na presenga de cobre através do
método de “Slot blot” de RNA. Além disso, a presenga dos genes correspondentes
a estes produtos foi averiguada em 7 linhagens através de experimentos de

“Southern blot”, e os padrdes de hibridizagéo obtidos foram comparados.
1. “Slot blot” de RNA

A expressdo génica de 5 produtos de RAP-PCR em resposta a 200 mM de
sulfato de cobre foi comparada com a expressdo em 50 mM e 100 mM de sulfato
de cobre, 600 mM de sulfato de zinco e 60 mM de sulfato de cadmio. Além da
presenca de metais, foram testados também pH (2,5) e temperatura (37°C) acima
das condigdes 6timas de cultivo (Garcia, 1989). A expresséo génica dos produtos
de RAP-PCR nas linhagens de A. ferrooxidans LR e CMV cultivadas na presenca
de 200 mM de sulfato de cobre foi comparada (tabela 2).

Para tanto, amostras de RNA obtidas nas condigdes descritas na tabela 2
foram transferidas em duplicata para membranas de nylon através do método de
“Slot blot” e as membranas foram hibridizadas utilizando como sonda os produtos
de RAP-PCR (tabela 3). Os sinais de hibridizagdo gerados foram quantificados e
os valores foram normalizados através de hibridizagdo com sonda de rDNA 16S
obtida a partir da linhagem de A. ferrooxidans 23270". A utilizagdo de genes de
rDNA ou outros genes constitutivos na normalizacdo da quantidade de RNA
apresenta limitagbes, uma vez que sua expressdo pode eventualmente ser
afetada pela condi¢do de estresse a qual as células estdo submetidas (Spanakis,
1993). Ainda assim, este procedimento € comumente aceito e seu emprego é
relatado em estudos baseados em “fingerprinting” de RNA (Wesh et al., 1992;
Wong & McClelland, 1994).

A comparacdo da expressdo génica dos produtos de RAP-PCR em
200 mM, 50 mM e 100 mM de sulfato de cobre revelou que a expresséo génica de
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4 produtos de RAP-PCR induzidos por cobre (40/9, 37/9, 51/8 e 11/4) apresenta
niveis mais baixos em 50 mM de sulfato de cobre, elevando-se em 100 mM e
atingindo o nivel mais alto em 200 mM de sulfato de cobre (figuras 1 a 4, amostras
1, 2 e 3). O produto reprimido por cobre apresentou niveis de expressio
equivalentes em 50 e 100 mM de sulfato de cobre, mais elevados em relagao a
200 mM (figura 5, amostras 1, 2 e 3).

Além do cobre, a resisténcia a outros metais pesados tem sido observada
em A. ferrooxidans (Rawlings & Kusano, 1994). Novo et al. (2000) investigaram os
padroes protéicos da linhagem LR cultivada na presenga de cobre, cadmio, zinco
e niquel e observaram que os metais induziram alteracbes na sintese de
proteinas. No presente trabalho, os niveis de expressao génica dos produtos de
RAP-PCR em 600 mM de sulfato de zinco e 60 mM de sulfato de cadmio foram
comparados com 200 mM de sulfato de cobre.

As analises por “Slot blot” de RNA revelaram que todos os produtos de
RAP-PCR testados apresentam niveis de expressdo génica mais baixos na
presenca de 600 mM de sulfato de zinco em relagao a 200 mM de sulfato de cobre
(figuras 1 a 5, amostras 1 e 4). O mesmo ocorreu com 60 mM de sulfato de
cadmio, exceto no caso dos produtos 40/9 (figura 1, amostras 1 e 5) e 2/4 (figura
5, amostras 1 e 5), este ultimo reprimido por cobre. Os niveis de expressao génica
dos fragmentos 40/9, 51/8, 11/4 e 2/4 na presenga de zinco foram menores em
relagdo ao cadmio (figuras 1, 3, 4 e 5, respectivamente, amostras 4 e 5), e no caso
do fragmento 37/9 os niveis de expressao foram equivalentes (figura 2, amostras 4
e d).
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Figura 1: “Slot blot” de RNA obtido a partir das linhagens de A. ferrooxidans LR
(1a7)e CMV (8), utilizando como sonda o fragmento 40/9 (A e B) e rDNA 16S (C
e D) para normalizagdo da quantidade de RNA. E e F: Expressdo génica
(porcentagem em relagdo a 200 mM de sulfato de cobre). Fatores de estresse:
(1) 200 mM de sulfato de cobre; (2) 50 mM de sulfato de cobre; (3) 100 mM de
sulfato de cobre; (4) 600 mM de sulfato de zinco; (5) 60 mM de sulfato de cadmio;
(6) 37°C; (7) pH 2,5; (8) linhagem CMV, 200 mM de sulfato de cobre.
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Figura 2: “Slot blot” de RNA obtido a partir das linhagens de A. ferrooxidans LR
(1a7) e CMV (8), utilizando como sonda o fragmento 37/9 (A e B) e rDNA 16S (C
e D) para normalizacdo da quantidade de RNA. E e F: Expressdo génica
(porcentagem em relacdo a 200 mM de sulfato de cobre). Fatores de estresse:
(1) 200 mM de sulfato de cobre; (2) 50 mM de sulfato de cobre; (3) 100 mM de
sulfato de cobre; (4) 600 mM de sulfato de zinco; (5) 60 mM de sulfato de cadmio;
(6) 37°C; (7) pH 2,5; (8) linhagem CMV, 200 mM de sulfato de cobre.
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Figura 3: “Slot blot” de RNA obtido a partir das linhagens de A. ferrooxidans LR
(1a7) e CMV (8), utilizando como sonda o fragmento 51/8 (A e B) e rDNA 16S (C
e D) para normalizagdo da quantidade de RNA. E e F: Expressdo génica
(porcentagem em relacdo a 200 mM de sulfato de cobre). Fatores de estresse:
(1) 200 mM de sulfato de cobre; (2) 50 mM de sulfato de cobre; (3) 100 mM de
sulfato de cobre; (4) 600 mM de sulfato de zinco; (5) 60 mM de sulfato de cadmio;
(8) 37°C; (7) pH 2,5; (8) linhagem CMV, 200 mM de sulfato de cobre.
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Figura 4: “Slot blot” de RNA obtido a partir das linhagens de A. ferrooxidans LR
(1a7) e CMV (8), utilizando como sonda o fragmento 11/4 (A e B) e rDNA 16S (C
e D) para normalizagdo da quantidade de RNA. E e F: Expressdo génica
(porcentagem em relagdo a 200 mM de sulfato de cobre). Fatores de estresse:
(1) 200 mM de sulfato de cobre; (2) 50 mM de sulfato de cobre; (3) 100 mM de
sulfato de cobre; (4) 600 mM de sulfato de zinco; (5) 60 mM de sulfato de cadmio;
(8) 37°C; (7) pH 2,5; (8) linhagem CMV, 200 mM de sulfato de cobre.
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Figura 5: “Slot blot” de RNA obtido a partir das linhagens de A. ferrooxidans LR
(1a7)eCMV (8), utilizando como sonda o fragmento 2/4 (A e B) e rDNA 16S (C e
D) para normalizagdo da quantidade de RNA. E e F: Expressdo génica
(porcentagem em relagdo a 200 mM de sulfato de cobre). Fatores de estresse:
(1) 200 mM de sulfato de cobre; (2) 50 mM de sulfato de cobre; (3) 100 mM de
sulfato de cobre; (4) 600 mM de sulfato de zinco; (5) 60 mM de sulfato de cadmio:
(6) 37°C; (7) pH 2,5; (8) linhagem CMV, 200 mM de sulfato de cobre.
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Os efeitos de fatores de estresse como pH e temperatura mais elevados
que as condigbes 6timas de crescimento tém sido estudados em A. ferrooxidans.
Amaro et al. (1991) analisaram o perfil eletroforético de proteinas de bactérias
cultivadas em pH 1,5 e 3,5. Quando células cultivadas em pH 3,5 foram
transferidas para pH 1,5, observou-se o aumento da sintese de varias proteinas e
diminuicdo de sintese de uma proteina de 36 kDa (p36). Por outro lado, na
transferéncia de pH 1,5 para pH 3,5 ndo foram observadas mudancas
significativas, com excegédo do aumento na sintese de p36. De acordo com os
autores, estas observacdes comprovam que o efeito do pH na sintese proteica €
reversivel.

Hubert et al. (1995) observaram a expressao diferencial de proteinas em
resposta ao choque térmico de 20°C para 35°C em linhagens de A. ferrooxidans.
A resposta ao choque térmico foi também observada por Jerez (1988), que relatou
a expressdo diferencial de proteinas apés submeter uma linhagem de
A. ferrooxidans a variacédo de temperatura de 30°C para 41°C.

No presente estudo, a comparagio da expressdo génica dos produtos de
RAP-PCR na presenca de 200 mM de sulfato de cobre em relag@o a expressao
em temperatura maior que a condig&o 6tima para o crescimento de A. ferrooxidans
mostrou que os produtos 51/8 e 2/4 apresentaram aumento da express&do génica
sob temperatura elevada em comparagdo com 200 mM de sulfato de cobre
(figuras 3 e 5, respectivamente, amostras 1 e 6). Ja 37/9 e 11/4 mostraram niveis
de expressdo menor em relagdo ao cobre (figuras 2 e 4, respectivamente,
amostras 1 e 6) e em 40/9 a expressdo se manteve aproximadamente constante
(figura 1, amostras 1 e 6). No caso do estresse a pH, todos os produtos
apresentaram niveis de expressdo mais baixo na condi¢do de crescimento com
pH alterado em relagdo a 200 mM de sulfato de cobre (figuras 1 a 5, amostras 1 e
7). Estudos anteriores utilizando a linhagem de A. ferrooxidans LR demonstraram
que valores de pH acima de 2,3 afetam substancialmente o crescimento celular
(Garcia, 1989).

Em resumo, os resultados mostraram que os produtos de RAP-PCR

induzidos por cobre possuem niveis de expressao crescentes em 50, 100 e

94



200 mM de sulfato de cobre (figuras 1 a 4, amostras 1, 2 e 3). Ja o produto 2/4,
reprimido por cobre, apresentou niveis de expressao iguais em 50 e 100, mais
elevados em relagéo a 200 mM de sulfato de cobre (figura 5, amostras 1, 2 e 3).

Os cinco produtos de RAP-PCR testados apresentaram niveis de
expressao génica em zinco e em pH 2,5 menores em comparagédo com 200 mM
de sulfato de cobre (figuras 1 a 5, amostras 1, 4 e 7). Por outro lado, os niveis de
expressdo em cadmio e em 37°C variaram entre os produtos testados:
dependendo do produto, a expresséo génica foi superior, inferior ou equivalente a
express&o em 200 mM de sulfato de cobre (figuras 1 a 5, amostras 1, 5 e 6).

Os produtos de RAP-PCR foram isolados a partir da linhagem de
A. ferrooxidans LR, que foi selecionada para este estudo por apresentar um alto
nivel de resisténcia a cobre, como foi demostrado por Novo et al. (2000) através
de experimentos de respirometria. Com o intuito de obter indicios sobre o grau de
conservagao dos genes expressos diferencialmente em resposta a cobre entre
linhagens de A. ferrooxidans, a linhagem CMV (tabela 1) foi cultivada na presenca
de 200 mM de sulfato de cobre e a expressao dos produtos de RAP-PCR foi
comparada nas duas linhagens sob a mesma condigéo de estresse. Assim como a
linhagem LR, a linhagem de A. ferrooxidans CMV apresenta um nivel elevado de
resisténcia a cobre (Novo et al., 2000).

A comparagao por “Slot blot” de RNA da expressdo génica dos produtos de
RAP-PCR nas linhagens LR e CMV submetidas a 200 mM de sulfato de cobre
revelou que os niveis de expressdo de 3 produtos induzidos por cobre € menor na
CMV (figuras 2, 3 e 4, amostras 1 e 8). Somente em um dos produtos induzidos
por cobre a expressdo génica nas duas linhagens manteve-se aproximadamente
constante (figura 1, amostras 1 e 8). Ja o produto 2/4, reprimido por cobre, € mais
expresso na linhagem CMV em relagdo a LR (figura 5, amostras 1 e 8). Os
resultados obtidos mostraram portanto que os padroes de expressao génica da
maioria dos produtos de RAP-PCR testados sdo diferentes nas linhagens de
A. ferrooxidans LR e CMV, apesar de ambas serem tolerantes a cobre.

95



2. Analises por “Southern blot”

Utilizando o método de Southern (Sambrook ef al., 1989), a presenca de
genes correspondentes aos produtos de RAP-PCR (tabela 3) foi averiguada em 6
linhagens de Acidithiobacillus spp. e em uma linhagem de E. coli. As linhagens
incluidas no estudo estao apresentadas na tabela 1.

Foram analisadas as linhagens de A. ferrooxidans LR (a partir da qual os
produtos de RAP-PCR foram isolados); A. ferrooxidans ATCC 232707 (linhagem
tipo da espécie); A. ferrooxidans CMV (linhagem tolerante a cobre, Novo et al.,
2000); Acidithiobacillus sp. SSP (linhagem divergente das demais, conforme
dados apresentados no Capitulo 1, artigo 1); A. thiooxidans ATCC 193777
(linhagem tipo da espécie) e A. thiooxidans DAMS (linhagem mais divergente da
espécie, Capitulo 1, artigo 1); além da linhagem de E. coli ATCC 25922. Esta
altima foi incluida para compararmos os padroes dos genes em um género
distinto.

O DNA gendémico das linhagens foi digerido separadamente com as
enzimas BamH | e Hind Il e os fragmentos gerados foram separados em gel de
agarose e transferidos para membrana de nylon. As membranas foram
hibridizadas utilizando-se como sonda os produtos de RAP-PCR (tabela 3), e os
padroes obtidos sdo apresentados nas figuras 6 a 10.

A analise por “Southern blot” revelou que nao foi possivel detectar sinal de
hibridizacdo do DNA das linhagens de A. thiooxidans e E. coli com qualquer uma
das sondas, nas condigbes de estringéncia utilizadas nos experimentos. Este
resultado reflete a diversidade genética existente em Acidithiobacillus spp. e
principalmente em relagao a E. coli, que pertence a um género diferente.

Por outro lado, tem sido relatado um alto grau de resisténcia a cobre em
linhagens pertencentes a espécie A. ferrooxidans (Hutchins et al., 1986; Rawlings
& Kusano, 1994), mas nao em linhagens de A. thiooxidans. A nao detecgéo dos
genes expressos diferencialmeﬁte em resposta a cobre em A. thiooxidans esta

portanto coerente com essas observagoes.



Figura 6: Padrées obtidos através da digestdo do DNA genémico com as enzimas
BamH | (A) e Hind lll (B) e hibridizagdo utilizando como sonda o produto de
RAP-PCR 11/4. (1) A. ferrooxidans LR; (2) A. ferrooxidans ATCC 23270";
(3) A. ferrooxidans CMV; (4) Acidithiobacillus sp. SSP.
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Figura 7: Padrées obtidos através da digestao do DNA gendmico com as enzimas
BamH | (A) e Hind 1ll (B) e hibridizacdo utilizando como sonda o produto de
RAP-PCR 2/4. (1) A. ferrooxidans LR; (2) A. ferrooxidans ATCC 232707,
(3) A. ferrooxidans CMV; (4) Acidithiobacillus sp. SSP.
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Figura 8: Padrdes obtidos através da digestdo do DNA genémico com as enzimas
BamH | (A) e Hind Ill (B) e hibridizagdo utilizando como sonda o produto de
RAP-PCR 51/8. (1) A. ferrooxidans LR; (2) A. ferrooxidans ATCC 23270";
(3) A. ferrooxidans CMV.
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Figura 9: Padrbes obtidos através da digestdo do DNA gendmico com as enzimas
BamH | (A) e Hind Ili (B) e hibridizagdo utilizando como sonda o produto de
RAP-PCR 37/9. (1) A. ferrooxidans LR; (2) A. ferrooxidans ATCC 23270";
(3) A. ferrooxidans CMV.
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Figura 10: Padrées obtidos através da digestdo do DNA gendmico com as
enzimas BamH | (A) e Hind Il (B) e hibridizagao utilizando como sonda o produto
de RAP-PCR 40/9. (1) A. ferrooxidans LR; (2) A. ferrooxidans ATCC 23270";
(3) A. ferrooxidans CMV.
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Ao contrario de A. thiooxidans, foram identificadas linhagens de E. coli
tolerantes a metais, embora ndo em niveis equivalentes a A. ferrodxidans (Brown
et al., 1995; Rensing et al., 2000). A nao detecgdo de sinal de hibridizagdo da
linhagem de E. coli com os produtos de RAP-PCR isolados a partir de
A. ferrooxidans pode indicar uma baixa homologia entre os genes envolvidos com
a resisténcia a cobre nas duas espécies ou mesmo a existéncia de genes
evolutivamente distintos.

Com relacao a linhagem Acidithiobacillus sp. SSP, foram detectados sinais
de hibridizacdo apenas com os produtos de RAP-PCR 2/4 e 11/4, que
apresentaram homologia respectivamente com o gene que codifica a enzima
RUBISCO de A. ferrooxidans e com o gene thiC de Deinococcus radiodurans
(figuras 6 e 7). Os padrGes correspondentes a linhagem SSP s&o distintos dos
padrdes das demais linhagens, com excec¢édo do padrao gerado por digestao com
a enzima BamH |, utilizando-se como sonda o produto de RAP-PCR 11/4: neste
caso, o padrdo da linhagem SSP é semelhante a linhagem CMV de A
ferrooxidans (figura 6A, linhas 3 e 4). Conforme foi apresentado no Capitulo 1
deste trabalho, a linhagem SSP, originalmente classificada como A. ferrooxidans
(Garcia, 1991) mostrou-se divergente das demais linhagens desta espécie. De
acordo com os dados do segiienciamento de rDNA 16S, a linhagem SSP é
filogeneticamente relacionada as espécies A. ferrooxidans e A. thiooxidans. No
caso da hibridizagdo com o produto 2/4, os padrdes obtidos apresentaram duas
bandas (figura 7, linha 4), o que pode indicar presenca de sitios de restricdo de
BamH | e Hind Ill na regido do gene homoéloga a sonda utilizada ou ainda a
presenca de duas copias génicas.

A maioria dos padrdes correspondentes a linhagem LR de A. ferrooxidans,
da qual foram isolados os produtos de RAP-PCR utilizados como sondas, foi
semelhante aos padrdes da linhagem tipo de A. ferrooxidans (figuras 6, 7, 8A, 9A
e10A, linhas 1 e 2). Além da linhagem tipo, a comparagao da linhagem LR com as
demais revelou similaridade com o padrdao da linhagem CMV, no caso da

hibridizagdo com o produto 2/4 (figura 7, linhas 1 e 3).
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A linhagem de A. ferrooxidans CMV foi incluida nas analises por apresentar,
assim como a linhagem LR, niveis elevados de resisténcia a cobre (Novo et al.,
2000). Com excecéo dos padrdes gerados pela hibridizagdo com os produtos de
RAP-PCR 11/4 (figura 6A, linhas 3 e 4) e 2/4 (figura 7, linhas 1, 2 e 3), nos demais
casos a linhagem de A. ferrooxidans CMV apresentou padrdes distintos das outras
linhagens testadas. Este resultado reflete provavelmente diferencas na localizagéao

dos genes no cromossomo bacteriano, e ndo alteragdes na seqiiéncia génica.
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CONCLUSOES

A caracterizagdo molecular de Acidithiobacillus spp. através de ribotipagem,
BOX-PCR e ERIC-PCR revelou uma grande diversidade genética entre as

linhagens analisadas;

. Experimentos de hibridizagdo DNA-DNA mostraram um baixo grau de homologia
da linhagem SSP, até entdo classificada como A. ferrooxidans, com relagao a
linhagem tipo da espécie, sugerindo a necessidade de reclassificacao da

linhagem;

. De acordo com as analises de seqiiéncias de rDNA 16S, a linhagem SSP é
filogeneticamente relacionada as espécies A. ferrooxidans e A. thiooxidans;

. A caracterizagao do perfil de expressao génica diferencial na presenca de 200 mM
de sulfato de cobre em A. ferrooxidans através de RAP-PCR permitiu a

identificacdo de 104 fragmentos génicos expressos diferencialmente;

. Através de hibridizacdo de “Siot blot” de DNA, foi confirmada a expressao
diferencial de 69 produtos de RAP-PCR, dos 99 testados;

. Entre os produtos de RAP-PCR analisados, foram identificadas sequéncias
homologas ao gene do citocromo ¢, ao operon que codifica a enzima RUBISCO e
a gene relacionado com a biossintese de tiamina; além de proteinas com fungéo
ainda desconhecida;

. A andlise da expressao génica de produtos de RAP-PCR em resposta a trés
diferentes concentracbes de cobre revelou que os produtos induzidos por cobre
apresentam niveis crescentes da expressdo génica em 50, 100 e 200 mM de
sulfato de cobre;
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8. A expressdo génica dos produtos de RAP-PCR na presenca de outros fatores de
estresse apresenta niveis diferentes em relagdo & expressdo na presenca de
cobre;

9. Os niveis de expressdo génica da maioria dos produtos de RAP-PCR induzidos
por cobre na presenca de 200 mM de sulfato de cobre s&o menores na linhagem
CMV de A. ferrooxidans quando comparados a linhagem LR, da qual os produtos
foram isolados;

10. A presenga dos genes correspondentes aos produtos de RAP-PCR n&o foi
detectada em linhagens de A. thiooxidans e E. coli No caso da linhagem
Acidithiobacilus sp. SSP, apenas dois dos genes testados foram detectados. A
linhagem LR apresentou, na maioria dos casos, 0os mesmos padroes de
hibridizagcdo que a linhagem tipo de A. ferrooxidans. Ja a linhagem de
A. ferrooxidans CMV mostrou padrées distintos das demais linhagens.
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