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RESUMO

O trabalho realizado teve como objetivo o isolamento do determinante genético que
confere resisténcia a altas concentragdes de manganés no Thiobacillus ferrooxidans. A
metodologia utilizada consistiu basicamente na transformagdo da Escherichia coli, espécie
altamente sensivel ao metal (comparativamente ao T. ferrooxidans), com biblioteca de DNA total
do T. ferrooxidans em pUC 19 e selegdo de clone(s) transformante(s) que apresentasse(m) um
nivel de resisténcia ao manganés maior que o da E. coli ndo recombinante.

Numa etapa inicial do trabalho foram realizados testes de crescimento em meio sélido da
E. coli-DH5a e do T. ferrooxidans-LR na presenga de concentragBes crescentes de manganés,
comprovando-se a acentuada diferenga dos niveis de resisténcia ao metal apresentados por essas
duas espécies bacterianas: o crescimento da E. coli-DH5a foi totalmente inibido por 15mM de
manganés enquanto que nenhum efeito inibitorio do crescimento do T. ferrooxidans-LR foi
observado na presenga de 100mM do metal.

A construgio dos bancos de DNA total do 7. ferrooxidans-LR foi efetuada por digestdo
parcial com Sau3Al (fragmentos de 500 a 2000pb e de 1000 a 5000pb) e por digestdo total com
Pstl. Trés bibliotecas foram construidas pela ligagdo desses fragmentos obtidos com Sau3 Al e Psfl
no vetor pUC 19, clivado com BamHI e Psil, respectivamente. Apds transformagdo da E. coli-
DH50 com os plasmidios resultantes das ligagdes e selegdo dos transformantes em meio contendo
ampicilina e X-Gal, cerca de 6000 clones recombinantes (coldnias brancas) foram transferidos para
meio contendo 20mM de manganés (meio seletivo que inibe totalmente o crescimento da E. coli-
DH5a transformada com pUC 19). Dois clones, R3-37 e R1-76, apresentaram crescimento nesse
meio, sendo que o clone R3-37 ainda apresentou crescimento em 25mM de manganés. Um clone
retransformante (RpR3-37), obtido pela transformagio da E. coli-DH5a com o plasmidio
recombinante do clone R3-37 (pR3-37), apresentou nivel de resisténcia a0 manganés comparavel
ao apresentado pelo clone R3-37.

Finalmente, um inserto de cerca de 2kb foi detectado no plasmidio pR3-37 (através de

digestdo com PsfI) e a sua localizagdo no DNA cromossomal do I. ferrooxidans-LR foi



constatada através da hibridizagdo desse inserto, marcado com digoxigenina, com o DNA nio
digerido de alto peso molecular do T. ferrooxidans-LR.

Estudos posteriores de seqilenciamento e caracterizagdo desse inserto clonado deverdo
ser realizados para a identificagio de provavel(is) promotor(es) e proteina(s) codificada(s) por
esse fragmento, responsavel(is) pelo maior nivel de resisténcia a0 manganés apresentado pelo

clone R3-37.



ABSTRACT

The purpose of this work was to isolate the genetic determinant which confers resistance
to high manganese concentrations in Thiobacillus ferrooxidans. The basic methodology utilized
was the transformation of E. coli (a species much more sensitive to manganese than
T. ferrooxidans) with libraries of T. ferrooxidans total DNA, established in pUC 19, and selection
of transformant(s) clone(s) more resistant to manganese than the original E. coli (only transformed
with pUC 19).

Initially, growth experiments were performed with E. coli-DH5a and T. ferrooxidans-LR
in solid medium containing increasing manganese concentration to confirm the large difference
between the manganese resistance levels of these two bacterial species: the E. coli growth was
totally inhibited by 15mM manganese whereas no inhibition of the T. ferrooxidans growth was
observed even with 100mM manganese.

After this first step, fragments were obtained by either partial Sau3 Al digestion (500 to
2000pb and 1000 to 5000pb fragments size) or total Psfl digestion of 7. ferrooxidans-LR total
DNA. Three libraries were constructed by ligation of these Sau3 Al and Psfl fragments in BamHI
or Psfl cleaved pUC 19 vector, respectively. Ligated DNA was used to transform competent
E. coli-DHSa. cells and transformants were selected on medium containing ampicillin and X-Gal.
About 6000 recombinant clones (white colonies) were transfered to medium containing 20mM
manganese‘(manganese concentration that totally prevents pUC 19 transformed E. coli growth).
Two clones, R3-37 and R1-76, presented growth in this medium and R3-37 was also able to grow
in the presence of 25mM manganese. A retransformant clone (RpR3-37), obtained by
E. coli-DH5a. transformation with the recombinant plasmid of the R3-37 clone (pR3-37),
presented manganese resistance level similar to R3-37 clones.

Finally, a Psfl digestion indicated that an approximately 2-kilobase (kb) DNA fragment
was inserted into pR3-37. The cromosomal origin of this 7. ferrooxidans-LR fragment was
determined by Southern blotting and DNA hybridization with the digoxigenin-labeled insert.

Further sequencing and characterization studies of the 7. ferrooxidans-LR insert will be
performed in order to identify putative promoters and eventual protein(s) codified by this

fragment, responsible by the greater level of R3-37 clone's manganese resistance.
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INTRODUGAO

Thiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria quimiolitotrofica, isto é, obtém a energia
necesséria para o seu crescimento pela oxidagdo de substratos estritamente inorgénicos e é capaz
de fixar o CO, atmosférico. Basicamente, a bactéria necessita de suprimentos de nitrogénio,
fosforo e magnésio (Beck & Shafia, 1964; Howard & Lundgren, 1970; Tuovinen & Kelly,
1972; Tuovinen et al., 1979) e um substrato oxidavel, que pode ser o ion Fe?*, enxofte
elementar, tiossulfato ou ainda um sulfeto metalico (como por exemplo a pirita, FeS,, principal
substrato mineral utilizado pela bactéria). Os elétrons liberados na oxidagdo desses compostos
reduzem o oxigénio molecular da cadeia respiratoria, ocorrendo formagio de ATP, fonte de
energia para a célula; os principais componentes que transferem os elétrons dos substratos
oxidados, na cadeia respiratoria dessa bactéria estdo praticamente elucidados, conforme um
sumario apresentado por Ingledew (1986). O sistema ferro-oxidase ¢ um complexo-enzimatico
situado na membrana da célula (Peck, 1968; Ingledew & Cobley, 1980; Sugio ef al., 1981),
sendo composto por trés tipos de citocromos e pela rusticianina, proteina situada no periplasma, a
qual é o aceptor inicial dos elétrons do substrato oxidavel, no caso, o ion ferroso (Cobley &
Haddock, 1975; Cox & Boxer, 1978).

T. ferrooxidans, bem como todas as outras espécies classificadas como Thiobacillus, ndo
si0 patogénicas, possuem tamanho médio 0,5 x 1,0 - 1,5um e se apresentam na forma de
bastonetes. A faixa de temperatura de seu crescimento situa-se entre 5 e 40°C, sendo 30°C a
temperatura 6tima (Landesmann ef al., 1966). A espécie € aerobia estrita e acidofilica, pois seu
pH o6timo de crescimento é aproximadamente 2,0, ocorrendo entretanto, crescimento numa faixa
de 1,2 a 4,0 (Golomzik & Ivanov, 1965; Tuovinen & Kelly, 1972; Pivovarova &
Golovacheva, 1985). T. ferrooxidans é a tnica espécie do género capaz de catalisar a oxidagio
do ion ferroso, aumentando de 10° a 10° a velocidade da reagdo.

Nos ultimos anos, os estudos fisiologicos e bioquimicos referentes a essa espécie tém se
intensificado pelo fato do 7. ferrooxidans ser o principal microrganismo responsavel pela

lixiviagio bacteriana de metais, ou bioloxiviagdo, processo no qual o metabolismo microbiano



causa a solubilizagdo de metais de minérios. A ag3o bacteriana ocorre naturalmente em minérios
apropriados, isto é, aqueles que apresentam em sua constituigdo mineral6gica formas reduzidas de
enxofre e ferro. Fundamentalmente, a base do processo de lixiviagdo bacteriana consiste na
produgdo de solugdes acidas de sulfato férrico, eficiente agente lixiviante de metais, como
resultado do metabolismo oxidativo do 7. ferrooxidans em substratos minerais sulfetados.
Atualmente, a biolixiviagdo é aplicada em escala industrial para recuperagio de cobre e uranio em
varios paises. Metais preciosos também podem ser obtidos utilizando-se esse processo, como é o
caso do ouro, sendo que unidades-piloto ja em operagdo sdo encontradas na Africa do Sul, EUA,
etc. Essa metodologia de extragdo, de aplicagio economicamente viavel a minérios de baixos
teores, vem substituindo métodos convencionais (por exemplo, pirometalurgia) devido ao
esgotamento progressivo de reservas minerais contendo altos teores dos metais de interesse
econdmico.

Uma caracteristica fisiologica marcante e altamente interessante do 7. ferrooxidans é a
sua generalizada resisténcia a altas concentragdes de ions metalicos. Isto pode ser atribuido a
presenga constante de metais no proprio ambiente natural da bactéria, fator que provavelmente
determinou a seleg@o de tipos mais resistentes ao longo da evoluggo. Embora os mecanismos que
determinam essa resisténcia ndo sejam muito conhecidos, sabe-se que o T. ferrooxidans apresenta
resisténcia elevada ao aluminio, zinco, cobalto, manganés, cobre, cromo e urdnio, segundo
revisdes de Brierley (1978), Lundgren & Silver (1980) e Hutchins ef al. (1986). Quanto ao
nivel de resisténcia, o T. ferrooxidans é duas a trés vezes mais resistente aos efeitos inibitorios dos
metais pesados que a maioria das bactérias heterotroficas (Sadler & Trudinger, 1967;
Weinberg, 1977).

A capacidade de crescimento da espécie em condigdes ambientais hostis a maioria das
bactérias heterotroficas (alta acidez e concentrag3es elevadas de metais) a tornam um interessante
microrganismo para estudos dos determinantes genéticos dessas caracteristicas. Assim, o
T. ferrooxidans pode ser potencialmente 1til para o isolamento de genes que conferem resisténcia
a metais, ou seja, ser utilizado como fonte de obtengdo desses genes, os quais poderiam ser

transferidos para outros organismos sensiveis ou menos resistentes. Esta possibilidade é altamente



interessante do ponto de vista de melhoramento daqueles processos biotecnologicos nos quais a
presenga de metais ¢ fator limitante do desenvolvimento do organismo. Finalmente, a possibilidade
de obtengiio de plantas que apresentem maior resisténcia a metais presentes no solo (tais como
aluminio e manganés), ¢ um exemplo evidente da importancia econOmica dessa possivel utilizagdo

do T. ferrooxidans como um microrganismo doador de genes de resisténcia a metais.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os estudos genéticos relativos a espécie 7. ferrooxidans, bastante restritos até
recentemente, estdo atualmente em crescente expansdo. Durante varios anos, poucos trabalhos
foram realizados objetivando-se um melhoramento do processo de lixiviagdo bacteriana pela
manipulagdo genética do microrganismo. Isso se deve ao fato que o sistema de lixiviagdo
bacteriana de minérios em pilhas se processa de uma forma quase rudimentar e estd sujeito
inclusive as modificagSes proprias de um sistema aberto, sendo que o proprio ambiente atua como
potente agente selecionador de espécies e linhagens mais eficientes para o processo (Tuovinen &
Kelly, 1972). Entretanto, um nivel tecnologico mais avangado do processo sera requerido num
futuro proximo (Chakrabarty, 1978; Cripps, 1980), devido ao fato que o aproveitamento de
concentrados sulfetados (e ndo mais minérios de baixo teor) ou de materiais contendo metais
valiosos (ouro, por exemplo), deverd ser feito em bioreatores. Tais sistemas, rigorosamente
controlados, exigirdo a utilizagdo de linhagens bacterianas melhoradas geneticamente, que
apresentem, por exemplo, taxas mais elevadas de oxidag8o dos substratos, maior resisténcia a
metais toxicos, maior capacidade de fixagdo de CO,, etc.

Em fungio dessa potencialidade tecnologica e também do interesse no conhecimento do
sistema genético dessa espécie peculiar, sobretudo no que se refere a sua alta resisténcia a metais,
os estudos sobre a genética molecular do 7. ferrooxidans tiveram um impulso consideravel nos
ultimos anos.

Os estudos genéticos com o 7. ferrooxidans tiveram inicio no final da década de 70, com
trabalhos de genética classica realizados por Groudeva e colaboradores. Tais trabalhos
demonstraram a existéncia de variabilidade genética natural na espécie através de curvas de
sobrevivéncia a agentes mutagénicos (Groudeva ef al., 1978a), mutagénicos quimicos e luz
ultravioleta foram utilizados para indugdo de mutantes, (Groudeva ef al., 1978 b, ¢; Groudeva et
al., 1980), tendo sido obtida uma variabilidade de 20 a 180% em relagdo 2 atividade oxidativa da
linhagem selvagem, comprovando a potencialidade da espécie para o melhoramento genético.

Trabalhos adicionais detectaram diversidade gendmica e fisiologica entre linhagens de



diversas partes do mundo (Harrison Jr., 1982), variabilidade quanto as atividades de lixiviagdo de
ZnS e CuS (Groudev, 1980 a,b), variabilidade quanto a resisténcia ao urinio e tério e a
pardmetros cinéticos (Dispirito & Tuovinen 1982), sendo que, mais recentemente, foi detectada
variabilidade quanto a resisténcia a metais como cobalto, cobre, prata e mercurio, em quatro
linhagens brasileiras (Garcia Jr. & Silva, 1991).

A genética molecular do T. ferrooxidans teve inicio com a descrigdo da metodologia para
isolamento do DNA plasmidial por Mao et al. (1980). Martin et al. (1981) determinaram o
padrdo plasmidial de 15 linhagens de T. ferrooxidans, ndo sendo detectado plasmidio em apenas 4
linhagens; uma das linhagens apresentou 5 plasmidios diferentes. Recentemente, Shiratori et al.
(1991) determinaram que em mais de 100 linhagens independentes do T. ferrooxidans, cerca de
73% possuiam mais de um plasmidio (de tamanhos entre 2 e 30kb), sendo que dois plasmidios,
oriundos de diferentes linhagens, apresentaram alta homologia. Valenti et al. (1990) relataram a
presenga de um mesmo plasmidio em linhagens isoladas de diferentes ambientes, geograficamente
muito distantes; esses isolados foram subcultivados na auséncia de press3o seletiva durante anos,
indicando que o plasmidio se mantém estavel por muités geragOes. Apesar da quase totalidade das
linhagens selvagens examinadas do 7. ferrooxidans possuirem plasmidios, a sua presenca ainda
nido foi correlacionada com resisténcia a metais ou antibioticos ou a outra caracteristica qualquer.

Apesar dos plasmidios isolados do 7. ferrooxidans serem considerados cripticos, podem
ser utilizados na construgdo de vetores de clonagem para desenvolvimento de um sistema genético
para a espécie. Assim, na tentativa de caracterizagdo de plasmidios do T. ferrooxidans e de
obtengdo de um vetor de clonagem que pudesse se replicar tanto em 7. ferrooxidans como em
E. coli, Holmes et al (1984) e Dolan & Tuovinen (1985) clonaram plasmidios do
T. ferrooxidans no pBR322 e no pUC 8 e determinaram os mapas de restrigio dos plasmidios
recombinantes.

Marcadores genéticos selecionaveis (resisténcia a metais e a antibi6ticos), também
importantes para o estabelecimento de um sistema genético para o 7. ferrooxidans, foram
apresentados por Rawlings ef al. (1983) : embora alguns antibidticos percam sua atividade no

meio devido ao baixo pH (por exemplo, cloranfenicol), outros antibidticos (rifampicina,



ampicilina, etc) mostraram-se estaveis nesse meio acido.

Mecanismos de recombinagio genética para o T. ferrooxidans também tém sido
estudados. A transferéncia direta por conjuga¢do de plasmidios mobilizdveis para essa espécie
autotrofica acidofilica a partir de bactérias heterotroficas, ndo € possivel devido a
incompatibilidade, sobretudo de pH, das condigGes do meio necessario para realizar a conjugago.
Uma solug3o para o problema ¢é a transferéncia dos plasmidios inicialmente para outras espécies
do género (ndo-ferrooxidantes), capazes de crescer em pH acido ou neutro, na presenga ou
auséncia de matéria orginica. Apés essa transferéncia, pode ocorrer conjugagdo entre esses
Thiobacilli e o T. ferrooxidans, em meio acido inorganico.

A transferéncia de varios plasmidios broad-host-range por conjugag¢do da E. coli com
varios Thiobacilli ndo ferrooxidantes foi investigada por Davidson & Summers (1983). Embora
certos plasmidios tenham sido transferidos da E. coli para o ndo acidofilico Thiobacillus novellus
e deste para outros Thiobacilli, ndo se tem conhecimento de experimentos com a espécie mais
importante sob o ponto de vista biotecnoldgico, o T. ferrooxidans. Em experimentos similares,
Kulpa et al. (1983) transferiram o plasmidio RP1 da E. coli para Thiobacillus neapolitanus, que
pode crescer numa faixa de pH de 3,5 a 7,0, tendo sido a transferéncia efetuada também no
sentido inverso, ilustrando que as fungdes de transferéncia do plasmidio s3o expressas em
T. neapolitanus.

Até ha pouco tempo, plasmidios mobilizaveis se relacionavam apenas com bactérias
heterotroficas. A descoberta de plasmidios mobilizaveis do I. ferrooxidans consiste num
importante mecanismo alternativo para manipulagio do material genético dessa espécie. O
plasmidio ndo-conjugativo pTf-FC2, isolado do T. ferrooxidans (Rawlings et al., 1984a) foi
mobilizado em alta frequéncia entre linhagens de E. coli pelo plasmidio RP4 do grupo de
incompatibilidade P (Rawlings et al., 1986a; Rawlings & Woods, 1985). Além disso, o
plasmidio pTf-FC2 ¢é capaz de se replicar em uma série de bactérias gram-negativas, tais como
E. coli, P. aeruginosa (Rawlings et al., 1986b) e Agrobacterium tumefasciens, sendo que a
regido requerida para replicagéo foi caracterizada por Dorrington & Rawlings (1989, 1990,

1991). Esses fatores tornam o pTf-FC2 potencialmente interessante para a construgio de vetores
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mobilizaveis broad-hdst-range que sejam compativeis com vetores broad-host-range conhecidos.
Rohrer & Rawlings (1992) seqﬁenciaram e caracterizaram a regido de mobilizagdo do pTf-FC2,
identificando cinco ORFs, cujos polipeptideos correspondentes apresentaram muita similaridade
com aqueles codificados pelos plasmidios do grupo de incompatibilidade P.

Uma das poucas descrigdes da transformagio de uma espécie de Thiobacillus se refere ao
Thiobacillus thioparus (Yankofsky et al., 1983): a transformagio de T. thioparus auxotréfico
para prototrofico foi realizada pela exposigdo de células em crescimento exponencial ao DNA
cromossdmico de espécies independentes nutricionalmente. Recentemente, Kusano et al. (1992)
realizaram a transformagdo de linhagens de T. ferrooxidans sensiveis ao mercurio através de
eletroporagdo com plasmidios recombinantes, construidos pela clonagem do operon que confere
resisténcia ao mercario (marcador genético) em um plasmidio criptico do T. ferrooxidans. Uma
das linhagens transformadas (de 30 linhagens independentes testadas) apresentou uma eficiéncia
de transformagao de 120 a 200 coldnias resistentes ao mercirio por pg de DNA plasmidial. Os
transformantes retiveram os plasmidios sem rearranjos durante 25 repiques na auséncia de pressdo
seletiva. Até recentemente, a introdugio de DNA ex6geno em células de T. ferrooxidans ndo tinha
sido realizada com sucesso, sendo que os resultados obtidos através de eletroporagdo serdo de
grande importancia para o estabelecimento de um sistema de transferéncia genética para a espécie,
o qual servira de impulso tanto para obtengdo de espécies melhoradas como para o entendimento
da fungdo e regulagdo génica nesse organismo autotrofico.

Varios trabalhos foram e estio sendo realizados no sentido de se compreender a
expressdo génica na bactéria autotrofica, através da identificagdo de genes que possam ser
expressos na E. coli. Assim, Rawlings ef al., (1984a) demonstraram a expressdo da origem de
replicagio do plasmidio pTf-FC2 do T. ferrooxidans em E. coli, através da clonagem desse
plasmidio no pBR 325, cuja origem de replicagdo tinha sido deletada. Rawlings et al. (1984b)
também demonstraram a sintese de proteinas codificadas por DNA plasmidial do T. ferrooxidans
em um sistema livre-de-células da E. coli. Esses trabalhos, dentre outros, sugerem que alguns
sinais regulatorios de um plasmidio autotréfico sdo reconhecidos por um sistema de transcrigio e

tradugio heterotrofico.
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Nos ultimos anos, tém sido isolados vérios genes cromossomais de 7. ferrooxidans e sua
expressio no organismo heterotrofico tem sido demonstrada. Assim, Barros ef al. (1985)
clonaram o gene da glutamina sintetase (glnA), enzima-chave no processo de fixagdo de
nitrogénio; de fato, trabalhos anteriores ja tinham demonstrado que 7. ferrooxidans é capaz de
fixar nitrogénio (Mackintosh, 1978). A clonagem do gene da glutamina sintetase (glnA) foi
realizada através da transformagio de uma linhagem mutante glnA de E. coli com uma biblioteca
de DNA de T. ferrooxidans, construida no plasmidio pEco R251: um transformante glnA" de
E. coli, contendo um inserto de DNA de T. ferrooxidans de 6 kilobases foi isolado em meio
contendo (NH,),SO,4 como tnica fonte de nitrogénio. Os autores demonstraram ainda a presenga,
nesse fragmento clonado, de genes regulatorios da transcrigio da glutamina-sintetase, os quais
também estdo envolvidos na regulagio de outros operons relacionados com o metabolismo do
nitrogénio — esses genes regulatorios foram também funcionais em mutantes de E. coli deficientes
quanto a regulagdo de processos relacionados a esse aspecto. Finalmente, esses genes regulatorios
de T. ferrooxidans possibilitaram também a ativagio em E. coli do operon relacionado a utilizagéo
de histidina de Klebsiella aerogenes.

Outros trabalhos de isolamento, expressdo e seqiienciamento de genes do T. ferrooxidans
tém sido realizados para compreensdo da estrutura génica, dos codons normalmente utilizados e
das seqiiéncias regulatorias dessa bactéria. Assim, Kusano ef al. (1991a) isolaram o gene
cromossomal da ribulose-bifosfato-carboxilase, enzima-chave no processo de fixagdo do CO,,
através de hibridizagdo com sonda heterbloga; a expressdo desse gene, sob o controle do
promotor fac, foi demonstrada em E. coli, por esses mesmos autores. Kusano ef al. (1991b)
demonstraram ainda a existéncia de um segundo sef desse gene em T. ferrooxidans, de seqiiéncia
de nucleotidios idéntica ao primeiro. Ao contrario da bactéria quimioautotrofica Alcaligenes
eutrophus, na qual um set do gene esta localizado no cromossomo € o outro em um plasmidio, em
T. ferrooxidans ambos os sets estdo localizados no cromossomo. Ramesar ef al. (1988) clonaram
o gene que codifica a proteina RecA do T. ferrooxidans, sendo que esta complementou
parcialmente as fung3es de reparo do DNA e de recombinagio homéloga em linhagens mutantes

recA de E. coli.



A identificagio de promotores do T. ferrooxidans que sejam semelhantes ao de E. coli e,
portanto, possivelmente funcionais nesse organismo (e vice-versa) € de grande importancia para o
estudo da expressdo génica. Através do seqiienciamento de nucleotidios do gene da glutamina
sintetase do T. ferrooxidans, Rawlings et al. (1987) identificaram na regido upstream do gene
estrutural um provavel promotor, similar a um dos promotores (g/nApl) da E. coli, além de
seqiiéncias altamente homélogas as seqiiéncias consenso do sitio de ligagio de proteinas
regulatérias, como por exemplo, a proteina CAP. Pretorius et al. (1987) identificaram também
provéveis promotores do gene da nitrogenase do T. ferrooxidans possuindo alta homologia com o
promotor do gene que codifica essa enzima em Klebsiella pneumoniae. Takamiya et al. (1990)
localizaram seqiiéncias consenso de promotores bacterianos na regido regulatéria do gene que
codifica RNA ribossdmico em T. ferrooxidans.

Esses trabalhos de isolamento e caracterizagdo de genes cromossomais ou plasmidiais do
T. ferrooxidans evidenciaram que em geral, as seqiiéncias de nucleotidios de genes estruturais do
T. ferrooxidans apresentam alta homologia com seqiiéncias de outras bactérias, sendo que o grau
de similaridade varia para diferentes espécies. Pode-se concluir ainda que a regulagio da expressdo
génica no organismo acidofilico autotréfico é bastante similar ao de organismos heterotréficos.
Essas evidéncias de “elos genéticos” entre T. ferrooxidans e outras bactérias, nos permite
considerar a possibilidade de ter ocorrido transferéncia génica entre essas espécies, numa etapa
evolutiva anterior a adaptagdo do 7. ferrooxidans ao seu habitat, altamente desfavoravel as demais
bactérias.

Todos esses trabalhos abordam aspectos importantes da genética molecular do
T. ferrooxidans, sendo tais estudos fundamentais para futuros trabalhos de melhoramento genético
da espécie e também para a sua utilizagio como fonte de genes para outras espécies. Altamente
interessante sob o ponto de vista biotecnoldgico ¢ a utilizagdo do T. ferrooxidans como doador de
genes de resisténcia a metais para espécies menos resistentes. Como ja referido anteriormente,
devido a presenca constante de metais no seu proprio habitat, o T. ferrooxidans é caracterizado
pela resisténcia generalizada a altas concentragdes de metais, toxicas & maioria das demais

bactérias.
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De acordo com as revisdes de Brierley (1978), Lundgren & Silver (1980) e Hutchins
et al. (1986), T. ferrooxidans apresenta resisténcia ao aluminio (0,37M), zinco (0,15M), cobalto
(0,17M), cobre (0,16M), cromo (0,1M) e urénio (0,01M). Os niveis de resisténcia sio menores
para prata (10°M), merciirio (10*M), molibdénio (10°*M), selénio, telurio e arsénio (10°M). Em
comparagdo com a maioria das bactérias heterotroficas, 7. Jerrooxidans é duas a trés vezes mais
resistente aos efeitos inibitérios dos metais pesados (Sadler & Trudinger, 1967; Weinberg,
1977).

Embora o 7. ferrooxidans seja comprovadamente resistente a altas concentrag3es de jons
metalicos toxicos, nio sio conhecidos ainda os mecanismos genéticos que conferem essa
resisténcia e nem mesmo, foram isolados genes relacionados com essa caracteristica. A Unica
excegdo a esse fato é o isolamento dos genes que conferem resisténcia ao mercurio em
T. ferrooxidans (Shiratori et al., 1989), através da hibridizagdo com sonda radioativa contendo o
fragmento determinante da resisténcia ao merctrio do transposon Tn50/. Esses mesmos autores
clonaram e expressaram os genes em E. coli e demonstraram a sua localizagdo cromossomal no
T. ferrooxidans. Esse fragmento que conferiu resisténcia a0 mercirio, é composto de pelo menos
2 genes, um gene tipo-merC (que codifica proteina capaz de captar Hg" através da membrana) € o
gene merA (que codifica a mercirio-redutase, proteina responsavel pela volatilizagdo do mercurio
como Hg’), cuja seqiiéncia nucleotidica foi determinada por Inoue et al. (1989). Segundo Inoue
et al. (1990), a regido upstream a merA contém os Open Reading Frame (ORFs) do ndo
identificado reading frame 1 (URF1), além do ORF do merC, os quais apresentaram 73% de
homologia com o URF1 do Tn50/ e 61% com o merC do R100, respectivamente. Esses autores
demonstraram ainda que a co-transcri¢io de merA e merC estd sob controle de um possivel
promotor (seqiiéncia de 70 a 100pb upsiream do coédon de inicio de merC), de seqiiéncia
altamente homologa ao promotor de merT de outros sistemas mer Gram’, embora ndo se tenha
observado nenhuma seqiiéncia homéloga a merT, merR, merP ou merD, constituintes do operon
mer em R100. Além disso, o transcrito mer em T. ferrooxidans s6 foi detectado em células
induzidas por Hg?* (operon mer indutivel). Até agora alguns mecanismos de resisténcia a metais

tais como mercurio (Summers, 1986), arsénio, telirio, cromato e cidmio sdo conhecidos em
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varios organismos (Silver & Misra, 1988). O isolamento de genes codificando resisténcias ao
cadmio, zinco, cobalto (Nies ef al., 1987) e cobre (Bender & Cooksey, 1987) tem sido divulgado
e tais genes sdo freqiientemente encontrados em plasmidios e transposons.

Basicamente, os mecanismos bacterianos conhecidos de resisténcia a metais sdo quatro
(Silver, 1992): (1) através de alteragBes no sistema de transporte da membrana o ion toxico €
mantido exteriormente a célula; (2) seqiiestramento intracelular ou extracelular por componentes
que se ligam ao ion metalico (andlogo as metalotioneinas dos eucariotos e as fitoquelatinas das
plantas, mas geralmente ao nivel de parede celular na bactéria); (3) sistemas de efluxo altamente
especifico para cation ou anion, codificado por genes de resisténcia (¢ o mecanismo bacteriano
mais comum de resisténcia a ions metalicos, sendo codificado por plasmidios); (4) detoxificagdo
do cation ou dnion por conversdo enzimatica em uma forma menos toxica (exemplos: oxidagio do
AsIII e redugdo do CrVI, esse processo bacteriano ndo tem sido associado a plasmidios).

O ion manganés é um microelemento necessario como cofator enzimatico, mas € toxico
em altas concentragles. T. ferrooxidans é altamente resistente a altas concentragdes desse metal,
em um nivel de pelo menos 20 vezes mais que a E. coli (Wong et al., 1982). Até o momento, sio
desconhecidos os mecanismos de resisténcia a0 manganés e nenhum gene relacionado com essa
caracteristica foi isolado, tanto no T. ferrooxidans como em outras bactérias ou organismos
superiores.

Portanto, um vasto campo para investigagbes esta aberto tanto no que se refere ao
mecanismo de resisténcia a0 manganés, como a outros metais. 7. ferrooxidans é um organismo

altamente promissor para tais estudos.
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OBJETIVOS

O objetivo basico deste trabalho, foi iniciar um programa de estudo visando investigar a
possibilidade de se isolar e caracterizar genes que conferem resisténcia a metais em
T. ferrooxidans, através da clonagem em E. coli e selegdo direta de transformantes resistentes, em
meio contendo o respectivo metal. Numa primeira etapa, objetivou-se mais especificamente o
isolamento do determinante genético da resisténcia ao manganés em 7. ferrooxidans e a
determinagdo de sua localizagdo no DNA total (cromossomo ou plasmidio) dessa espécie

bacteriana.
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MATERIAIS E METODOS
4. LINHAGENS BACTERIANAS

1.1. T. ferrooxidans

Foi utilizada a linhagem T. ferrooxidans-LR, isolada a partir de efluente acido (pH=1,5)
de coluna de lixiviagio estatica do minério uranifero de Lagoa Real, Bahia, Brasil (Garcia Jr.,

1991).

1.2. E.coli

Foi utilizada a linhagem E. coli-DH5a,, cujo genétipo é: supE44, AlacU169 (¢ 80 lacZA
M15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relA1 (Sambrook et al., 1989).



14
2. MEIos DE CULTURA

21. Meio T&K (T. ferrooxidans-LR)

O meio utilizado para o crescimento da linhagem foi o meio liquido T&K descrito por
Tuovinen e Kelly (1973), com pequenas modificagSes; sua composi¢do e o modo de preparo sdo

0s que se seguem:

Solugiio A: K;HPOy...ooooeeviiiiices 0,12¢g
MgSO,.TH,0........ooveeee. 0,50g
(NH4)2804 s 0,50g
agua destilada .............. qsp 1000ml

O pH foi ajustado para 1,8 com écido sulfurico concentrado e a solugéo foi
autoclavada a 120°C por 20 minutos.

Solugiio B: FeSO47H,0 ..............cccene 167g
agua destilada .............. gsp 1000ml
O pH foi ajustado para 1,8 com acido sulfurico concentrado e a solugdo foi
esterilizada por filtragio em membrana (Millipore - 0,22pum de didmetro de
poro).

Ap6s o resfriamento da solugdo A, o meio foi preparado pela mistura das duas solugdes

na proporgio de 4:1 (A e B, respectivamente).

2.2, Meio LB (E. coli-DH5a)

O meio utilizado para crescimento da linhagem foi 0 meio Luria Broth (LB), descrito por

(Sambrook ef al. 1989):

trPtoNa.....c.oovieeeirececeene 10g

extrato de levedo ....................... 5g

cloreto de sodio ....................... 10g

agua destilada .............. qsp 1000ml

O pH foi ajustado para 7,5 com NAOH 2N e o meio foi autoclavado a
120°C por 20 minutos.

Para obtengdo do meio sélido foi adicionado agar (1,7%).
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3. EFEITO DO MANGANES NO CRESCIMENTO DO T. ferrooxidans-LR

Para a avaliagdo do nivel de resisténcia do T ferrooxidans-LR ao manganés, foi utilizado
o meio T&K solidificado com agarose 0,45% (concentragdo final). O manganés foi adicionado ao
meio como MnSO, H,0, acidificado ao pH 1,8 com H,SO,, nas seguintes concentragdes (mM em
Mn): 0 (controle), 5, 10, 15, 20, 25, 50 e 100. Uma solugéo estoque do manganés, preparada
separadamente do meio de cultura, foi esterilizada por filtragio em membrana (Millipore - 0,22um
de didmetro de poro) e adicionada ao meio momentos antes do uso, para obtengdo das
concentragdes citadas. A solugdo de agarose foi esterilizada em autoclave (120°C, 20 minutos) e
também adicionada ao meio, apos prévio resfriamento desta (45°-50°C) para evitar hidrolise e,
consequentemente, a nio solidificagdo do meio.

Uma aliquota de uma cultura ativa da linhagem (cultivada por 2 dias em meio liquido
T&K a 30°C sob agitagio constante - 250rpm) foi diluida sucessivamente em Tween-80 0,1% (pH
1,8 com H,S0,) até 10, segundo metodologia de Garcia Jr. et al. (1992). Aliquotas de 200pl
foram utilizadas para o plaqueamento no meio sélido (3 placas/concentragdo de manganés). A

incubagdo foi realizada a 30°C por cerca de 13 dias.
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4. EFEITO DO MANGANES NO CRESCIMENTO DA E. coli-DH5a

Este teste foi realizado com o objetivo de se determinar a minima concentragdo de
manganés capaz de inibir (M.I.C.) o crescimento dessa linhagem em meio sélido.

A obtengdo do meio LB contendo manganés foi dificultada devido ao pH do meio LB
(7,5) determinar a precipitagdo do metal, o que foi evitado pela redugéo do pH do meio para 5,5,
com acido sulfirico. Testes prévios de crescimento da E. coli-DH5a numa faixa de pH de 5,0 a
7,0 e na auséncia de manganés, demonstraram que esse valor de pH (5,5) ndo exerce nenhum
efeito inibitorio sobre o crescimento da bactéria, além de permitir uma boa solidificagdo do agar.

Dessa forma, foi utilizado o meio sblido LB modificado, de pH 5,5 (LBm/agar),
contendo as seguintes concentragdes de Mn (como MnSO,H,;0): O (controle), 5, 10, 15 e
20mM. O meio foi preparado pela adigio de volumes iguais do meio LBm/agar duas vezes
concentrado e a respectiva solugdo de manganés de concentraggo igual ao dobro da desejada. Essa
adigio foi realizada quando a solugdo de LBm/agar resfriou até cerca de 60°C, apds sua
autoclavagem (120°C, 20 minutos). O ajuste do pH para 5,5 do meio LBm e da solugio de
manganés foi realizado com acido sulfurico IN e hidroxido de amdnio 0,01N, respectivamente e a
esterilizagiio da solugdio de manganés foi feita por filtragdo em membrana (Millipore - 0,22pm de
didmetro de poro).

A cultura de E. coli-DH5a. foi obtida pelo inculo de uma col6nia isolada em meio LB
liquido. Apds incubagdo sob agitagdo a 37°C por uma noite, 1ml da cultura foi submetido a
diluigdes sucessivas em 9ml de salina (NaCl 0,8%). Um volume de 50ul da diluigdo 10® foi
utilizado para plaqueamento (em triplicata) em cada uma das concentragdes de manganés. A

incubagio foi realizada por 3 dias a 37°C.
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5. EXTRAGAO DE DNA ToTAL DO T. ferrooxidans-LR

5.1. Preparo da Suspensdo de Células Lavadas

O cultivo do T. ferrooxidans-LR foi realizado em recipiente plastico contendo 10 litros
de meio T&K, aerado com ar comprimido filtrado em 13 de vidro esterilizada.

Apbs o crescimento da cultura (2-3 dias), indicado pela oxidagdo total do Fe** (titulagio
com K,Cr,0; - Vogel, 1986), foi realizada inicialmente uma filtragdo em papel de filtro comum,
para eliminar precipitados de ferro formados durante o crescimento bacteriano. A seguir, a cultura
foi filtrada em membrana (Millipore - 0,45um de didmetro de poro) para separar as células do
meio de cultura oxidado.

Posteriormente, foram feitas trés lavagens sucessivas das células, com agua a pH 1,8
(4°C, 30 minutos) em centrifuga refrigerada (MLW-ZENTRITUGENBAU ENGELSDORF,
modelo K-70). Ap6s essas lavagens, as células foram suspendidas em um volume final de cerca de

50ml em 4gua a pH 1,8 e mantidas a 4°C.

5.2. Obtengédo do DNA Total

O DNA total foi preparado de acordo com Shiratori ef al. (1989), com pequenas

modificagdes, como descrito a seguir: '

 a suspensdo celular foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C em centrifuga
de mesa Beckmann GPR e lavada quatro vezes com solugdo STE (NaCl 100mM;
Tris-HC] 10mM, pH 7,8; EDTA 1mM);

o a seguir as células foram suspendidas em 5ml de solugdo TGE(Tris-HCl 25mM, pH
8,0; glicose 50mM; EDTA 10mM), misturadas com igual volume de solugdo de
lisozima (SIGMA-20mg/ml de solugéo TGE) e deixadas em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente;

e apoés essa incubagdo, foram adicionados 6,25ul de EDTA 0,5M na suspensio e
manteve-se no gelo por 10 minutos;

o foram adicionados posteriormente 1,25ml de SDS 10% e 125ul de pronase E
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(SIGMA, solugdo 20mg/ml, preparada segundo Sambrook et al., 1989); misturou-se
e incubou-se por 1 hora a 37°C;

ap0s esse periodo, a suspensdo foi desproteinizada pela adigdo de igual volume de
uma mistura de cloroférmio-fenol (1:1 v/v), sendo que o cloroférmio foi previamente
misturado com alcool isoamilico (24:1 v/v) e o fenol equilibrado com Tris-HCIl, como
descrito por Sambrook et al. (1989); centrifugou-se a 4°C a 2500 rpm por 15
minutos;

a seguir, a fase aquosa (superior) foi novamente extraida com igual volume de
cloroférmio-fenol. Apds centrifugagdo, a solugdo foi reextraida com igual volume de
cloroférmio-isoamilico (24:1 v/v);

a solugdo desproteinizada foram adicionados 0,1 volume de acetato de s6dio 3M e 0,6
volume de alcool isopropilico, misturando-se suavemente para precipitagdo do DNA;
o DNA foi retirado da solugdo com uma pequena alga de vidro, lavado com etanol
70% e deixado a temperatura ambiente para secar;

apOs a secagem, a alga contendo o DNA foi introduzida em 500ul de solugio TE
(Tris-HC1 100mM, pH 8,0; EDTA 1mM) e mantida a 4°C até a total solubiliza¢do do
DNA;

finalmente, foram adicionados 5pl de solugdo de RNase (SIGMA # R4875, 10mg/ml
em Tris-HCl 10mM, pH 7,5, contendo 15mM de NaCl), preparada segundo
Sambrook et al. (1989);

a concentragdo do DNA extraido foi estimada pelo método espectrofotométrico

(Sambrook et al., 1989).
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6. OBTENGAO DE FRAGMENTOS DO DNA DO T. ferrooxidans-LR

6.1. Avaliagdo Inicial do Padrdo de Restrigdo

O DNA total do T. ferrooxidans-LR foi digerido com vérias enzimas, as quais foram
escolhidas com base na possibilidade de clonagem dos fragmentos resultantes no sitio de
policlonagem do vetor pUC 19. Assim, aliquotas contendo cerca de 3ug de DNA total foram
digeridas separadamente a 37°C por 2 horas, com Eco R, Bam HI, Sau 3Al, Pst1 e Hind 111, em
um volume total de 20pl, utilizando-se enzimas e seus tampdes especificos de reagdo fornecidos
pela Amersham. |

Os fragmentos resultantes da digestdo enziméitica foram separados em gel de agarose 1%
em tampdo TAE (Tris-acetato 40mM e EDTA 1mM, pH 8,0) contendo 0,5pg/ml de brometo de
etidio. Antes da eletroforese foram adicionados 4pl de tamp3o de amostra 6 vezes concentrado
(bromofenol blue 0,25% e “Ficoll type 400” 15% em tampdo TAE 6 vezes concentrado). Este

mesmo procedimento foi adotado em todas as eletroforeses realizadas.

6.2. Digestdo Total com Pst|

Uma aliquota contendo aproximadamente 20ug de DNA total do T. ferrooxidans-LR foi
digerida com Pst 1 (~50U) em um volume total de 200ul do tampio especifico (37°C, 2h). Apos
precipitagio dos fragmentos obtidos a 20°C, por uma noite, com 0,1 volume de acetato de sodio
3M (pH 5,2) e 2 volumes de etanol absoluto, a solugio foi centrifugada (em microcentrifuga
Incibras-Spin III por 30 minutos), o precipitado lavado com etanol 70% (centrifugagéo por 10
minutos) e seco a vacuo (5 minutos). Finalmente, os fragmentos de DNA foram suspendidos em

30ul de agua (solugdo S,).

6.3. Digestao parcial com Sau 3Al

Para obtengdo dos fragmentos de DNA de 500 a 2000pb e de 1000 a 5000pb, a serem
utilizados na clonagem em pUC 19, foi realizada inicialmente a cinética de digestdo com Sau 3Al,
a fim de se determinar a concentragio da enzima necessaria para obtengio dos fragmentos de

tamanhos acima mencionados.
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6.3.1. Cinética Enzimatica

A cinética com Sau 3 Al foi realizada através da variagdo da concentragdo da enzima para
uma mesma quantidade de DNA (2ug). As reagdes de digestdo foram realizadas em um volume de
30ul do tampao especifico, contendo as seguintes quantidades de enzima (em unidades de
atividade): 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625. As reagbes foram mantidas a 37°C por 30
minutos.

Para interromper a reagéo foram adicionados 2pl de EDTA 0,5M (pH 8,0) e a seguir,
incubou-se a 70°C por 5 minutos. As solugdes foram entdo mantidas em gelo e posteriormente

submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, paralelamente ao DNA n&o digerido.

6.3.2. Digestdao com concentragao definida de Sau 3Al

Com base na cinética enzimatica (item anterior), foi determinada a concentragio da
enzima, necessaria para obtengdo dos fragmentos de DNA de 500 a 2000pb e de 1000 a 5000pb.
Essa concentragio foi aplicada as reagdes abaixo indicadas:

R.1. fragmentos de 500 a 2000pb: 20ul de solugido de Sau 3AI 0,5U/ul (em tampzo de
reagdo) foram adicionados a cerca de 20ug de DNA contidos em 280pul do tampéo
de reagdo.

R.2. fragmentos de 1000 a 5000pb: Sul de solugdo de Sau 3AT 0,5U/ul (em tampdo de
reagdo) foram adicionados a cerca de 20ug de DNA contidos em 295ul do tamp@o
de reagdo.

Os tubos de reagdo foram incubados a 37°C por 30 minutos. Foram adicionados entio
20ul de EDTA 0,5M (pH 8,0) e a seguir, incubou-se a 70°C por 5 minutos, para a inativagio
enzimatica. A precipitagdo dos fragmentos de DNA foi realizada a -20°C, por uma noite, com 0,1
volume de acetato de s6dio 3M (pH 5,2) e 2 volumes de etanol absoluto. Apés centrifugaggo (30
minutos), lavagem com etanol 70% e secagem, o precipitado foi suspendido em 30ul de 4gua e
submetido a eletroforese em gel de agarose, a fim de se obter os fragmentos desejados (item

6.3.3).
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6.3.3. Isolamento dos fragmentos obtidos

Foi utilizado o método de Dretzen ef al. (1981), com algumas modifica¢Ges:

o as solugdes de DNA provenientes da digestdo parcial com Sau 3Al foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 1%, paralelamente a um padrdo constituido por
fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos (kb);

o perpendicularmente as bandas de DNA contidas no intervalo de 500 a 2000pb (R,) e
de 1000 a 5000pb (R;) foi introduzido, ap6s incisdo no gel, papel DEAE (Whatmann
DES81), de largura coincidente com o intervalo de interesse e altura pouco maior que a
do gel;

 apos rotagdo de 90° do gel em relagdo & posigdo inicialmente adotada, a eletroforese
foi prosseguida até que todo o DNA fosse transferido para o papel DEAE, o que foi
indicado por monitoramento com lampada de luz ultravioleta;

o 0 papel foi removido cuidadosamente com auxilio de pinga estéril e introduzido no
interior de uma ponteira descartavel grande (normalmente utilizada com pipeta
automatica), contendo um pouco de 13 de vidro siliconizada; foi montado um sistema
através do qual o DNA foi eluido do papel, acoplando a ponteira a tampa perfurada de
um tubo Eppendorf fechado;

o foram adicionados, na abertura superior da ponteira, 600ul de tampio de eluigio
(Tris-HCI 20mM, pH 8,0; EDTA 2mM, pH 8,0; NaCl 1,5M);

o apos incubagdo do sistema a 37°C por 1 hora, a solugdo contida na ponteira foi
centrifugada cuidadosamente de modo a ser totalmente transferida para o Eppendorf;

o foram adicionados mais 400ul de tampdo de eluigio no sistema e, apds nova
centrifugagdo, a solugdo contida no Eppendorf (cerca de Iml) foi dividida em duas
aliquotas, a cada uma das quais foi acrescentado 1ml de etanol absoluto;

o apo6s centrifugagdo por 30 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a
vécuo, suspendido em 10ul de tampdo TE (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM, pH
8,0) e a solugio resultante foi mantida a 4°C.

e As solugdes obtidas, contendo fragmentos de DNA de 500 a 2000pb e de 1000 a

5000pb, foram designadas S, e S;, respectivamente.
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6.4. Estimativa das concentragdes de DNA dos fragmentos obtidos

As solugdes contendo fragmentos de DNA total do 7. ferrooxidans-LR foram
quantificadas por comparagdo com padrdes de pUC 19, através da eletroforese em gel de agarose
1%. Tais solugdes foram denominadas, como ja referido anteriormente, S, (fragmentos de DNA
total obtidos por digestdo total com Pst I), S, (fragmentos de DNA total de 500 a 2000pb, obtidos
por digestdo parcial com Sau 3AI) e S; (fragmentos de DNA total de 1000 a 5000pb por digestdo
parcial com Sau 3AI). A 5ul de cada uma das solugdes foram adicionados 15pl de agua: as
amostras assim diluidas foram aplicadas no gel.

A solugio de pUC 19, quantificada espectrofotometricamente (100ng/ul) foi utilizada

como padrio. Aliquotas de 1, 2 e 4pl foram diluidas a 20pl com agua e aplicadas no gel.
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7. VETOR DE CLONAGEM

O vetor utilizado na clonagem dos fragmentos do DNA do T. ferrooxidans-LR foi o
plasmidio pUC 19 (Yanisch ef al., 1985), que contém um sitio de policlonagem (inserido no gene
da B-galactosidase) e um gene que confere resisténcia & ampicilina, como pode ser visto no mapa
de restrigio da Figura 1. Esse plasmidio produz o peptidio o da P-galactosidase, o qual
complementa a mutagdo de delegdo lac em algumas linhagens de E. coli, dentre elas, a DH5a..

Para clonagem dos fragmentos do T. ferrooxidans-LR obtidos com Sau 3Al utilizou-se o
pUC 19 linearizado com Bam HI, enzima cuja restrigdo gera extremidades compativeis com as
extremidades produzidas pela Sau 3AI (a ndo utilizagdo da Sau 3Al para linearizagio decorre do
fato do plasmidio apresentar varios sitios dessa enzima). No caso dos fragmentos obtidos com
Pst 1, a clonagem foi feita em pUC 19 linearizado com essa mesma enzima.

Para a linearizagio do plasmidio com Bam HI foram adicionados 3pl da enzima (150U) a
um volume de 97ul do tampdo de reagdo especifico contendo 10pg do DNA plasmidial
(incubagdo a 37°C por 2 horas). Apos diluigio com 100ul de agua, foi realizada a extragdo
proteica com 1 volume de fenol-cloroformio e, em seguida, com 1 volume de cloroformio. Foram
acrescentados 0,1 volume de acetato de sodio 3M e 2 volumes de etanol absoluto & fase aquosa
para precipitagio do DNA (por uma noite, a -20°C). Apos centrifugagdo (30 minutos), o
precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e suspendido em 100ul de tampdo TE com RNase
(Tris-HCl 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM, pH 8,0, RNase 40pg/ml). O DNA foi quantificado
espectrofotometricamente (~100ng/pul) e a digestdo foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1%.

A digestio po pUC 19 com Pst I foi realizada de modo anélogo ao descrito acima.
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FIGURA 1,  Mapa de restrigdo do vetor de clonagem pUC 19.
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8. LIGAGAO INSERTO/VETOR

Foi realizada inicialmente uma analise exploratéria da melhor proporgéo inserto/vetor
(em torno da relag@o molar 3/1) a ser utilizada posteriormente na ligagdo definitiva dos fragmentos
do DNA do T. ferrooxidans-LR no vetor pUC 19, para transformagdo e selegdo de clone(s) da
E.coli-DH50. resistente(s) ao manganés. Para isso, plamidios resultantes das ligagGes realizadas
em diferentes proporgSes de inserto/vetor (1/1 a 4,5/1), foram utilizados na transformagdo prévia
e a propor¢do que forneceu maior numero de coldnias recombinantes, foi utilizada na clonagem
para transformagao efetiva dessa linhagem.

Dessa forma, para se determinar os volumes das solugdes de pUC 19 e de insertos a
serem utilizados para obtengdo de relagdo molar especifica, os tamanhos médios dos insertos
pertencentes aos bancos S, S; e S; foram estimados em aproximadamente 2700, 900 e 2700pb,
respectivamente (ver resultados, Figura 7).

Todas as ligagBes foram realizadas a 15°C, por uma noite, com 7,5 unidades de atividade
da T4 DNA ligase (Amersham) em 10pl de tampdo de ligagdo constituido por Tris-HCl 40mM,
pH 7,8; MgCl, 10mM; ditiotreitol (DTT) 10mM e ATP 4mM.

Os plasmidios provenientes das ligagdes em diferentes propor¢des molares de
inserto/vetor foram utilizados na transformag@o da E. coli-DH5a (2p! de solugdo plasmidial/200ul
de suspensdo bacteriana) e a seleg3o dos clones foi realizada em meio sélido LA/Amp contendo
X-Gal (todos os pormenores desses procedimentos serdo descritos no item 9, que se refere a
transformag@o e selegdo definitivas). Para a sele¢do, foram plaqueados 100ul de suspensdo
bacteriana em cada placa (triplicatas) e ap6s incubag@io (37°C por uma noite) foi determinada a

proporgdo que forneceu o maior nimero de coldnias brancas (recombinantes).
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9. TRANSFORMAGAO DA E. coli-DH5a E SELEGAO DE CLONES RESISTENTES AO
MANGANES

9.1. Solugdes e meios utilizados

Meio SOB
triptona.........ccooveeceinicencene, 20g
extrato de levedo........................... 5g
NaCl.....oooeiieeieiiceeceee 0,585 g
) 200; IO 0,186 g
agua destilada .................... qsp 990 mi

O pH foi ajustado para 7,0 com KOH 1IN e o meio autoclavado por 30 minutos.
Foram adicionados a seguir, 10ml de uma solugéo contendo MgCl; 1M e MgSO, 1M, esterilizada
por filtragdo em membrana (Millipore - 0,22pm).

Solugiio SB,
KCl.ooiiierceceeiee 1,85 ¢
CaCl.2H 0 ..., 1,87 g
KMES 0,5M (pH 6,3)................... 5 ml
agua destilada .................... qsp 250 ml

Apos a verificagio do pH (6,2), a solugdo foi esterilizada por filtragio em

membrana (Millipore - 0,22um).

Solug¢do KMES (2 (N-morfolino) etano-sulfonato de potassio)

Apos dissolugio em cerca de 80ml de agua, foi adicionada solugdo de KOH 1M
até pH 6,3; o volume foi completado até 100ml com agua destilada e a solug@o foi esterilizada por

filtragdo em membrana (Millipore - 0,22um).

Meio SOC
meio SOB contendo 1% (v/v) de glicose 2M; a solugé@o de glicose foi esterilizada
por filtragdo em membrana (Millipore - 0,22pm).
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Meio Luria - Agar com ampicilina (LA/Amp) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactosidio)

meioLB.......coooi 1000 ml
agar bacteriologico..................... 15¢g
ampicilina...............ccooeenieninn 50 mg

O meio LB foi autoclavado juntamente com o agar (120°C, 20 minutos) e 2ul de
solugdo de ampicilina 25mg/ml, preparada em agua esterilizada, foi adicionada ap6s resfriamento
do mesmo, imediatamente antes da distribuigdo nas placas. Apos solidificagdo, 40ul da solugio de
X-Gal (20mg/ml de dimetilformamida) foram espalhados sobre o meio, mantendo-se as placas a

37°C por 1 hora, antes do plaqueamento.

9.2. Metodologia da transformagao

Os experimentos de transformagdo consistiram na obten¢do de células competentes de
E. coli-DH5a. e na transformagéo propriamente dita destas células, com os plasmidios obtidos nas
ligagdes. O método utilizado, transformaggdo simples com cloreto de célcio (Boyer & Roulland-
Dussoix, 1969, com modifica¢Ges), é descrito a seguir:

e uma coldnia de E. coli-DH5a, isolada em placa recente de meio LB, foi inoculada em
10ml de meio SOB (contendo 20mM de Mg*?) e a incubagio foi feita a 37°C, sob
agitagdo (~250 rpm), por uma noite;

o Iml da cultura assim obtida foi inoculada em 100ml de meio SOB, contido em
erlenmeyer de capacidade para 500ml; a cultura, mantida a 37°C, permaneceu sob
agitag@o (~250 rpm) até que a absorbancia da solugido a 550nm atingisse valor entre
0,45 e 0,55 (equivalente a cerca de 5x107 células/ml), quando foi entio mantida em
gelo por 10 minutos;

e a cultura foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C em centrifuga de mesa, o
sobrenadante foi descartado e as células, apos serem suspendidas em 33ml de solugdo
SB,, foram mantidas em gelo por 60 minutos;

e apos nova centrifugagdo nas mesmas condiges, as células foram suspendidas em 8ml

de solugédo SBy;
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e aliquotas da suspensio de células competentes assim obtidas, foram misturadas com
todo o volume da solugdo de plasmidio proveniente das ligagSes (200ul/2pl,
respectivamente), permanecendo em gelo por 1 hora (para a analise prévia da melhor
proporgdo inserto/vetor foi utilizado apenas 2pl de cada ligagio para a
transformag3o);

e para aumentar a eficiéncia da transformag@o, os tubos foram mantidos a 42°C por 90
segundos e imediatamente colocados em gelo;

o apos adigdo de 800ul de meio SOC, os tubos foram mantidos a 37°C por 1 hora e a

seguir foi realizado a plaqueamento para selegido dos clones recombinantes.

9.3. Selegdo de recombinantes

Para selegdo das colonias contendo vetores recombinantes, o plaqueamento da totalidade
da suspensdo (200 ul/placa) foi realizado em meio LA/Amp contendo X-Gal, um substrato da
B-galactosidase que, por hidrolise enzimatica, gera um precipitado azul. Portanto, as colOnias que
ndo possuem [-galactosidase ativa nio apresentam coloragdo, como € o caso dos clones que
possuem fragmento de DNA inserido no sitio de policlonagem do vetor pUC 19 (recombinantes).

A incubagio das placas foi realizada a 37°C por uma noite.

9.4. Selegdo de recombinantes resistentes a manganés

As coldnias brancas (recombinantes), obtidas da selegio anterior, foram transferidas para
crescimento da E. coli-DH5a. (ver resultados do efeito do maganés no crescimento da E. coli). As

placas foram mantidas a 37°C por 4 a 5 dias.
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10. TESTES DE RESISTENCIA AO MANGANES DOS CLONES SELECIONADOS

10.1. Testes em meio sélido

Os clones selecionados, R3-37 € R1-76 (ver resultados) foram submetidos a testes
complementares de resisténcia em diferentes concentragbes de manganés, paralelamente a
E. coli-DHSq, ndo recombinante, transformada apenas com o vetor pUC (DHSo/pUC 19), a fim
de confirmar a resisténcia dos clones selecionados.

Cada colonia foi inoculada em meio liquido LB/Amp (LB contendo 50ug de
ampicilina/ml de meio) e a incubagio foi realizada a 37°C, por uma noite, sob agitagdo (~250
rpm). Apoés diluigdo seriada de 1ml de cultura em 9ml de salina (NaCl 0,8%), foram plaqueados
50ul da diluigdo 10® em meio LBm/agar (com 50ug ampicilina/ml) contendo manganés nas
concentragdes 0,5, 10, 15, 20, 25 e 30mM. As placas foram incubadas a 37°C por, no maximo,
7 dias.

Em fung@o dos resultados obtidos, um teste adicional foi realizado, o qual diferiu do
anterior pelo in6culo das colonias R3-37 e DH5a/pUC 19 em meio LBm/Amp contendo SmM de

manganés, paralelamente ao indculo em LBm/Amp sem manganés.

10.2. Testes em meio liquido

Este teste foi realizado apenas com o clone R3-37, utilizando-se como controle a
DH5a/pUC 19. As culturas foram obtidas por inéculo das colonias em meio liquido LB/Amp
(incubag@o a 37°C, ~250 rpm). Quando o crescimento atingiu absorbincia de cerca de 0,100
(600nm), 15ul de cada cultura foram adicionados a tubos contendo 3ml de meio LBm/Amp com
concentragdes de manganés de 0,5, 10, 15, 20, 25 e 30mM. A incubagio foi realizada a 37°C

sob agitagdo (200 a 250rpm) por até 4 dias.
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11. DETECGAO DO INSERTO NO PLASMIDIO DO CLONE SELECIONADO

A presenga de inserto no plasmidio do clone R3-37 (p R3-37) foi confirmada através da
eletroforese dos fragmentos resultantes da digestdo do plasmidio com as enzimas apropriadas. O
plasmidio foi extraido pelo método de “mini-preparagdo”, segundo procedimento descrito por

Sambrook ef al. (1989), com pequenas modifica¢des.

11.1. Mini-preparagdo do plasmidio

o foram transferidos para tubo Eppendorf 1,5ml de cada cultura (R3-37 e
DH50/pUC 19) obtida em meio liquido LB/Amp (item 10.1);

e as culturas foram centrifugadas (2 minutos) e ap6s descarte dos sobrenadantes, as
células foram suspendidads em 100pl de solugdo contendo Tris-HCI 25mM (pH 7,4),
EDTA 10mM (pH 8,0) e glicose 50mM, com auxilio de vortex;

o apods adigdo de 200ul de solugdo contendo NaOH 0,2M e SDS 1%, a mistura foi
realizada por inversGes durante 15 segundos e foram entdo adicionados 150ul de
solugdo de acetato de potassio 3M (pH 4,8), misturando-se a seguir;

e apos centrifugagdo por 3 minutos, 400pl do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo Eppendorf, aos quais foram adicionados 720ul de etanol absoluto;

o a solugdo foi mantida a temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugada a seguir
(1 minuto);

¢ o precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e suspendido em 50ul de tampio TE
com RNase (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM, pH 7,6; RNase 40ug/ml) e a concentragio

aproximada de DNA foi determinada espectrofotometricamente (~3 pg/ul).

11.2. Digestdo enzimitica e eletroforese

O plasmidio pR3-37 foi digerido com Pst I, Eco RI, Hind 1II e Eco RI e Hind 11l

(digestdo dupla). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%.
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412. RETRANSFORMAGAO DA E. coli-DH5a COM O PLASMIDIO RECOMBINANTE

12.1. Retransformagédo e selegdo

Um volume de 200ul de células competentes de E. coli-DH5o. foram transformadas com
2pl de solugdo plasmidial obtida a partir do clone R3-37 (item 11.1) e selecionadas em meio
LA/Amp. Uma das coldnias, escolhida aleatoriamente (RpR3-37, retransformada com pR3-37),

foi submetida ao teste de resisténcia a0 manganés em meio sélido.

12.2. Teste de resisténcia ao manganés

Os clones R3-37 (controle positivo), DH5a/pUC 19 (controle negativo) e RpR3-37 (a
ser testado) foram inoculados previamente em meio liquido LBm/Amp contendo 5mM de
manganés. Apés diluigio, o plaqueamento foi realizado em concentragdes de manganés de 0,15 e

20mM em meio LBm/4agar com ampicilina, segundo o procedimento descrito no item 10.1.
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13. LOCALIZAGAO DO INSERTO NO DNA TOTAL DO T. ferrooxidans-LR POR
SOUTHERN BLOTTING E HIBRIDIZAGAO NAO RADIOATIVA

Este experimento foi realizado com o objetivo de se determinar a origem, cromossomal
ou plasmidial, do inserto Pst I do plasmidio pR3-37, utilizando-se o inserto como sonda. Além
disso, foi realizada a hibridizagdo da sonda com fragmentos resultantes da digestdao do DNA total

do T. ferrooxidans-LR com Pst 1, além de outras enzimas.

13.1. Solugdes e tampdes utilizados

e Solugio de depurinagdo: HCI 0,25N

e Solugio de Denaturagdo: NaCl 1,5M; NaOH 0,5M

e Tampio de transferéncia: NaOH 0,25M; NaCl 1,5M

o SSC: NaCl 0,15M; citrato trissodico 0,015M

e Tampido I: 4cido maleico 0,1M; NaCl 0,15M; o pH ¢ ajustado para 7,5 com NaOH
solido; esterilizada por autoclavagem

e Tampdo de lavagem: tampdo I contendo Tween 20 0,3% (v/v)

o Tamp3o II: tamp@o I contendo reagente bloqueador 1%

o Tampdo III: Tris-HCI 0,1M; NaCl 0,1M; MgCl, 50mM (pH 9,5)

13.2. Marcagao do fragmento (sonda)

Foi utilizado como sonda o fragmento Pst I do plasmidio pR3-37, apds purificagio em
gel de agarose, utilizando-se papel DEAE (método descrito no item 6.3.3.). Cerca de 60ng do
fragmento foram inicialmente submetidas & denaturagdo (em um volume total de 20ul de agua),
por incubagdo a 95°C por 10 minutos; a seguir a solugdo foi mantida em gelo por 3 minutos. A
marcagao foi realizada por random primer extension utilizando-se kit de marcagdo do DNA com
dUTP-11-digoxigenina (Boehringer Mannheim Biochemica): a 15ul da solugdo obtida apos
denaturagdo, foram acrescentados 2pl de mistura de hexanucleotidios, 2pul de dNTP labeling
mixture e 1pl de Klenow (2U), que corresponde ao maior fragmento da DNA polimerase I, obtido
apos sua clivagem com subtilisina (Jacobsen et al., 1974). A reagio foi mantida a 37°C por 4
horas. A precipitagéo da sonda foi realizada com 2ul de EDTA 0,2M (pH 8,0), 2,5ul de LiCl 4M

e 75pl de etanol a -70°C por 30 minutos. Apos centrifugagdo, lavagem com etanol 70% e
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secagem do precipitado, o mesmo foi suspenso em 50yl de tampo TE a 37°C por 30 minutos.
Antes de se realizar a hibridizagdo, a sonda foi denaturada (~95°C por 10 minutos) e

colocada imediatamente em banho de gelo.

13.3. Digestéo enzimatica e eletroforese do DNA total

Em um volume de 25ul, foram digeridos separadamente Spg de DNA total de
T. ferrooxidans-LR pelas enzimas Pst 1, Hind 111, Bam HI, Eco RI (37°C por uma noite) e 0s
fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Também foram colocados
no gel Spg de DNA total nio digerido. O fragmento Pst I do plasmidio pR3-37 foi utilizado como
controle, colocando-se cerca de 5 copias no gel. Para cilculo da massa do plasmidio que

corresponde a uma Unica copia, temos que:

massa de plasmidio (pg) n® pb do plasmidio

coOpia T n® pb do genoma 7. ferrooxidans. massa DNA total (ug)
Dados: n° pb do genoma do T. ferrooxidans = 2,8x10°pb (Yates & Holmes, 1987)
n° pb do plasmidio pR3-37 = 4550pb
massa DNA total = 5pg
Dos célculos acima, temos que S copias do plasmidio (que correspondem a 5 copias do
inserto) equivalem a uma massa de 40,6ng. Aproximadamente 15ug do DNA plasmidial pR3-37
(obtido no item 11.1) foram submetidos a digestdo com Pst I em um volume total de 20ul (37°C,
2h). Apos digestio, a solugio foi diluida 100 vezes com 4gua e 5,4l (equivalente a 40,6ng) foram

colocados no gel (ap6s diluigdo com agua).

13.4. Transferéncia Alcalina

Antes da transferéncia, o gel foi submetido aos seguintes tratamentos:
o incubagdo em solugdo de depurinagdo a temperatura ambiente por 15 minutos, com
agitagdo suave, seguida de lavagem do gel com agua,

« incubagdo em solugdo de denaturagdo por 30 minutos com agitagio suave;
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e incubagdo em tampéo de transferéncia

A transferéncia foi realizada, através do sistema esquematizado na Figura 2, para
membrana de nylon Hybond N (Amersham), durante uma noite. A membrana foi lavada em
solugdo SSC 2 vezes concentrada por cerca de 10 minutos e ap6s secagem a temperatura

ambiente, foi mantida a 80°C por 10 minutos, para fixagdo do DNA.

13.5. Hibridizagao e lavagens

A membrana foi pré-hibridizada a 42°C por 4 horas com solugio SSC 5 vezes
concentrada contendo sarcosil 0,1%, dodecil sulfato de s6dio (SDS) 0,02%, bloqueador 2% e
formamida deionizada 50%.

Ap6s remogdo da solugdo de pré-hibridizagdo, SOml de solugdo de hibridizagio (mesma
composi¢io), contendo 50pl da sonda (obtida no item 13.2) foram adicionados 4 membrana,
mantendo-se o sistema sob agitagdo moderada a 42°C, por uma noite.

A membrana foi lavada, sob agitagdo lenta, com solugdo SSC contendo SDS 0,1%, por
15 minutos a temperatura ambiente (2 vezes) e com solugdo SSC (diluida 10 vezes) contendo SDS

0,1%, por 15 minutos a 68°C (2 vezes).

13.6. Detecgdo da sonda com AMPPD

O DNA marcado com digoxigenina (DIG) foi detectado através da utilizagdo de anti-
digoxigenina conjugada com a enzima fosfatase alcalina (AP), cuja agdo enzimatica sobre o
substrato AMPPD  [3-(2'-espiroadamantano)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano]
produz luminescéncia, a qual pode ser detectada por exposigdo a um filme de raio-X.

Os reagentes utilizados foram fornecidos pela Boehringer Mannheim Biochemica e o
procedimento adotado é o que se segue (todas as etapas descritas foram realizadas a temperatura
ambiente, sob agitagdo constante). Apos incubagdo da membrana em tampao de lavagem (1 a S
minutos), a mesma foi mantida em tampZo II por 30 minutos. O conjugado anti DIG-AP foi
diluido em tampao II para concentragdo de 75SmU/ml e a incubagdo da membrana foi realizada em

20ml dessa solugdo, por 30 minutos. A membrana foi entdo mantida em 100ml de tampdo de
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lavagem por 15 minutos (2 vezes) e equilibrada em 20m! de tamp@o III (2 a 5 minutos); a seguir,
foi incubada com 10ml da solugdo de AMPPD diluida (0,1mg/ml de tamp@o III) por 5 minutos.
Finalmente, a membrana, selada no interior de um involucro plastico apropriado, foi

mantida a 37°C por 10 minutos e a seguir, exposta ao filme de raio-X por 5 minutos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. EFEITO DO MANGANES NO CRESCIMENTO DO T. ferrooxidans-LR

Na Tabela 1 s3o apresentados os resultados obtidos no teste de crescimento do
T. ferrooxidans-LR em meio solido T&K contendo diferentes concentragdes de manganés. Pode-
se notar que nio ocorreu nenhum efeito inibitdrio sobre o crescimento, ou seja, o nimero médio
de colonias do T. ferrooxidans-LR permaneceu praticamente constante em todas as concentragdes
de manganés testadas. Além disso, também n@o foi verificada qualquer redugdo no tamanho das
colOnias, como pode ser visto na Figura 3. Essa linhagem mostrou ainda total resisténcia a 100mM
de manganés (resultados ndo mostrados). De fato, o crescimento do 7. ferrooxidans ndo ¢ inibido
nem por concentragdes de manganés de 600mM (Wong et al., 1982). Esses mesmos autores ainda
observaram que a inibigdo do crescimento do 7. ferrooxidans em concentragdes maiores que
600mM pode n3o ser devido ao ion manganés, mas sim, a alta osmolaridade da solugio.

Deve-se ressaltar ainda que devido as condigSes de pH do meio (pH 1,8), praticamente
ndo ocorreu formagdo de precipitado do hidroxido metalico (Mn(OH),) na preparagio do meio
solido. Dessa forma, os ions Mn?* permaneceram praticamente “livres” em solugio e a nio
detecgdo de seu efeito inibitorio sobre o crescimento da linhagem testada, pode ser certamente

atribuida a algum mecanismo genético de resisténcia dessa espécie bacteriana.



TABELA 1. EFEITO DO MANGANES NO CRESCIMENTO DO
T. ferrooxidans-LR EM MEIO SOLIDO T&K

Mo (mM) COLONASIPLACK
0 95
5 95
10 100
15 85
20 106
25 110

50 92




CONTROLE

FIGURA 3. Crescimento do T. ferrooxidans-LR em meio s6lido
T&K contendo diferentes concentragdes de

manganes.
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2. EFEITO DO MANGANES NO CRESCIMENTO DA E. coli-DH5a

Os resultados obtidos (Tabela 2) demonstram que o crescimento dessa linhagem
bacteriana ¢ totalmente inibido pela presenga de 15mM de manganés e que, mesmo em 10mM, j&
ocorre um efeito inibitério significativo, como revelado pela diminuigio do tamanho das col6nias
nessa concentragio (Figura 4). Essa Figura mostra ainda que o efeito inibitério ¢ mesmo do
manganés e nio do pH do meio LBm (5,5), pois em valores de pH ainda menores (5,0) obtidos
com HCI ou H,SO,, o crescimento da bactéria € normal quando comparado ao controle (pH 7,5;
sem manganeés).

Os resultados obtidos nesses testes iniciais evidenciaram as significativas diferengas
quanto A resisténcia ao manganés, das duas espécies bacterianas utilizadas neste trabalho. Dessa
forma, justifica-se a utilizagdo do T. ferrooxidans-LR como um microrganismo doador do(s)
gene(s) que confere resisténcia a0 manganés para a E. coli-DH5a., a qual € notoriamente sensivel

a baixas concentragdes do metal, objetivando-se o isolamento e caracterizagdo desse(s) gene(s).



TABELA 2. EFEITO DO MANGANES NO CRESCIMENTO DA
E. coli-DHSo EM MEIO SOLIDO LBm.

Mn (mM) CoLONASPLACA.
0 100
5 94
10 95 (*)
15 0
20 0

(*) indica redugio significativa do tamanho das colonias em relagéo ao
crescimento na auséncia de manganés (OmM)
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FIGURA 4.

Crescimento da E. coli-DH5a em meio so6lido LBm

(pH 5,5) contendo diferentes concentragdes de
manganés, comparativamente ao crescimento nos
controles sem manganés, a pH 5,0 e 7,5 (meio LB

normal).
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3. OBTENGAO DE FRAGMENTOS DO DNA TOTAL DO T. ferrooxidans-LR

Os fragmentos do DNA total dessa linhagem, obtidos por digestédo total com diferentes
enzimas de restrigdo, podem ser vistos na Figura 5. As enzimas que possibilitaram uma maior
restrigio do DNA foram Sau3 Al e Pstl, sendo que a enzima Sau3 Al gerou os menores fragmentos
(de cerca de 500pb), como esperado para uma enzima cujo sitio de reconhecimento ¢ composto
por apenas 4 pares de bases; as demais enzimas utilizadas reconhecem hexanucleotidios e,
portanto, restringem o DNA com uma frequéncia menor.

A digestio total com Psfl produziu fragmentos de tamanho bastante variavel (de ~800 a
7000pb), a principio adequados & clonagem destes em pUC 19 para a construgdo da biblioteca
gendmica do 7. ferrooxidans-LR. Entretanto, devido 4 possivel ocorréncia de uma clivagem do(s)
gene(s) de interesse durante a digestdo total com essa enzima, construiu-se também biblioteca
gendmica com Sau3 Al Neste caso, realizou-se uma digestdo parcial, pois como visto na Figura 5,
a digestdo total produziu fragmentos pequenos (de ~500pb), com possibilidade reduzida de
possuirem genes intactos. Assim, para a obtengdo dos fragmentos com Sau3Al foi realizada
inicialmente uma cinética enzimatica com o objetivo de se determinar a concentragdo da enzima a
ser utilizada na digestdo parcial.

A Figura 6 mostra o resultado da eletroforese dos fragmentos resultantes da digestao do
DNA total com diferentes concentragdes de Sau3Al Pode-se observar que a maior parte dos
fragmentos gerados na digestdo apresentou tamanhos entre 0,5 a 2kb e entre 1 a 5kb, quando
foram utilizadas concentragbes da enzima (em unidades de atividade/30ul) de 1 e 0,25,
respectivamente. Esses dois bancos de DNA, considerados adequados a construgdo de bibliotecas
gendmicas em pUC 19, foram finalmente obtidos por digestdo parcial do DNA com Sau3AI nas
concentragbes acima indicadas e, apos eletroforese, isolados a partir do gel de agarose, utilizando-
se papel DEAE (itens 6.3.2 e 6.3.3 de Materiais e Métodos). Os bancos de fragmentos de DNA
(0,5 a 2kb e 1 a 5kb) foram escolhidos de maneira a apresentarem sobreposi¢@o, a fim de se
assegurar a representatividade do genoma. Embora a parte estrutural de um gene possa ser
estimada em torno de 1kb, fragmentos maiores, que possam conter ainda seqiiéncias regulatorias,
também foram de interesse para a clonagem, devido & eventual possibilidade do(s) promotor(es)

do T. ferrooxidans-LR, relacionado(s) 4 resisténcia ao manganés, ser(em) funcional(is) em E. coli.



Kb P12345

FIGURA 5. Padrio de restrigdio do DNA total do 7. ferrooxidans-LR em gel
de agarose 1%, com as enzimas: (1) Sau3Al; (2) Hindlll, (3)
BamHI; (4) Psfl; (5) EcoRl. Os nimeros a esquerda indicam o
tamanho (kb) do fragmento correspondente a cada banda referente
ao padrdo (P): plasmidio pBR 322 digerido separadamente com
EcoR1 e Hinfl e plasmidio pUC 8 digerido com EcoRL.
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P 1 2 3 4 5 6 7 8 9

FIGURA 6.

Cinética enzimatica da digestio do DNA total do 7. ferrooxidans-LR em gel de
agarose 1% com as seguintes concentragdes de Sau3 Al (unidades de atividade/30pl):
(1) 8,0; (2) 4,0; (3) 2,0; (4) 1,0; (5) 0,5; (6) 0,25; (7) 0,125; (8) 0,0625; (9) DNA
total ndo digerido. Os niimeros a esquerda indicam o tamanho (kb) do fragmento

correspondente a cada banda referente ao padrao (P).
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4. LIGAGAO INSERTO/VETOR

Inicialmente, determinou-se a proporgio inserto/vetor a ser utilizada na ligagdo dos
fragmentos de DNA do T. ferrooxidans-LR com o vetor pUC 19. Embora a ligag&o inserto/vetor
seja geralmente realizada em proporgdo molar de 3/1, respectivamente, testou-se algumas
variages em torno desse valor, devido aos fragmentos de DNA de cada banco apresentarem uma
grande variedade de tamanho, como pode ser observado na Figura 7. As concentragdes de DNA
(ng/ul) das solugdes S; (DNA/Psfl), S; (DNA/Sau3Al de 0,5 a 2kb) e S; (DNA/Sau3Al de 1 a
5kb) foram estimadas, por comparagio com padrdes de pUC 19, em 60, 20 e 20ng/ul,
respectivamente (Figura 7). Com base na concentragdo de DNA e no tamanho médio estimado
dos fragmentos de cada um desses bancos, foram realizadas ligages em diferentes proporgdes e
os resultados, obtidos ap6s transformag@o e selegio, sio mostrados na Tabela 3.

Pode-se observar que as proporgdes inserto/vetor de 3/1, 1,5/1 e 1/1, utilizadas nas
ligagGes S;, S; e S3 em pUC 19, respectivamente, produziram o maior nimero de coldnias
recombinantes, sendo entdo esses valores utilizados nas ligagdes efetivas para transformagio da

E. coli-DH5q..
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FIGURA 7.

Estimativa das concentragdes de DNA das solugbes S, S; € S3 em gel de agarose
1% por comparagio com padrdes de pUC 19: (1) Solugo Sy; (2) Solugdo S;; (3)
Solugio S;; (4) 100ng pUC 19; (5) 200ng pUC 19; (6) 400ng pUC 19. Os nimeros a
esquerda indicam o tamanho (kb) do fragmento correspondente a cada banda
referente ao padréo (P).



TABELA 3. AVALIACAO PRELIMINAR DO NUMERO DE E. coli
RECOMBINANTES OBTIDAS PELA TRANSFORMACAO COM
PLASMIDIOS RESULTANTES DAS LIGACOES REALIZADAS EM

DIFERENTES PROPORCOES MOLARES DE INSERTO/VETOR

NUMERO MEDIO DE

PROPORCAO MOLAR
LiGACAO APROXIMADA COLONIAS
INSERTO/VETOR RECOMBINANTES
1,5:1 16
S; +pUC 19/ Psfl 3:1 10
45:1 8
1:1 110
S, + pUC 19 / BamHI 2:1 56
3:1 46
1,5:1 6
S; + pUC 19 / BamH1 3:1 106
45:1 80
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5. TRANSFORMAGAO DA E. coli-DH5a E SELECAO DE CLONES RESISTENTES AO
MANGANES

Apoés transformagdo da E. coli-DHSa com as bibliotecas de DNA total de
T. ferrooxidans-LR, cerca de 6000 colonias brancas (recombinantes) foram transferidas para meio
seletivo contendo 20mM de manganés. Dois clones, R1-76 e R3-37, originados das bibliotecas
cujos insertos foram obtidos com Sau3Al e Pstl, respectivamente, apresentaram crescimento no
meio seletivo (os nimeros 76 € 37 se referem ao nimero da colonia em determinada placa, apds a
transferéncia). Esses clones foram submetidos a testes complementares de resisténcia ao

manganeés.
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6. TESTES DE RESISTENCIA AO MANGANES DOS CLONES SELECIONADOS

Como pode ser observado na Tabela 4, o clone R3-37 apresentou resisténcia a niveis de
manganés maiores que o apresentado pela E. coli transformada apenas com o pUC 19 (clone-
controle). Em 10mM de manganés nenhum efeito inibitorio sobre o crescimento do clone R3-37
foi constatado, enquanto que nessa mesma concentragdo o clone-controle apresentou crescimento
muito lento, resultando em coldnias muito pequenas e em menor nimero. Nas concentragdes de
15,20 e 25mM de manganés o clone R3-37 apresentou crescimento depois de cerca de 2 a 4 dias
de incubagfio, enquanto que tais concentrag3es inibiram completamente o crescimento do clone-
controle, n3o se observando coldnias nem mesmo apos 7 dias de incubagéo. O comportamento do
controle (E. coli transformada com o pUC 19) foi praticamente o mesmo observado para a E. coli
ndo transformada (Tabela 2), evidenciando a ndo influéncia do vetor pUC 19 no fenétipo de
resisténcia apresentado pelo clone resistente.

"Na Tabela 4 pode-se observar ainda que o nivel de resisténcia a0 manganés apresentado
pelo clone R3-37 foi maior que o do clone R1-76, o qual apresentou um nivel de resisténcia
menos diferenciado em relagdo ao clone-controle, razdo pela qual as investigagdes seguintes se
concentraram apenas no clone R3-37.

O teste de resisténcia ao manganés do clone R3-37 em meio liquido apresentou
praticamente os mesmos resultados obtidos em meio sélido, confirmando o nivel maior de
resisténcia desse clone em relagio ao controle (resultados ndo mostrados).

Pode-se observar, pela Figura 8, uma redugdo progressiva do nimero de coldnias do
clone R3-37 em concentra¢Ses crescentes de manganés. Numa segunda etapa do experimento foi
investigado se esse efeito deve ser considerado relevante no que se refere ao nivel de resisténcia
apresentado pelo clone. Como demonstra a Figura 9, tal efeito é minimizado quando o in6culo €
cultivado previamente no meio liquido contendo baixa concentragdo de manganés (SmM), nio
mais se observando diminuigio significativa do nimero de coldnias quando o plaqueamento é
posteriormente realizado em 15mM de manganés. A Figura 10 mostra que esse comportamento

também ocorreu no plaqueamento em meio contendo 20mM de manganés; por outro lado, pode-



TABELA 4. TESTE DE RESISTENCIA AO MANGANES DOS CLONES SELECIONADOS
R1-76 E R3-37, EM COMPARACAO COM O CONTROLE DHSa/pUC 19
(TODOS 0S MEIOS CONTEM 50pg/ml DE AMPICILINA)
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CRESCIMENTO
Hen (ﬂffffﬁgﬁoli) R1-76 e
0 + + *
5 + + ¥
10 +(*) + *
15 | - * ¥
20 - +® ¥
25 - - +O
30 - - _

e 0s sinais + e — indicam crescimento e total inibigdo do crescimento (mesmo ap6s 7 dias
de incubagio), respectivamente.

(*) indica redugio significativa do tamanho das col6nias em relagdo as colSnias crescidas
na auséncia de manganés (OmM).



FIGURA 8. Efeito do manganés no crescimento do clone recombinante R3-37 (B),
comparativamente ao crescimento da E. coli-DHSa ndo recombinante (A).




FIGURA 9.

Efeito do manganés no crescimento do clone R3-37 ap6s

seu cultivo prévio em baixa concentragio do metal. O
crescimento do indculo para o plaqueamento foi
realizado: (A) na auséncia de manganés; (B) na presenga
de SmM de manganés.
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DHAHa
A \ cnntrole

HA-37

vontrole

FIGURA 10, Efeito do manganés no crescimento da E. coli-DH5a. ndo recombinante (A) e do
clone R3-37 (B), ap6s cultivo prévio em baixa concentragdo do metal (SmM).
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se observar pela mesma figura, a total inibigdo do crescimento da E. coli ndo recombinante (clone-
controle), mesmo tendo sido previamente cultivada na presenca do metal. A Figura 11 mostra que
o cultivo prévio em manganés desse clone, apenas possibilitou um crescimento mais efetivo em
10mM de manganés, nio tendo sido observado porém, nenhum crescimento em 15mM (Figura
11) e em 20mM, conforme ja destacado (Figura 10).

Independentemente do pré-cultivo do inculo em baixa concentragio de manganés, o
qual, sem davida, melthora o desempenho de ambos os clones, os resultados evidenciaram
claramente as diferengas significativas entre o clone recombinante (R3-37) e o clone-controle,

quanto ao nivel de resisténcia a0 manganés.



FIGURA 11. Efeito do manganés no crescimento da E.coli-DHS5a néo
recombinante apds seu cultivo prévio em baixa
concentragio do metal. O crescimento do inoculo para
plaqueamento foi realizado: (A) na auséncia de

manganés; (B) na presenga de SmM de manganés.
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7. DETECGAO DO INSERTO NO PLASMIDIO DO CLONE SELECIONADO

Na Figura 12 pode-se observar os fragmentos resultantes da digestdo enzimatica do
plasmidio designado pR3-37, isolado a partir do clone recombinante resistente R3-37. A digestéo
do plasmidio com Psfl produziu dois fragmentos de DNA de aproximadamente 2 e 3kb, os quais
correspondem respectivamente ao inserto e ao pUC 19 linearizado (2,7kb). Este resultado esta de
acordo com o fato de que esse plasmidio foi isolado a partir de biblioteca construida pela
clonagem em pUC 19 (sitio Psfl) de fragmentos de DNA de T. ferrooxidans-LR obtidos por
digestio total com Psfl. A digestdo com Pstl, bem ;:omo com as demais enzimas (EcoRl, Hindlll,
EcoRI+HindlIll) comprovaram definitivamente a presenga de inserto no plasmidio isolado a partir
do clone R3-37.

Com base nos resultados mostrados na Figura 12 e também nos resultados (ndo
mostrados) de outras digestSes enziméaticas (inclusive digestSes duplas) realizadas com o pR3-37
e com o inserto (obtido a partir do gel de agarose com papel DEAE), foi possivel a construgdo de
um mapa de restrigio parcial do mesmo (Figura 13). A partir deste, sera possivel o estudo para
obtengdo posterior de subclones para futuro seqiienciamento.

O inserto de cerca de 2kb, detectado no plasmidio pR3-37, é possivelmente o responsavel
pelos niveis maiores de resisténcia ao manganés apresentado pelo clone R3-37 em relagdo a

E. coli contendo o pUC 19 nio recombinante (DHSa/pUC 19).



FIGURA 12. Anilise de restrigdo enzimética do plasmidio pR3-37 em
gel de agarose 1%. O DNA plasmidial do clone R3-37 foi
digerido com: (1) Pstl; (2) EcoRlI; (3) Hindlll; (4) EcoRI
+ Hindlll, Os nimeros a esquerda indicam o tamanho
dos fragmentos (kb) correspondentes as bandas do
padrdo Ladder de 1kb (Gibco BRL).
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FIGURA 13. Mapa de restrig8o enzimatica parcial do inserto PsfI (=) do plasmidio
pR3-37. Os sitios de restrigio sdo: E, EcoRI; Hl, Hinfl; P, Pstl; N,
Ncol, H3, Hindlll, K, Kpnl. As extremidades limitantes (emm)
representam segmentos pertencentes ao pUC 19.
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8. RETRANSFORMAGAO DA E. coli-DH5a COM O PLASMIDIO RECOMBINANTE

Apo6s retransformagio da E. coli-DHS5a com o plasmidio pR3-37, um dos clones obtidos
(RpR3-37), no qual foi confirmada a presenga do plasmidio recombinante (resultados ndo
mostrados), foi submetido a testes de resisténcia ao manganés, apresentando crescimento em até
20mM do metal (Tabela 5). Isso demonstra claramente um nivel de resisténcia significativamente
maior que o do clone-controle (DH5a/pUC 19), cujo crescimento é totalmente inibido nessa
concentragdo e evidencia uma resisténcia semelhante ao apresentado pelo clone R3-37. Tal
resultado indica que o inserto proveniente do DNA do T. ferrooxidans-LR, clonado no plasmidio
pR3-37, é o responsavel pela elevagio do nivel de resisténcia a0 manganés nesses clones.

Deve ser destacado, entretanto, que em alguns experimentos realizados, outros clones
retransformados, obtidos da mesma maneira que o clone RpR3-37, ndo apresentaram o nivel de
resisténcia esperado. Tal fato parece indicar uma dificuldade, por alguma razio ainda
desconhecida, na expressdo da caracteristica de “resisténcia do manganés”, mesmo quando o
plasmidio recombinante, responsavel pela determinagdo dessa caracteristica no clone R3-37 e em
alguns retransformantes, estid presente nesses outros clones, objetos de retransformagdo. A
possibilidade da eventual deficiéncia na expressdo ser talvez um dos fatores responsaveis pelo
comportamento andmalo de determinados retransformantes, deve ser considerada devido ao fato
de alguns deles terem apresentado o crescimento esperado apds o indculo prévio na presenga de

5mM de manganés (resultados ndo mostrados).



TABELA 5. TESTE DE RESISTENCIA A0 MANGANES DO CLONE RpR3-37
(E. coli-DHS5a. RETRANSFORMADA COM O PLASMIDIO pR3-37)
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CRESCIMENTO
Mn (mM) DH5w/pUC 19 R3-37 R
. .ot pR3-37
(controle negativo)  (controle positivo)
0 + + +
15 - + +
20 - + +(*)

(*) indica redugio significativa do tamanho das colonias em relagdo as col6nias crescidas

na auséncia de manganés (OmM).



62
9. LOCALIZAGAO DO INSERTO NO DNA TOTAL DO T. ferrooxidans-LR

Uma vez evidenciada a correlagio entre a presen¢a do plasmidio recombinante pR3-37
com a elevagio do nivel de resisténcia ao manganés em E. coli-DH5a, determinou-se a
localizagdo (cromossomal ou plasmidial) no DNA total do 7. ferrooxidans-LR, do inserto
clonado.

A Figura 14B mostra a origem cromossomal do inserto clonado no plasmidio
recombinante pR3-37, através da hibridizagdo da sonda (inserto marcado com digoxigenina) com
o DNA nio digerido de alto peso molecular. Na Figura 14A (coluna 6) pode-se observar uma
banda na regido de 3 a 8kb, possivelmente de DNA plasmidial, a qual néo apresentou hibridizagdo
com a sonda (Figura 14B, coluna 6).

Esses resultados demonstram que o determinante genético da resisténcia ao manganés no
T. ferrooxidans-LR esta localizado no DNA cromossomal € nio em plasmidios. Shiratori et al.
(1989) demonstraram que 0s geﬁes que conferem resisténcia ao mercurio em I. ferrooxidans
também estdo localizados no DNA cromossomal. Assim, é possivel que varios genes que conferem
resisténcia a metais, normalmente codificados por plasmidios na maioria das bactérias (Tynecka
etal., 1981; Silver & Misra, 1988; Ohtake et al, 1987) sejam codificados pelo DNA
cromossomal em T. ferrooxidans, pois a caracteristica por eles conferida é essencial para a
sobrevivéncia dessa espécie no seu habitat natural (pH acido e altas concentragdes de metais),
hostil 2 maioria das outras espécies bacterianas.

Na Figura 14B pode-se notar também a hibridizagdo da sonda com varios fragmentos
resultantes da digestdo total do DNA com Psfl (coluna 2). Como esperado, um desses fragmentos,
de aproximadamente 2kb, corresponde exatamente ao inserto clonado no plasmidio pR3-37 e
utilizado como sonda (coluna 1); esse resultado esta de acordo com o fato de que esse inserto foi
isolado a partir do banco obtido por digestdo total do DNA do T. ferrooxidans-LR com Pstl.

Varias bandas, no entanto, apresentaram hibridizagio, independentemente da enzima
utilizada na digestio do DNA, o que pode ser atribuido & presenca, no fragmento clonado, de
seqiiéncias ou partes de seqiiéncias intergénicas que sdo repetitivas no genoma. De fato, embora

seqiiéncias de DNA repetitivo ndo sejam comumente encontradas em procariontes, Yates &
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Holmes (1987) demonstraram que o genoma do T. ferrooxidans contém cerca de 6% de DNA
moderadamente repetitivo, cuja fungdo é ainda desconhecida. Esses autores demonstraram a
existéncia de duas seqiiéncias repetitivas distintas, designadas familias 1 e 2, ambas de
aproximadamente 1kb, apresentando 20 a 30 cOpias por genoma — tais familias de DNA repetitivo
comprovadamente se encontram dispersas pelo genoma, ndo estando organizadas em um bloco de
sequiéncias repetitivas in tandem. Este trabalho evidenciou também a presenga de seis copias de
uma das familias de DNA repetitivo no plasmidio de 45kb da linhagem de T. ferrooxidans
utilizada.

Os poucos exemplos conhecidos de seqii€ncias repetitivas em procariontes ocorrem em
espécies bastante diferenciadas: a arqueabactéria Halobacterium halobium tem ao menos 50
familias diferentes de seqiiéncias repetitivas com 2 a 20 membros por familia (Sapienza &
Doolittle, 1982). Tais seqii€ncias sdo também conhecidas na bactéria gram-negativa Caulobacter
crescentus (Wood et al., 1976) e Pseudomonas cepacia (Lessie & Gaffey, 1986), bem como em
varias espécies do género gram-positivo Streptomyces (Fishman & Hershberger, 1983;
Robinson et al., 1981), incluindo um exemplo no qual seqiiéncias repetitivas amplificadas

representam 45% do genoma (Hasegawa et al., 1985).
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FIGURA 14. Localizagdo do inserto PsfI do plasmidio pR3-37 no DNA total do 7. ferrooxidans-
LR por hibridizagdo ndo radioativa do Southern. (A) Eletroforese em gel de agarose
0,8% dos fragmentos de DNA apés digestdo enzimatica: (1) 40,6ng de pR3-37
digerido com PsfI (~ 5 copias); Spg do DNA total do T. ferrooxidans-LR digeridos
com: (2) Psfl, (3) Hindlll, (4) BamHLI, (5) EcoRI, (6) DNA total ndo digerido. Apos
eletroforese, os fragmentos de DNA foram transferidos para membrana de nylon. (B)
a membrana foi hibridizada com o fragmento PsfI do pR3-37, marcado com dUTP-
11-digoxigenina e a revelagio foi realizada com AMPPD. A seta indica a
hibridizagdo da sonda com o DNA cromossomal do 7. ferrooxidans-LR. Os nimeros
a esquerda se referem ao tamanho (kb) dos fragmentos de DNA do padréo (Ladder
de 1kb, da Gilco BRL).
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CONSIDERAGOES FINAIS

A implantagio de um programa de manipulagdo genética do T. ferrooxidans para o
isolamento de genes de resisténcia a metais, é altamente interessante sob o ponto de vista
biotecnoldgico, em pelo menos dois aspectos. O primeiro deles se refere a transferéncia desses
genes entre linhagens do T. ferrooxidans, que apresentam variabilidade genética natural para essa
caracteristica, de tal forma a reunir em uma unica linhagem resisténcia elevada multipla a metais,
objetivando em ultima analise, a otimizagio do processo de biolixiviagio de minérios. Um segundo
aspecto se relaciona com a possivel utilizagdo do T. ferrooxidans como um doador desses genes
para outras espécies bacterianas e outros organismos de interesse biotecnologico, nos quais a
baixa ou total auséncia de resisténcia a determinado metal, possa comprometer ou limitar o
processo nos quais estdo envolvidos.

Assim, o trabalho realizado teve por objetivo mais amplo, iniciar um estudo que
possibilite explorar essa potencialidade do T. ferooxidans, mesmo ndo dispondo de sondas
heterdlogas ou do conhecimento prévio do mecanismo de resisténcia a determinado metal. Mais
especificamente, o trabalho objetivou o isolamento do(s) gene(s) associado(s) com o alto nivel de
resisténcia a0 manganés apresentado por essa espécie, sendo que o interesse no isolamento
desse(s) gene(s) se justifica por uma eventual utilizagdo futura do(s) mesmo(s) na transformaggo
de, por exemplo, plantas sensiveis a presenga de manganés no solo.

A metodologia utilizada consistiu na transformagdo da E. coli-DHSa com bibliotecas de
DNA total do T. ferrooxidans-LR em pUC 19 e selegdo de clones transformantes mais resistentes
que a linhagem original nio recombinante. Um clone obtido (R3-37) foi comprovadamente mais
resistente ao manganés, apresentando crescimento em até 25mM do metal, enquanto que o
crescimento do controle, E. coli-DH5a. transformada apenas com pUC 19, foi totalmente inibido a
partir de 15mM. O clone R3-37, além de ter sido isolado de um nimero bastante significativo de
recombinantes (~6000 clones), apresentou um inserto cujo tamanho é compativel com a presenga
de um gene, 0 qual seria responsavel pelo fenétipo apresentado pelo clone. Além disso, na

retransformagdo da E. coli-DHS5a com o plasmidio pR3-37, foram obtidos alguns
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retransformantes que apresentaram o mesmo nivel de resisténcia do clone R3-37. Esses resultados
praticamente evidenciam que a elevagdo do nivel de resisténcia no clone R3-37 em relagdo a
E. coli-DHSa. nio recombinante é conferida pelo fragmento inserido no pUC 19,
comprovadamente originario do 7. ferrooxidans-LR, como demonstrado pelo Southern; além
disso, pode-se constatar a origem cromossomal desse inserto.

E perfeitamente admissivel supor a funcionalidade em E. coli de promotor(es)
eventualmente presente(s) no fragmento clonado. Como ja citado, alguns trabalhos evidenciaram a
ocorréncia, no DNA do T. ferrooxidans, de seqiiéncias (possiveis promotores), semelhantes a
seqiiéncias consenso de promotores conhecidos em bactérias heterotroficas e também de
sequiéncias altamente homélogas aquelas reconhecidas por proteinas regulatérias da E. coli
(Rawlings et al., 1987; Pretorius et al., 1987). Esses trabalhos evidenciaram ainda a
complementagio de determinados mutantes de E. coli, apés transformagdo com DNA do
T. ferrooxidans, possivelmente devido ao reconhecimento dessas regides regulatorias pelo sistema
de transcri¢io da E. coli como também ao reconhecimento de outros sinais pelo sistema de
tradugio (codons de terminagdo e seqiiéncias com certa homologia com o sitio de ligagdo ao
ribossomo de E. coli). Além disso, a transcrigdo e tradugfo de proteinas codificadas pelo DNA do
T. ferrooxidans foi demonstrada em um sistema livre-de-células da E. coli (Rawlings et al.,
1984b). Com base nesses dados, pode-se admitir a transcrigdo e tradugio do fragmento clonado
do T. ferrooxidans (ou de parte dele) em E. coli, embora provavelmente em niveis mais reduzidos.

Alguns trabalhos de isolamento de genes do T. ferrooxidans, realizados através da
clonagem em E. coli, se referem a genes que possuem um analogo nessa espécie receptora (como
por exemplo, glutamina sintetase ¢ RecA), o qual se encontra inativado por mutagdo. Pode-se
considerar que, nesse caso, a proteina exdgena, muitas vezes altamente homéloga a proteina néo-
mutante da espécie receptora, atuara sem muita dificuldade sob as mesmas condigGes da proteina
endogena e, portanto o fendtipo sera mais facilmente detectado. Neste trabalho isolou-se um
fragmento de DNA do T. ferrooxidans-LR relacionado com a resisténcia a0 manganés, sendo
possivel que o determinante genético desta caracteristica dificilmente possua anilogo altamente

homoélogo na E. coli-DH5q, a qual é altamente sensivel ao metal (pelo menos 20 vezes mais) em
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comparagdo com T. ferrooxidans-LR. Assim, é possivel que a funcionalidade de uma proteina
sintetizada a partir desse inserto, possa ser dificultada em maior ou menor grau, dependendo do
novo microambiente ao qual é exposta e o seu desempenho em E. coli possa ser influenciado por
fatores n3o identificados e, portanto ndo controlados, o que pode ter determinado um
comportamento ndo reprodutivel dos clones retransformantes.

Finalmente, foi constatado que o clone transformante R3-37 ndo apresentou o alto nivel
de resisténcia a0 manganés caracteristico do 7. ferrooxidans. Esse fato é também admissivel,
devido a uma possivel redugio no nivel de expressdo e/ou ao possivel “desempenho” diferenciado
em E. coli de uma proteina que normalmente atua em um organismo de fisiologia e habitat tdo
peculiares como o T. ferrooxidans.

Em prosseguimento a este trabalho, devera ser realizado o sequenciamento de
nucleotidios do fragmento do DNA do T. ferrooxidans presente no plasmidio pR3-37. Através da
caracterizagdo desse fragmento (identificagdo de possiveis promotores, comparagdo com
seqiiéncias conhecidas, etc) varios aspectos poderdo ser elucidados. Posteriormente, poderdo
também ser realizados experimentos que determinem um aumento da expressdo génica em E. coli
de possivel(is) proteina(s) identificada(s) através desse seqiienciamento, a fim de finalmente
determinar a regido do fragmento determinante da resisténcia ao manganés.

Este trabalho abre uma perspectiva da utilizagéo do 7. ferrooxidans como microrganismo
doador de genes de resisténcia a metais € do conhecimento do mecanismo altamente eficiente de

resisténcia a0 manganés, caracteristico dessa espécie.
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