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RESUMO 
 

Acidithiobacillus ferrooxidans é uma bactéria não patogênica, Gram-negativa, que obtém 

a energia necessária para o seu crescimento pela oxidação de compostos inorgânicos. Essa 

bactéria tem despertado interesse por fazer parte de um consórcio de microrganismos envolvidos 

na biolixiviação de metais. O processo de biolixiviação é influenciado por vários fatores, dentre 

eles o pH. Apesar desse fator ser importante no crescimento e sobrevivência da bactéria, existem 

poucas informações sobre os mecanismos moleculares acionados pela bactéria para suportar 

mudanças envolvendo este parâmetro. Assim sendo, nesse trabalho foram realizados 

experimentos de respirometria e curvas de crescimento para analisar-se o comportamento da 

linhagem brasileira de A. ferrooxidans LR em situações que envolviam alterações no pH ideal de 

cultivo. Com esses experimentos, observou-se que, na presença de pHs acima (2,5 e 3,0) e abaixo 

(1,5 e 1,2) de 1,8, tanto a respiração quanto o crescimento de A. ferrooxidans LR são afetados. Os 

pHs dos experimentos de respirometria e curvas de crescimento foram utilizados para obtenção 

de células de A. ferrooxidans para o isolamento do RNA que foi analisado por RAP-PCR com os 

primers arbitrários OPF01, OPF03, OPF04, OPF08, OPJ04, OPJ14. Como controle, foi utilizado 

RNA isolado de células obtidas em pH ideal de cultivo da bactéria. Os cDNAs isolados tiveram a 

expressão diferencial confirmada por slot blot e foram, a seguir, clonados e seqüenciados. As 

seqüências obtidas foram comparadas em bancos de dados. As seqüências deduzidas de 

aminoácidos de quatro cDNAs com expressão induzida em pHs acima ou abaixo de 1,8 

apresentaram similaridade com as seguintes proteínas: proteína hipotética, proteína small heat 

shock, L-2-haloalkanoic acid dehalogenase e ResB. As seqüências deduzidas de aminoácidos de 

quatro cDNAs com expressão reprimida em pHs acima ou abaixo de 1,8 apresentaram 

similaridade com as proteínas fructose/tagatose biphosphate aldolase, DedA, proteina ribosomal 

e DNA helicase dependente de ATP. Esses resultados sugerem que alterações no pH ideal de 

cultivo de A. ferrooxidans resultam em alterações da expressão de genes que codificam para 

proteínas pertencentes a diferentes categorias funcionais. 
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SUMMARY 

 

 Acidithiobacillus ferrooxidans are non pathogenic, Gram-negative bacteria that obtain 

energy for growth from the oxidation of inorganic compounds. These bacteria are part of a 

consortium of microorganisms involved in the bioleaching of metals. Among others, pH 

alterations can affect bioleaching. The pH is very important in the survival and growth of the 

bacteria, but very little is known about the molecular mechanisms used by the bacteria to bare pH 

alterations. This way, in this work respirometric experiments and growth curves were conducted 

to analyze the behavior of the A. ferrooxidans Brazilian strain LR in situations involving changes 

in the bacteria ideal pH. In pHs above (2.5 and 3.0) and below (1.5 and 1.2) 1.8 both oxygen 

consumption and growth were affected. The pHs used in the respirometric experiments and 

growth curves were selected to grow A. ferrooxidans cells to isolate the RNA that was used in the 

RAP-PCR experiments with the arbitrary primers OPF01, OPF03, OPF04, OPF08, OPJ04 and 

OPJ14. The differential expression of the isolated cDNAs was validated by slot blot. The cDNAs 

were cloned, sequenced and the obtained sequences were compared to the ones present in 

GenBank. The deduced amino acids sequences of four cDNAS up-regulated in pHs above and 

below 1.8 presented similarity with the following proteins: hypothetical protein, small heat shock, 

L-2-haloalkanoic acid dehalogenase and ResB. The deduced amino acids sequences of four 

cDNAS down-regulated in pHs above and below 1.8 presented similarity with the proteins: 

fructose/tagatose biphosphate aldolase, DedA, ribosomal protein and ATP-dependent DNA 

helicase. These results suggest that alterations in the A. ferrooxidans ideal pH change the 

expression of genes that encode proteins from different functional categories. 
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INTRODUÇÃO 

 

Acidithiobacillus ferrooxidans 

 

O gênero Acidithiobacillus (Kelly & Wood, 2000) é constituído por eubactérias em forma 

de bastonetes, Gram-negativas, não patogênicas e com metabolismo quimiolitotrófico. Estas 

bactérias obtêm a energia necessária para seu crescimento pela da oxidação de substratos 

inorgânicos, sendo capazes de fixar o CO2 atmosférico (Kuenen et al., 1992). Fazem parte deste 

gênero as espécies Acidithiobacillus albertensis, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus 

ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans.  

As espécies do gênero Acidithiobacillus apresentam características diferentes quanto suas 

necessidades nutricionais, pH e temperatura ideais para o crescimento (Kuenen et al., 1992). A. 

ferrooxidans é a única espécie do gênero capaz de obter energia pela oxidação do íon ferroso. 

Esta bactéria é acidofílica, com pH ótimo de crescimento em torno de 2,0 e temperatura ótima em 

torno de 30ºC (Leduc & Ferroni, 1994). 

A. ferrooxidans é uma das espécies mais estudadas do gênero Acidithiobacillus, já que é 

um dos principais microrganismos envolvidos na lixiviação bacteriana de metais, ou 

biolixiviação. Durante o processo de biolixiviação, o metabolismo microbiano causa a 

solubilização de minérios que apresentam em sua constituição formas reduzidas de enxofre e 

ferro. A bactéria pode solubilizar metais diretamente, pelo ataque enzimático oxidativo, ou 

indiretamente, pela produção de H2SO4 e Fe
3+

 (Lundgren & Silver, 1980; Hutchins et al., 1986). 

No processo de biolixiviação os íons de metais pesados são acumulados e, a partir de certas 

concentrações, passam a ser tóxicos para os microrganismos, afetando, desse modo, as taxas de 

dissolução dos minérios. A biolixiviação vem sendo utilizada em escala industrial para obtenção 

de cobre, urânio e ouro. O processo poderá se tornar comercialmente viável para obtenção de 

zinco, níquel, cobalto e molibidênio (Bosecker, 1997). 

 A. ferrooxidans apresenta também importância ambiental, pois pode ser utilizada na 

degradação de resíduos químicos provenientes de minerais processados. Os métodos 

convencionais geralmente apresentam custos elevados e o emprego de A. ferrooxidans é uma 

alternativa econômica e rápida, com benefícios para o ambiente (Shiratori & Sonta, 1993; Hubert 
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et al., 1995). Lombardi & Garcia Jr. (1999) sugeriram a utilização de A. ferrooxidans na remoção 

dos metais tóxicos geralmente encontrados em esgotos municipais. Lopez et al. (1999) 

desenvolveram um sistema para destoxificação de esgotos que utiliza um reator eletroquímico no 

ânodo e culturas de A. ferrooxidans no cátodo. 

Os estudos genéticos com A. ferrooxidans tiveram início no final da década de setenta 

com trabalhos realizados por Groudeva et al. (1978). Estes trabalhos demonstraram a existência 

de uma variabilidade genética natural na espécie. Trabalhos adicionais detectaram ainda 

variabilidade natural quanto às atividades de lixiviação de esfalerita e covelita (Groudev, 1980a, 

b), quanto à resistência ao urânio e tório e quanto a parâmetros cinéticos da bactéria (Dispirito & 

Tuovinen, 1982). Quatro linhagens brasileiras isoladas de minas de urânio e carvão apresentaram 

variabilidade quanto a resistência a metais como cobalto, cobre, prata e mercúrio (Garcia Jr. & 

Silva, 1991). 

Frattini et al. (2000) analisaram cinco linhagens de A. ferrooxidans isoladas de mina na 

presença de diferentes concentrações de glicose, ácido cítrico, celobiose e ácido galacturônico. 

Os autores utilizaram também o detergente sódio duodecil sulfato (SDS), que é empregado na 

indústria de mineração como agente de controle da acidez. Os compostos apresentaram efeitos 

inibitórios distintos, sugerindo a existência de uma variabilidade natural entre as linhagens 

estudadas. 

Nem todos os isolados classificados atualmente como A. ferrooxidans são 

filogeneticamente relacionados. Harrison (1982) utilizou hibridização DNA-DNA para realizar 

um estudo sistemático envolvendo um grande número de linhagens de A. ferroxidans. Neste 

estudo, as linhagens foram divididas em sete grupos de homologia. Lane et al. (1992) utilizaram 

seqüências parciais de rDNA 16S para comparação filogenética de linhagens de A. ferrooxidans, 

sendo que a maioria delas, incluindo representantes de três grupos de homologia de Harrison 

(1982), foram agrupadas em um cluster filogenético distinto. Novo et al. (1996) analisaram oito 

linhagens de A. ferrooxidans, sendo seis brasileiras, pelo método de RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA). As linhagens foram divididas em dois grupos principais, com apenas 0,5% 

de similaridade entre eles. Selenska-Pobell et al. (1998) utilizaram RAPD e amplificação dos 

elementos repetitivos ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (Hulton et al., 

1991) e BOX-PCR (Martin et al., 1992) para classificação e identificação de linhagens do gênero 
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Acidithiobacillus. Os dados obtidos mostraram um alto grau de dissimilaridade de uma das 

linhagens de A. ferrooxidans. Segundo Rawlings & Kusano (1994), a variabilidade genética 

existente entre as diversas linhagens de A. ferrooxidans justificaria sua subdivisão em várias 

espécies. 

 

Resistência e adaptação a metais em A. ferrooxidans 

 

 Uma característica interessante de A. ferrooxidans é a resistência natural generalizada a 

altas concentrações de íons metálicos (Tuovinem et al., 1971; Brierley, 1978; Lundgren & Silver, 

1980; Hutchins et al., 1986). Isto pode ser atribuído à presença constante de metais no ambiente 

natural de crescimento da bactéria. Segundo revisão de Hutchins et al. (1986), A. ferrooxidans 

apresenta resistência ao alumínio (0,37 M), manganês (0,18 M), cobalto (0,17 M), cobre (0,16 

M), zinco (0,15 M), cromo (0,1 M) e urânio (0,01 M). Os níveis de resistência da bactéria são 

menores para prata (10
-5

 M), mercúrio (10
-4

 M), molibidênio, selênio, telúrio e arsênio (10
-3

 M). 

 Tuovinen et al. (1971) observaram que a resistência a metais pesados em A. ferrooxidans 

pode ser afetada pela fonte de energia utilizada. Assim sendo, células de A. ferrooxidans, que 

oxidam ferro como substrato, podem ser até 2.000 vezes mais resistentes a íons metálicos como 

zinco, níquel e cobre do que aquelas que utilizam tiosulfato como doador de elétrons. Foi 

observado também, que as células que cresciam em presença de enxofre elementar apresentavam 

uma resistência intermediária, como confirmado por Silver & Torma (1974). 

 Os mecanismos que conferem resistência a metais em A. ferrooxidans, assim como o(s) 

gene(s) envolvido(s) no processo, são pouco conhecidos. As únicas exceções são os mecanismos 

de resistência ao mercúrio e arsênio. Os genes envolvidos na resistência ao mercúrio foram 

isolados por Shiratori et al. (1989). Foi observado que a resistência ao mercúrio em A. 

ferrooxidans é determinada por pelo menos dois genes, um gene do tipo merC que codifica uma 

proteína capaz de captar Hg
+
 através da membrana, e o gene merA, que codifica a mercúrio 

redutase, responsável pela volatilização do mercúrio como Hg
0
. Os genes de A. ferrooxidans 

associados com a resistência ao mercúrio diferem de outras bactérias em alguns aspectos, tais 

como, estarem localizados no cromossomo e não em plasmídios, e a estrutura do operon 

apresenta arranjos diferentes dos genes (Shiratori et al., 1989; Inoue et al., 1989). 
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 Butcher et al. (2000) clonaram e seqüenciaram os genes de A. ferrooxidans envolvidos no 

mecanismo de resistência ao arsênio. Células de E. coli transformadas com estes genes 

adquiriram aumento de resistência ao arsênio e ao antimônio. A exemplo dos genes de resistência 

ao mercúrio, neste caso, os genes são cromossomais.  

 Outra característica interessante de A. ferrooxidans é a capacidade de adaptação da 

bactéria a condições adversas. Natarajan et al. (1994) adaptaram a linhagem de A. ferrooxidans 

MAL-4 a altas concentrações de cobre, através de repiques em concentrações crescentes do 

metal. Essa resistência foi perdida quando a bactéria foi submetida a repiques sucessivos em meio 

sem o metal, indicando que a resistência adquirida pela adaptação era estresse-dependente e não 

um traço permanente da linhagem adaptada. 

 Kondratyeva et al. (1995) adaptaram linhagens de A. ferrooxidans a altas concentrações 

de zinco e arsênio. A análise dos padrões de restrição do DNA genômico destas linhagens, por 

eletroforese de campo pulsado, mostrou que fragmentos de DNA eram amplificados nas 

linhagens adaptadas. Com base nos resultados obtidos, esses autores sugeriram que o aumento da 

resistência, observado nas células adaptadas, era devido ao aumento do número de cópias dos 

genes de resistência e, conseqüentemente, ao aumento da síntese de proteínas envolvidas no 

processo. 

 

Efeito do pH e da temperatura em A. ferrooxidans 

 

 Além de metais pesados, os efeitos de pH e temperaturas mais elevadas que as condições 

ótimas de crescimento da bactéria, têm sido estudados em A. ferrooxidans. Esses estudos são 

muito importantes devido ao papel que este organismo desempenha na biolixiviação. O pH e a 

temperatura afetam tanto o crescimento bacteriano quanto a solubilidade dos metais durante o 

processo de biolixiviação (Lombardi & Garcia, 1999). Além disso, a lixiviação ocorre muitas 

vezes sob temperaturas e pH mais elevados que as condições ótimas de crescimento de 

acidithiobacilli (Modak et al., 1996). 

Hubert et al. (1995) verificaram a capacidade de diferentes linhagens de A. ferrooxidans 

de responderem ao estresse à temperatura. Os autores observaram que uma das linhagens de A. 

ferrooxidans analisadas apresentou tolerância à temperatura elevada (42°C) após um choque 
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térmico de 20°C para 35°C. Resultados semelhantes haviam sido previamente relatados por 

Alvarez & Jerez (1989) que observaram que células de A. ferrooxidans eram protegidas dos 

efeitos deletérios resultantes da exposição a altas temperaturas após um choque térmico de 30°C 

para 41°C. 

Jerez (1988) observou que a síntese de várias proteínas era inibida quando células de A. 

ferrooxidans eram transferidas de 30°C (temperatura ideal) para 41°C. Foi observado também 

que a síntese de algumas proteínas específicas (proteínas heat shock) aumentava. A indução de 

proteínas “heat shock” (HSPs) em resposta ao aumento da temperatura tem sido relatado em 

várias espécies de bactérias (Jerez, 1988; Cloutier et al., 1992; Hubert et al., 1995; Arsene et al., 

2000). Em E. coli, por exemplo, o aumento da temperatura de cultivo de 30°C para 42°C 

promove a indução da síntese de mais de 20 HSPs (Arsene et al., 2000). As principais HSPs de E. 

coli são chaperonas, incluindo os sistemas DnaK (DnaK, DnaJ e GrpE) e GroE (GroEL e GroES) 

e proteases (Georgopoulos et al., 1994; Gross, 1996; Arsene et al., 2000). DnaK e GroEL 

também são as principais HSPs de A. ferrooxidans, como observado por Varela & Jerez (1992), 

em experimentos de Western blot e seqüenciamento do terminal amino de proteínas isoladas de 

géis de duas dimensões. 

Modak et al. (1996) adaptaram uma linhagem de A. ferrooxidans à temperatura de 42°C, 

através de várias subculturas em meio 9K em temperaturas crescentes (de 30°C a 42°C). Esses 

autores observaram que a linhagem adaptada apresentou um aumento na eficiência da 

biolixiviação de pirita. Quando a linhagem voltou a ser cultivada a 30°C, a tolerância a 42°C foi 

perdida mostrando que ela era estresse-dependente. Assim sendo, segundo esses autores, para que 

linhagens adaptadas a temperaturas mais elevadas possam ser utilizadas, a biolixiviação tem que 

ser efetuada na mesma temperatura na qual a bactéria foi adaptada. 

Como mencionado, A. ferrooxidans é acidofílica com pH ótimo de crescimento em torno 

de 2,0, o que faz com que a bactéria gere um gradiente de pH para manter o pH do citosol neutro 

(Cobley & Cox, 1983). Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares utilizados por A. 

ferrooxidans para responder a mudanças do pH externo. Amaro et al. (1991) analisaram o perfil 

eletroforético de proteínas de A. ferrooxidans cultivada em pH 1,5 e 3,5. Quando células 

cultivadas em pH 3,5 foram transferidas para pH 1,5, observou-se uma alteração na síntese de 

proteínas incluindo uma diminuição da síntese de uma proteína de 36 kDa (p36). Os autores 
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sugeriram que a p36 é uma porina cuja síntese é regulada pelo pH extracelular. Quando células 

cultivadas em pH 1,5 foram transferidas para pH 3,5 não foram observadas alterações 

significativas na síntese de proteínas. A exceção foi a proteína p36 que apresentou um aumento 

em sua síntese. Assim sendo, de acordo com Amaro et al. (1991), os dados obtidos indicam que 

alterações no pH em A. ferrooxidans são mais drásticas quando ocorre um aumento na 

acidificação. 

Em E. coli, ao contrário de A. ferrooxidans, foram observadas alterações mais acentuadas 

na síntese protéica quando as células foram transferidas para pH mais alcalino do que aquele no 

qual elas estavam crescendo (Taglicht et al., 1987). De acordo com os autores, as proteínas 

induzidas em E. coli pela alcalinização do pH eram HSPs, incluindo DnaK e GroE. Slonczewski 

et al. (2000) verificaram o efeito de alterações do pH em Helicobacter pylori em géis de duas 

dimensões. Segundo esses autores, em todas as condições de pH testadas, as proteínas mais 

induzidas eram UreB (urease) e GroEL. GroEL, juntamente com GroES e DnaK, também foram 

as proteínas mais induzidas em Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus em pH ácido (pH 4,5) 

(Lim et al., 2000).  

Rince et al. (2000) analisaram, por eletroforese em gel de duas dimensões, o efeito de 

diferentes tipos de estresse, incluído pH e temperatura, em Enterococcus faecalis. Seis proteínas 

tiveram a síntese induzida por pelo menos seis das oito situações de estresse testadas. Duas das 

seis proteínas que respondiam a estresse de uma maneira geral (Gsp – general stress proteins) 

foram identificadas, por Western blot, como sendo DnaK e GroEL.  

Apesar do pH, assim como a temperatura, serem fatores importantes no crescimento e 

sobrevivência de A. ferrooxidans, existem poucas informações sobre os mecanismos moleculares 

acionados pela bactéria para suportar modificações nesses parâmetros. Assim sendo, a 

identificação e análise de genes expressos diferencialmente em resposta a mudanças de pH e 

temperatura é de grande interesse em pelo menos dois aspectos: (1) ampliação dos nossos 

conhecimentos sobre os mecanismos de estresse a pH e temperatura em A. ferrooxidans e, (2) 

otimização da utilização de linhagens de A. ferrooxidans na biolixiviação. 
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OBJETIVO 

 

 

Objetivo: 

 

O presente trabalho teve como objetivo a identificação e caracterização de genes 

expressos diferencialmente em células de Acidithiobacillus ferrooxidans submetidas a alterações 

no pH ideal de cultivo.  

 

 

 

Estratégias: 

 

- Curva de crescimento e respirometria de A. ferrooxidans na presença de diferentes pH; 

 

- Isolamento e identificação, por meio de RAP-PCR, de cDNAs expressos diferencialmente em 

reposta a alterações no pH; 

 

- Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados por meio de slot blot de DNA; 

 

- Clonagem e seqüenciamento dos cDNAs diferenciais; 

 

- Comparação das seqüências obtidas com seqüências disponíveis em bancos de dados. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Linhagem bacteriana 

A linhagem brasileira de A. ferrooxidans LR foi utilizada nos experimentos. Essa linhagem foi 

isolada pelo Dr. Oswaldo Garcia Jr., UNESP – Araraquara, de efluente ácido de coluna de 

lixiviação de minério de urânio em Lagoa Real, Bahia.  

 

Preparo de meio de cultura 

O meio de cultura que foi utilizado para o crescimento de A. ferrooxidans é o T&K líquido 

descrito por Tuovinen & Kelly (1972), com pequenas modificações. A composição e o modo de 

preparo deste meio são descritos a seguir: 

 

  Solução A: K2HPO4.............................1,0 g 

    MgSO4.7H2O.....................1,0 g 

    (NH4)2SO4.........................1,0 g 

    água destilada..........q.s.p. 1000 mL 

 

 O pH foi ajustado para 1,8 com ácido sulfúrico concentrado e a solução autoclavada a 

120°C por 20 min. 

 

  Solução B: FeSO4.7H2O......................167 g 

    água destilada...........q.s.p. 500 mL 

 

O pH do meio foi ajustado para 1,8 com ácido sulfúrico concentrado e a solução foi 

esterelizada por filtração em membrana (Millipore). 

 Após o resfriamento da solução A, o meio foi preparado pela mistura das soluções A e B, 

na proporção de 4:1, respectivamente. 
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Experimentos de respirometria e curvas de crescimento de A. ferrooxidans 

Para a determinação dos pHs nos quais foram realizados os experimentos de RAP-PCR, a 

linhagem de A. ferrooxidans LR foi submetida a experimentos de respirometria e curvas de 

crescimento nos pHs 1,2, 1,5, 1,8 (controle), 2,5 e 3,0. As suspensões celulares foram 

padronizadas, antes dos experimentos de respirometria, por meio da determinação da quantidade 

de proteína total (Bradford, 1976). Os experimentos foram realizados em um respirômetro 

Warburg em frascos de 25 mL. O compartimento principal de cada frasco tinha 0,3 mL de 

suspensão celular e 2,2 mL de meio nos pHs testados. Um total de 0,5 mL de substrato oxidável 

(120 mM de Fe
2+

) foi colocado no braço lateral do frasco de Warburg e 0,1 mL de KOH 20% 

(p/v) em papel Whatman n° 1 foi colocado no recipiente central. O experimento foi conduzido a 

30ºC, em um agitador a 150 rpm. O consumo de oxigênio pela bactéria foi medido em intervalos 

de 15 mim, por 150 mim. A quantidade de oxigênio consumida foi calculada para cada 

experimento pela parte linear da curva. Após os experimentos de respirometria, a viabilidade 

celular foi confirmada por meio do plaqueamento das células. 

 Para a realização das curvas de crescimento, células da linhagem de A. ferrooxidans LR 

(0,75 x 10
9
células/mL) foram inoculadas em 50 mL de meio T&K, nos pHs testados, em frascos 

de 250 mL. As culturas foram incubadas em um agitador a 300 rpm, nas temperaturas testadas. O 

crescimento bacteriano foi monitorado a cada 24 h, por meio da titulação de ferro com dicromato 

de potássio, até a oxidação total do ferro (Garcia et al., 1995). 

 Tanto os experimentos respirométricos quanto as curvas de crescimento foram realizados 

em duplicata. Como controle, foram realizados experimentos de respirometria e curva de 

crescimento bacteriano em pH 1,8. 

 

Obtenção de massa celular 

Para obtenção de massa celular suficiente para o isolamento de RNA, a linhagem de A. 

ferrooxidans LR foi cultivada sob agitação (300 rpm) em 600 mL de meio T&K modificado nos 

pHs 1,2, 1,5, 1,8 (controle), 2,5 e 3,0. Após o crescimento, as culturas foram filtradas em papel de 

filtro comum para eliminar os precipitados formados durante o crescimento. A seguir, as células 

foram coletadas através de filtração em membrana Millipore (0,45 µm). As células foram lavadas 

por várias vezes com água destilada pH 1,8 e estocadas a -70°C.  
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Isolamento de RNA de A. ferrooxidans 

O RNA de A. ferrooxidans foi isolado de células cultivadas nos diferentes pHs testados segundo 

método descrito por Winderickx & Castro (1994). Para isto, as células obtidas a partir de 600 mL 

de meio de cultura foram lavadas por seis vezes com água tratada com DEPC. As células foram 

ressuspendidas em 1 mL de tampão de extração: EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris 0,1 M; iodo 

acetato de sódio 10 mM, pH 7,5. A seguir, foi adicionado 1 mL de fenol: clorofórmio: álcool 

isoamílico (25:24:1, v/v/v) contendo 100 µL de SDS 10% e as amostras submetidas à agitação 

por 2 min em vortex. Após centrifugação por 3 min (8000 rpm, 4°C) a fase aquosa foi transferida 

para um tubo eppendorf limpo e extraída novamente com fenol: clorofórmio: álcool isoamílico 

(25:24:1, v/v/v) acrescido de SDS 10%. A extração com fenol foi repetida até que a interface não 

fosse mais visível. 

 O RNA foi precipitado através da adição de 1/20 do volume de acetato de potássio 40% e 

2 volumes de etanol absoluto. O RNA foi mantido a -20°C por pelo menos 2 h. A seguir, as 

amostras foram centrifugadas por 3 min (8000 rpm, 4°C). O precipitado foi lavado com etanol 

70% e deixado à temperatura ambiente para secar. O precipitado foi solubilizado em 

aproximadamente 100 µL de água e estocado a -70°C. A concentração e a qualidade do RNA 

foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de 1% de agarose / 6% de formaldeído em 

tampão MOPS 1x (Tampão MOPS 10x: 41,8 g de MOPS; 16,6 mL de acetato de sódio 3 M, 20 

mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0; água q.s.p. 1000 mL; pH 7,0). 

 

RAP-PCR 

Os experimentos de RAP-PCR (RNA arbitrarily primed polymerase chain reaction) foram 

realizados segundo metodologia descrita por Welsh et al. (1992) e Wong & McClelland (1994).  

 

Tratamento do RNA com DNAse 

O RNA isolado de A. ferrooxidans cultivada em pH 1,2, 1,5, 1,8, 2,5 e 3,0 foi tratado com 

DNAse para eliminar possíveis contaminações com DNA. Para isto, a 80 µL de RNA 

(aproximadamente 1 µg) foram adicionados 0,5 µL de inibidor de RNAse (RNA guard, 37,8 

U/µL – Amersham Biosciences), 24 µL de tampão para DNAse (0,8 mL de Tris-HCl 1 M, pH 

8,3; 1,34 mL de KCl 3 M; 0,12 mL de MgCl2 1 M; H2O q.s.p. 24 mL) e 1,6 µL de DNAse (10 
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U/µL – Amersham Biosciences). As amostras foram incubadas a 37°C por 1 h. A seguir, foram 

acrescentados 200 µL de água e foi efetuada uma extração com 225 µL de fenol e 75 µL de 

clorofórmio: álcool isoamílico (24:1, v/v). O RNA foi precipitado através da adição de 0,1 

volume de acetato de sódio 3 M, pH 5,2 e 2 volumes de etanol absoluto. O RNA foi mantido a -

20°C por no mínimo 2 h. Após centrifugação e lavagem com etanol 70%, as amostras foram 

ressuspendidas em aproximadamente 20 µL de água. 

 

Síntese de cDNA 

 Para a síntese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit ready-to-go RT-PCR beads 

(Amersham Biosciences). As beads foram ressuspendidas em água DEPC e, a seguir, foi 

adicionado 1 µg de RNA e 1 µM do primer arbitrário. O volume final da reação foi completado 

para 50 µL e a reação foi incubada por 30 min a 42°C. A transcritase reversa foi inativada através 

de incubação a 95°C por 5 min. O cDNA foi guardado a 
_
20°C. 

 Dois µL da reação da primeira fita foram utilizados na síntese da segunda fita de cDNA. 

Para isto, foram adicionados 4 µL de primer arbitrário (10 µM); 2 µL de tampão da Taq 

polimerase 10x concentrado; 2 µL de dNTP (20 µM); 0,5 µL de MgCl2 (50 mM); 0,5 µL de [α-

33
P]dATP; 0,3 µL de Taq polimerase (2,5 U/µL) (Amersham Biosciences); em um volume final 

de reação de 20 µL. As amplificações foram realizadas em duplicata em um termociclador Perkin 

Elmer 2400. Foram realizados 40 ciclos de amplificação a baixa estringência (94°C por 30 s, 

40°C por 2 min, 72°C por 30 s). 

 Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de 5% de acrilamida 

e 50% de uréia. Para isto, 7 µL de cada reação de PCR foram misturados com 5 µL de formamida 

80% contendo azul de bromofenol e xileno cianol. A seguir, as amostras foram denaturadas a 

80°C por 4 min e 10 µL foram aplicados no gel. A eletroforese foi realizada a 1320 V - 35 mA, 

até a frente de xileno cianol chegar ao final do gel. Após o processo de eletroforese, o gel foi seco 

a vácuo sobre uma folha de papel Whatman 3 MM e o fingerprinting de RNA foi visualizado por 

exposição a filme de raio-X. 
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Isolamento e reamplificação das bandas diferenciais 

 As bandas diferenciais foram cortadas dos géis. Para isto, os géis foram alinhados com as 

autoradiografias e as bandas de interesse foram cortadas e colocadas em tubos eppendorf. O DNA 

foi eluído através de incubação por 20 min a 95°C em 200 µL de água Milli-Q. O DNA foi 

precipitado através da adição de 0,1 volume de acetato de sódio 3 M pH 5,2 e 2 volumes de 

etanol absoluto. O DNA foi mantido a -20°C durante a noite, centrifugado e ressuspendido em 10 

µL de água. 

Quatro µL do DNA eluído foram amplificados novamente em uma reação com volume 

final de 40 µL contendo: 4 µL de primer arbitrário (10 µM), 4 µL de tampão da Taq polimerase 

10x concentrado, 0,8 µL de dNTP (1 mM), 1,0 µL de MgCl2 (50 mM) e 0,5 µL de Taq 

polimerase (2,5 U/µL) (Amersham Biosciences). A amplificação foi realizada em termociclador 

Perkin Elmer 2400, através de 40 ciclos de amplificação a baixa estringência (94°C por 30 s, 

40°C por 2 min, 72°C por 30 s). As amostras reamplificadas foram submetidas à eletroforese em 

gel de 2% de agarose para confirmação do tamanho e quantificação através de comparação com o 

padrão de massa e peso molecular φχ174/Hae III. As bandas que apresentaram contaminação 

com fragmentos de tamanho aproximado ao esperado foram purificadas com o kit Concert Rapid 

Gel Extraction System (Gibco BRL).  

 

Slot blot de DNA 

A expressão diferencial das bandas isoladas por RAP-PCR foi confirmada por slot blot de DNA 

(Xu et al., 1997). 

 

Transferência das bandas diferenciais para membranas de nylon  

Dez ng de DNA de cada banda diferencial foram diluídos em TE (volume final de 200 µL) e 

desnaturados a 95°C por 10 min. A seguir, foram adicionados 200 µL de SSC 20x e as amostras 

foram transferidas, com o auxílio de um slot blot (Hybri-Slot, Gibco BRL), para membranas de 

nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) previamente umedecidas em SSC 10x. Após a 

transferência das amostras para a membrana, os slots foram lavados com 500 µL de SSC 10x. A 
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membrana foi seca à temperatura ambiente e o DNA fixado a 80ºC por 2 h. Todo o experimento 

foi realizado em duplicata. 

 

Hibridização das membranas 

As membranas foram hibridizadas utilizando-se como sonda os cDNAs obtidos a partir de RNA 

isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas nos diferentes pHs testados. As sondas foram 

quantificadas em gel de 2% de agarose, pela comparação com o padrão de massa e peso 

molecular φχ174/Hae III. Aproximadamente 30 ng das sondas foram marcadas com [α-32P]dCTP 

utilizando-se o kit Megaprime DNA labelling system (Amersham Biosciences), de acordo com as 

especificações do fabricante. Para remoção dos nucleotídeos não incorporados, as sondas foram 

purificadas através da utilização do kit Probe QuantTM G-50 (Amersham Biosciences), de acordo 

com as especificações do fabricante. 

As membranas foram pré-hibridizadas a 42°C por 5 h em solução contendo: formamida 

deionizada 50%, SSC 5x, Denhardt’s 10x, Tris-HCl pH 7,5 20 mM, SDS 1%, DNA de esperma 

de salmão denaturado 100 µg/mL. As membranas foram hibridizadas em: formamida 

deionizada 50%, SSC 5x, Denhardt’s 2x, Tris-HCl pH 7,5 20 mM, SDS 1%, sulfato de dextran 

5%, DNA de esperma de salmão denaturado 100 µg/mL e 107-108 cpm/mL da sonda 

denaturada. As membranas foram hibridizadas durante a noite a 42°C. Após a hibridização, as 

membranas foram lavadas à temperatura ambiente por duas vezes, 15 min cada vez, em solução 

contendo SSC 2x e SDS 0,1%. A seguir, as membranas foram lavadas duas vezes, a 60°C, em 

solução contendo SSC 0,1x e SDS 0,1%. O período de cada lavagem foi de 30 min. As 

membranas foram expostas pelo tempo necessário a filmes de raio-X (Amersham Biosciences) a 

-70ºC.  

 

Análise dos padrões de hibridização obtidos nos experimentos de slot blot  

Os sinais de hibridização dos cDNAs foram quantificados com o programa Digital Science 1D 

v. 2.0.3 da Kodak. A análise dos dados da quantificação foi baseada em Gill et al. (1999). Após 

a quantificação, fez-se a média da intensidade do sinal das repetições de cada amostra 

hibridizada e os dados foram normalizados. A seguir, foi feita uma análise de dispersão como 
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descrito por Paulino et al. (2002) e calculou-se o coeficiente de expressão (CE) (Paulino et al., 

2002). 

Foram considerados diferenciais os cDNAs que apresentaram coeficiente de expressão 

acima ou abaixo de 1. Os cDNAs com CE acima de 1 representam genes induzidos na presença 

de pHs diferentes do ideal e os cDNAs com CE abaixo de 1 representam genes com expressão 

reprimida na presença de pHs diferentes de 1,8.  

 

Clonagem e seqüenciamento das bandas diferenciais 

Dentre as bandas cuja expressão diferencial foi confirmada, foram selecionadas para clonagem e 

seqüenciamento aquelas que apresentaram os maiores (10 bandas) e os menores (10 bandas) 

coeficientes de expressão (CE). As amostras foram amplificadas e clonadas no vetor pGEM-T 

Easy (Promega), seguindo-se as especificações do fabricante. Os cDNAs foram seqüenciados 

em um seqüenciador automático ABI Prism 377 (Perkin Elmer). As seqüências obtidas foram 

comparadas com seqüências disponíveis em banco de dados. 

 

Técnicas padrões de biologia molecular 

As técnicas padrões de biologia molecular como eletroforese de DNA e RNA, digestão 

enzimática de DNA e outras foram realizadas como descrito em Sambrook et al. (1989). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Efeito do pH no consumo de oxigênio e oxidação de ferro pela linhagem de A. ferrooxidans 

LR  

 

 Para determinar os pHs utilizados nos experimentos de RAP-PCR foram realizados 

experimentos de respirometria e curvas de crescimento na presença de quatro pHs (1,2, 1,5, 2,5 e 

3,0). Como controle, foi utilizada bactéria cultivada em pH ideal (pH 1,8). A figura 1 mostra os 

resultados obtidos com estes experimentos. 

Como mostra as curvas de crescimento (Figura 1A), não foi observada inibição total do 

crescimento da bactéria em nenhum dos quatro pHs testados. Em pHs mais extremos, 1,2 e 3,0, 

observou-se um aumento do tempo requerido para a oxidação total de ferro. Em pH 1,5 e 2,5, a 

oxidação total do ferro foi observada em 2 dias (Figura 1A).  

 O efeito dos diferentes pHs na velocidade de consumo de oxigênio pela bactéria foi 

monitorado através de respirometria (Figura 1B). Não foi verificada inibição total no consumo de 

oxigênio nos pHs testados. Foi observada uma inibição mais acentuada na velocidade de 

consumo de oxigênio nos pHs 1,2, 2,5 e 3,0 (Figura 1B). A velocidade de consumo de oxigênio 

nestes pHs foi de aproximadamente 0,46 L/min, ou seja uma inibição de 42,5%, quando 

comparada com o controle (pH 1,8). Em pH 1,5 houve uma inibição menos acentuada, 0,60 

L/min, ou seja 25%. Em pH 1,8 (pH ideal de cultivo) a velocidade de consumo de oxigênio foi 

de 0,8 L/min (Figura 1B). 

 Esses experimentos demonstraram que o maior efeito inibitório, no crescimento e 

consumo de oxigênio, foi nos pHs 1,2 e 3,0, enquanto que nos pHs 1,5 e 2,5 os efeitos foram 

menos drásticos, quando comparados com a condição controle (pH 1,8). 
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Figura 1. Efeito do pH (1,8 - controle, 1,2, 1,5 2,5 e 3,0) na linhagem de A. ferroxidans LR. (A) 

Curvas de crescimento e (B) Consumo de oxigênio (respirometria). 
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Isolamento de cDNAs expressos diferencialmente através de RAP-PCR 

 

Os métodos de fingerprinting de RNA, como o RAP-PCR e display diferencial de mRNA, 

vêm sendo utilizados no isolamento de genes expressos diferencialmente em diversos organismos 

(Welsh et al., 1992; Liang et al., 1993; Wong & McClelland, 1994; McClelland et al., 1995; 

Thies et al., 1998; Shepard & Gilmore, 1999, Collin & Olsén, 2001, Paulino et al., 2002, Sharma 

et al., 2004; Demanou et al., 2006; Li et al., 2006).  

Nesse trabalho, para a realização dos experimentos de RAP-PCR foram sintetizados 

cDNAs a partir de RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,2, 1,5, 2,5 e 3,0 

e em pH 1,8 (controle). Foram realizados experimentos de RAP-PCR em pH 1,2, 1,8 e 3,0. Os 

primers arbitrários utilizados nos experimentos e o número de cDNAs isolados com cada primer 

são mostrados na Tabela 1.  

Como pode ser visto na Tabela 1, um total de 71 cDNAs diferenciais foram isolados, 

sendo 41 no controle (pH 1,8), 22 em pH 1,2 e oito em pH 3,0 (Tabela 1, Figuras 2 e 3). Os 

primers que permitiram o isolamento de um maior número de cDNAs diferenciais foram: OPF01 

(19 cDNAs diferenciais, sendo três em pH 1,2, 15 em pH 1,8, e um em pH 3,0) e OPF04 (20 

cDNAs, sendo 11 em pH 1,2 e nove em pH 1,8). Alguns destes cDNAs estão indicados por setas 

nas Figuras 2 e 3. 

 

Tabela 1. Número de cDNAs diferenciais isolados nos experimentos de RAP-PCR a partir de 

células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,2, 1,8 e 3,0. 
 

Primer 
Seqüências 

(5’ – 3’) 
pH 

1,21                      1,82                      3,03 Total 

OPF01 ACGGATCCTG 3 15 1 19 

OPF03 CCTGATCACC 2 8 5 15 

OPF04 GGTGATCAGG 11 9 0 20 

OPF08 GGGATATCGG 6 9 2 17 

Total  22 41 8 71 

 

(1) cDNAs com expressão mais acentuada em pH 1,2, (2) cDNAs com expressão mais acentuada 

em pH 1,8 e (3) cDNAs com expressão mais acentuada em pH 3,0. 
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Figura 2. RAP-PCR a partir de RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,2, 

1,8 e 3,0. Em (A) foi utilizado o primer arbitrário OPF01 e em (B) OPF03. Alguns cDNAs 

diferenciais estão indicados por seta.  
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Figura 3. RAP-PCR a partir de RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,2, 

1,8 e 3,0. Em (A) foi utilizado o primer arbitrário OPF04 e em (B) OPF08. Alguns cDNAs 

diferenciais estão indicados por seta.  
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A seguir, foram realizados experimentos de RAP-PCR utilizando RNA de células 

cultivadas em pH 1,5, 1,8 e 2,5. Estas alterações de pH são mais brandas, quando comparadas 

com o pH ideal de cultivo (pH 1,8), do que as utilizadas anteriormente (1,2 e 3,0). Os primers 

arbitrários utilizados nos experimentos e o número de cDNAs isolados com cada primer estão 

mostrados na Tabela 2. Um total de 136 cDNAs diferenciais foram isolados, sendo 70 no controle 

(pH 1,8), 22 em pH 1,5 e 44 em pH 2,5 (Tabela 2, Figuras 4 e 5). Os primers que permitiram o 

isolamento de um maior número de cDNAs diferenciais foram: OPJ14 (42 cDNAs diferenciais, 

sendo 6 em pH 1,5, 24 em pH 1,8 e 12 em pH 2,5) e OPF04 (36 cDNAs diferenciais, sendo 5 em 

pH 1,5, 18 em pH 1,8 e 13 em pH 2,5). Alguns destes cDNAs estão indicados por setas nas 

Figuras 4 e 5. 

 

 

Tabela 2. Número de cDNAs diferenciais isolados nos experimentos de RAP-PCR a partir de 

células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,5, 1,8 e 2,5. 

 

Primer 
Seqüências 

(5’ – 3’) 
pH 

1,51                     1,82                      2,53 
Total 

OPF04 GGTGATCAGG 5 18 13 36 

OPF08 GGGATATCGG 3 17 10 30 

OPJ04 CCGAACACGG 8 11 9 28 

OPJ14 CACCCGGATG 6 24 12 42 

Total  22 70 44 136 

 

(1) cDNAs com expressão mais acentuada em pH 1,5, (2) cDNAs com expressão mais acentuada 

em pH 1,8 e (3) cDNAs com expressão mais acentuada em pH 2,5. 
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Figura 4. RAP-PCR a partir de RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,5, 

1,8 e 2,5. Em (A) foi utilizado o primer arbitrário OPJ04 e em (B) OPJ14. Alguns cDNAs 

diferenciais estão indicados por seta.  
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Figura 5. RAP-PCR a partir de RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 1,5, 

1,8 e 2,5. Em (A) foi utilizado o primer arbitrário OPF04 e em (B) OPF08. Alguns cDNAs 

diferenciais estão indicados por seta.  
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Confirmação da expressão diferencial através de slot blot de DNA 

 

A ocorrência de falsos positivos em experimentos de RAP-PCR e display diferencial de 

mRNA está documentada na literatura (Liang et al., 1993; Callard et al., 1994; Liang & Pardee, 

1992, 1995; Fleming et al., 1998; Nagel et al., 2001; Paulino et al., 2002). Assim sendo, a 

expressão diferencial das bandas isoladas por RAP-PCR foi confirmada através de slot blot de 

DNA. A utilização de slot blot ou dot blot na confirmação da expressão diferencial de genes vem 

sendo amplamente utilizada (Mou et al., 1994; Corton & Gustafsson, 1997, Gill et al., 1999, 

Leung et al., 2000, Paulino et al., 2002). Estas técnicas permitem a confirmação da expressão 

diferencial de um grande número de cDNAs de uma só vez (Xu et al., 1997). 

Para a confirmação da expressão diferencial, as bandas isoladas dos géis de RAP-PCR 

foram amplificadas, quantificadas e 10 ng de DNA foram transferidos para membranas de nylon 

e hibridizados com sondas de cDNAs, obtidos a partir de RNA de células crescidas nos 

diferentes pHs testados. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. As Figuras de 6 a 

13 mostram os resultados das hibridizações das membranas e as análises realizadas para a 

confirmação da expressão diferencial dos cDNAs. 
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Figura 6. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados com o primer OPF01. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (1, 3, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, e 19), pH 1,2 (2, 9 e 10) 

e pH 3,0 (6). (A) Amostras hibridizadas com sonda de cDNAs obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,2 e 

(C) pH 3,0. (D) e (E) Análise de dispersão indicando em qual tratamento ocorre maior expressão 

dos cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na figura (D) e (E). cDNAs localizadas acima 

da reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 1,2 (D) e 3,0 (E). (F) Coeficiente de 

expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi calculado a partir dos dados 

mostrados em (D e E).  
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Figura 7. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isoladas com o primer OPF03. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (1, 2, 4, 5, 10, 11, 14 e 15), pH 1,2 (12 e 13) e pH 3,0 (3, 6, 7, 8 e 9). 

(A) Amostras hibridizadas com sonda de cDNAs obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,2 e (C) pH 3,0. (D) 

e (E) Análise de dispersão indicando em qual tratamento ocorre maior expressão dos cDNAs. 

Alguns destes cDNAs são mostrados na figura (D) e (E). cDNAs localizadas acima da reta x=y 

possuem expressão mais acentuada em pH 1,2 (D) e 3,0 (E). (F) Coeficiente de expressão dos 

cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi calculado a partir dos dados mostrados em (D e E).  
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Figura 8. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isoladas com o primer OPF08. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (1, 3, 4, 5, 6, 14, 15, 16 e 17), pH 1,2 (2, 7, 8, 11, 12 e 13) e pH 3,0 (9 

e 10). (A) Amostras hibridizadas com sonda de cDNAs obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,2 e (C) pH 

3,0. (D) e (E) Análise de dispersão indicando em qual tratamento ocorre maior expressão dos 

cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na figura (D) e (E). cDNAs localizadas acima da 

reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 1,2 (D) e 3,0 (E). (F) Coeficiente de 

expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi calculado a partir dos dados 

mostrados em (D e E). 
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Figura 9. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados com o primer OPF04. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (1, 4, 5, 6, 8, 9, 16, 19 e 20) e pH 1,2 (2, 3, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 

17 e 18). (A) Amostras hibridizadas com sonda de cDNAs obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,2 e (C) 

pH 3,0. (D e E) Análise de dispersão indicando em qual tratamento ocorre maior expressão dos 

cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na figura (D) e (E). cDNAs localizados acima da 

reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 1,2 (D) e em pH 3,0 (E). (F) Coeficiente de 

expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi calculado a partir dos dados 

mostrados em (D e E).  

 

 

 

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 

13  14  15  16  17  18   19  20  21  22  23  24  

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 

13  14  15  16  17  18   19  20  21  22  23  24  

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 

13  14  15  16   17  18   19  20  21  22  23  24  

0 
0,5 

1 
1,5 

0 0,5 1 1,5 

0 
0,5 

1 
1,5 

0 0,5 1 1,5 

0 
0,5 

1 
1,5 

2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

pH 1,2

pH 3,0

C 

A 

B 

D 

E 

F 

Produto de RAP-PCR 

pH 1,8 

CE 

pH 3,0 

pH 1,8 

pH 1,2 
1 

17 

19 
16 

15 

10 7 11 

12 
8 2

3 
14 4 

20 

14 

17 

12 
1

7 9 

10 6 
18 

2 4 
15 

2 

13 

3 

11 

19 



 40 

 

 
Figura 10. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados com o primer OPJ04. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (1, 2, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 14, 15 e 16), pH 1,5 (3, 4, 5, 8, 13, 23, 24 e 

25) e pH 2,5 (17, 18, 19, 20, 21, 22, 26, 27 e 28 ). (A) Amostras hibridizadas com sonda de 

cDNAs obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,5 e (C) pH 2,5. (D) e (E) Análise de dispersão indicando em 

qual tratamento ocorre maior expressão dos cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na 

figura (D) e (E). cDNAs localizados acima da reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 

1,2 (D) e 2,5 (E). (F) Coeficiente de expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi 

calculado a partir dos dados mostrados em (D e E).  
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Figura 11. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados com o primer OPJ14. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 24 e 25), pH 1,5 (9, 14, 15, 16, 17 e 18) e pH 

2,5 (1, 2, 3, 12, 19, 20, 21, 22, 23, 26, 27 e 28). (A) Amostras hibridizadas com sonda de cDNAs 

obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,5 e (C) pH 2,5. (D) e (E) Análise de dispersão indicando em qual 

tratamento ocorre maior expressão dos cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na figura 

(D) e (E). cDNAs localizados acima da reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 1,2 

(D) e 2,5 (E). (F) Coeficiente de expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi 

calculado a partir dos dados mostrados em (D e E).  
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Figura 12. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados com o primer OPF04. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (2, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20 e 30), pH 1,5 (22, 24, 

25, 26 e 27) e pH 2,5 (1, 3, 4, 5, 6, 18, 21, 23, 28 e 29). (A) Amostras hibridizadas com sonda de 

cDNAs obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,5 e (C) pH 2,5. (D) e (E) Análise de dispersão indicando em 

qual tratamento ocorre maior expressão dos cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na 

figura (D) e (E). cDNAs localizados acima da reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 

1,2 (D) e 2,5 (E). (F) Coeficiente de expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi 

calculado a partir dos dados mostrados em (D e E).  

 

 

 

 

 

 

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 

13  14  15  16  17  18   19  20  21  22  23  24  

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 

13  14  15  16  17  18   19  20  21  22  23  24  

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 

13  14  15  16  17  18   19  20  21  22  23  24  

 25  26  27  28  29  30 

 25  26  27  28  29   30 

 25  26  27  28  29  30 

C 

A 

B 

D 

E 

F 

0 0,5 1 
1,5 2 
2,5 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

pH 1,5 
pH 2,5 

Produto de RAP-PCR 

CE 

0 
0,5 

1 
1,5 

2 

0 0,5 1 1,5 2 
pH 1,8 

pH 2,5 

0 
0,5 

1 
1,5 

2 

0 0,5 1 1,5 2

pH 1,8 

pH 1,5 

21 
6 

1 24 

28 

29 
26 

30 

21 
6 

1 

5 

30 

17 

17 

24 

2 7 

8 9 

2 
7 
8 

9 



 43 

 

 

Figura 13. Confirmação da expressão diferencial dos cDNAs isolados com o primer OPF08. 

cDNAs isolados em pH 1,8 (9, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 e 25), pH 1,5 (10, 12 

e 13) e pH 2,5 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 26, e 27). (A) Amostras hibridizadas com sonda de cDNAs 

obtidos em pH 1,8, (B) pH 1,5 e (C) pH 2,5. (D) e (E) Análise de dispersão indicando em qual 

tratamento ocorre maior expressão dos cDNAs. Alguns destes cDNAs são mostrados na figura 

(D) e (E). cDNAs localizados acima da reta x=y possuem expressão mais acentuada em pH 1,2 

(D) e 2,5 (E). (F) Coeficiente de expressão dos cDNAs. O coeficiente de expressão (CE) foi 

calculado a partir dos dados mostrados em (D e E).  
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Análise da expressão diferencial em pH 1,2 e 3,0 

 

De um total de 71 cDNAs isolados com os primers OPF01, OPF03, OPF08 e OPF04, nos 

experimentos de RAP-PCR com RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 

1,2, 1,8 e 3,0, 41 (58%) tiveram a expressão diferencial confirmada, sendo 25 em pH 1,8, 14 em 

pH 1,2 e dois em pH 3,0 (Tabela 3, Figuras 6 a 9). 

 

Tabela 3. Número de cDNAs com expressão diferencial confirmada nos experimentos de slot 

blot de DNA para A. ferrooxidans cultivada em diferentes pHs. 

 

Primer 
Total de cDNAs 

analisados 
Total de cDNAs confirmados 

pH 1,2                pH 1,8                pH 3,0 Total 

OPF01 19 3 13 0 16 

OPF03 15 2 5 0 7 

OPF08 17 1 5 2 8 

OPF04 20 8 2 0 10 

Total 71 14 25 2 41 

 

 

Como pode ser observado na Tabela 3, os primers que tiveram o maior número de 

cDNAs com expressão diferencial confirmada foram: OPF01, de um total de 19 cDNAs 

analisados 16 (84%) tiveram a expressão diferencial confirmada, e OPF04, de um total de 20 

cDNAs analisados 10 (50%) tiveram a expressão diferencial confirmada.  

 Os cDNAs que tiveram a expressão diferencial confirmada foram analisados com os 

programas Gene Cluster e TreeView v 1,45 (http://rana.stanford.edu/software) (Figura 14). A 

análise mostra a expressão de cada cDNA nos diferentes pHs testados. Na Figura 14, a 

expressão mais acentuada é mostrada em vermelho e ausência de expressão em amarelo. 

Expressão intermediária é mostrada por uma combinação das duas cores.  
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Figura 14. Análise do padrão de expressão, em pH 1,2, 1,8 e 3,0, dos cDNAs que tiveram a 

expressão diferencial confirmada. Cada linha representa um cDNA e as colunas os pHs. O 

vermelho indica expressão mais acentuada e o amarelo indica ausência de expressão. 

Expressões intermediárias são indicadas através da combinação dessas duas cores.  

 

 

 

 

A 

B 
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Análise da expressão diferencial em pH 1,5 e 2,5 

 

De um total de 113 cDNAs isolados com os primers OPJ04, OPJ14, OPF04 e OPF08, nos 

experimentos de RAP-PCR com RNA isolado de células de A. ferrooxidans cultivadas em pH 

1,5, 1,8 e 2,5, 74 (65%) tiveram a expressão diferencial confirmada, sendo 48 em pH 1,8, seis em 

pH 1,5 e 20 em pH 2,5 (Tabela 4, Figuras 10 a 13).  

 

 

Tabela 4. Número de cDNAs com expressão diferencial confirmada nos experimentos de slot 

blot de DNA para A. ferrooxidans cultivada em diferentes pHs. 

 

Primer 
Total de cDNAs 

analisados 
Total de cDNAs confirmados 

pH 1,5               pH 1,8               pH 2,5 
Total 

OPJ04 
 

28 
0 9 9 18 

OPF08 
 

27 
2 14 6 22 

OPF04 
 

30 
0 15 2 17 

OPJ14 
 

28 
4 10 3 17 

Total 113 6 48 20 74 

 

 

Como pode ser observado na Tabela 4, o primer que permitiu a confirmação de um maior 

número de cDNAs diferenciais foi o OPF08. De um total de 27 cDNAs isolados com este primer, 

22 (81%) tiveram a expressão diferencial confirmada. Os maiores CEs (acima de 1,5) foram 

observados para os cDNAs isolados com os primers OPJ04 e OPF08 (Figuras 10 e 13, 

respectivamente). 

Os cDNAs que tiveram a expressão diferencial confirmada foram analisados com os 

programas Gene Cluster e TreeView v 1,45 (http://rana.stanford.edu/software) (Figura 15). A 

análise mostra a expressão de cada cDNA nos diferentes pHs testados. Na Figura 15, a expressão 

mais acentuada é mostrada em vermelho e ausência de expressão em amarelo. Expressão 

intermediária é mostrada por uma combinação das duas cores. 
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Figura 15. Análise do padrão de expressão, em pH 1,5, 1,8 e 2,5, dos cDNAs que tiveram a 

expressão diferencial confirmada. Cada linha representa um cDNA e as colunas os pHs. O 

vermelho indica expressão mais acentuada e o amarelo indica ausência de expressão. 

Expressões intermediárias são indicadas através da combinação dessas duas cores.  

 
 

A 

B 
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Clonagem e seqüenciamento dos cDNAs com expressão induzida na presença de pH acima 

ou abaixo de 1,8 

 

 Entre os cDNAs com expressão induzida por pH foram selecionados 21, que 

apresentaram os maiores CEs (acima de 1,0), para clonagem e seqüenciamento. Entre os cDNAs 

selecionados estavam sete induzidos em pH 1,2, quatro em pH 1,5, nove em pH 2,5 e um em pH 

3,0 (Tabela 5). Os cDNAs foram clonados em pGEM-T easy (Promega) e seqüenciados. Alguns 

cDNAs apresentaram seqüências repetidas. São eles: 15J14, 16J14, 17J14 e 18J14; 20J04 e 

21J04; 3F08 e 4F08. As seqüências obtidas foram comparadas com seqüências disponíveis em 

bancos de dados. Os resultados obtidos estão resumidos na Tabela 6. Como mostra a Tabela 6, 

os cDNAs que apresentaram similaridade com seqüências disponíveis em bancos de dados 

foram: 2F01, 3F08/4F08, 8F04 e 27F04. 

 

Análise dos cDNAs que apresentaram similaridade com seqüências presentes em bancos de 

dados 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 2F01 apresentou similaridade com uma 

proteína small heat shock - IbpA de Geobacter metallireducens (Figura 16).  

 

 

 

2F01: 934 MALMKWEP---LREIDDMFDRYVMSMGWPSRRQELITAGDWSPRVDISETDNRV 782 

      MA++K+ P   LR + +  +R ++ M W     E +  G W P VDI E +N V  

IbpA: 1   MAIVKYTPFGDLRNLQEQMNR-LLDMAWSRESGEELREGVWQPPVDIFEDENGV 53 

 

Figura 16. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 2F01 e a seqüência 

de aminoácidos de uma proteína small heat shock – IbpA (acesso ZP_00082416.1).  
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Tabela 5. cDNAs com coeficiente de expressão acima de um 

selecionados para clonagem e seqüenciamento. 
 

 
 

cDNA Primer pH 

 

Tamanho 

(pb) 

 

Coeficinte de 

Expressão 

(CE) 

2F01 OPF-01 1,2 985 1,51 

9F01 OPF-01 1,2 521 2,17 

12F03 OPF-03 1,2 405 1,53 

13F03 OPF-03 1,2 379 1,46 

8F04 OPF-04 1,2 641 1,39 

11F04 OPF-04 1,2 488 1,32 

12F04 OPF-04 1,2 371 1,36 

15J14 OPJ14 1,5 258 1,44 

16J14 OPJ14 1,5 258 1,54 

17J14 OPJ14 1,5 258 1,55 

18J14 OPJ14 1,5 258 1,55 

18J04 OPJ04 2,5 227 1,60 

19J04 OPJ04 2,5 226 2,23 

20J04 OPJ04 2,5 223 1,92 

21J04 OPJ04 2,5 223 5,02 

26J04 OPJ04 2,5 187 2,59 

28J04 OPJ04 2,5 166 3,16 

27F04 OPF04 2,5 257 1,96 

3F08 OPF08 2,5 643 3,06 

4F08 OPF08 2,5 643 2,90 

12F08 OPF08 3,0 512 1,17 
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Tabela 6. Análise das seqüências de cDNAs de A. ferrooxidans com expressão 

induzida na presença de pH acima ou abaixo de 1,8. 

 
 

 
cDNA Similaridade 

% 

similaridade 

% 

identidade 

 

Score (bits) 

E-value 

 
2F01 IbpA, small heat shock 

(ZP_00082416.1) 
53% 35% 4e

-04
 

9F01 nenhuma - - - 

12F03 nenhuma - - - 

13F03 nenhuma - - - 

8F04 L-2-haloalkanoic acid 

dehalogenase 

(NP_691853.1) 

61% 40% 2e
-12

 

11F04 nenhuma - - - 

12F04 nenhuma - - - 

15J14 nenhuma - - - 

16J14 nenhuma - - - 

17J14 nenhuma - - - 

18J14 nenhuma - - - 

18J04 nenhuma - - - 

19J04 nenhuma - - - 

20J04 nenhuma - - - 

21J04 nenhuma - - - 

26J04 nenhuma - - - 

28J04 nenhuma - - - 

27F04 Proteína hipotética 

(ZP_00050869.1) 
55% 33% 2e

-05
 

3F08/4F08 Proteína ResB 

(AAC68692.1) 
48% 40% 7e

-15
 

12F08 nenhuma - - - 
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 As proteínas small heat shock (sHsps) são chaperonas moleculares envolvidas na 

renaturação de proteínas e na prevenção da formação de agregados. As sHsps IbpA e IbpB foram 

identificadas por Allen et al. (1992) em Escherichia coli. Kitagawa et al. (2000) observaram que 

linhagens de E. coli que produziam grandes quantidades destas proteínas apresentavam 

resistência mais elevada ao calor e ao estresse oxidativo. O aumento da expressão do cDNA 2F01 

na presença de pH 1,2 sugere que proteínas small heat shock podem ajudar a célula tolerar pHs 

diferentes do ideal de cultivo. 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 8F04 apresentou similaridade com uma 

L-2-haloalkanoic acid dehalogenase de Oceanobacillus iheyensis (Figura 17). 

 

 

 

8F04: 590 FALPEMRALGIKKYFDVRVISGDYGYRKPDPRLFTTAAEQLEVAPHETIYVGNDMYRDIY 411 

          F +  ++ALGI++YFDV ++S   G +KPDP +F  A E+L+V P ++I+VG+    D+  

L-2 : 121 FQMDNIKALGIERYFDVILVSEWEGIKKPDPEIFKKALEKLDVPPEQSIFVGDHPKNDVK 180 

 

8F04: 410 GAQQAGMKTIFVDSNQGSKSYNDVAPDYYARDL 312 

           AQ  GMK I+    Q    +NDV  D+   DL 

L-2 : 181 AAQSIGMKGIWKKDLQ----WNDVEADFTVNDL 209 

 

Figura 17. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 8F04 e a seqüência 

de aminoácidos de uma L-2 haloalkanoic acid dehalogenase (acesso NP_691853.1).  

 

Os compostos halogenados constituem uma classe importante de produtos químicos que 

podem ser degradados por microrganismos (Janssen et al., 2001). Por volta de 1968, considerava-

se que compostos orgânicos que apresentavam ligação covalente com halogêneos eram 

infreqüentes em organismos vivos (Fowden, 1968). Contudo, compostos organo-halogenados têm 

sido encontrados em plantas, fungos, bactérias, insetos, animais e humanos (Gribble, 1996a,b, 

1998, 1999, 2000; Winterton, 2000). Em bactérias, foram encontrados metabólicos organo-

halogenados em mais de 50 espécies de Streptomyces (Gribble, 2003). A bactéria Amycolatopsis 

orientalis, por exemplo, produz o antibiótico vancomicina que é usado no tratamento de 

infecções que resistem a penicilina (Williams, 1996; Williams & Bardsley, 1999). A enzima L-2-

haloalkanoic acid dehalogenase está envolvida na hidrólise de compostos organo-halogenados. O 

aumento da expressão do cDNA 8F04 em A. ferrooxidans na presença de pH 1,2 pode indicar a 
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necessidade de uma maior quantidade da enzima L-2-haloalkanoic acid dehalogenase para 

hidrólise de metabólicos organo-halogenados.  

A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 27F04 apresentou similaridade com uma 

proteína hipotética de Magnetospirillum magnetotasticum (Figura 18).  

 

27F04: 252 ISNPG---NKSASADISNGQVIIQKNSGLVQFYLQAGAYNVMSLGSNFVSTGTFTQNTFG 82 

           I +PG   ++    D +N Q  IQK  G +QFY+ AG Y++ +LG    S+   T + FG 

Sbjct: 107 ILSPGAEQDRFGRVDFTNLQGWIQKADGPLQFYVHAGLYSIPALGLPLYSSFEQTDSLFG 166 

 

27F04: 81  ALPVGYLEIAPTDNFNVQIGKLPTLI 4 

            +PV + +    D +++Q G++ T I 

Sbjct: 167 PVPVAFGKWQINDEWSIQAGRMFTNI 192 
 

Figura 18. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 27F04 e a 

seqüência de aminoácidos de uma proteína hipotética de Magnetospirillum magnetotasticum 

(acesso ZP_00050869.1). 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos dos cDNAs 3F08/4F08 apresentaram similaridade 

com a proteína ResB de Acidithiobacillus ferrooxidans (Figura 19). 

 

3F08/4F08:  266 SVIGTVLNQQQPYEDYVLKFGSLWL-LFS*RGLTMLPD*LYLRCWFLGCY-------YTC 421 

           SVIGTVLNQQQPYEDYVLKFGS W  +F   GL      +Y   W+L           TC 

ResB:       15  SVIGTVLNQQQPYEDYVLKFGSFWFAVFRDVGLYN----VYRTNWYLAIVGFLVLSTSTC 70 

 

3F08/4F08:  422 LIEYT----AQLRNAD-PIAGGWTSQDGIN--ESFA*ISEDMGSRSGVFTTPGRDECARL 580 

           LI  T     ++R  D  +  G+  +  +N  E F+ ++    S   V    GR    +L 

ResB:       71  LIRNTPRMLREMREPDLAVGSGYDPRGMVNNTEMFSPLAIQSASNMVVAVMRGRGYRPKL 130 

 

3F08/4F08:  581 ---------------------ILTHAAIIVFCAAALYNADIP 643 

                                ILTHAAIIVFCAAALYNADIP 

ResB:       131 HESNGGVVVTGRKGRYNRLGYILTHAAIIVFCAAALYNADIP 172 

 

Figura 19. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 3F08/4F08 e a 

seqüência de aminoácidos da proteína Res B de A. ferrooxidans (acesso AAC68692.1). 

 

ResB e ResC são proteínas de membrana que estão envolvidas na maturação do citocromo 

c. Os citocromos c desempenham papéis importantes em vários processos celulares, como por 

exemplo, a transferência de elétrons durante a respiração. Em A. ferrooxidans o citocromo c está 

envolvido na via de oxidação do FeII (Cabrejos et al., 1999). Assim sendo, o aumento da 

expressão dos cDNAs 3F08/4F08 em A. ferrooxidans LR na presença de pH 2,5 pode estar 

relacionado com a oxidação de FeII. 
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Clonagem e seqüenciamento dos cDNAs com expressão reprimida na presença de pH acima 

ou abaixo de 1,8 

 

Entre os cDNAs com expressão reprimida por alterações no pH foram selecionados 20, 

que apresentaram os menores CEs (abaixo de 1,0), para clonagem e seqüenciamento (Tabela 7). 

Estes cDNAs, com expressão mais acentuada em pH 1,8 (controle) foram clonados em pGEM-T 

easy (Promega) e seqüenciados. As seqüências obtidas foram comparadas com seqüências 

disponíveis em bancos de dados. Os resultados obtidos estão resumidos na Tabela 8. Os cDNAs 

que apresentaram similaridade com seqüências disponíveis em bancos de dados foram: 1F01, 

12F01, 1J04 e 10J14. 

 

Análise dos cDNAs que apresentaram similaridade com seqüências presentes em bancos de 

dados 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 1F01 apresentou similaridade com uma 

fructose/tagatose biphosphate aldolase de Ralstonia metallidurans (Figura 20). 

 

 

1F01 : 69  MPLVHMKDLLNHAYAHGYAVGAFDVVNLEFVEGVMAAAERSRAPAILSLAESQLEHYDFE 248 

           MPLV+MKD+L+HA+AHGYAVGAFD+V L+F+E ++  AER+RAP ILSLAES   H+D E 

Fba:   1   MPLVNMKDMLDHAHAHGYAVGAFDLVGLDFLEAIVVGAERARAPVILSLAESHFSHFDLE 60 

 

1F01 : 249 LLM 257 

           L M 

Fba:   61  LAM 63 
 

Figura 20. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 1F01 e a seqüência 

de aminoácidos de uma fructose/tagatose biphosphate aldolase (acesso ZP_00022476.1).  
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Tabela 7. cDNAs com coeficiente de expressão abaixo de um 

selecionados para clonagem e seqüenciamento. 
 

 

 

cDNA 

 

Primer 

 

pH 

 

Tamanho 

(pb) 

 

Coeficinte de 

Expressão 

(CE) 

1F01 OPF01 1,8 553 0,88 

5F01 OPF01 1,8 503 0,73 

7F01 OPF01 1,8 305 0,78 

8F01 OPF01 1,8 445 0,84 

12F01 OPF01 1,8 347 0,56 

13F01 OPF01 1,8 366 0,84 

20F01 OPF01 1,8 171 0,87 

21F01 OPF01 1,8 167 0,95 

19F08 OPF08 1,8 226 0,38 

4F03 OPF03 1,8 603 0,37 

1J04 OPJ04 1,8 554 0,21 

2J04 OPJ04 1,8 579 0,46 

9J04 OPJ04 1,8 374 0,46 

10J04 OPJ04 1,8 373 0,48 

14J04 OPJ04 1,8 297 0,49 

15J04 OPJ04 1,8 296 0,52 

16J04 OPJ04 1,8 262 0,52 

10J14 OPJ14 1,8 392 0,29 

23F08 OPF08 1,8 283 0,12 

36F04 OPF04 1,8 182 0,24 
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Tabela 8. Análise da seqüência dos cDNAs com expressão reprimida na presença de pH 

acima ou abaixo de 1,8. 

 
 

 

cDNA 

 

Similaridade 
% 

similaridade 

% 

identidade 

Score (bits) 

E-value 

1F01 

Fructose/tagatose biphosphate 

aldolase 

(ZP_00022476.1) 

84% 66% 2e
-18

 

5F01 nenhuma - - - 

7F01 nenhuma - - - 

8F01 nenhuma - - - 

12F01 
Família de Proteínas DedA 

(NP_790571.1) 
81% 63% 1e

-08
 

13F01 nenhuma - - - 

20F01 nenhuma - - - 

21F01 nenhuma - - - 

19F08 nenhuma - - - 

4F03 nenhuma - - - 

1J04 
proteína ribosomal S19 – 30S 

(NP_273204.1) 
92% 75% 9e

-35
 

2J04 nenhuma - - - 

9J04 nenhuma - - - 

10J04 nenhuma - - - 

14J04 nenhuma - - - 

15J04 nenhuma - - - 

16J04 nenhuma - - - 

10J14 
ATP dependente DNA helicase 

(NP_617276.1) 
83% 72% 2e

-14
 

23F08 nehuma - - - 

36F04 nenhuma - - - 
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A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 12F01 apresentou similaridade com uma 

proteína DedA de Pseudomonas syringae pv. Tomato (Figura 21).  

 

12F01: 5   ILLHFDQYLTILLQEYGAWVYALLFLILFAETGLVIMP 118 

           ++LH D YL +L+  YG WVYA+LFL++F ETGLVIMP 

DedA : 8   LILHLDVYLDLLVTNYGTWVYAILFLVIFCETGLVIMP 45 

 

Figura 21. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 12F01 e a 

seqüência de aminoácidos de uma proteína DedA (acesso NP_790571.1). 

 

A função das proteínas da família DedA ainda não está bem estabelecida. Supõe-se que 

estas proteínas estejam envolvidas em transporte na membrana. 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 1J04 apresentou similaridade com uma 

proteína ribossomal S19 da subunidade 30S de Neisseria meningitidis (Figura 22). 

 
1J04: 258 RSIKKGPFIDEHLDRKVQSAQASNSRRPIKTWSRRSTITPDFIGLTISVHNGRQHIPVVV 437 

          RS+KKGP++D HL +KV +A+ASN +RPIKTWSRRSTI PDFIGLTI+VHNGR H+PV + 

30S:  3   RSLKKGPYVDLHLLKKVDAARASNDKRPIKTWSRRSTILPDFIGLTIAVHNGRTHVPVFI 62 

 

1J01: 438 NENMVGHKLGEFALTRTFKGHVADKKAQ 521 

          ++NMVGHKLGEF+LTRTFKGH+ADKKA+ 

30S:  63  SDNMVGHKLGEFSLTRTFKGHLADKKAK 90 

 

Figura 22. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 1J04 e a seqüência 

de aminoácidos de uma proteína ribossomal S19 – 30S (acesso NP_273204.1). 
 

 Como a expressão do cDNA 1J04 é reprimida em A. ferrooxidans pode-se sugerir que 

mudanças no pH afetam a síntese de proteínas. 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 10J14 apresentou similaridade com uma 

DNA helicase ATP-dependente de Methanosarcina acetivorans (Figura 23). 

10J14: 4   PDAWIQCGRFFGTEKLDIFDHIELDQPLPKAVDEVLLFLKKHAMRGAD 147 

           PDAWIQCGRF G +K DIFDHIE+ + LP AV+ V+ FLKKHAMRGAD 

Sbjct: 211 PDAWIQCGRFIGKDKADIFDHIEIHEYLPVAVERVMEFLKKHAMRGAD 258 

 

Figura 23. Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do cDNA 10J14 e a 

seqüência de aminoácidos de uma DNA helicase ATP-dependente (acesso NP_617276.1).  
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 As helicases estão envolvidas no metabolismo de ácidos nucléicos (Cox et al., 2003). O 

fato do cDNA 10J14, assim como 1J04 e 1F01, ser reprimido, indica que mudanças no pH ideal 

de cultivo de A. ferrooxidans interferem nos processos celulares essenciais. 
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CONCLUSÕES 

 

 

 Alterações no pH ideal de cultivo de A. ferrooxidans LR resultam em mudanças no 

crescimento e respiração da bactéria; 

 

 Aproximadamente 62% dos cDNAs analisados tiveram a expressão diferencial 

confirmada por slot blot de DNA comprovando assim, a eficiência da combinação das 

técnicas de RAP-PCR e slot blot de DNA para identificação de cDNAs expressos 

diferencialmente; 

 

 A análise das seqüências dos cDNAs isolados mostrou que alterações no pH ideal de 

cultivo pode reprimir ou induzir a expressão de cDNAs pertencentes a diferentes 

categorias funcionais em A. ferrooxidans. 
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