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RESUMO

A linhagem 191, isolada previamente no laboratério de Bioquimica da FEA-
UNICAMP e identificada como Cellulomonas cartae, € uma boa produtora da enzima (-
1,3-glucanase envolvida na lise da parede celular de levedura. O objetivo deste trabalho foi
o estudo da B-1,3-glucanase litica produzida pela linhagem C. cartae 191; sua produgao em
meio de cultura, purificagao e a clonagem molecular do gene que codifica essa enzima. A
linhagem 191 foi crescida em meio contendo diferentes indutores € as condigdes de cultivo
foram otimizadas através de planejamento experimental para o aumento da produgdo dessa
enzima. A p-1,3-glucanase litica foi purificada do sobrenadante do meio de cultura atraves
de ultrafiltracio (membrana de exclusio de 10 kDa), cromatografia de troca iénica em
coluna de DEAE-Sepharose equilibrada em tampao acetato de sodio 0,01M, pH 5,5 ¢
eletroforese em SDS-PAGE. A regido N-terminal dessa proteina foi seqilenciada e o gene
da B-1,3-glucanase foi isolado do genoma de C. cartae 191. O gene que codifica essa
enzima foi seqiienciado € clonado em células de Escherichia coli DH5a.. Resultados
mostraram que o melhor indutor testado para a producdo da p-1,3-glucanase de C. cartae
191 foi a parede celular de leveduras obtida por rompimento mecanico. As condi¢des de
cultivo foram otimizadas obtendo-se cerca de 75% a mais de atividade de B-1,3-glucanase
em relagio as condigdes originais, sendo que melhor produgdo foi obtida quando ©
microrganismo foi crescido ap6s 24 horas em meio Scott & Schekman modificado, pH e
em agitador rotatdrio a 200 rpm e 2 30° C. A enzima B-1,3-glucanase litica apresentou peso
molecular de cerca de 57 kDa em gel de eletroforese SDS-PAGE. Os residuos obtidos do
seqiienciamento da regiao N-terminal dessa enzima foram idénticos aos obtidos da enzima
B-1,3-glucanase litica comercial Zymolyase. Um fragmento de DNA de C. cartae 191, com
cerca de 1,9 Kilobases contendo o gene da B-1,3-glucanase litica, foi isolado e sua
seqiiéncia nucleotidica completamente determinada. O gene contém um quadro aberto de
leitura (ORF) de 1650 pares de bases, a qual prediz uma proteina de 549 aminoécidos. A
proteina apresenta um sitio de clivagem do peptidio sinal na posi¢io Ala-36 e Val-37,
codificando assim uma proteina matura de 513 aminoacidos. O gene da glucanase de C.

cartae 191 apresentou alta identidade (92%) com 0O gene previamente clonado de uma

xvii



bactéria intimamente relacionada, a Qerskovig xanthineolytica, confirmando que o gene

clonado neste estudo foi realmente 0 gene da B-1,3-glucanase litica requerido.
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ABSTRACT

The strain Cellulomonas cartae 191, which was previously isolated by the
Biochemistry laboratory at FEA-UNICAMP, shows a good B-1,3-glucanase production.
The B-1,3-glucanase enzyme has an important role in yeast cell lysis. The aim of this work
was to study the lytic B-1,3-glucanase from C. cartae 191; its production, purification and
molecular cloning of this gene. The strain 191 was grown on a medium containing different
carbon sources and the B-1,3-glucanase production was studied by experimental design.
The lytic enzyme was purified from the crude supernatant by ultrafiltration (10 kDa cut off
membrane), ion exchange chromatography with a DEAE-Sepharose column, equilibrated in
001 M sodium acetate buffer at pH 5.5 and SDS-PAGE electrophoresis. The N-terminal
sequence of the lytic enzyme was obtained and the B-1,3-glucanase gene was isolated from
C. cartae 191 genome and subsequently cloned in Escherichia coli DH5a cells. The yeast
cell wall was found to be the best carbon source tested. It was obtained 75% more 3-1,3-
glucanase activity using the optimized culture conditions than the original one, where the
best result was obtained when the microorganism C. cartae 191 was grown in a Scott &
Schekman modified medium at pH 7.5, 200 rpm, 30 "C for 24 hours. The lytic enzyme
showed a molecular mass of 57 kDa in SDS-PAGE electrophoresis. The amino acid
residues obtained from the N-terminal sequence of this protein were identical to those
obtained from the commercial lytic enzyme Zymolyase. A 1.9 Kb fragment of DNA from
C. cartae 191 containing the gene for B-1,3-glucanase was successfully isolated and its
complete nucleotide sequence determined. The sequence was found to contain an Open
Reading Frame with 1650 bp that potentially encodes a protein of 549 amino acids. A
predicted cleavage site for the signal peptide showed a mature enzyme containing 513
amino acids. The high sequence identity (92%) with the gene previously cloned from a
closely related bacterium Oerskovia xanthineolytica essentially confirms that it was indeed

the required gene.
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1. INTRODUCAO

A parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae € composta principalmente
de glucanas, mananaproteina e pequena quantidade de quitina. As enzimas f3-1,3-glucanases
liticas entre outras enzimas que apresentam afinidade pela parede celular de leveduras, sdo

responsaveis pela lise destas células.

A lise enzimatica da parede celular de leveduras vem sendo um processo atrativo,
por ser um método suave de ruptura das células. As enzimas liticas s3o amplamente
utilizadas em biotecnologia ¢ engenharia genética para obtengdo de protoplastos de
leveduras e fungos para melhoramento genético de linhagens industriais. A lise enzimatica
também pode ser utilizada no aproveitamento de massa celular de levedura para extragao de
compostos intracelulares biologicamente ativos; como na extragdo de enzimas

intracelulares de leveduras de interesse industrial como invertase e [3-galactosidase.

Em muitos paises, as leveduras sdo reconhecidamente consideradas um produto de
alto valor agregado, matéria prima para a extragio de proteinas, vitaminas e acidos
nucléicos para serem aplicados em alimentos. Na area de alimentos, muitos polissacarideos
de parede de origem microbiana tém sido utilizados largamente como espessantes, devido
as suas propriedades de apresentar alta viscosidade em sistemas aquosos (Assis, 1996). As
industrias de alcool e cervejarias brasileiras produzem grande quantidade de massa celular
de leveduras como residuos de fermentagdio, que s3o usados principalmente para ragao
animal e produgdo de autolisado de levedura. A indigestibilidade da parede celular de
levedura é uma importante limitagdo para o uso deste microrganismo como fonte de
proteina unicelular. Enzimas liticas poderiam ser uteis para auxiliar o aproveitamento destes
residuos industriais, tendo em vista que o processo de autélise celular ndo € totalmente

eficaz.



As enzimas liticas sdo capazes de lisar a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, Candida sp e outros géneros de leveduras, o que amplia o campo de utilizagio

dessas enzimas.

No Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP foram isoladas seis linhagens de bactérias denominadas n° 4, 191, B1, B22,
B26 e FXX, que lisam células vidveis de Saccharomyces cerevisiae, a partir de amostras de
solo e residuos de usina de fermentagdo alcodlica. Dentre estas, a linhagem n° 191
(Cellulomonas cartae) apresentou boa atividade de lise da parede celular de levedura. Essa
linhagem C. cartae 191 apresenta boa produgio de B-1,3-glucanase. Esse trabalho visou
aprofundar o estudo da B-1,3-glucanase litica de Cellulomonas cartae 191: sua produgdo

em meio de cultura e estudo do gene que codifica essa enzima.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos: 1) Estudar a produc@o da enzima litica j3-
1,3-glucanase pela linhagem de Cellulomonas cartae 191 em meio de cultura contendo
diferentes substratos indutores e aumentar a produg@o desta enzima em processo em
batelada usando-se planejamento experimental; 2) Purificar a enzima litica f3-1,3-glucanase
do sobrenadante do meio de cultura fermentado de C. cartae 191 e seqiienciar a regido de
aminoacidos N-terminal desta proteina; 3) Clonar e seqiienciar o gene que codifica a B-1,3-
glucanase litica de C. cartae 191 e comparar a sua seqiiéncia de nucleotideos e de
aminoécidos deduzida com seqiiéncias de B-1,3-glucanases de outros microrganismos ja

descritos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Enzimas liticas e microrganismos que lisam a parede de leveduras

Segundo Hunter & Asenjo (1987), a parede celular de leveduras é descrita como
uma das paredes mais resistentes e rigidas de todos microrganismos. A parede celular de
leveduras ndo ¢ quimicamente uniforme, ela ¢ composta por uma complexa estrutura dos
biopolimeros: manana, proteina, glucana € pequena quantidade de quitina. A manana € as
proteinas estdo sempre juntas na forma do complexo mananaproteina. Cerca de 50-60% da
parede corresponde a glucana de ligagdes B-1,3 e B-1,6 e o restante corresponde ao
complexo mananaproteina e algumas glicoproteinas ligadas a parede ¢ ao periplasma
(Hunter & Ansejo, 1988). A estrutura mananaproteina é responsavel pela protegao da célula
contra injirias externas e pela porosidade da parede celular. A camada de glucana €
responsavel pela integridade estrutural da parede celular perante choques mecanicos €
desequilibrio osmético (Zlotnil et al., 1984). Entretanto, a parede celular de leveduras nao é
uma estrutura rigida, pois pode sofrer interferéncias do meio exterior. Kapteyn et al. (2001),
verificaram que o baixo pH do meio, afeta de forma intensa a organizag¢do da parede celular
da levedura Saccharomyces cerevisiae, podendo resultar numa rapida indug@o de resisténcia

a enzima litica B-1,3-glucanase.

Enzimas capazes de degradar a parede celular de leveduras tém sido isoladas do
sobrenadante do meio de cultura de diferentes microrganismos. Em geral a atividade litica
sobre as leveduras pode ser atribuida a f8-1,3-glucanase embora a B-1,6-glucanase litica de

Bacillus circulans WL-127 tenha sido caracterizada (Rombouts & Phaff, 1976).

Kitamura & Yamamoto (1972), relataram que a bactéria Arthrobacter luteus, isolada
de residuos de cervejarias, cresceu em meio contendo células de leveduras ou B-1,3 glucana

e produziu enzimas com atividade litica em leveduras. O conjunto destas enzimas €



denominado Zymolyase e requer polimeros lineares de glicose com ligagdes B-1,3 como

substrato especifico.

A Zymolyase-5000 comercial (Kirin Brewery Co., LTD.), é uma preparagao obtida
do sobrenadante do meio de cultura de Arthrobacter luteus, precipitado com sulfato de
aménio e liofilizado. A enzima responsavel pela lise de células viaveis de leveduras,
quando purificada, € capaz de lisar cerca de 700 mg (peso seco) de células de leveduras
viaveis da fermentacio alcodlica em 2 horas a 25 °C. Essa enzima hidrolisa polimeros de -
1,3-glucana especificamente liberando laminaripentaose como produto, ou seja é uma endo
B-1,3-glucanase. Na preparagio comercial podem ser encontradas outras B-1,3-glucanases

¢ também mananase, protease, fosfatase acida, etc.

Em 1972, Yamamoto & Nagasaki (citados por Yamamoto & Nagasaki, 1975)
isolaram a bactéria Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae a partir de amostras de
solo, que produzia a-1,2-mananase com atividade para manana de diferentes espécies de
Saccharomyces. A enzima hidrolisa as ligagdes a-1,2 a partir da extremidade nio redutora
liberando manose, manotriose e manotetraose. A enzima requer liga¢oes a-1,2-manosidicas
para sua acao, diferente da a-1,2-manosidase do Arthrobacter que hidrolisa liga¢des a-1,2
¢ a-1,3 de manana. A bactéria F. dominator var glucanolyticae também produz uma endo
B-1,3-glucanase capaz de lisar células de leveduras aleatoriamente liberando pequenos

oligossacarideos como substrato para sua agio (Nagasaki et al.; 1976).

Em 1976, Doi et al. descreveram a presenca de dois tipos de glucanases no
sobrenadante do meio de cultura de Arthrobacter Sp.: um tipo apresentava alta atividade
litica sobre a parede celular de levedura e outro baixa atividade litica. Nesse trabalho foi
mostrado o comportamento dos dois tipos de B-1,3-glucanases bacterianas em coluna
cromatografica Avicel. A B-1,3-glucanase com maior atividade litica foi adsorvida na

coluna enquanto que a B-1,3-glucanase com baixa atividade ndo foi adsorvida. Os autores



relataram que a adsor¢do diferencial das B-1,3-glucanases em coluna Avicel foi também

verificado para o sistema de glucanases da enzima comercial Zymolyase-5000.

Obata et al. (1976) verificaram que o sobrenadante do meio de cultura da linhagem
CK, pertencente ao género Oerskovia, exibia alta atividade litica sobre células de varias
espécies de leveduras na fase exponencial ou estaciondria de crescimento, quando a
linhagem CK foi cultivada em meio contendo células de leveduras. Ao analisar o
fracionamento cromatografico do meio de cultura contendo as enzimas liticas, verificou-se
a presenga trés tipos de B-1,3-glucanase designadas F-L, F-0 e F-2. A enzima F-L mostrou
alta atividade litica em células viaveis de leveduras mas fraca atividade para a glucana da
levedura. As enzimas F-0 e F-2 mostraram baixa ou nenhuma atividade litica, mas alta
atividade de B-1,3-glucanase. Os resultados evidenciaram que as enzimas F-0 e F-2 ndo sdo
eficientes na lise de leveduras devido a inacessibilidade espacial a camada de glucana. No
entanto, o tratamento com a enzima F-L, com solugZo alcalina ou com reagentes redutores
modificaram a célula, permitindo o acesso das enzimas F-O e F-2 & camada de glucana
possibilitando a lise da célula. Foi observado efeito sinérgico entre as B-1,3-glucanases F-L

e F-0 ou F-L e F-2 (Obata et al.; 1977).

Scott & Schekman (1980) estudaram as enzimas liticas de Oerskovia
xanthineolytica. Esta linhagem foi originariamente descrita como Arthrobacter luteus 73-14
e obtida do Dr. Yashishi Yamamoto da Companhia Kirin Brewery produtora da enzima
comercial Zymolyase. O microrganismo foi cultivado a 30 °C em meio minimo
suplementado com tiamina e biotina e contendo levedura autoclavada ou glucana de
levedura purificada como fonte de carbono. Foram detectadas atividade de -1,3-glucanase,
protease € quitinase no sobrenadante do meio de cultura. A sintese da enzima litica €
induzida tanto com levedura autoclavada como com glucana, mas a indu¢ao com a glucana
ocorreu 12 a 24 horas mais tarde. Segundo os autores, o sistema de enzimas liticas de
leveduras produzido por O. xanthineolytica consiste de uma B-1,3-glucanase ¢ de uma

protease alcalina. O sobrenadante do meio de cultura foi concentrado por dialise contra



polietilenoglicol sélido. O concentrado foi adsorvido em CM-celulose e purificado em
coluna de Bio-Gel P-150. Foram obtidas duas fracdes, uma contendo atividade litica e de
glucanase e a outra contendo somente atividade de protease alcalina. Quando as duas
fragdes foram misturadas, foi observado efeito sinérgico (2-5 vezes) na atividade litica. A
preparagdo da protease obtida comportou-se como uma tinica proteina em cromatografia em
coluna de Bio-Gel P-30, sendo também observado uma tnica banda em gel de SDS-
poliacrilamida com massa molecular de 30 kDa. A glucanase litica apresentou atividade
otima em pH 6,0 com substrato laminarina, contudo foi observada a atividade 6tima de lise
de leveduras em pH 8,0. Esta glucanase mostrou-se ativa em laminarina e glucana insoluvel
de levedura, que séo predominantemente polimeros de glicose unidas por ligagdes B-1,3. A
massa molecular da enzima glucanase litica purificada foi estimada em 55 kDa e mostrou-
se bastante estavel sendo que reteve 50% da atividade apds 3 semanas a temperatura
ambiente. Segundo os autores, a protease alcalina tem afinidade especifica por manana. A
enzima se associa 4 manana e ataca a porgao protéica da camada de mananaproteina. A
manana liberada atua como inibidora da agdo da protease. A camada de glucana, que é
responsavel pela integridade e rigidez estrutural da célula, é coberta por uma camada de
mananaproteina que deve ser degradada anteriormente pela protease para permitir a agio da

B-1,3-glucanase.

Em 1987, Andrews & Ansejo, estudaram a sintese € a regulagcdo das enzimas f-1,3-
glucanase e protease produzidas por Oerskovia xanthineolytica em cultura continua. A
linhagem foi cultivada em fermentador Bioflo C em meio contendo de 2,0 a 8,0 g/L de
glicose como fonte de carbono e 2,0 a 0,5 g/L de glucana como indutor; controlando-se o
pH em 6,8 a 29 °C. Os autores observaram que a sintese de enzimas é sujeita a repressao
catabdlica pela glicose e induzida pela glucana de levedura. Maiores atividades de B-1,3-
glucanase e protease foram obtidas na taxa de diluicdo de 0,05 e 0,15 h'. Nas taxas de
dilui¢do acima de 0,15 h™' ambas as atividades foram similares s obtidas em cultura de
batelada. Em fermentagdo continua, tanto a produtividade quanto a concentracdo das
enzimas foram aumentadas quando comparadas por fermentagio em batelada, 11 e 4,4

vezes respectivamente.



Microrganismos que lisam leveduras (YLM) foram isolados a partir de lodo ativado
de tanques de sistemas de tratamento de agua de industrias de alimentos e de bebidas
alcodlicas. Dez linhagens de YLM que puderam crescer em meio agar nutriente pertenciam

aos géneros: Streptomyces sp., Oerskovia sp. € Bacillus sp. (Yamamoto et al.; 1984).

Em 1988, Yamamoto et al., isolaram a bactéria Rarobacter faecitabidus sp. nov.
(YLM-1) capaz de lisar células de leveduras do género Saccharomyces e Hansenula. A
linhagem foi cultivada sob agitagao em meio contendo células de leveduras vidveis. Os
qutores observaram a necessidade da adicdo de composto heme, catalase, como fator para o

crescimento aerdbio no meio de cultivo.

Em 1993, Yamamoto et al., reportaram o isolamento de 50 linhagens de bactérias
capazes de lisar leveduras (Yeast Lysing Bacteria). As linhagens foram isoladas de solo,
flores e frutos no Brasil. Quarenta e seis isolados foram relacionados como pertencentes ao
género Rarobacter. As outras quatro linhagens, ndo requeriam composto heme como fator
de crescimento, sendo que duas destas foram identificadas como QOerskovia e uma como
Arthrobacter, a outra ndo foi possivel ser identificada. Os autores verificaram que a taxa de
isolamento de R. incanus no Brasil é bem maior do que no Jap3o. Entretanto, ndo foram

encontradas nenhuma relagio entre as espécies isoladas e as fontes de isolamento.

3.2. Clonagem e expressio de B-1,3-glucanases microbianas

Segundo Doi & Doi (1986), a linhagem de Arthrobacter sp. produz dois tipos de B-
1,3-glucanase extracelulares. A glucanase do tipo I hidrolisa a cadeia de glucana liberando
Jaminaripentaose; ja a glucanase II pode atacar cadeias curtas de laminaridextrinas €
converte-las a laminaribiose € glucose. Segundos os autores, O estudo comparativo das

seqiiéncias nucleotidicas dos genes dessas glucanases deve render informagdes sobre a



relagao estrutural entre as duas espécies de endo B-1,3-glucanases e levar a elucidagio da
organizagdo dos genes no genoma de Arthrobacter sp. Com esta finalidade, eles descrevem
a clonagem e expressio do gene da B-1,3-glucanase de Arthrobacter em Escherichia coli. O
fragmento de DNA contendo 8,6 Kb foi inserido no sitio de BamHI do plasmideo YRp7.
Células de E. coli HB101 transformadas com o plasmideo recombinante, foram capazes de
produzir a endo B-1,3-glucanase com o mesmo padrédo de atividade da glucanase do tipo I
de Arthrobacter sp. A proteina purificada apresentou peso molecular de 55 kDa através de
cletroforese de SDS-PAGE. Estudos de subclonagens deste gene, fizeram com que as
celulas hospedeiras produzissem moléculas defectivas de glucanase, resultando na produc¢io
de uma glucanase alterada. Essas coldnias quando crescidas em agar contendo parede
celular de levedura, produziram halos de lise, mas bem menores do que aqueles

desenvolvidos pelas colénias de £. coli do clone inicial.

Em 1991, Shen et al. discutiram sobre a presenca de mais de uma forma de B-1,3-
glucanase no sobrenadante de Arthrobacter sp. Os autores citam que enquanto todas as
formas moleculares da enzima possuem atividade sobre B-1,3-glucana (atividade de
glucanase), apenas algumas sio capazes de induzir a lise de células viaveis de leveduras
(atividade litica). Segundo os autores, nao ¢ claro se todas as glucanases s3o enzimas
nativas diferentes com diferentes especificidades ou se as glucanases deficientes em
atividade litica s3o produtos de degradag3o proteolitica de uma tnica enzima nativa
contendo ambas atividades litica e de glucanase. Os autores anteriores (Doi & Doi, 1986)
haviam clonado uma tnica forma de B-1,3-glucanase contendo ambas as atividades,
atividade de glucanase e atividade litica. Entretanto, a seqiiéncia primaria deste gene ainda
ndo estava elucidada. Desta forma, Shen et al. (1991) descreveram a seqiiéncia primaria do
gene da B-1,3-glucanase de Qerskovia xanthineolytica, sua expressao em Escherichia coli e
a purificagdo. Um fragmento de DNA contendo 2,7 Kb proveniente de Oerskovia
xanthineolytica contendo o gene da endo B-1,3-glucanase foi isolado e sua seqiiéncia
nucleotidica foi completamente determinada. A purificagdo da enzima nativa matura e o
subseqiiente seqiienciamento da sua regido N-terminal, definiram o gene dentro de um

quadro aberto de leitura (ORF) que potencialmente codifica uma proteina de 548

10



aminodcidos. Os autores expressaram a enzima em E. coli sobre 0 controle do promotor
LacUV5 e mostraram que o produto foi excretado no periplasma como uma enzima matura
com 0 mesmo peso molecular da proteina nativa, que ¢ de cerca de 57 kDa em gel de
eletroforese SDS-PAGE. Sua atividade litica e de glucanase foram idénticas a da original.
Entretanto, a deleco da regido que codifica 117 aminoacidos da enzima e que contém a
parte rica em cisteina do carboxil terminal da proteina, aboliu a atividade litica mas nao
interferiu significativamente na atividade de glucanase da proteina. A auséncia da atividade
litica nas proteinas truncadas serviram de suporte indireto para a hipétese prévia sugerida
pelos autores, que espécies de glucanases obtidas do sobrenadante da cultura de
Arthrobacter contendo pouca ou nenhuma atividade litica foram derivadas das enzimas

nativas submetidas a clivagem proteolitica.

Em 1994, Saeki et al. descreveram a purificacao € caracteriza¢do da B-1,3-glucanase
litica de Oerskovia xanthineolytica TK-1. A linhagem foi cultivada em meio minimo
contendo glucana de levedura como fonte de carbono. O sobrenadante do meio de cultura
foi purificado através de cromatografia em resina de DEAE-Sephacel, DEAE-Toyopearl
650M e Bio Gel P-2. O peso molecular da B-1,3-glucanase litica foi estimado em cerca de
40 kDa e a enzima pura apresentou atividade de glucanase e atividade litica, no precisando
de um segundo componente litico, ou seja da protease alcalina. Entretanto, a seqiiéncia de
aminoacidos N-terminal desta enzima nao mostra nenhuma homologia com a f-1,3-

glucanase relatada do mesmo género.

Ferrer et al. (1996a), descreveram a clonagem molecular do gene de B-1,3-glucanase
litica de QOerskovia xanthineolytica LLG109. Essa endo B-1,3-glucanase do tipo II (Pglll)
foi purificada e caracterizada por Parrado et al. (1996) como estavel a temperaturas
elevadas, apresentando temperatura 6tima de atividade, em substrato laminarina, a 65 *C.
Seu peso molecular foi estimado em 31.000 Da em gel de eletroforese de SDS-PAGE e em
27.195,6 + 1,3 Da através de espectrofotometria de massa. Essa enzima € uma glucanase

com baixa atividade litica sobre células de leveduras. A segiiéncia nucleotidica deste gene
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foi elucidado e o gene clonado e expressado em Bacillus subtilis (Ferrer et al., 1996b). A
enzima Bglll ndo apresentou o dominio de ligag3o para manana ou glucana como o
encontrado em f-1,3-glucanase com alta atividade litica sobre células de leveduras. Os
autores descrevem que o alinhamento da seqliéncia deste gene com o da f-1,3-glucanase
com alta atividade litica, ou seja do tipo I de Qerskovia xanthineolytica ATCC21606 com
cerca de 57 kDa, revelou apenas 21,9% de identidade. Também a regido N-terminal da
Belll e da enzima de 40 kDa da linhagem TK-1 (descrita por Saeki et al. em 1994) nao
mostraram nenhuma similaridade significativa com nenhuma regido desta f3-1,3-glucanase
de cerca de 57 kDa de Oerskovia xanthineolytica ATCC21606.

Shene et al. (1999), estudaram a produgdo da B-1,3-glucanase recombinante,
clonada e expressada anteriormente em Bacillus subtilis por Ferrer et al. em 1996, em
fermentagcdo em batelada e em batelada alimentada. Os autores estudaram o efeito de
diferentes nutrientes na sintese da endo B-1,3-glucanase. O Bacillus subtilis ToC46 havia
sido selecionado para a construcio do sistema de expressdo de glucanase por ser uma
linhagem de B. subtilis que apresenta menor atividade de protease quando comparado com
as outras ja estudadas. Como havia descrito anteriormente, a protease pode causar perdas na
atividade da glucanase devido a clivagem proteolitica da glucanase matura ativa no meio de
cultura. Os dados experimentais foram usados para encontrar um modelo matematico para o
sistema. O resultado mostrou que, pela €Xpressao matematica, a taxa de sintese da enzima
recombinante ¢ inversamente proporcional 3 concentracdo de glicose, a qual é a fonte de
carbono limitante ao crescimento. Os autores demonstram que a atividade final da enzima
recombinante obtida em batelada alimentada pode ser aumentada em até 10 vezes
comparando-se com a atividade obtida ao final da fermentagio em batelada. A atividade de

protease ndo mostrou nenhuma mudanga significativa dentro das condigdes testadas.

Salazar et al. (1999), estudaram a clonagem e expressio de uma B-1,3-glucanase de
Oerskovia xanthineolytica em Escherichia coli. Essa endo B-1,3-glucanase do tipo II (BglII)

ja havia sido caracterizada e purificada por Parrado et al.em 1996 e o seu gene sequenciado
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por Ferrer et al. (1996b). Entretanto, Salazar et al. citam que os autores anteriores nao
conseguiram a expressao dessa enzima em E. coli. Desta forma, neste trabalho, os autores
reportam a clonagem do gene Bglll de O. xanthineolytica em E. coli usando um vetor de
expressao e secre¢ao, o pET20b(+) da Novagen. O plasmideo recombinante, contendo a
seqiiéncia que codifica para a proteina matura, foi inserido em células competentes de E.
coli BL21 e a indugdo da expresséo da enzima foi feita em meio suplementado com 1mM
de isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). Os resultados mostraram que 2 enzima fol
expressa, entretanto, ficou retida principalmente na fragao periplasmatica da célula de E.

coli.

Posteriormente, em 2001, os mesmo autores descreveram um sistema de expressao
mais eficiente. O sistema foi projetado para produzir a enzima BglIl recombinante com 6
peptideos de histidina fundidos a regido carboxi terminal da proteina. Com isto, 0 nivel de
expressao foi otimizado, obtendo-se 30% do total de proteina produzida pela E. coli como
sendo a endo P-1,3-glucanase. Cerca de 75% dessa enzima foi excretada no meio de
cultura. A proteina recombinante de 43 kDa foi purificada e suas caracteristicas moleculares
e bioquimicas foram estudadas, mostrando que ndo houve nenhuma diferenca funcional

importante em relagao a enzima PglII de O. xanthineolytica (Salazar et al., 2001).

Zverlov & Velikodvorskaya (1990), descreveram a clonagem do gene de
laminarinase termoestavel de Clostridium thermocellum em Escherichia coli. Os autores
clonaram um fragmento de DNA com 1,9 Kb o qual codifica a laminarinase (EC 3.2.1.39).
Essa enzima é capaz de hidrolisar ligagdes p-1,3-glucana. A enzima apresenta atividade
6tima em pH 8,5 e a 70 °C. O peso molecular dessa enzima foi estimado através de

eletroforese de SDS-PAGE em 32 kDa.

Nagata et al. (1990), descreveram a clonagem e expressdo do gene da endo-B-1,3-
glucanase de Flavobacterium dormitator em Escherichia coli. O gene desta enzima foi

clonado em E. coli C600 usando como vetor o plasmideo pBR322. As células de E. coli

13



contendo o plasmideo recombinante PKUBGI (8,2 Kb), mostraram alta atividade de B-1,3-
glucanase e atividade litica sobre células viaveis de leveduras. Estas atividades foram

encontradas no espago periplasmatico das c€lulas clonadas.

Aono et al. (1992), clonaram e €Xpressaram o gene que codifica a B-1,3-glucanase
de Bacillus circulans IAM]1 165, a qual possui peso molecular de 87 kDa, em Escherichia
coli K-12. O gene da B-1,3-glucanase estava em um fragmento de 2,6 Kb entre os sitios das
enzimas de restrigio EcoRI-Smal. A atividade enzimatica foi encontrada principalmente na

frado periplasmatica das células de E. coli que continham o gene.

Nakabayashi et al. (1998), estudaram a estrutura do gene que codifica a B-1,3-
glucanase de Streptomyces matensis DIC-108. Essa enzima extracelular, designada como
LPHase, ¢ capaz de hidrolisar o polimero de B-1,3-glucana produzindo laminaripentaose
como produto. Essa enzima foi parcialmente purificada e sua seqiiencia N-terminal
determinada. O gene para LPHase (Iph) foi seqiienciado. O gene contém um quadro aberto
de leitura (ORF) de 1203 pb o qual codifica um polipeptideo de 401 aminoacidos. A por¢do
da proteina matura apresenta similaridade significativa com a seqiiéncia dos dominios
cataliticos das B-1,3-glucanase de Oerskovia xanthineolytica e Arthrobacter sp. linhagem
YCWD3. Como Ipk nio foi €Xpresso inicialmente em E. coli, a regido codificadora foi
amplificada por PCR (polimerase em cadeia) e ligados em um plasmideo de expressio
PKK233-2. Células de E coli JM109 contendo o plasmideo recombinante pKK-Iph

produziram a B-1,3-glucanase idéntica a glucanase produzida pela S. matensis DIC-108.

Sullivan e colaboradores, tém estudado a clonagem e o seqiienciamento do gene que
codifica a exo B-1,3-glucanase de Candida albicans ATCC10261, bem como estudos de
€xpressao genética. Nesses estudos, a enzima purificada até a homogeneidade, foi
sequenciada e os primers utilizados no seqlienciamento do gene foram sintetizados a partir

da seqiiéncia deduzida da regido N-terminal da proteina. Foi produzido anti-soro para
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exoglucanase ¢ através da técnica de Western blot comparou-se essa enzima com
glucanases de outros microrganismos. No estudo da estrutura da proteina, nio foi
encontrado nenhum sitio de N-glicosilagao na seqiiéncia. Tambem foi monitorado a
expressio do mRNA transcrito detectado através de Northern blot (Chambers et al., 1993
a). Prosseguindo os estudos, 0 possivel sitio ativo da exop-1,3-glucanase foi identificado.
Através da mutagdo sitio dirigida da regido do gene correspondente ao residuo de acido
glutamico (E 230), a atividade enzimatica decresceu cerca de 15000 vezes, sugerindo que 0
acido glutamico da seqiiéncia conservada NEP (asparagina, acido glutamico e prolina), ¢
um importante sitio catalitico em vérias celulases (Chambers et al., 1993 b; Mackenzi et al.,

1997).

Em 1998, Haapalainen et al., estudaram a construgdo de um vetor Integrativo para
possibilitar uma transformagao estavel e a expressao do gene da pB-1,3-glucanase em
Clavibacter xyli subsp. cynodontis. Essa bactéria gram negativa € capaz de colonizar o
tecido, xilema, de varias plantas causando apenas um sintoma minimo de doenga nas
mesmas. Os autores decidiram clonar o gene da endo B-1,3-glucanase com a finalidade
dessa bactéria recombinante ser usada como protegdo biolégica das plantas contra fungos
patogénicos. Para isto, foi construido um vetor integrativo capaz de carrear genes externos
para um elemento repetitivo no cromossoma de C. xyli subsp. cynodontis. Usando esse
vetor, 0s autores transformaram C. xyli subsp. cynodontis com 0 gene da enzima
endoglucanase termoestavel de Clostridium thermocellum, proveniente da E. coli
recombinante obtida por Zverlov & Velikodvorskaya em 1990. O gene desta glucanase foi
introduzido sob o controle de um promotor forte, previamente isolado do genoma de C. xyli
subsp. cynodontis. A bactéria transformante expressou eficientemente a glucanase ativa,
secretando-a no meio de cultura. Os autores concluiram que este vetor integrativo tem a
vantagem de se manter de forma estavel no cromossomo € que as transformagdes podem ser

mantidas sem o uso de sele¢ao por antibioticos.
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Bang et al. (1999), descreveram a clonagem e a caracteriza¢do de uma endo B-
1,3(4)-glucanase de Phaffia rhodozyma CBS 6938. Os autores construiram uma biblioteca
de cDNA, a partir do mRNAs 1solados da levedura crescida em meio complexo apds 2 dias
(tempo no qual houve maior produgdo de glucanase, monitorando-se o sobrenadante do
meio de cultura). Aliquotas da biblioteca de ¢cDNA foram transformadas em células de
Saccharomyces cerevisige. Dentre 3500 colénias obtidas, apenas 4 transformantes
apresentaram atividade de B-glucanase. A analise da seqiiéncia de nucleotideos revelaram
que todas as 4 transformantes continham o mesmo inserto de cDNA de 1,7 kb. Os clones
foram identificados em placas contendo AZCL-B-glucana (contendo ligagdes B-1,3 e B-
1,4). Pela a analise do gene, verificou-se um quadro aberto de leitura (ORF) de 1275 pares
de bases, comegando com o codon de iniciagdo, ATG, na Posi¢do 239 e terminando com o
codon de terminagio, TAG, na posicio 1513 predizendo desta forma um polipeptideo de
424 residuos e massa molecular calculada em 45 kDa. Os autores também verificaram um
aparente peptideo sinal de 22 aminodacidos, devido ao sinal tipico de clivagem entre a Ala-
22 e Gly-23, mostrando uma proteina matura de massa molecular estimada em 43 kDa.
Através da analise da seqliéncia de aminoacidos dessa enzima, feita em banco de dados,
verificou-se que essa nio apresenta nenhuma homologia com outras B-glucanases, exceto
com aendo B-1,3(4)-glucanase de Cochiobolus carbonum. Esta homologia foi de apenas

36% de identidade e foi encontrada apenas na regido C-terminal da enzima.

Giczey et al. (2001), descreveram a clonagem e a caracterizacdo do gene cmgl, o
qual codifica a exo B-1,3-glucanase de Coniothyrium minitans. Este microrganismo é um
micoparasita, capaz de penetrar através da parede celular de Scleroria sclerotiorum, a qual
contém B-1,3-glucana como seu principal constituinte. Os autores usaram uma estratégia de
clonagem baseada no produto da reagio de PCR (reacdo de polimerase em cadeia),
marcado, para identificar o gene de interesse a partir da biblioteca de cDNA do fungo. O
gene, emgl, foi inserido em células competentes de Saccharomyces cerevisiae INVSel.
Resultados da anélise do gene sequenciado mostraram que a massa molecular calculada
para a proteina matura deduzida foi de 83.346 Da. A analise da proteina deduzida CMGl1,

produto do gene cmgl, revelou 61, 42 € 41% de similaridade com as enzimas EXGA (de 4.
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quisqualis), LAM1.3 (de T. harzianum) e EXGI1 (de C. carbonum) respectivamente. Todas
essas trés enzimas s3o exo B-1,3-glucanases fiungicas. A comparagio da seqiiéncia da
CMGI1 com a seqiiéncia da BGN13.1 (de 7. harzianum), a tinica endo B-1,3-glucanase
clonada de fungo, mostrou baixa homologia (apenas 27%). Indicando, desta forma, que a

CMG1 esta mais intimamente relacionada com glucanases que atuam como exoenzimas.

3.3. Aplicacdo das enzimas que lisam a parede celular de leveduras

A lise enzimatica da parede celular de leveduras € um processo atrativo. Esse € um
método suave de ruptura das c€lulas, o qual pode ser usado para a liberagao de compostos
intracelulares biologicamente ativos como enzimas e proteinas clonadas (Asenjo et al.,
1985), também como uma ferramenta essencial para a fusdo de células, transformagio e

engenharia genética de leveduras (Kitamura, 1982).

Segundo descrito por Liu et al. (1988), a ruptura enzimatica de células microbianas
¢ um processo interessante pois possui varias aplicagdes: a) recuperacdo de proteinas
recombinantes como enzimas € hormdnios; b) preparacdo de biopolimeros funcionais da
parede celular de leveduras como carboidratos para serem usados como espessantes.
Segundo os autores, o sistema litico apresenta vantagens sobre o processo de ruptura
mecénica, pois minimiza o superaquecimento localizado e o estresse causado pelo processo
mecanico nas células de leveduras. O tratamento enzimatico € um processo mais brando,

onde as enzimas atacam os produtos sem danifica-los.

Théodore & Panda (1999), citam que a [-1,3-glucanase ¢ uma enzima litica
importante, a qual tem sido usada para diferenciar taxonomicamente as espécies de
leveduras e também para a elucidagdo da parede celular de fungos e da estrutura da f-1,3-
glucana. Essa enzima também tem sido usada como agente de biocontrole contra fungos

fitopatogénicos.
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Kaneko et al. (1973) estudaram a susceptibilidade de diferentes leveduras as
enzimas liticas de Arthrobacter luteus. Os autores relataram que o estagio de crescimento,
condi¢des de cultivo e tratamento da levedura influenciam a susceptibilidade das células &
lise enzimatica. A susceptibilidade de células viaveis de S. carisbergensis KI 4055 de
cultura estacionaria em meio extrato de malte permaneceu alta durante todo o periodo de
cultivo enquanto que a susceptibilidade de células de culturas agitadas diminuiu
consideravelmente. A susceptibilidade das células de S. carlsbergensis K1 4055 € Candida
lipolytica K10048 foi baixa apds tratamento térmico em banho-maria por 10 minutos em
ebulicdo. Foi observado que agentes redutores como 2-mercaptoetanol, cisteina-HCI,
tioglicolato de sddio, ditiotreitol e sulfito de sddio, aumentaram ligeiramente a

susceptibilidade de células viaveis e células tratadas termicamente 2 lise enzimatica.

Fujino et al. (1974) descreveram a preparacdo de extrato de levedura utilizando
enzimas liticas de Arthrobacter luteus. A levedura prensada foi tratada com as enzimas
liticas por 4,5 horas a 30 °C. Em seguida a amostra foi incubada a 45 °C por 11,5 horas para
a autdlise final. O extrato de levedura obtido mostrou bom balan¢o de aminoacidos exceto
aminoacidos sulfurados. O extrato de levedura obtido como descrito acima apresentou

melhores resultados para cultivo de Lactobacillus arabinosus e Streptococcus faecalis.

A aplicagdo de enzimas liticas do Basidiomycete aphyllophoroles na produgio de
extrato de levedura foi descrita por Ryan & Ward (1988). O extrato de levedura ¢ um
agente flavorizante usado na industria de alimentos e também como fonte de vitaminas e
outros nutrientes em alimentos funcionais e meios de cultivo de microrganismos. O
processo mais usado para a produ¢do de extrato de levedura envolve plasmolise preliminar
ou estagio de rompimento seguido por autélise da levedura, um processo de digestdo que
envolve as enzimas da propria levedura. Entretanto, a aplicagido de B-1,3-glucanase liticas
na produgdo de extrato de levedura tem sido estudada visando o aumento do rendimento do

extrato uma vez que grande quantidade de produto residual € produzido.
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Outra possivel aplicagdo das enzimas liticas estd na extragio de pigmentos da
levedura Phaffia rhodozyma. Esse pigmento vermelho é uma fonte potencial de dieta de
astaxantina usado em ragdo de aves domésticas € salm3do. Okagbue & Lewis (1983)
estudaram a produgdo de enzimas liticas de Bacillus circulans WL-12 e a produgdo de

pigmento astaxantina pela levedura Phaffia em cultura mista.

Virios estudos utilizam enzimas liticas para a obtengao de protoplastos. Gunge &
Sakaguchi (1981) estudaram a transferéncia intergenérica do plasmideo responsavel pelo
fenétipo “killer” de Kluyveromyces lactis em células de Saccharomyces cerevisiae atraveés
de fusdo. Os autores utilizaram a enzima Zymolyase (Kirin Brewery Co) na suspensao de
células para formar protoplastos. Assim a célula de S. cerevisiae que recebeu o plasmideo
expressou o mesmo fenotipo “killer” do doador K. lactis e se tornou resistente a esta toxina

“killer”.

Crumplen et al. (1990), utilizaram a técnica de fusdo de protoplastos para aumentar
a osmotolerancia de leveduras. Os protoplastos de varias espécies de leveduras do género
de Saccharomyces foram obtidos utilizando-se enzima litica 0,01% glusulase (Dupont
Pharmaceuticals). Os produtos de fusao foram comparados quanto a sua osmotolerancia
com os parentais. Os produtos de fusdo apresentaram maior rendimento fermentativo em
meios contendo maior porcentagem de agucares. De forma que a fusdo de esferoplastos
mostra ser uma ferramenta disponivel para a obtengao de novas linhagens de leveduras com

maiores caracteristicas fermentativas.

Sulo et al. (1992), construiram através de fusio de protoplastos, uma linhagem
industrial de levedura para vinho com caracteristicas “killer”. Os autores utilizaram as
enzimas liticas de Helix pomatia para a obtencio dos protoplastos. A linhagem de S.
cerevisiae com caracteristica “’killer” mostrou maior competitividade do que a parental. Em

1995, Javadekar et al, estudaram a construgdo de leveduras industriais altamente
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floculantes e com caracteristica “killer” por meio de fusdo de protoplastos utilizando as

enzimas liticas da Novozyme 234.

Huang et al. (1991) descreveram um método para a separagdo diferencial de
bioprodutos de células de leveduras. O método utiliza uma combinagio de agentes fisicos,
quimicos e biolégicos com enzimas liticas de Oerskovia xanthineolytica, suportes
osméticos e estabilizantes de esferoplastos. Usando esta técnica produtos como enzimas e
outras proteinas podem ser liberadas de locais especificos das células em diferentes estagios
do processo. As proteinas associadas com a parede sdo liberadas primeiro e a enzima litica
€ removida junto com as proteinas da parede neste estdgio. Em segundo lugar, os produtos
do citosol séo liberados por um tratamento suave durante o qual as organelas permanecem
intactas. Finalmente as proteinas especificas sdo liberadas enquanto outras sio mantidas no
interior de diferentes compartimentos celulares. Os autores relataram que o método pode ser
utilizado com concentragoes relativamente altas de leveduras (até 145 g de peso seco/L).
Esse método possibilita maior recuperagdo de produtos e bem maior seletividade

comparando-se ao método de ruptura mecénica.

Nobel et al. (2000), utilizaram a enzima litica comercial Zymolyase como agente de
enfraquecimento da parede celular de leveduras. Este trabalho teve como intuito desvendar
a via metabolica, de leveduras, essencial para a manuten¢do da integridade da célula. Os
resultados indicaram que o enfraquecimento da parede celular, ativa a via SIt2/Mpk1 MAP
quinase a qual resulta em mudangas compensatdrias na estrutura da parede de levedura.
Essa alteragao da parede celular, demonstra um aumento na termotolerancia e resisténcia a
glucanases pelas células, e reflete como as células dependem do mecanismo compensatério
frente ao estresse do meio. Pavia et al. (2001), usaram a enzima Zymolyase para a digestio
da parede celular da levedura Candida albicans no estudo de secre¢do, interagio e do

mecanismo de incorporacio de dois antigenos O-glicosilados da parede celular de levedura.
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Becerra et al. (2001), estudaram novas estratégias de secregdo da enzima PB-
galactosidase de Kluyveromyces lactis. Essa enzima, também denominada como lactase,
hidrolisa a lactose em glicose e galactose e tem importante utilizacio na industria de
alimentos prevenindo a cristalizagdo da lactose € aumentando o poder adogante. Essa
enzima, entretanto, nao ¢ normalmente excretada no meio de cultura, o que dificulta o
processo de sua recuperagdo. Os autores examinaram varias estratégias para conseguir
excretar essa enzima no meio de cultura. Para este estudo, os autores construiram
plasmideos recombinantes contendo o gene que codifica para a enzima [-galactosidase
fundido com sinal de secre¢do de toxina “killer” de K. /actis ou com o sinal de secre¢ao do
fator oo de Saccharomyces cerevisiae. Para avaliar o local de secrecdo da enzima f-
galactosidase, os autores utilizaram a enzima litica comercial Lyticase (de Arthrobacter
luteus; Sigma Chemical) no fracionamento celular. Células de K. /actis foram tratadas com
a enzima litica e a atividade de [B-galactosidase pdde assim ser medida nas fragoes

periplasmatica, citoplasmatica e nos residuos de parede celular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismo

A linhagem Cellulomonas cartae 191, selecionada previamente (Ferro et al., 1997)
como melhor produtora de f-1,3-glucanase entre seis linhagens de bactérias que lisam a

parede celular de leveduras vidveis, foi escolhida para este estudo.

4.2. Plasmideo e célula competente

Na clonagem do gene de B-1,3-glucanase de C. cartae 191, foi usado o plasmideo
pBluescript II KS (Stratagene, EUA) (Figura 2). As células da bactéria Escherichia coli

DHS5a foram utilizadas como células competentes.

Nael 131

Ssp 442
Sspl28s0 Sspl19

Xmn| 2645

Seal 2528
Pvu | 500

Pvul 2416 Pyl 529

BssH 11 19

@B\ — Sacl 657 A
pBluescript® Il KS (+/-) @, s i
2961 bp BssH 11 792 1
Pvu il 977

Aff Il 1153

Figura 1 — Plasmideo pBluescript IT KS.
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4.3. Meios de cultivo dos microrganismos

4.3.1. Meio de isolamento

K,HPO,

NH, H,PO,
MgSO,.7H,0

Agar

Agua deionizada gsp

0,57 ¢
0,12 ¢
0,02¢g
1,50 g
100 mL

4.3.2. Meio TYM (meio de manutencio)

Triptona

Extrato de malte

Extrato de levedura
K,HPO,

NH,H,PO,

MgSO,.7H,0

Agar

Parede celular de levedura
Agua deionizada gsp

0,50¢g
0,30 g
0,30 g
0,60 g
0,12 g
0,03 ¢g
2,00 g
1,00 g
100 mL

4.3.3. Meio Scott, S.H. & Schekman, R. (1980) (meio de crescimento)

KH,PO,

(NH,),S0,

KOH

MgSO0,.7H,0

Fe, (SO,),.6H,0
Tiamina

Biotina

Fonte de carbono
Agua deionizada gsp

1,36 g
0,20 g
042 ¢
0,02 ¢
0,0001 g
0,0001 g
0,0001 g
1,00 g
100 mL

4.3.4. Meio Scott & Schekman modificado

(NH,),SO,
MeSO,.7H,0

Parede celular de levedura

0,20 g
0,02 ¢g
1,00 g

Tamp3o fosfato de sédio, 0,2M pH 7,5 gsp 100 mL
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4.3.5. Meio YPD

Extrato de levedura 1,00 g
Peptona 2,00 g
Glicose 2,00¢g
Agua deionizada gsp 100 mL

4.3.6. Meio LB

Triptona 1,2¢g
Extrato de levedura 24¢
Glicerol 0,4 mL
Tampao fosfato* 10 mL
Agua deionizada gsp 100 mL

* T. fosfato de potassio, 1M, pH 7,5

4.3.7. Meio SOB

“igar 15¢g
Triptona 20¢g
Extrato de levedura 0,5¢g
NaCl 0,05¢g
KCl 250mM 1 mL
MgSO, 2M 1 mL
Agua deionizada qsp 100 mL

Adicionou-se ampicilina ao meio ap6s autoclavado, na concentragio de 100 pug/mlL.

4.4. Preparacio da parede celular de levedura obtida por rompimento mecanico

A parede celular de levedura foi usada como indutor da produgio da enzima litica. A
preparacdo da parede celular de levedura foi obtida por rompimento mecanico por Dyno

Mill como descrito por Cérdoba, 1996.

Uma amostra de 2 Kg de levedura comercial Fleischman foi suspensa em 8 L de

agua destilada resfriada a 5 °C. A suspens@o de levedura foi submetida a tratamento em
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Dyno Mill com fluxo de 80 mL/minuto a 2.500 rpm e pérolas de vidro de 0,02-0,05 mm.
Apbds o tratamento, a suspensdo de massa celular lisada mecanicamente foi centrifugada a
10.000 rpm a 5 °C por 15 minutos. O precipitado foi lavado com 4gua destilada a 5 °C e

liofilizado.

4.5. Métodos de determinacio

4.5.1. Determinacio da atividade da enzima (3-1,3-glucanase

A atividade de PB-1,3-glucanase foi determinada utilizando laminarina como
substrato como descrito por Saeki et al. (1994). A mistura de 0,25 mL de solugéo 1% de
laminarina de Laminaria digitata em tampdo acetato de sodio 0,1M, pH 5,5 € 0,25 mL de
solugio de enzima foi incubada a 55 °C por 30 min. A reagdo foi paralisada por
aquecimento a 100 °C por 3 min. Os agiicares redutores foram determinados pelo Método
de Somogyi-Nelson utilizando-se glicose como padrdo. Uma unidade de atividade
enzimatica foi expressa como a quantidade de enzima capaz de liberar um pmol de agtcar

redutor, equivalente a glicose, por minuto.

4.5.2. Determinacio da atividade de liticase

A atividade litica foi determinada utilizando-se células de Saccharomyces cerevisiae
2180a. As células de S. cerevisiae foram crescidas em agitador rotatério a 200 rpm, 28 °C
por 24 horas em 10 mL de meio YPD liquido (descrito no item 4.3.5.). As células foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos a 5 °C e ressuspendidas em tampao fosfato
0,05 M, pH 7,5 até obter-se DO a 600 nm em torno de 1,2. A mistura de 1,5 mL de
suspensio celular, 5 pl de B-mercaptoetanol para concentragdo final de 0,04 M ¢ 0,5 mL da
solugdo enzimatica (sobrenadante do meio de cultura) foi incubada a 30 °C por 30 minutos.
Apbs incubagdo, a mistura de reagdo foi agitada e a densidade otica determinada a 600 nm.

Preparou-se tubo Branco substituindo-se 0,5 mL da solugdo enzimatica por 0,5 mL de
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tamp@o fosfato 0,05 M, pH 7,5 na mistura de reagio. Uma unidade de atividade litica foi
expressa como a quantidade de enzima capaz de produzir 10 % de diminui¢io da DO inicial

em 30 minutos.

4.5.3. Dosagem de proteina — Método de BCA

A concentragao de proteina foi determinada pelo método de BCA utilizando-se
solugao Img/mL de soro albumina bovina como padrio conforme descrito por Smith et al.
(1985). O reagente de BCA foi preparado pela mistura de reagente A e B na propor¢ao de
50:1 (v/v). O reagente A foi constituido de 1% de BCA (bicinchoninic acid), 2% de
Na,CO,.H,0, 0,16% de tartarato de sodio, 0,4% de hidréxido de sédio e 0,95% de
bicarbonato de sédio. O reagente B foi constituido de 4% de CuSO,.5H,0. A mistura de 10
ul de amostra e 200 pl de reagente de BCA foi incubada a 37 °C por 30 minutos. As
amostras foram resfriadas até temperatura ambiente e a medida de absorbancia determinada

a 540 nm em “Microtitre Plate Easyreader”.

4.5.4. Determinacio do crescimento celular

O crescimento do microrganismo foi determinado pela medida da absorbancia da

suspensao celular a 660 nm como descrito por Ueda & Nanri, 1967 e Ferro, 2002.

4.6. Efeito inibitorio da linhagem Cellulomonas cartae 191 sobre fungos

Inicialmente, foi avaliada a a¢@o da linhagem 191 em fungos superiores. Alguns
fungos causadores de doengas em citros foram testados. Os fungos testados foram
Penicillium italicum, Penicillium digitatum e Geotrichum sp. Cada placa, contendo o meio

de isolamento, foi submetida a uma aspersdo de um dos trés tipos de esporos fiingicos (10*
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esporos por mL) através de nebulizador asséptico. A linhagem C. cartae 191 foi estriada em

cada placa com uma al¢a e as placas foram incubédas em estufa a 30°C.

4.7. Producio da enzima [3-1,3-glucanase pela linhagem Cellulomonas cartae 191

4.7.1. Producio da enzima p-1,3-glucanase utilizando-se diferentes indutores

A produgio da B-1,3-glucanase pela linhagem C. cartae 191 foi testada utilizando-
se 1% de parede celular de leveduras obtida por rompimento mecanico com Dyno Mill
(Cordoba, 1996), 1% de glucana de levedura insolivel em meio alcalino (Manners et al.,
1973), 1% de levedura autoclavada (Scott & Schekman, 1980) ou 1% de levedura seca

(Instant yeast) e 0,5% de glicose.

Fermentagdo em frascos Erlenmeyer

A cultura de 24 horas da linhagem 191 em tubo inclinado de agar TYM, foi
inoculada em frascos Erlenmeyer de 50 mL em duplicatas contendo 10 mL do meio de
cultivo descrito por Scott & Schekman (1980) contendo diferentes indutores de enzimas
liticas ja citados. Os frascos foram incubados com agitagdo de 150 rpm a 30°C. Apds
incubagdo por 48 horas, o sobrenadante foi separado por centrifugacdo a 10.000 rpm
durante 10 minutos a 5 °C, ¢ a atividade de B-1,3-glucanase foi determinada como descrito

anteriormente.

4.7.2. Producio da B-1,3-glucanase em frascos agitados

A cinética de producao de B-1,3-glucanase pela linhagem C. cartae 191 fo1 testada
em meio de cultivo descrito por Scott & Schekman (1980) contendo 1% de parede celular

de levedura em frascos agitados.
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Preparagdo do pré inéculo
A cultura de 24 horas da linhagem de C. cartae 191, em tubo inclinado de agar
TYM, foi inoculada em frasco de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de

cultivo contendo 1% de parede celular de levedura. O frasco foi incubado a 150 rpm por 24

horas a 30 °C.

Crescimento e produgdo da enzima litica em agitador rotatorio

A fermentacdo foi realizada em frascos de 50 mL contendo 10 mL de meio de
cultivo. Em cada frasco foi adicionado 1 mL do pré-indculo preparado como descrito
acima. Os frascos foram incubados a 150 rpm, 30 °C e duplicatas foram analisadas apés 3,
6,9, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 72 e 96 horas de crescimento. A atividade de 3-1,3-glucanase e
a massa celular foram determinadas de acordo com os itens 4.5.1. € 4.5.4. O pH do meio de

cultura fermentado também foi monitorado em todos os tempos.

4.7.3. Modificacio do meio de cultivo descrito por Scott & Schekman para a

producao da (3-1,3-glucanase

O efeito das vitaminas biotina e tiamina e do sulfato férrico no meio de cultivo
descrito por Scott & Schekman (1980) citado no item 4.3.3., foi avaliado na producgio da
enzima B-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae 191. Testou-se 1) meio de cultivo descrito
por Scott & Schekman contendo todos os componentes exceto as vitaminas biotina e
tiamina; 2) meio de cultivo descrito por Scott & Schekman contendo todos os componentes
exceto o sulfato férrico e 3) meio de cultivo descrito por Scott & Schekman contendo todos
os componentes mas trocando-se os compostos KH,PO, e KOH por tampao fosfato de

sodio 0,2M pH 7,5.

A fermentagio foi realizada em frascos de 50 mL contendo 10 mL de cada meio de

cultivo (1 ou 2 ou 3), usando-se o meio de cultivo descrito por Scott & Schekman completo
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como controle (4). Os frascos foram incubados a 150 rpm, 30 °C e duplicatas analisadas

apos 24 horas de crescimento.

4.7.4. Efeito da concentra¢io de indutor, pH e agita¢cio na producio da B-1,3-

glucanase

A produgdo da enzima litica B-1,3-glucanase em agitador rotatério foi testada
utilizando-se planejamento experimental. O tipo de planejamento escolhido foi o
planejamento fatorial de dois niveis (Box et al., 1978 citado por Neto et al., 1995). Este
planejamento consiste na sele¢do de dois niveis para cada variavel de entrada (variavel
independente) e na execugdo de experimentos para todas as possiveis combinacdes. Este
tipo de planejamento € de grande utilidade em investigagdes preliminares, quando se deseja
saber se certos fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta. O planejamento consistiu de
2° ensaios diferentes. Este é o numero minimo para se ter um planejamento fatorial
completo. Foram acrescentados mais ensaios, que s3o as repeti¢des para o calculo do erro
experimental. As varidveis independentes e seus niveis neste estudo foram: concentracio de

indutor (0,15-1,85%); pH (2,6-9,4) e agitagdo (60-240 rpm) (Tabela 1).

Tabela 1 - Variaveis independentes e seus niveis:

Varidveis independentes - -1 0 +1 +a

% de indutor

(parede celular de levedura) 0,15 0,5 1,0 1,5 1,85

Agitacéo (rpm) 60 100 150 200 240

pH inicial 2,6 4,0 6,0 8,0 9.4
onde o =1,68

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio de
cultivo Scott & Schekman modificado descrito no item 4.3.4., usando-se, entretanto,

solugdes tampao de diferentes valores de pH. Foram usados tampao citrato-fosfato pH 2,6 e
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pH 4,0, tampao fosfato pH 6,0 e pH 8,0 e tampdo borato de sédio pH 9.4. A resposta a ser
estudada (variavel dependente) foi a produgdo da B-1,3-glucanase apés 24 horas de
fermentaco a 30°C. A atividade de B-1,3-glucanase foi determinada como descrito no item
4.5.1. Os dados foram analisados através do programa STATISTICA (versio 5.0) usando-

se a op¢do Planejamento experimental.

4.8. Purificacido da 3-1,3-glucanase litica

4.8.1. Escolha da resina para a purifica¢ao da -1,3-glucanase

Inicialmente, foram desenvolvidos testes para selecionar o pH e o tipo de resina de
troca idnica a serem utilizados na purificagdo da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191.
Testaram-se as resinas DEAE-Sepharose ¢ CM-Sepharose equilibradas em diferentes

valores de pH, usando-se o teste em tubo como descrito a seguir.

Teste em tubo: foram preparados solugdes tampZo acetato na concentragdo 0,01M
nos seguintes valores de pH 4,5; 5,0; 5.,5; 6,0; 6,5. Foram adicionados 0,5 mL de resina
Sepharose, CM ou DEAE, em tubos eppendorfs e cada gel foi lavado 10 vezes com um dos
tampdes para equilibrar a resina. Amostras de 0,2 mL de soluc@o de B-1,3-glucanase, ja pre
ajustadas no pH da resina, foram adicionadas aos tubos. Misturou-se, invertendo os tubos
por 10 minutos, centrifugou-se e analisou-se a atividade de B-1,3-glucanase residual do

sobrenadante como descrito no item 4.5.1.

Em seguida foi verificado se a enzima B-1,3-glucanase litica podia ser eluida da
resina de troca i6nica DEAE-Sepharose com NaCl. As amostras, de resina nos valores de
pH 5.0 a 6,5, foram estocadas a 8 °C por cerca de 60 horas e posteriormente adicionou-se
NaCl para a concentragao final de 1 M. As amostras foram misturadas, invertendo-se os
tubos. Em seguida as amostras foram centrifugadas e a atividade de [B-1,3-glucanase

residual dos sobrenadantes foram analisadas, como descrito no item 4.5.1. Determinou-se a



atividade de B-1,3-glucanase da solugio de enzima ajustada para pH 6,5, sem ser
introduzida na resina, como controle. A atividade de liticase ou de lise de leveduras também
foi avaliada no sobrenadante da amostra ajustada no pH 6,0 antes (controle) e depois de ser
aderida a resina DEAE-Sepharose. A atividade residual de liticase foj medida apos 30 e 60
minutos de reacdo, através da reducdo da absorbancia a 600 nm como descrito no item

4.5.2.

4.8.2. Producio e purificacdo da B-1,3-glucanase em coluna de DEAE-Sepharose
Fast Flow

A enzima extracelular, B-1,3-glucanase, foi produzida em frascos de 2L contendo
400mL de meio de Scott & Schekman modificado contendo 1% de parede celular de
levedura. O microrganismo foi crescido por 24 horas a 200 rpm, 30 °C. Foram obtidos 2L
de sobrenadante bruto. O sobrenadante bruto foi concentrado 10 vezes por ultrafiltragdo
usando-se o sistema VIVA FLOW de membranas de exclusio de 10 kDa. O sobrenadante
retido (>10 kDa) foi entio dialisado contra o tamp@o acetato de sédio 0,01 M, pH 55 e
denominado preparacdo bruta de p-1,3-glucanase. A purificagio foi desenvolvida na resina
escolhida, em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow de 22 cm X 1,5 cm, usando-se
gradiente linear de sal (0 a 1 M NaCl) e vazio de 1 mL/minuto. Cada pico de proteina
(monitorados a 280 nm) eluido da coluna, foi concentrado em tubo de centrifuga contendo
membrana de exclusdo de 10 kDa, e dialisado separadamente contra tampao acetato 0,01M,
pH 5,5. A atividade de B-1,3-glucanase, a atividade litica sobre células de Saccharomyces
cerevisiae ¢ a quantidade de proteina foram dosadas, como descrito respectivamente nos

itens 4.5.1., 4.5.2. € 4.5.3., durante todas as etapas da purificagio.

4.8.3. Eletroforese de proteinas —-SDS-PAGE

As fragdes de cada pico de absorbancia a 280 nm eluidos da coluna de purifica¢do

de DEAE-Sepharose Fast Flow foram reunidas e concentradas por speed vac. As quatro
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amostras (Pico 1, Pico 2, Pico 3 e Pico 4) foram aplicadas no gel de Dodecil sulfato de
sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) como descrito no método de Laemmli (1970), usando-se

gel de separac@o a 12,5%.

A amostra do sobrenadante bruto e o do sobrenadante concentrado e dialisado
(aplicado na coluna de purificagio) também foram monitorados quanto ao seu perfil
eletroforético no gel, bem como a enzima litica comercial Zymolyase 100T usada como
padrio. A eletroforese foi desenvolvida a 130 V por cerca de 2 horas € 0 gel foi corado com
Coomassie Blue R250. Como padrio de peso molecular, foi usado o padraio HMW da
BioRad, composto das proteinas de peso molecular Miosina (PM 200.000), B-galactosidase
(PM 116.250), Fosforilase b (PM 97.400), Soro albumina (PM 66.200), Ovalbumina (PM
45.000), Anidrase carbénica (PM 31.000), Inibidor de tripsina (PM 21.000). As fragdes do
Pico 2, contendo a B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191 purificada através da eletroforese
SDS-PAGE, foi utilizada para a determinagdo da seqiiéncia de aminoacidos N-terminal

como descrito a seguir.

4.9. Analise da seqiiéncia de aminoacidos N-terminal da -1,3-glucanase

A proteina purificada, apés eletroforese de SDS-PAGE foi transferida para
membrana de PVDF (“polyvinylidene difluoride™) por “electroblotting” a 60 mA durante
60 minutos. A membrana foi rapidamente corada com Coomassie Blue R250 ¢ a banda

recortada para seqiienciamento.

A regidio N-terminal da proteina foi sequenciada em sequenciador de fase gasosa,
por degradagio de Edman automatizada como descrito por Toida et al. (1998). A banda da
enzima litica comercial Zymolyase 100T também foi transferida e seqiienciada, para ser
usada como padrdo comparativo. Os residuos de aminoacidos foram comparados em banco

de dados.
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4.10. Clonagem do gene da 5-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae 191

4.10.1. Estratégia de clonagem do gene da ﬁ-lﬁ-glucanase litica

A estratégia de clonagem do gene da B-1,3-glucanase litica de C. carrae em bactéria
Escherichia coli abrangeu trés etapas. Essa estratégia facilitou as subclonagens posteriores
para o seqiienciamento do gene inteiro. A primeira etapa correspondeu a clonagem do
fragmento correspondente a regido do gene que codifica a proteina nativa apés ser
processada, o que foi designado como Clone A. Onde o plasmideo obtido contendo esse
fragmento foi denominado de pGS7. A segunda etapa, o qual foi referido como Clone B,
correspondeu a clonagem do fragmento do gene contendo parte da regido antes do ATG,
inicio do quadro aberto de leitura (ORF) do gene e a regido que codifica o peptideo sinal. O
plasmideo obtido contendo este fragmento foi denominado de pGSB. Na terceira etapa foi
feita a construgdo do plasmideo recombinante onde os dois fragmentos Clone A e Clone B
foram inseridos dentro de um tnico vetor pBluescript II KS e usado na transformagéo tendo
a E. coli DH5¢. como c€lula competente, o qual foi designado como Clone C. O plasmideo

obtido contendo este fragmento foi denominado de pGSC.

4aF 4aR

= e Clone B

G0 G5b

Inicio da otn. nativa matura

ATG (inicio da ORF) (final da ORF)

Figura 2 - Estratégia de clonagem: As setas indicam os primers usados na reagdo de

PCR para clonagem do gene.
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4.10.2. Extracio do DNA gendmico de Cellulomonas cartae 191

O DNA bacteriano foi extraido para ser utilizado como molde na amplificacio do

gene atraves da reagio de PCR.

O microrganismo C. cartae 191 foj crescido em 10 mL de caldo nutriente por 24
horas em agitador rotatério a 180 rpm, 30°C. Apés centrifugacdo a 10.000 rpm durante 10
minutos a 5°C, as células foram ressuspendidas em 25 mL de cloreto de sodio 1M e
agitadas por 1 hora a 4°C. As células foram centrifugadas novamente a 10.000 rpm durante
10 minutos 2 5 °C, e ressuspendidas em 25 mL de tampao TES gelado (Tris 0,01M pH 8,0-
EDTA 0,025M- NaCl 0,15M). As células foram mais uma vez centrifugadas nas mesmas
condi¢des anteriores e ressuspendidas em 5 mL de tampao TE gelado (= tampdo TES sem o
NaCl). Foi adicionado 0,5 mL de solugdo de lisozima (2 mg/mL em tampio TE) e a
suspensdo celular foi incubada por 15 minutos a 37 °C. Apés incubagdo, foi adicionado 0,6
mL de solugdo de Sarkosyl-proteinase K (10% de Sarkosyl e proteinase K a 5 mg/mL em
tamp@o TE) e a amostra foi incubada a 37°C por 1 hora. O DNA foi extraido trés vezes com
5 mL de fenol (saturado com Tris 0,01M pH 8,0). O sobrenadante coletado foi extraido uma
vez com 5 mL de cloroférmio. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
precipitada com 0,54 volumes de isopropanol (temperatura ambiente). A solugio foi
estocada em freezer por 24 horas e centrifugada 12.000 rpm por 15 minutos. O DNA
precipitado foi entdo suspendido em 0,2 mL de tampio Tris (0,01M pH 8,0- EDTA
0,001M).

O DNA genémico foi testado quanto a sua integridade em gel de agarose 1% em
tampao TAE 1X (onde tampio TAE 50X = 242 g de Tris, 57,1 mL de 4cido acético glacial
¢ 100 mL de EDTA 0,5M PH 8,0 para 1L). As amostras foram desenvolvidas a 100 V
durante 1 hora e 30 minutos. O gel foi corado com solugdo de brometo de etidio por 15
minutos e visualizados em luz UV. O DNA genémico foi quantificado em

espectrofotdmetro na absorbancia de 260 nm, onde Abs=1 ¢ igual a 50 g/mL de DNA.
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4.10.3. Reacdo de amplificacao do gene

Na reagio de PCR (reagdo de polimerase em cadeia), foram utilizados © DNA
genémico preparado COmMO descrito no item 4.10.2. e o0s oligonucleotideos primers
sintetizados obtidos pela SIGMA GENOSYS. Os primers obtidos, estao mostrados na
Tabela 2.

Para o preparo do Clone A, 0s oligonucleotideos primers degenerados utilizados
foram baseados na seqiiéncia de aminoacidos N-terminal da B-1,3-glucanase litica
purificada do meio de cultura (primer sense, G0) € na regido de consenso de glucanases
obtida de banco de dados utilizando-se 0 website BioNavigator (primer antisense, GSae
G5b). Na extremidade dos oligonucleotideos primers, foram inseridas seqiiéncias para

reconhecimento da enzima de restrigao BamHI.

Para o preparo do Clone B, foram usados primers baseados na seqiiéncia acima do
inicio da ORF do gene da B-1,3-glucanase de Oerskovia xanthineolytca (primer SEnse, 4aF)
e na seqiiéncia interna, apos 0 sitio de reconhecimento para a enzima de restri¢do Xhol, do

Clone A j4 seqiienciado (primer antisense, 4aR).

Tabela 2 - Oligonucleotideos primers usados na reagdo de PCR

Primer Seqiiéncia Posicao *
GO GGGGATCCGTICCIGCIACIATHCCTY TIACIATHACIAAYGA 334 - 368
GSa GGGGATCCT GIGCIKYIGTFYSRTTRCAIGTCCA 1859 - 1835
G5b GGGGATCCTAI.AR.IGTCCAICKYTGIGCYTCIGTYTGRTI'RCAIGTCC 1880 - 1835
4aF ACCGGCCGGCGTCGTAGTG 1-15

43R GCGCGTGCGGTAGGAGTTC 990 - 972

Onde: A= adenina; C= citosina; T= timina; G=guanina; I= inosina; R= A+G; Y= C+T; K=G+T;
§= G+C; H= A+T+C.

* Na seqiiéncia completa ilustrada na Figura 23.
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Para a reagdo de amplificagio, foram utilizadas algumas condigdes recomendadas:
solugdo de 10 pmol/uL de cada primer, REDTaq DNA polimerase (SIGMA) e solugio de
10 mM de dNTPs. Entretanto, as condigdes dtimas para a amplificagio do gene de B-1,3-
glucanase litica por PCR foram testadas.

* Tempo e temperatura de hibridagZo (annealing)

As temperaturas usadas foram 37, 45, 50 e 65°C por 20 segundos ou 60 segundos

* Numero de ciclos

Foram testados 30 ou 40 ciclos

* DMSO (Dimethyl sulphoxide)

DMSO ¢ utilizado em DNA com alto contetido de G+C como auxiliar na desnaturacio.
Tendo em vista que o contetido de G+C no gene de B-1,3-glucanase de QOerskovia
xanthineolytica é acima de 72%, resolveu-se testar o uso de DMSO a 10% na reag3o.

* Concentragdo de Magnésio (MgCl,)

Testou-se as concentragdes de MgCl, variando de 1,5 mM a 4 mM nas reagoes.

* Temperatura de elongamento (elongation)

Visto que os primers apresentavam alto Tm, testou-se as temperaturas de 72 e 75°C.

* Diferentes concentragcdes de DNA genémico (template)

Variou-se a concentragdo de DNA gendmico na faixa de 0,04a1,5pg.

4.10.4. Preparo do Clone A e Clone B

Apés a amplificagio, os fragmentos de DNA (para o Clone A ou Clone B) foram
purificados através de QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). Os fragmentos foram
dissolvidos em 30ul de tampio Tris-HCI 10mM, pH 8,5 e clivados com as enzimas de
restri¢do especificas para cada clone. Para o preparo do Clone A, foi usada a digestdo com
enzima BamHI de acordo com as condigdes 6timas de digestdo descritas pelo fabricante
(BIOLABS), ou seja, incubando-se a 37 °C por 1 hora e a reagdo foi paralisada por

aquecimento a 80 °C por 20 minutos. E para o Clone B, as enzimas de restricdo usadas
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foram Xhol e Smal. Onde o fragmento de DNA purificado, foi primeiramente clivado com
Xhol incubando-se a 37 °C por 1 hora e a reagao foi interrompida por aquecimento a 65 °C
por 20 minutos. Em seguida o fragmento foi precipitado da solugdao com etanol e
posteriormente clivado com Smal, incubando-se a 25 °C por 1 hora e a reagao foi paralisada

por tratamento térmico a 65 °C por 20 minutos.

O vetor pBluescript I KS, também foi clivado no seu sitio miltiplo de clonagem
(MCS) com a mesma enzima de restricdo usada para o fragmento (inserto) de cada clone. O
vetor ap6s clivagem foi entdo defosfatado usando-se a enzima fosfatase alcalina TsAP nas
condi¢des padrdes de incubag@o a 65 °C por 15 minutos e a reagdo foi paralisada por

aquecimento a 65 °C por mais 15 minutos.

O vetor e o inserto foram isolados e extraidos do gel de agarose 1% usando QIAEX
I Agarose Gel Extraction Kit (QIAGEN). O vetor e o inserto, clivados, foram
quantificados através de gel de agarose a 1% usando-se padrdes de 2,5 a 100 ng de DNA.
Ambos foram ligados usando-se a enzima T4 DNA Ligase (na proporgdo de no minimo 1:3
fmol vetor:inserto) e incubados a 16 °C por 16 horas. O plasmideo contendo o inserto foi

inserido em células competentes de E. coli DH5c.

4.10.5. Construgio do plasmideo recombinante (Clone 0)

Os dois fragmentos do gene, inseridos nos plasmideos pGS7 e pGSB foram
inseridos juntos em um s6 plasmideo. Este clone contendo o plasmideo recombinante com a

seqiiéncia do gene completa, foi designado de pGSC.

Para a estratégia de constru¢ao do plasmideo pGSC, foi levado em consideragao os
sitios de restricdo possiveis dentro do MCS dos vetores. A estratégia escolhida constituiu,

primeiramente, da inversdo de sentido do pGS7, o qual foi designado como pGS7-. O
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pGS7-, contém o mesmo fragmento do clone pGS7, mas apresenta-se no sentido contréario
em relagdo aos promotores T3 (sense) e T7 (antisense). Isto foi facilitado pela presenga dos
dois sitios para a enzima de restrigdo BamHI. Portanto para o preparo deste clone, o pGS7
foi clivado com a enzima BamHI e religado com a enzima T4 ligase, € incubados a 16 °C
por 16 horas. O plasmideo contendo o inserto foi inserido em células competentes de E. coli

DH5a.

Continuando a estratégia escolhida para constru¢do do plasmideo recombinante
contendo o gene de P-1,3-glucanase completo, os plasmideos pGS7- ¢ pGSB foram
clivados com a enzima de restrigdo Xkol. O pGSB clivado foi defosfatado usando a enzima

fosfatase alcalina TsAP.

O vetor (pGSB, clivado ¢ defosfatado) e o fragmento obtido de pGS7-, foram
extraidos do gel de agarose, purificados usando QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit
(QIAGEN) e quantificados através de gel de 1% de agarose como descrito anteriormente.
O vetor e o fragmento foram ligados usando-se a enzima T4 DNA Ligase € incubados a
16°C por 16 horas (reagdo de ligag@o). O plasmideo recombinante foi inserido em células

competentes de E. coli DH5a., usando-se o método de transformag@o descrito a seguir.

4.11. Transformacao de E. coli DH5c

Para a transformagio das células, adicionou-se 10 pl de reagdo de ligagdo, contendo
cerca de 100ng de DNA, em 100 pl de células competentes E. coli DH5a.. Apés 5 minutos
em banho de gelo, a suspens@o de células foi inoculada em placas de agar SOB contendo
ampicilina (meio descrito no item 4.3.7.) e incubadas a 37 °C por 16 horas. Os
transformantes foram selecionados usando-se [IPTG/X-Gal e resisténcia a ampicilina como

descrito a seguir.
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4.11.1. Selecao dos transformantes

A selecdo dos transformantes contendo o inserto desejado foi desenvolvido da
seguinte forma: Cada colonia branca (translicida), obtida das placas de meio SOB como
descrito acima, foi transferida para cada tubo contendo 2 mL de meio LB com ampicilina
na concentragio de 100pug/mL (descrito no item 4.3.6.). Os tubos foram incubados a 37 °C
por 16 horas em agitador rotatério a 200 rpm. Apds crescimento, centrifugou-se 1,5 mL de
cada amostra em tubos de microcentrifuga a 12.000 rpm por 2 minutos. Os sobrenadantes
foram descartados. As células foram ressuspendidas em 350 pl de STET (8% de sacarose;
50 mM de Tris pH 8,0; 50 mM de EDTA; 5% de Triton X-100), adicionou-se 25 ul de
solu¢do de 10 mg/mL de lisozima (preparado fresco) e misturou-se usando o vortex. As
solugdes foram colocadas em banho em ebulicdo por 40 segundos e centrifugadas
imediatamente por 10 minutos a 12.000 rpm. Os materiais gelatinosos foram removidos
com palitos de dente esterilizados, e ao sobrenadantes foram adicionados 0 mesmo volume
de isopropanol. Incubou-se a —20°C por 5 horas, e centrifugou-se durante 15 minutos a
12.000 rpm. Os precipitados, contendo o DNA plasmidial, foram lavados com 500 pul de
etanol 95% a —20°C e centrifugados por mais 2 minutos. Os precipitados foram secos e

entdo, ressuspendidos em tampéo TE (Tris 0,01M pH §,0- EDTA 0,025M).

Os plasmideos recombinantes obtidos das diferentes colénias, foram submetidos a
clivagem com a mesma enzima de restrigdo usada para a preparo do clone, nas mesmas
condi¢des de digestdo. As amostras de plasmideos recombinantes intactos e plasmideos
clivados foram analisados em gel de agarose a 1% em tampao TAE 1X (onde tampio TAE
50X = 242 g de Tris, 57,1 mL de acido acético glacial e 100 mL de EDTA 0,5M pH 8,0
para 1L). As amostras foram submetidas a eletroforese a 80 V durante 1 hora e 30 minutos.
Os géis foram corados com solugdo de brometo de etidio por 15 minutos e visualizados em

luz UV.



Apds ter sido selecionado o plasmideo recombinante desejado, este foi produzido
em quantidade suficiente para as analises posteriores, usando-se o protocolo da QIAGEN-

tip 500 (Maxi) e quantificado através da medida da absorbancia a 260 nm.

4.12. Mapa de restricao do inserto — Clone A

O plasmideo recombinante, pGS7 foi clivado individualmente com as enzimas de
restricdo: BamHI, Xbal, Hindlll, Xhol, Kpnl, Sall, EcoRl, Pstl, Sacl, Smal, Notl, BstXI e
EcoRV nas condigdes otimas de cada enzima. O mapa de clivagem teve como finalidade
mostrar os sitios de clivagens internos do inserto. Foram desenvolvidos subclones,
baseando-se nestes sitios internos, para o seqiienciamento do DNA do gene completo. Os
subclones foram desenvolvidos da mesma forma descrita para os clones usando-se as

enzimas de restri¢do especificas.

4.13. Seqiienciamento do gene da -1,3-glucanase litica de C. cartae 191

Os clones e subclones foram sequenciados em Sequenciador automatico ABI
PRISM Model 377 segundo metodologia padrdo e a analise do DNA do gene foi feita em
Banco de dados (NCBI website- National Center for Biotechnology Information),
comparando-se com a seqiiéncia da B-1,3-glucanase litica de QOerskovia xanthineolytica
(GenBank M38734). O gene foi seqiienciado em ambos os sentidos (5’—=3" € 3 —5’).
Foram desenvolvidos primers para completar o seqlienciamento total do gene de B-1,3-

glucanase litica de Cellulomonas cartae 191 (Tabela 3)
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Tabela 3- Oligonucleotideos primers usados no seqiienciamento total do gene da f-

1,3-glucanase litica de C.cartae 191.

Primer Seqiiéncia
AR GCGAGGACCGCCGCGCAC

BF CCGAGGTGTGGAACTCCTAC

IF AAGCTCGCGCACCAGCAGATGG

JR GAAGGGTCCAGCTTGATGAAG

KF CGGCCTTCACGAAGCCCG

A= adenina; C= citosina; T= timina; G=guanina



5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

S.1. Efeito inibitério da linhagem Cellulomonas cartae 191 sobre fungos

O efeito inibitério da linhagem Cellulomonas cartae 191 no crescimento dos fungos
Penicillium italicum, Penicillium digitatum e Geotrichum sp. foi realizado como descrito

no item 4.6.

A Figura 3 ilustra o halo de inibigdo de crescimento do fungo fitopatogénico P.
digitatum, causador do mofo verde em frutas citricas, pela linhagem C. cartae 191
produtora das enzimas B-1,3-glucanase, protease litica e quitinase. A linhagem 191 nZo
inibiu o crescimento de Geotrichum sp. O Penicillium italicum nio cresceu o suficiente no

meio de isolamento, descrito no item 4.3.1 ., para ser avaliado.

Virios trabalhos citam o uso da B-1,3-glucanase como importante enzima litica nio
s6 usada para a lise da parede celular de leveduras mas também como agente de biocontrole
contra fungos fitopatogénicos (Théodore & Panda, 1994). A B-1,3-glucana é o principal
componente da parede celular da maioria dos fungos e ¢ degradada por B-1,3-glucanases
(Giczey et al., 2001).

Esse resultado mostra, portanto, que a linhagem C. cartae 191 nio s6 é capaz de
lisar células de leveduras Saccharomyces cerevisiae (como descrito por Ferro et al., 1997)

mas também fungos superiores (Figura 3).
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Figura 3 - Halo de inibigdo do crescimento do fungo Penicillium digitatum pela
linhagem de Cellulomonas cartae 191.

5.2. Producio da enzima B-1,3-glucanase pela linhagem Cellulomonas cartae 191

5.2.1. Produciio da enzima B-1,3-glucanase utilizando-se diferentes indutores

O efeito da glicose e dos indutores parede celular de levedura obtida por
rompimento mecénico com Dyno Mill, glucana de levedura insoluvel em meio alcalino,
levedura autoclavada e levedura instantinea foram testados como descrito no item 4.7.1. na

producio da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae 191.

Os resultados mostraram que a B-1,3-glucanase de C. cartae 191, ¢ uma enzima
cuja sintese é induzivel, pois ndo foi produzida na presenca de glicose como unica fonte de

carbono (Figura 4).
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Figura 4 — Estudo da producdo de B-1,3-glucanase pela linhagem C. cartae 191
usando 1% de diferentes indutores: meio de cultura contendo glicose, glucana insolavel em

meio alcalino, levedura instantdnea, levedura autoclavada e parede celular de levedura

extraida mecanicamente.
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A Figura 4 ilustra que a sintese da enzima glucanase da linhagem 191 foi induzida
pela glucana de levedura insolivel em meio alcalino, pela levedura instantanea, pela
levedura autoclavada e pela parede celular de levedura extraida mecanicamente em Dyno
Mill. Os resultados mostraram, entretanto, que a glucana de levedura insoltivel em meio
alcalino foi o pior indutor testado na produg@o desta enzima, apresentando atividade de f3-
1,3-glucanase de cerca de 0,20 U/mL apods 48 horas de crescimento do microrganismo.
Dentre os indutores testados, o que apresentou melhor resultado foi a parede celular de
levedura Fleischmann obtida por rompimento com Dyno Mill. Na presenca deste indutor
foi obtido cerca do dobro de atividade de B-1,3-glucanase (0,56 U/mL) quando comparado
com a atividade obtida pela levedura instanténea e pela autoclavada (0,23 e 0,30 U/mL

respectivamente).

Andrews & Asenjo (1987), observaram que a sintese da [-1,3-glucanase de
Oerskovia xanthineolytica esta sujeita a repressdo catabélica pela glicose e € induzida pela

glucana de levedura insolivel.

No meio descrito por Scott & Schekman (1980) para a produgo de enzimas liticas
pela linhagem de O. xanthineolytica, os autores utilizaram 1,5% de levedura autoclavada
como indutor no meio de cultura ou 0,4% de glucana de levedura insoluvel. Os autores
verificaram que a atividade de B-1,3-glucanase é induzida com ambos os indutores. Foi
obtida producio méxima de B-1,3-glucanase com levedura autoclavada apds 20 horas
enquanto que na presenga do indutor glucana de levedura insoldvel so foi obtida producéo

maxima da enzima apds 45 horas.
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Saeki et al. (1994), descreveram a producdao da p-1,3-glucanase de O.
xanthineolytica TK1 em meio de cultura contendo glucana de levedura (0,3%) como fonte
indutora da enzima litica. Os autores mediram a atividade enzimatica ap6s 24, 36, 48 e 60
horas de crescimento do microrganismo. A atividade enzimatica do sobrenadante do meio
de cultura fermentado, foi medida da mesma forma descrita neste trabalho, exceto que os
autores determinaram a atividade de B-1,3-glucanase na temperatura de 30 OC ao invés de
55 °C (temperatura 6tima de atividade da B-1,3-glucanase de C. cartae 191 descrita por
Ferro & Sato (1997). A produ¢do da enzima [-1,3-glucanase obtida por Saeki e

colaboradores, foi de cerca de 0,09 U/mL durante todos os tempos analisados.

Nossos resultados demonstram que a linhagem de C. cartae 191 € boa produtora da
enzima B-1,3-glucanase, principalmente usando a parede celular de levedura obtida por
rompimento mecanico com Dyno Mill no meio de cultura como indutor. Portanto esse

indutor foi escolhido para o estudo de produgao da B-1,3-glucanase.

5.2.2. Producéo da B-1,3-glucanase em frascos agitados

A produgio da B-1,3-glucanase em frascos agitados a 30 °C pela linhagem C. cartae

191 foi realizada como descrito no item 4.7.2.

Foi obtido maior produgio de p-1,3-glucanase (cerca de 0,70 U/mL) ap6s 24 horas
de fermentacdo a 30 °C (Figura 6). Apos 48, 72 e 96 horas de fermentag@o foram obtidos
respectivamente 0,56; 0,42 e 0,32 Unidades de B-1,3-glucanaseme. O pH do meio de
cultura nio variou muito durante a fermentacdo, mantendo-se na faixa de 6,5 - 7,0. A
determinagdo do crescimento celular pela medida do aumento da absorbancia a 660 nm foi

dificultada pela presenca das particulas de parede celular de levedura no meio de cultivo.
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Figura 5 — Produgdo da f-1,3-glucanase da linhagem C. carfae 191 em frascos

agitados.

5.2.3. Modificacdo do meio de cultivo descrito por Scott & Schekman para a

producio da B-1,3-glucanase

O efeito das vitaminas biotina e tiamina, do sulfato férrico e da adigdo de tamp&o no
pH 7,5 no meio de cultivo descrito por Scott & Schekman (1980), foi avaliado na produgédo

da enzima B-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae 191 como descrito no item 4.7.3.

A Tabela 4 ¢ Figura 6 ilustram que o pH do meio de cultivo teve maior influéncia na
produgdo de B-1,3-glucanase do que a presenga das vitaminas e do sulfato férrico no meio
de cultivo. Foi obtido maior atividade de B-1,3-glucanase (1,06 U/mL) no meio de cultivo
namero 3, o qual contém todos os componentes do meio descrito por Scott & Schekman
exceto que os compostos KH, PO, e KOH foram substituidos por tampéo fosfato de sédio

0,2 M pH 7.5.
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Tabela 4- Efeito das vitaminas, do sulfato férrico ¢ do pH do meio de cultivo na

produgdo de (-1,3-glucanase de C. cartae 191.

Meios de cultivo pH final Atividade (U/mL)
1 6,80 0,71
2 6,77 0,68
3 7,40 1,06
4 6,93 0,73

Onde os meios de cultivo sdo:

1 = Meio Scott & Schekman sem vitaminas

2 = Meio Scott & Schekman sem sulfato férrico

3 = Meio Scott & Schekman tamponado em pH 7,5
4 = Meio Scott & Schekman completo (controle)

z -~ |E=EmAtvidade
= Q& | —e—pH

Atividade de beta-1,3-glucanase

Figura 6 - Efeito das vitaminas, do sulfato férrico e do pH do meio de cultivo na

produgdo de B-1,3-glucanase de C. cartae 191.

Como as vitaminas e o sulfato férrico do meio ndo tiveram efeito significativo na
produgio da enzima B-1,3-glucanase de C. cartae 191, foi possivel a modifica¢do do meio
original de Scott & Schekman (1980) facilitando, assim, o seu uso para os estudos

seguintes.
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5.2.4. Efeito da concentra¢io de indutor, pH e agitacio na producio da B-1,3-

glucanase

O efeito da concentragdo do indutor selecionado (parede celular de levedura), da

agitacdo e do pH do meio de cultura na produgéo de B-1,3-glucanase pela linhagem de

Cellulomonas cartae 191 foi estudado como descrito no item 4.7.4. Os resultados sio

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Planejamento fatorial: niveis das variaveis e resposta em atividade de B-

1,3-glucanase

ENSAIOS

IO TV )

O 00 =~ v Lh

14
15 (C)
16 (C)
17 (C)

% INDUTOR

-1,00
1,00
-1,00
1,00
-1,00
1,00
-1,00
1,00
-1,68
1,68
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Variaveis independentes

AGITACAO

-1,00
-1,00
1,00
1,00
-1,00
-1,00
1,00
1,00
0,00
0,00
-1,68
1,68
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

pH

-1,00
-1,00
-1,00
-1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
-1,68
1,68
0,00
0,00
0,00

Resposta
ATIVIDADE ENZIMATICA
(U/mL)
0,111
0,050
0,166
0,151
0,429
0,443
0,717
1,026
0,227
0,277
0,146
0,400
0
0,929
0,297
0,488
0,456

C = ensaio no ponto central
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Pela analise estatistica dos dados, foi obtida a seguinte tabela de efeitos:

Tabela 6 — Tabela de efeitos do planejamento fatorial (usando limite de confianca

de 90%).

Fatores Efeitos Coeficientes p
InteracSes significativas  0,371353 * 0,371353 * 0,004434 *
Indutor 0,048487 0,24243 0,473492
RPM 0,212959 * 0,106480 * 0,061421 *
pH 0,541762 * 0,270881 * 0,010282 *

Onde * significa significativo, pois, todo p < 0,1 ¢ significativo no limite de confian¢a de
90%.

Analisando-se o efeito das trés variaveis sob a produ¢ao da enzima [3-1,3-glucanase,
verificou-se que o pH e a agita¢do (rpm) dos frascos foram efeitos significativos (Tabela 6).
A parede celular de levedura, usada como indutor, ndo influenciou a produ¢o da enzima
dentro das concentragdes testadas. Porém, essa € uma enzima cuja sintese € induzida € néo

¢ produzida na auséncia de indutor.

O pH foi a varidvel que mais influenciou na produgao da B-1,3-glucanase, sendo
que os melhores resultados foram obtidos em pH mais alcalino. Houve um aumento da
produgdo da B-1,3-glucanase proporcional ao aumento da agitacio. Estes resultados podem
ser evidenciados pelos perfis obtidos nos graficos (Figura 7, 8 e 9). O efeito da interagao
entre o pH e a agitagio nio foi significativo, considerando-se o nivel de 90% de confianga,

bem como os efeitos quadraticos.

A equacdo linear que pode explicar a produgéo da B-1,3-glucanase em fungdo das

variaveis significativas (usando-se os valores codificados para pH e rpm) é:

Producio = 0,27088 (pH) + 0,10648 (rpm) + 0,37135
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Tabela 7 — Analise de variancia (ANOVA)

Fonte de Soma Graus de Média F F
variacio Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressao 1187 2 0,579 36 2,73
Residuo 0,218 14 0,016
Falta de Ajuste 0,197 12
Erro Puro 0,021 2
Total 1,373 16

Adotando o nivel de confian¢a de 90%, obtivemos os valores acima para a tabela

ANOVA. Obteve-se um coeficiente de regressao (R?) de 0,84.

Para o teste de F, o valor calculado através da tabela acima foi de 36 (= MQ
regressao/ MQ residuos). Enquanto que o valor tabelado para os graus de liberdade de 2
para a regressdo e de 14 para os residuos € de 2,73. Desta forma obtivemos um valor cerca
de 13 vezes maior do que o tabelado para F. Isto indica que o modelo € estatisticamente

significativo e preditivo.
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Pelos resultados obtidos dos gréficos de superficie de resposta, verificou-se que para
obter melhor produ¢do da enzima B-1,3-glucanase deve ser utilizado o meio de cultura em
pH acima de 6,0 e agitacdo acima de 150 rpm. Escolheu-se pH 7.5 levando-se em
consideragao que em pH muito elevado pode se diminuir a estabilidade da enzima e,
também, para facilitar a etapa posterior de purificagdo da enzima, na qual a enzima foi
dialisada em tampao pH 5,5. Para a produgdo dessa enzima, foi escolhido a agitaciio dos
frascos a 200 rpm (ponto +1 do experimento, ensaio 8). Como a concentragio de indutor
nido foi um fator relevante, a concentragdo de 1% de parede celular foi mantida como

anteriormente no meio original.

Em 1994, Theodore & Panda, usaram o método de superficie de resposta para
determinar as concentragdes Stimas dos nutrientes do meio para a produgdo da B-1,3-
glucanase de Trichoderma harzianum. Os autores usaram o planejamento de Plackett-
Burman para selecionar as variaveis significativas. Dos 13 diferentes componentes do
melo, 5 foram significativos ao nivel de 80% de confianga, os quais foram agrupados em
fonte de nitrogénio, fonte de carbono e fonte de fosfato. Estes componentes foram
novamente analisados, utilizando desta vez, o planejamento experimental fatorial de dois
niveis. O planejamento consistiu de 2° ensaios diferentes, com dois pontos axiais ( a=2) e 6
repetigdes no ponto central, obtendo-se um total de 20 ensaios. Os autores mostraram que o
uso de meétodos estatisticos e técnicas de otimizagdo foi uma ferramenta valida para a
formulagdo do meio de cultura apropriado para a producdo da B-1,3-glucanase de
Trichoderma harzianum. Pois no meio original os autores conseguiam obter 0,375 U/mL da
enzima e no meio otimizado, foi possivel obter 0,652 U/mL, ou seja, quase o dobro de

atividade.

Seguindo-se as condigdes otimizadas de pH, rpm e concentra¢ido de indutor, neste
estudo, foi obtido uma produgdo da B-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae 191 igual a
1,28 U/mL (dados obtidos no item 5.3.2.). Quando comparamos a producdo dessa enzima
em experimento anterior (dados obtidos no item 5.2.3.), o qual foi igual a 0,73 U/mL,

verificamos também que o planejamento experimental foi uma ferramenta valida.
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5.3. Purificacdo da B-1,3-glucanase litica

5.3.1. Escolha da resina para a purificacio da B-1,3-glucanase

A escolha da resina de troca i6nica e do pH do tampio para a purificagio da B-1,3-
glucanase foi realizada como descrito no item 4.8.1. A Tabela 8 ilustra a atividade residual
de B-1,3-glucanase no sobrenadante das amostras de resinas CM-Sepharose Fast Flow ¢
DEAE-Sepharose Fast Flow equilibradas em solugdes tamp3o com diferentes valores de
pH. Verificou-se alta atividade de B-1,3-glucanase nos sobrenadantes das amostras de
resina CM-Sepharose Fast Flow equilibradas em solugdes tamp2o na faixa de pH 4,5 a6,5.
A P-1,3-glucanase foi adsorvida na resina DEAE-Sepharose Fast Flow equilibradas nos

valores de pH 5,0 a 6,5, sendo totalmente adsorvida nos valores de pH 5,5 2 6,0.

Tabela 8- Teste de adsor¢do da B-1,3-glucanase nas resinas de troca-idnica CM-
Sepharose Fast Flow e DEAE-Sepharose Fast Flow equilibradas em solucdes tampdo em

diferentes valores de pH.

Resina Atividade de B-1,3-glucanase
(U/mL)
CM Sepharose
pH 4,5 >0,53
pH 5,0 >0,53
pH 5,5 >0,53
pH 6,0 >0,53
pH 6,5 >0,53
DEAE Sepharose
pH 4,5 0,48
pH 5,0 0,01
pH 5,5 0
pH 6,0 0
pH 6,5 0,12
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A Tabela 9a ilustra que a B-1,3-glucanase adsorvida nas amostras de resina DEAE-
Sepharose Fast Flow equilibrada em solugdes tampao pH 5,0; 5,5; 6,0 € 6,5 foi eluida com
NaCl 1M. Verificou-se que a liticase ou seja a enzima B-1,3-glucanase com atividade de
lise da parede celular de levedura adsorvida na resina DEAE-Sepharose Fast Flow

equilibrada em solugdes tampao 6,0 foi eluida com NaCl 1M (Tabela 9b).

Tabela 9a- Teste de eluicio da B-1,3-glucanase da resina de troca-idnica DEAE-

Sepharose Fast Flow com NaCl 1M.

Resina Atividade de B-1,3-glucanase
(U/mL)
DEAE Sepharose
pH 5,0 0,52
pH 5,5 0,53
pH 6,0 0,39
pH 6,5 0,45
pH 6,5 controle >0,53

Tabela 9b- Teste de eluicdo da liticase da resina de troca-idnica DEAE-Sepharose

Fast Flow com NaCl 1M.

Atividade litica
(U/mL)

apos 30min apo6s 60min

DEAE Sepharose
pH 6,0 3,6 4,1
pH 6,0 controle 5.1 8.6
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A resina DEAE-Sepharose equilibrada em tampdo pH 5,5 foi escolhida para a
purificagdo da [B-1,3-glucanase litica de Cellulomonas cartae 191 porque a enzima foi

completamente adsorvida neste pH e pode ser melhor eluida com NaCl 1M neste pH do que
em pH 6,0.

5.3.2. Producio e purificacio da B-1,3-glucanase
5.3.2.1. Producdo da -1,3-glucanase

A enzima B-1,3-glucanase litica de Cellulomonas cartae 191 foi produzida em
frascos Erlenmeyer de 2L como descrito no item no item 4.8.2. Foram obtidos 2L de
sobrenadante bruto contendo alta atividade de B-1,3-glucanase (2.560 U totais) e atividade
litica sobre células de Saccharomyces cerevisiae (36.200 U totais). Obteve-se 200 mL
finais de sobrenadante bruto concentrado por ultrafiltragao (> 10 kDa) e dialisado contra

tamp3o acetato de sédio 0,01 M, pH 5,5.

5.3.2.2. Purifica¢ao da (3-1,3-glucanase em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow

A purificag@o foi desenvolvida na resina anionica DEAE-Sepharose, equilibrada em
pH 5,5; como descrito no item 4.8.2. A Figura 10 ilustra o fracionamento do sobrenadante
do meio de cultura concentrado e dialisado em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow.
Foram obtidos 4 picos de proteinas eluidos com 0,03 a 0,10 M; 0,10 a 0,45 M, 0,45 a 0,56
M e 0,56 a 0,93 M de NaCl. As fragdes do segundo pico, contendo 5 mg/mL de proteina,
eluidas com NaCl na concentracao entre 0,1-0,45 M apresentaram maior atividade de -
1,3-glucanase e liticase. Considerando-se a atividade de P-1,3-glucanase a preparacdo
enzimatica foi purificada somente 1,18 vezes enquanto que considerando a atividade de

liticase, a prepara¢do enzimatica foi purificada cerca de 5,1 vezes (Tabela 10).
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Tabela 10- Purificagio da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191.

Etapa de Ativ. de Ativ. de liticase  Proteina Ativ Ativ. Purificacido
procedimento [-1,3-glucanase (U total) (mg) especifica  especifica de
(U total) de glucanase liticase
(U total/mg) (U total/mg) glucanase liticase
Prep. bruta 40 493 469 0,080 1,1 1 1
Pico 2 9.4 560 100 0,094 5,6 1,18 5.1
Onde :

Preparagao bruta = sobrenadante do meio de cultura concentrado e dialisado aplicado na coluna

Pico 2 = Fragbes do segundo pico

A B-1,3-glucanase foi purificada somente 1,18 vezes considerando-se a atividade da
enzima sobre laminarina de Laminaria digitata, porém avaliando-se a atividade de liticase
utilizando-se c€lulas viaveis de levedura, a preparagdo enzimética foi purificada cerca de
5,1 vezes (Tabela 10).

Em diferentes trabalhos descritos na literatura, foram usadas diferentes resinas e
métodos de purificacdo da enzima B-1,3-glucanase litica. Doi et al. (1973), purificaram a B-
glucanase litica de Arthrobacter sp. O sobrenadante do meio de cultura foi concentrado em
rotavapor usando temperatura abaixo de 40 °C. O concentrado foi tratado com uma solugéo
de sulfato de protamina e em seguida centrifugado para a remocio de 4acidos nucleicos. O
concentrado foi aplicado em coluna CM-celulose equilibrada em pH 4,5. Os autores
verificaram que o concentrado continha grande quantidade de polissacarideos,
principalmente manana de levedura, os quais foram removidos através da cromatografia em
CM-celulose. O pico eluido contendo atividade de glucanase foi novamente aplicado em
coluna DEAE-Sephadex, onde foi possivel separar diferentes glucanases. Os autores citam
que o pico da glucanase litica foi eluido primeiro € que o outro pico contendo o outro tipo

de glucanase, denominado como glucanase do tipo II, foi eluido em seguida.
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Em 1976, Doi et al., estudaram o comportamento diferencial das espécies
moleculares de B-1,3-glucanases de Arthrobacter sp. em coluna cromatografica Avicel. A
resina foi equilibrada no tampdo fosfato 0,01M, pH 6,8. Os autores descreveram que a
fracio de B-1,3-glucanase com maior atividade litica ficou adsorvida a coluna enquanto que

a fracdo de B-1,3-glucanase com baixa atividade néo foi adsorvida.

Scott & Schekman, 1980, utilizaram cromatografia em resina de CM-celulose e
Bio-Gel P-150 para purificar a enzima B-1,3-glucanase litica de Oerskovia xanthineolytica.
Os autores citaram que, quando este microrganismo era crescido em meio contendo
levedura autoclavada ou glucana como indutores, este produzia e secretava uma série de
enzimas hidroliticas como B-1,3-glucanase, quitinase e protease. O sobrenadante do meio
de cultura, foi concentrado com polietileno glicol e adsorvido em coluna CM-celulose
equilibrada em pH 5,0. O pico eluido em 0,25M de NaCl, foi recromatografado em coluna
de filtragio em gel Bio-Gel P-150, o qual rendeu dois picos de proteinas. O primeiro pico

continha atividade de B-1,3-glucanase litica, e o segundo de protease.

Saeki et al. (1994), purificaram a B-1,3-glucanase litica de QOerskovia
xanthineolytica TK-1. Este microrganismo foi crescido em meio contendo glucana de
levedura como indutor. O sobrenadante do meio de cultura foi concentrado 10 vezes em
relacio ao volume inicial, através de ultrafiltrago usando membrana Diaflo YM-10 (limite
de exclusdo de 10 kDa). O concentrado retido (>10 kDa) foi entdo aplicado em coluna
cromatografica aniénica DEAE-Sephacel equilibrada em pH 7,0 e a enzima glucanase foi
eluida em 1M de NaCl. As fraces contendo atividade de B-1,3-glucanase foram reunidas e
aplicadas em coluna de DEAE-Toyopearl 650M, equilibrada em pH 8,0. Novamente, as
fracdes contendo atividade desta enzima, foram liofilizadas juntas e a amostra, diluida em 1
mL de 4gua, foi aplicada em coluna de filtragdo em gel Bio-Gel P-2. Desta forma, os
autores obtiveram uma purificagdo de 21 vezes, considerando apenas a atividade de

glucanase, pois a atividade de liticase n@o foi medida.
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Em 1996, Parrado et al., purificaram e caracterizaram uma B-1,3-glucanase de
Oerskovia xanthineolytica LL-G109. Esta enzima foi caracterizada como termoativa,
entretanto contendo baixa atividade litica e descrita posteriormente como do tipo II (BglIl)
por Ferrer et al. (1996a). Este microrganismo foi crescido em meio contendo glucana de
levedura como indutor. O sobrenadante do meio de cultura foi concentrado cerca de 23
vezes por ultrafiltragdo. O concentrado foi aplicado em coluna cromatografica aniénica HR
16/10 Q-Sepharose FF em duas etapas, sob condi¢des similares, modificando apenas o
tampao usado (na primeira coluna, foi equilibrada em pH 8,5 e na segunda no pH 5,0).
Através deste método de purificagio, os autores conseguiram obter a enzima totalmente

pura.

A B-1,3-glucanase litica de Flavobacterium dormitator var. glucanolyticae foi
purificada a partir do sobrenadante do meio de cultura através de fracionamento com
sulfato de aménia, coluna cromatografica SE-Sephadex e coluna de filtracio em gel BioGel
P-150 (Nagasaki et al., 1976).

A B-1,3-glucanase (LPHase) de Streptomyces matensis DIC-108 foi parcialmente
purificada usando-se coluna cromatografica DEAE-Sephadex, CM-Sephadex e
cromatografia de filtragdo em gel Sephadex G-100 (Nakabayashi et al., 1998).

5.3.2.3. Eletroforese de proteinas - SDS-PAGE

As fragGes dos quatro picos eluidos da cromatografia em coluna DEAE-Sepharose
Fast Flow foram analisadas através de eletroforese SDS-PAGE como descrito no item
4.8.3. As fragdes dos Picos 1, 3 e 4 apresentaram baixa concentracdo de proteinas e
somente as fragdes do Pico 2, contendo atividade de B-1,3-glucanase e liticase, foram

utilizadas para os ensaios de determinagio da seqiiéncia de aminoacidos N-terminal.
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200 kDa
116,2 kDa
97,4 kDa
66,2 kDa
Banda I
45 kDa
Banda II

Figura 11 — Eletroforese de proteinas SDS-PAGE: 1- padrdes de peso molecular
(HMW); 2-Zymolyase 100T; 3- Pico 2 (B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191).

A Figura 11 ilustra que as fragcdes do Pico 2 apresentaram duas bandas principais,
uma na regido de 57 kDa (Banda I) e a outra na regido de 31 kDa (Banda II). A preparagdo
comercial de Zymolyase 100 T (amostra 2) obtida de Oerskovia xanthineolytica
(originariamente descrita como Arthrobacter luteus 73-14), apresentou quatro bandas
principais sendo que a proteina de maior tamanho apresentou peso molecular similar a
B-1,3-glucanase litica de Oerskovia xanthineolytica descrita por Scott & Schekman (1980).
Esses autores estimaram o peso molecular da B-1,3-glucanase litica em 55kDa através da

eletroforese SDS-PAGE.
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A banda de peso molecular de aproximadamente 57 kDa da amostra de Zymolyase
e as duas bandas do Pico 2 de peso molecular 57 kDa e 31 kDa foram selecionadas para o

seqlienciamento da regido N-terminal.

5.4. Analise da seqiiéncia de aminoacidos N-terminal da B-1,3-glucanase

O seqiienciamento da regido N-terminal da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191
foi desenvolvido em seqiienciador de fase gasosa como descrito no item 4.9. Foram obtidos
5 residuos de aminoécidos para a Banda I de Zymolyase e 12 residuos para a Banda I do
Pico 2 (B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191). As seqiiéncias de aminoacidos obtidas

foram:

Banda ] Zvnalvaset™V B A T Lasvesnmssmnasiossssmossesassavning
Banda I Pico 2: NPATIPLTITITN Diiiiiiicnmmmmmmns

Banda II Pico 2: ndo estava pura, contendo cerca de 3 espécies diferentes.

Shen et al. (1991), investigaram a seqiiéncia do gene da B-1,3-glucanase litica de
Oerskovia xanthineolytica. O gene que codifica essa enzima foi clonado em células de E.
coli DH5o € a enzima recombinante expressa foi purificada. Os autores confirmaram a
presenga de uma unica banda em gel de eletroforese de SDS-PAGE, contendo
aproximadamente 57 kDa, a qual migrou na mesma posi¢ido da enzima matura presente na
preparac@o comercial da Zymolyase 100T. Este valor, do peso molecular da enzima matura,
foi consistente com o tamanho da seqiiéncia de DNA predita. O gene da B-1,3-glucanase
litica de Oerskovia xanthineolytica, apresenta um quadro aberto de leitura (ORF) iniciando
no nucleotideo 463 e terminando no nucleotideo 2106 da seqiiéncia de DNA, predizendo
assim uma proteina de 548 aminoacidos. Os autores também verificaram um possivel sitio
de clivagem do peptideo sinal na posi¢do entre Ala-36 e Val-37, codificando assim uma
proteina matura de 512 aminoacidos. O fato de que a regido N-terminal da proteina comeca

na posi¢do 37, da seqiiéncia de aminoacidos predita, foi confirmado pelo segiienciamento
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da enzima matura purificada do meio de cultura de Oerskovia xanthineolytica, a qual foi: V
PATIPLITITNDSBGRGPIYLYVLGERD.... , determinado

através da degradag¢ao de Edman automatizada.

Ferrer et al. (1996a), descreveram a clonagem molecular do gene de B-1,3-
glucanase do tipo II (Bglll) de Oerskovia xanthineolytica LLG109. Esta linhagem ¢
considerada pelo autor como sinénimo subjetivo de Cellulomonas cellulans. Esta enzima
foi purificada por Parrado et al.(1996) e seu peso molecular foi estimado em 31 kDa em gel
de eletroforese de SDS-PAGE. Os autores seqiienciaram a regido N-terminal desta proteina
e compararam com a seqiiéncia de aminoacidos da B-1,3-glucanase do tipo I de Oerskovia
xanthineolytica. Estes mostraram que nfo ha nenhuma similaridade significativa com

nenhuma regiao da enzima do tipo L.

Os residuos de aminoacidos obtidos neste trabalho, foram comparados em banco de
dados. A regido N-terminal da Banda I do Pico 2 se mostrou idéntica a da Zymolyase de
Arthrobacter luteus e da enzima obtida por Shen et al. (1991); sugerindo espécies com
grande similaridade. A Banda II do Pico 2, ndo estava totalmente pura e, desta forma, ndo
pdde mostrar nenhuma correlagio com outras 3-1,3-glucanase descritas, inclusive com a -
1,3-glucanase termoativa de QOerskovia xanthineolytica descrita por Ferrer et al. (1996a), a

qual possui peso molecular de 31 kDa.

5.5. Clonagem do gene da (3-1,3-glucanase Cellulomonas cartae 191

5.5.1. Extragdo do DNA genomico de Cellulomonas cartae 191

O DNA bacteriano foi extraido para ser utilizado como molde na amplificagdo do
gene através da reagdo de PCR como descrito no item 4.10.2. A Figura 12 mostra a

integridade do DNA genémico extraido, em gel de agarose 1%. O DNA extraido

apresentou a concentra¢io de 420 ug/mL.
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Figura 12 — DNA gendmico de C. cartae 191 em gel de agarose de 1%. 1- Padrdes

de massa molecular; 2- DNA genémico.
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5.5.2. Preparo do Clone A

Os resultados da reagdo de PCR mostraram que as condi¢cdes Otimas de
amplificagdo foram: 10 pL de solugdo de 10 pmol/pL de cada primer degenerado (GO e
GS5b); 20 pL de solugao 1 U/uL. de REDTaq DNA polimerase (SIGMA); 6 uL de solucdo
de 10 mM de dNTPs; 20 uL. de DMSO a 10%; 20 pL de solugéo 25 mM de MgClL; 10
ul solugdo 750 ng/mL de DNA genémico; 20 pL de tampdo TrisHCI 100 mM, pH 8,3
contendo KCI 500 mM, MgCl, 11mM, 0,1% de gelatina e 84 ul de agua deionizada.
Processo: Desnaturagio inicial de 90 segundos a 94°C seguido de 30 ciclos (5 segundos a
94°C (desnaturagdo); 60 segundos a 50°C (hibridagdo); 90 segundos a 75°C
(elongamento)). Verificou-se apenas uma banda de DNA em gel de agarose 1% em torno
de 1,5 Kb como era esperado para a regido do gene que codifica para a proteina matura de

cerca de 57 kDa. Os resultados estdo mostrados na Figura abaixo.

1 £ 3

Kb

12,216

5,090
4,072
3,054

2,036
1,636

1,018

0,506

Figura 13 — Reagédo de PCR do Clone A em gel de agarose 1%: 1- Padrdes de peso
molecular (1Kb Ladder); 2- banda amplificada pela reagio de PCR; 3- banda purificada
através de QIAquick PCR Purification Kit.
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O fragmento de DNA de 1,5 Kb purificado (faixa 3 da Figura 13) foi clivado com
a enzima de restricio BamHI e quantificado como descrito no item 4.10.4., bem como o

vetor pBluescript. A Figura 14 mostra o gel de quantificagdo.

Kb

5,090
4,072

3,054

2,036
1,636

1,018

0,506

Figura 14 - Gel de quantificagdo do fragmento de 1, Kb e do pBluescript
(agarose 1%): 1- Padrdes de peso molecular (1Kb Ladder); 2- pBluescript intacto; 3-
pBluescript clivado (controles); Padrdes: 2,5 ng (4); 5,0 ng (5); 10 ng (6); 20 ng (7); 50
ng (8); 100 ng (9); 10- produto da rea¢do de PCR clivado (fragmento de 1,5 Kb); 11-

pBluescript clivado e defosfatado (vetor).
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Obteve-se pBluescript na concentragio de 34 ng/ul e o fragmento de DNA na
concentragdo de 12 ng/ul. Para a reagdo de ligagdo, foram utilizados 38 ng (ou 20 fmol)
do vetor pBluescript e 78 ng (ou 78 fmol) do produto da reagio de PCR. A mistura foi
incubada como descrito no item 4.10.4. O plasmideo recombinante foi inserido em
células competentes de E. coli DH5a, usando-se o método de transformacéo descrito no
item 4.11. Obtiveram-se 3 colonias na placa de meio SOB, onde duas colénias eram
brancas translucidas (W1 e W2) e uma azul (B1). Os plasmideos recombinantes foram
isolados das trés colonias e clivados com a enzima BamHI como descrito no item 4.11.1.
A Figura 15 mostra o gel de agarose 1% para a sele¢do do plasmideo recombinante

contendo o fragmento de 1,5 Kb.

Kb

12,216

5,090
4,072
3,054

2,036
1,636

1,018

0,506

Figura 15 — Eletroforese em gel de 1% de agarose para sele¢do do Clone A:
1- Padrdes de peso molecular (1Kb Ladder); 2- W1 intacto; 3- W1 clivado; 4- W2 intacto;
5- W2 clivado; 6- Bl intacto; 7- B1 clivado.
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Como pode-se verificar pelos resultados obtidos no gel, a colonia azul (B1) nio
apresentou o inserto, como era esperado (baseada na selecdo com IPTG/X-Gal). Pois esta
apresentou o mesmo perfil do plasmideo pBluescript intacto e clivado, ou seja, ndo
possuia o inserto desejado. Uma das colonias brancas foi negativa também (a W1),
entretanto, a W2 apresentou o perfil desejado, apresentando peso molecular maior do que
o obtido para o pBluescript quando intacto e contendo o fragmento de cerca de 1,5 Kb
quando clivado com a enzima de restricio BamHI. Este clone positivo foi designado

como pGS1.

Entretanto, dados da analise da seqiiéncia nucleotidica do fragmento de DNA
contendo parte do gene da B-1,3-glucanase de C. cartae 191 do plasmideo pGSI,
mostraram a presenca de um codon terminador no meio do fragmento durante o
seqlienciamento (vide item 5.7.). Para tanto, foi necessario fazer a sele¢@o de outro clone

positivo.

A partir da mesma mistura, rea¢do de ligag@o, obtida para o clone pGSl1, a qual
havia sido mantida em freezer, foi possivel fazer uma nova transformagéo. O plasmideo
recombinante foi inserido em células competentes de E. coli DH5a e os tranformantes
foram selecionados como descrito no item 4.11.1. Obtiveram-se 18 coldnias brancas
translicidas na placa contendo meio SOB. Resultados da sele¢do mostraram que apenas
um clone foi positivo entre os dezoito analisados, o qual foi o proveniente da coldnia n°
7. Esse plasmideo recombinante selecionado, foi designado como clone pGS7. O
plasmideo pGS7 foi preparado em maior quantidade onde se obteve 250 pl, diluido em

tampdo TE, na concentrag@o de 5,32 pg de DNA/ul.
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5.5.3. Preparo do Clone B

O clone B constituiu a segunda etapa de clonagem do gene da B-1,3-glucanase de
C. cartae 191 e fo1 desenvolvido como descrito no item 4.10.4. Os resultados da reacio
de PCR mostraram que as condigdes otimas de amplificagdo foram: 10 uL de solugéo de
10 pmol/pLL de cada primer (4aF e 4aR); 10 pL de solugdo 1 U/ul de REDTaq DNA
polimerase (SIGMA); 6 uL de solugdo de 10 mM de dNTPs; 20 uL. de DMSO a 10%; 14
pL de solugdo 25 mM de MgCl,; 4 uL solugdo 750 ug/mL de DNA gendmico; 20 pL de
tampdo TrisHCI 100 mM, pH 8,3 contendo KCI 500 mM, MgCl, 11mM, 0,1% de
gelatina e 106 puL de agua deionizada. Processo: Desnaturacdo inicial de 120 segundos a
94°C seguido de 30 ciclos (15 segundos a 94°C (desnaturacio); 30 segundos a 60°C
(hibrida¢do); 70 segundos a 72°C (elongamento)). A Figura 16 mostra o resultado obtido
da reacdo de PCR.

Kb

Figura 16 — Reagdo de PCR do Clone B em gel de agarose 1%. 1- Padrdes de peso
molecular (1Kb Plus Ladder); 2- controle com o primer 4aF apenas (=mistura de reagio
de PCR contendo todas as solugdes exceto o primer 4aR); 3- controle com o primer 4aR
apenas; 4- Teste (=banda amplificada pela reagdo de PCR usando os dois primers), 5-

controle sem molde de DNA gendmico.
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Resultados da reagdo de PCR mostraram a presenca de duas bandas de DNA em
gel de agarose 1% (Coluna 4, Figura 16). A primeira em torno de 1,0 Kb como era
esperado, e outra com cerca de 0,35 Kb. A segunda banda provavelmente ocorreu devido
a formacdo de dimero entre o primer sense (4aF), pois o controle que nio continha o

primer 4aR (Coluna 2), apresentou a mesma banda a 0,35 Kb.

O fragmento de DNA de 1,0 Kb foi isolado, purificado e submetido a clivagem
com enzima de restricdo Xhol e Smal. Como citado anteriormente no item 4.10.3, o
oligonucleotideo primer antisense (4aR) foi baseado na seqiiéncia interna do Clone A
apos ter sido seqiienciado, na regido ap6s o sitio de reconhecimento da enzima de
restrigdo Xhol. Isso possibilitou a clivagem do fragmento com a enzima Xhol. O
oligonucleotideo primer sense (4aF) foi baseado na seqiiéncia acima do ATG do gene da
B-1,3-glucanase de QOerskovia xanthineolytica, onde os dados de literatura mostram um
sitio de reconhecimento para Smal logo apds esse primer escolhido. Isso possibilitaria a

clivagem do fragmento obtido da reacido de PCR de 1,0 Kb.

O fragmento de DNA de 1,0 Kb foi clivado rendendo um fragmento de cerca de
0,8 Kb, bem como o plasmideo pBluescript foi clivado com as enzimas de restricio Xhol
e Smal como descrito no item 4.10.4. Obteve-se o vetor pBluescript na concentragdo de
11 ng/ul e o fragmento de DNA na concentracao de 41 ng/ul. Para a reagéo de ligacio,
foram utilizados 38 ng (ou 20 fmol) do vetor pBluescript € 61 ng (ou 93 fmol) do produto
da reagdo de PCR. A mistura foi incubada como descrito no item 4.10.4. O plasmideo
recombinante foi inserido em células competentes de E. coli DHS5a, usando-se o método
de transformaco descrito no item 4.11. Obtiveram-se 8 coldnias na placa contendo meio
SOB, onde 7 coldnias eram brancas translicidas e uma azul (controle negativo). Os
plasmideos recombinantes foram isolados das oito coldnias e clivados com a enzima X%ol
como descrito no item 4.11.1. A clivagem dos plasmideos recombinantes com a enzima
de restricao Smal, entretanto nao foi possivel, o que foi posteriormente explicado no item

5.7 (ver seqiienciamento) pois nao havia a presenga do sitio de reconhecimento para essa
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enzima no fragmento do gene da [-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae. Resultados
mostraram que apenas dois clones foram positivos, os provenientes da colonian® 1 e n° 5.
A Figura 17 ilustra o gel de agarose 1% para a sele¢do do plasmideo obtido da coldnia n°

1 contendo o inserto de cerca de 0,8 Kb.

Kb

12,00
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2,00
1,65

1,00
0,85
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0,50
0.40
0,30
0,20
0,10

Figura 17 — Eletroforese em gel de 1% de agarose para selegdo do Clone B:
1- Padrdes de peso molecular (1Kb Plus Ladder); 2- pBluescript intacto; 3- pBluescript
clivado (controles); 4- coldnia azul intacta; 5- colénia azul clivada (controles); 6- colonia

n°® 1 intacta; 7- colénia n® 1 clivada.
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Na Figura 17, podemos notar que o vetor, plasmideo pBluescript, quando clivado
com a enzima de restrigdo, apresenta PM de cerca de 3Kb. Portanto, esperavamos que o
plasmideo recombinante (coluna 7), quando clivado, tivesse PM de cerca de 3,8Kb
(3Kb+0,8Kb do fragmento inserido), o que foi realmente confirmado pelo resultado
obtido para a colonia n° 1. Também podemos observar por essa figura, na coluna 4 ¢ 5,
que a colénia azul (controle negativo) confirmou o mesmo perfil eletroforético do
pBluescript. A col6nia n° 1 foi a escolhida e o clone designado de pGSB. O plasmideo
pGSB foi preparado em maior quantidade para analises posteriores, onde se obteve 250

ul, diluido em tamp@o TE, na concentragdo de 6,51 ug de DNA/ul.
5.6. Mapa de restri¢iio do inserto — Clone A

O mapa de restrigdo do inserto foi desenvolvido de acordo com o item 4.12. A

Figura 18 mostra o perfil eletroforético obtido em gel de agarose 1%.

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

Kb

12,216

5,090
4,072
3,054

2,036
1,636

1,018

0,506
Figura 18- Mapa de restri¢io do inserto (Gel de agarose 1%): 1- pGS7 intacto; 2 e

12- Padrdes de peso molecular (1Kb Ladder); 3- pGS7 clivado com BamH]I; 4- pGS7
clivado com Xbal; 5- pGS7 clivado com HindIll; 6- pGS7 clivado com Xhol; 7- pGS7

99



clivado com Kpnl; 8- pGS7 clivado com Sall; 9- pGS7 clivado com EcoRI; 10- pGS7

clivado com Pstl; 11- pGS7 clivado com Sacl.
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Pela Figura 18, ¢ possivel notar que o plasmideo recombinante pGS7 quando
clivado com a enzima Xhol, apresentou um fragmento de cerca de 0,5 Kb e um fragmento
de cerca de 1,2 Kb quando clivado pela enzima PstI. Resultados mostraram que para as
enzimas de restri¢ao testadas, o fragmento do gene de 1,5 Kb apresentou apenas dois
sitios de clivagem internos, X#ol e Pstl, além de ser clivado com a enzima de restri¢do
BamHI (sitios inseridos). Essa conclusao esta de acordo com os dados da literatura, pois
coincidem com o mapa obtido da seqiiéncia primaria do gene da [-1,3-glucanase de
QOerskovia xanthineolytica descrita por Shen et al. (1991), a qual é uma bactéria
intimamente relacionada com Cellulomonas cartae. O esquema obtido do mapa do

fragmento de DNA esta ilustrado na Figura 19.

0,5Kb 0,7 Kb 0,3 Kb

| | | 1
BamHI Xhol Pstl BamHI

Figura 19 — Esquema dos sitios de clivagens internas do inserto de 1,5 Kb.

Esse esquema foi confirmado pelos dados obtidos do seqiienciamento do clone
pGS7 (vide item 5.7). A partir do mapa de clivagem do clone, foram feitos os subclones,
de acordo com o procedimento desenvolvido para o preparo dos clones (descrito no item
4.10.4.), baseando-se nos sitios internos do fragmento de DNA de 1,5 Kb. Os subclones
foram desenvolvidos para possibilitar o seqiienciamento do gene.

Os subclones obtidos foram:

e pGSXI1 (pBluescript contendo o fragmento de X%ol a BamHI, com cerca de 1 Kb)
e pGSX2 (pBluescript contendo o fragmento de BamHI a Xhol com cerca de 0,5 Kb)
e pGSP8 (pBluescript contendo o fragmento de PstI a BamHI com cerca de 0,3 Kb)
e pGSP9 (pBluescript contendo o fragmento de BamHI a PstI com cerca de 1,2 Kb)
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5.7. Seqiienciamento do gene da 3-1,3-glucanase litica

O clone pGS1 e os seus subclones foram seqiienciados em Seqiienciador ABI
PRISM Model 377 e a analise do DNA do gene foi feita em Banco de dados (NCBI
website - National Center for Biotechnology Information), comparando-se com a
seqiiéncia da [-1,3-glucanase litica de QOerskovia xanthineolytica como descrito no item
4.13. Resultados da seqiiéncia inicial, demonstraram alta identidade (=85%) em relacédo a
seqiiéncia do gene de B-1,3-glucanase litica de Oerskovia xanthineolytica obtido por Shen

et al. em 1991 (GenBank M38734).

Entretanto, resultados do clone pGS1 mostraram a presenca de um codon
terminador (stop codon) dentro do quadro aberto de leitura (ORF) do gene na posi¢do
948. Este codon terminador, devido a delegdo de um nucleotideo guanina (G) na posi¢ao
948, foi provavelmente causado por um erro da enzima polimerase durante a reagdo de
PCR. O novo clone selecionado no item 5.5.2., o plasmideo pGS7 e seus subclones foram

seqlienciados como descrito no item 4.13.

Este clone foi totalmente seqiienciado, em ambas as direg¢des (5'—3") e (3'>5"). A
Figura 20 mostra a seqiiéncia completa do clone pGS7, o qual contém o fragmento de
DNA do gene de B-1,3-glucanase litica de Cellulomonas cartae 191 que codifica a
proteina matura, comparando-se com a seqiiéncia nucleotidica do gene de B-1,3-

glucanase litica de O. xanthineolytica (GenBank M38734).
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GGATCCCGAGCACCGGGGCGTCGGTGGTGCCGGTGACGHCCATCTTCGCCTTGTTGCGGA
ACGCGGACTCGGCGGACTCGACAGTGGGCAGCCAGGTGAGGTCCGGCGCGAGCGGGGTGA
GGAGCTCGGCGCAGTGCTCCTGCTTGCCGGTGACCTGCGCGGGGTACGCGAGGTCGAGGA
GGGTGCACGACCGGCBCCGGCCGGCGTCGTAGTGGTGGCACTGCACTCGTTCGAGTCTAC
GGGCGACCGGCTGCCTCCCGGGGCCGCGCACGGAGGGAGGGCCGCGGCGTCGATCCATGG
CCCCCCAGCACGCCGCACCGGACCGAGGGAGCGCTCCCTGGCGTCGCGGGCCGCTGTCCG
TTACGGTCGTGGCAGCGCTTCCACACCTCCTGTGGCAACGCTGTCGCCGGAACGGTCCGG
CGACCGGTTTCGACGGAGCAACCGAACEQQ&ECAGATCCCGTATGCCTCACGACAGGAAG
AACAGCAGCAGACGAGCGTGGGCCGCGCTGTGCGCCGCGGTCCTCGCGGTGAGCGGGGCG
CTGGTCGGCGTGGCGGCGCCCGCGAGCGCAGTCCCCGCGACCATCCCGCTGRCGATCACC

GTCCCGGCGACCATCCCACTCACGATCACT

AACGACTCGGGCAGGGGGCCGATCTACCTGTACGTCCTCGGCGAGCGCGACGGCGTCGCC
AACGACTCGGGCAAGGGGCCGATCTACCTGTRCGTCCTCGGCGAGCGCGACGGCGTCGCC

GGCTGGGCGGACGCGGGCGGCRCGTTCCACCCGTGGCCCGGCGGGGTCGGGCCCGTGCCC
GGCTGGGCCGACGCGGGCGGCACGTTCCACCCGTGGCCCGGCGGGGTGGGGCCCGTGCCC

GTCCCGGCACCCGACGCGTCCATCGCGGGCCCCGGCCCCGGCCAGTCCGTGACGATCCGA
GTCCCGGCGCCCGACGCGTCGATCGCGGGCCCCGGCCCCGGCCAGTCCGTGACGATCCGG

CTCCCGAAGCTGTCCGGGCGCGTCTACTACTCGTACGGCCAGAAGATGACGTTCCAGATC
CTCCCGAAGCTGTCCGGGCGCGTCTACTACTCGTACGGCCAGAAGATGACGTTCCAGATC

GTGCTCGACGGGCGGCTCGTCCAGCCCGCCGTCCAGAACGACTCCGACCCCAACCGGAAC
GTGCTCGACGGGCGGCTCGTCCAGCCCGCGGTCCAGAACGACTCCGACCCCAACCGGAAC

ATCCTCTTCAACTGGACCGAGTACACGCTCAACGACGGCGGCCTGTGGATCAACAGCACG

ATCCTCTTCAACTGGRCCGAGTACACGCTCAACGACGGCGGGCTGTGGATCAACRGCACG
f

GACCCAGGTGACTGGTCCGCGCCGTACCAGGTGGGCGTCCAGCGCGCCGACGGGCAGGTC
CAGGTGGACCACTGGTCCGCGCCGTACCAGGTGGGCGTCCAGCGCGCCGACGGGCAGGTC

CTCAGCACGGGCATGCTCRAGCCGAACGGCTACGAGGCGTTCTACACGGCCCTCGAGGGC
CTCAGCACGGGCATGCTCACGCCGAACGGCTACGAGGCGTTCTACAAGGCC

GCGGGGTGGGGCGGGCTCGTGCAGCGCGCGCCCGACGGGAGCCGCCTGCGCGCGCTCAAC
GCGGGGTGGGGCGGCCTCGTGCAGCGCGCCCCCGACGGGAGCCGTCTGCGCGCGCTCAAC

CCGTCGCACGGGATCGACGTCGGGRAGATCTCGTCGGCCTCGATCGACTCCTACGTCACC
CCGTCGCGCGGGATCGACGTCGGCAAGATCTCCTCGGCGTCGATCGACTCGTACGTCACC

GAGGTGTGGAACTCGTACCGCACGCGCGACATGGTCGTCACGCCGTTCTCCCRCGBGCCC
GAGGTGTGGRACTCCTACCGCACGCGCGACATGGTCGTCACGCCATTCTCCCRCGAGCCC
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O.x. GGCACGCAGTTCCGCEGCCEGETCGACGGCGACTGGTTCCGCTTCAGGAGCEGETCCGEE 1320

191 GGCACGCAGTTCCGCGGCCEEETCGACGGCGACTGETTCCECTTCAGGAACGCETCCGGE

O.x. CAGGAGGTCGCCECETTCAAGRAGCCCGACGCGTCGAGCGTGTACGGGTGCCACARGGAC 1380
191 CAGGGEETCGCEECCTTCACGAAGCCCGACGCGTCGAGCGTGTACGGCTGCCACRRGGAC

0.x. CTCCAGGCGCCCARCGACCACGTCGTCGGGCCCATCGCCCGCACCCTGTGCGCCGCGCTC 1440
191 CTCCAGGCGCCCARCGACCACGTCGTCGEGCCGATCGCCCECACCCTGTGCGCGGCGCTC

O.x. GTCCGCACCACGGCGCTGACCAACCCGAACCAGCCGGACGCGAACAGCGCCGGCTTCTAC 1500
191 ATCCGCACCACGGCGCTGACGARCCCGAACCAGCCCGACGCGAGCGACGCCGGCTTCTAC

0O.x. CAGGACGCGCGCACCAACGTCTACGCGAAGCTCGCGCACCAGCAGATGGCGAACGGCAAG 1560
191 CAGGACGCGCGCACCAACGTCTACGCCAAGCTCGCCCACCAGCAGATGGCGAACGGCAAG

0.x. GCGTACGCETTCGCETTCGACGACGTCGGCGCGCACGAGTCGCTCGTCCACGACGGCARC 1620
191 GCGTACGCCTTCGCETTCGACGACGTCGGCGCGCACGAGTCGCTCGTCCACGACGECRAT

0.x. CCCCAGGCCGCGTACATCAAGCTCGACCCGTTCACCGGCACGGCCACGCCCCTCEEG- - - 1680
191 CCCCAGGCCGCCTTCATCAAGCTGGACCCGTTCACGGGCGCCGCGACGCCCGTCGGCGAC

O.x. AACGGCGGCAGCACCGAGCAGCCEGECACCCCCGGCGETCTCCCCECCGGGACGGGCECG 1740
191 AACGGTGGCGGCACCGAGCAGCCGAACCCCGECGGCGGCCTGCCGACCGGCACCEGGACE

0.x. CTCCGCATCGGGAGCACGCTGTGCCTCGACGTCCCATGEGCCGACCCEACCGACACCAAC 1800
191 ATCCGCGCCEECECCECECTETCCCTCEACGTECCETEECCCGACCCEACCGACCCCARC

O.x. CAGGTCCAGCTCGCCACCTGCAGCGGCAACGCGGCGCAGCAGTGGACGCGCGGCACCGAC 1860
191 CAGGTCCAGCTCGCGARCTGEAGCGGCAACGCGGCGCAGCAGTGGACGCGCGGGTCCGAC

Pstl

0.x. CGCACGETGCGCGCCCTCGGCAAGTGTCTCGACGTCGCGCGCAGCGGGACGGCCGACGGT 1920
191 GGEACCGTGCGCGCGCTGGGCARGTGCCTCGACGTCGCCCGCAGCGGGACCGCGGACGGT

0O.x. ACCGCCGTGTGGATCTACACGTGCAACGGGACGGECECGCAGAAGTGGACGTACGACTCC 1980
191 ACCGTCGTGTGGATCTACACGTGCAACGGCACGGGCGCCCAGCAGTGGGTCTACGACGCC

0.x. GCGACCAAGGCCCTGCGCARCCCGCAGTCCGGCAAGTGCCTCGACGCCCAGGGCGGCGCA 2040
191 GGCACCCAGGCCCTGCGCARCCCGCAGTCCGECARGTGCCTCGACGCCCAGGGCEEGGCE

0.x. CCGCTGCGTGACGGCCAGAAGGTCCAGC TCTGGACCTGCARCCAGACCGAGGCCCAGCGT 2100
191 CCGCTCCACGACGGCCAGAAGGTCCAGC TCTGGACCTGTAACCAGACCGARGCCCARACGE

O.x. TGGACGCTCTGA 2160
191 TGGACCTTCTAGGATCC

Figura 20- Seqiiéncia nucleotidica do clone pGS7: Comparagdo entre as

seqiiéncias de nucleotideos de Oerskovia xanthineolytica (0.x.) e Cellulomonas cartae
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191 (191). As caixas mostram os sitios de restrigio Xhol e PstI dentro do fragmento. A

seta indica o nucleotideo guanina na posigio 948 mostrando a auséncia do codon

terminador no clone pGS7.
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Os resultados mostraram que o clone pGS7 ndo apresentou nenhum codon
terminador no meio do fragmento na posigio 948 na Figura 20. Através do
seqiienciamento, verificamos que o fragmento, contendo cerca de 1,5 Kb em gel de
agarose 1%, ¢ constituido de 1,548 Kb. Verificou-se a presenca de uma trinca de
nucleotideos a mais do que na seqiiéncia de DNA do gene da B-1,3-glucanase litica de
Oerskovia xanthineolytica, na posigdo 1678 a 1680. A Figura 21 ilustra o plasmideo

recombinante pGS7.

Sacl

MCS_—

Figura 21 — Tlustra¢do do plasmideo recombinante pGS7: plasmideo pBluescript
contendo o fragmento de 1,5 Kb de DNA do gene da [-1,3-glucanase litica de
Cellulomonas cartae 191 correspondente a regido que codifica a proteina matura. O
fragmento se encontra inserido no sitio multiplo de clonagem do pBluescript (MCS)
flanqueado pelos sitios de reconhecimento para a enzima de restrigdo BamHI (regido

escura).
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O clone pGSB foi seqiienciado em Seqiienciador ABI PRISM Model 377 em
ambos os sentidos como descrito no item 4.13. Os resultados do seqiienciamento
mostraram que o fragmento (inserto) de 0,84 Kb estava na orientagdo inversa de
transcri¢do do LacZ dentro do vetor pBluescript (verificado pelo sentido contrario obtido
dos primers de seqiienciamento padrdo T7 e T3), como esperado devido a posi¢do dos
sitios de restri¢do Smal e Xhol no MCS do pBluescript. Onde o sitio de restri¢io para
Smal € posterior ao sitio de restricio de X#ol. Entretanto, verificou-se que o fragmento
inserido, obtido da rea¢do de PCR, ndo continha o sitio de reconhecimento para a enzima
de restricdo Smal. Mas o fragmento pdde ser inserido possivelmente pela presenca de
terminais abruptos no vetor, causados pela clivagem com a enzima Smal. A Figura 23
mostra que o inicio do fragmento do gene € o primer 4aF. O fragmento do Clone B,
consiste da regido antes do ATG, inicio da ORF até o sitio de reconhecimento para a
enzima Xhol. Como ilustrado na Figura 2, existe uma regido de sobreposi¢do entre o
fragmento inserido em pGS7 e pGSB, o qual contém cerca de 500 pb (pares de bases) e se
encontra entre o inicio da proteina matura até a regido de reconhecimento para a enzima
de restri¢do Xhol dentro do fragmento. A Figura 22, ilustra o plasmideo recombinante

pGSB.

Mcs S8

Fragmento de 0,8 Kb de DNA

- AXhol

Figura 22 — Ilustragdo do plasmideo recombinante pGSB: plasmideo pBluescript

contendo o fragmento de 0,84 Kb de DNA do gene da P-1,3-glucanase litica de
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Cellulomonas cartae 191 contendo a regidio antes do ATG e inicio da ORF. O fragmento
se encontra inserido no sitio multiplo de clonagem do pBluescript (MCS) flanqueado pelo
primer 4aF e pelo sitio de reconhecimento para a enzima de restricdo Xhol (regido

escura).
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Foram usados os iniciadores primers descritos na Tabela 3 do item 4.13. para
completar o segiienciamento total do gene de PB-1,3-glucanase litica de Cellulomonas
cartae 191. O gene da B-1,3-glucanase litica de Cellulomonas cartae 191 foi isolado com
sucesso e completamente seqiienciado, em ambas as dire¢des. A Figura 23 mostra a
seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do gene bem como os sitios de
reconhecimento para as enzimas de restricdo e a posicdo dos primers usados na

amplificacao do gene.
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Primer 4aF

GCCGGCGTCGTAGTGGTGGCRCTGCACTCGTTCGAGTCTAGGTGCCGGGCGGGCACGGGTGCGGTGGGGGCC

GTGCGCCGACGTCGTGGGAGCGCTCCCTGGCGCGTCGGCGTGCCGTCCGCTACGGTCGTGGCRGCGCTCCCA

CACCTCGTGCGGCAGTGCCGTCGCCGGGCCGTCCGGCGAGTGCGGTTTCGACGGAGCAACCGRACAEFQBEC
i
AGACCTGGCATGAGTCTCGACAGGCGGAGAAGAAGCAGACGAGCGTGGGCCGCCCTGTGCGCGGCGGTCCTC

M S L DR RR R SRR AWAATLTGC A AV L
Primer GO

=
GCGGTGAGCGGGGCGETCGTCGGTGCGGCGGCCCCOGCEAGCECEATCCCGGCGACCATCCCACTCACGATC
AV 8§ G AV VYV GAA APASAVPAT I P L TI

ACCAACGACTCGGGCAAGGGGCCGATCTACCTGTACGTCCTCGGCCAGCGECGACGECETCCGCCEGCTEEGECC
T ND S G KG P T Y LYV LGERUDGV AG W A

GACGCGGGCGGCACGTTCCACCCETEGCCCGGCGGGGTGEGECCCETGCCCGTCCCRECGCCCGACGTGTCR
DA G G TF HPW P GGV G P VPV PAPD A S

ATCGCGGGCCCCGGCCCCGECCAGTCCETGACGATCCGGCTCCCGAAGCTGTCCGEECECETCTACTACTCR
IA GP G P GQS VTIRULUZP KL SG RV Y Y S

TACGGCCAGAAGﬁTGACGTTCCAGATCGTGCTCGACGGGCGGCTCGTCCAGCCCGCGGTCCAGAACG%CTCC
YGQKMT FQI1V LDGRTLVYQUPAUVOQNDS

GACCCCAACCGGARACATCCTCTTCAACTGGACCGAGTACACGCTCAACGACGGCGEECTETGEATCAACAGT
D PN R N [ L FNWTEYTILNDGGILWIN S

ACGCAGGTGGACCACTGGTCCGCGCCGTACCAGGTGGGCGTCCAGCECGCCGACGGGCACGTCCTCARCACTS
TQ VDHW S AP Y QV GVQURAUDTGOQUVTLS T

Xhol

GGCATGCTCACGCCGAACGGCTACGAGGCGTTCTACRAGGCC JAGCGCGGGETGGGGCGECITCRTG

GM L TP NGYEATFY KALESAGWGGLV

CAGCGCGCCCCCGACGEGAGCCGTCTGUGCGCGCTCAACCCGTCGCGCEGGATCCACCTCGGCARAGATCTCC

QR A PD G S R LR A L N P S R G [ DV GK 1S
Primer 4aR

TCGGCGTCGATCGACTCGTACGTCACCGAGGTGTGGAACTCCTACCGCACGCGCGACATGETCETCACGCCA
S A S IDSY VTEV WNS Y RTIRUDMVUVTEP

TTCTCCCACGAGCCCGGCACGCAGTTCCGCGGCCGGETCGACGGCEACTCGTTCCGCTTCAGGAACGCGTCC
FS§ HEPGT Q F RGRVY D G DW F R F RNA S8
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GGGCAGGGGGTCGCGGCCTTCACGAAGCCCGACGCGTCGAGCGTGTACGGGTGCCACAAGGACCTCCAGGCG

GQG VAAFTI KTPDASSVYGCHI KDLO QA

CCCAACGACCACGTCGTCGGGCCGATCGCCCGCACCCTGTGCGCGGCGCTCATCCGCACCACGGCGCTGACG

PNDHVY VGP I ARTLG CAAL I RTT A L T

AACCCGAACCAGCCCGACGCGAGCGACGCCGGCTTCTACCAGGACGCGCGCACCAACGTCTACGCCAAGCTC

NPNQPDASDAGTFYQDARTNUVYA K L

GCGCACCAGCAGATGGCGAACGGCAAGGCGTACGCCTTCGCGTTCGACGACGTCGGCGCGCACGAGTCGCTC

AH Q QMA NGKA Y AF AF DDVGAHES L

GTCCACGACGGCAATCCCCAGGCCGCCTTCATCAAGCTGGACCCGTTCACGEGOECCGCEACECOOGTCRGE

VH DGNUP QAATFI KL DPTFTGAA ATTEPV G

GACAACGGTGGCGGCACCGAGCAGCCGARCCCCGGCGGECEGCCTGCCGACCEECACCGRCACGATCCGCEOC

DNGGGTEQPNUP G GGLPTGTGT I R A
Pstl

GGCGCCGCGCTGTGCCTCGACGTGCCGTEEGCCGACCCGACCGACGCCAACCAGGTCCAGCTCG CGAAW

GAALCLDVPWAD PTDANGO GV QLA NC

gﬁCGGCAACGCGGCGCAGCAGTGGACGCGCGGGTCCGACGGGRCCGTGCGCGCGCTGGGCAAGTGCCTCGAC

SGNAAQQWTRG S DGTVRAILGEKTCTL D

GTCGCCCGCAGCGGEACCGCGGACGGCACCETCGTGTGGATCTACACETGCAACGGCACGGGCECCCAGCAG

VARSGTA DG TV VW I Y TOUCNGTGA QQ

TGGGTCTACGACGCCGGCACCCAGGCCCTGCGCAACCCGUAGTCCGGCARGTGCCTCGACGCCCAGRGCGRR
WV YDAGTQAL RNUPOQSGEKTCLUDAOQ GG

<
GCOGCCGCTCCACGACGGCCAGAAGGTCCAGCTCTGGACCTGTAACCAGACCEAAGCCCAACGCTGGACCTTC

A PLHDOGQK VQ LWTC CN QTEA AT QRW TF

Primer G5b
TAGGATCC

B D

Figura 23 — Seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do gene de B-
1,3-glucanase litica de C. cartae 191: Os nucleotideos sdo numerados a partir do terminal
5 do fragmento de DNA. Os aminoacidos sublinhados foram determinados pelo
seqiienciamento de Edman automatizado da proteina matura purificada. A seta vertical
indica o inicio da ORF. Os sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo Xhol e
Pst 1 estdo sombreadas em cinza. As setas horizontais indicam os primers usados na

amplifica¢do do gene.
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O gene da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191, apresentou um quadro aberto
de leitura (ORF) iniciando no nucleotideo 226 e terminando no nucleotideo 1872 da
seqiiéncia de DNA, predizendo assim uma proteina de 549 aminoacidos. O sitio de
iniciagdo ATG foi precedido a uma distancia de dez bases por uma suposta segiiéncia

Shine Delgamo de AGGAG.

Assim como descrito por Shen et al. (1991), hd um possivel sitio de clivagem do
peptideo sinal na posi¢do entre Ala-36 e Val-37, codificando assim uma proteina matura
de 513 aminoacidos. O fato de que a regido N-terminal da proteina comegar na posigao
37, da seqiiéncia de aminoacidos predita, foi confirmada pelo seqiienciamento da enzima

matura purificada do meio de cultura de Cellulomonas cartae 191.

Essa proteina matura predita apresentou massa molecular calculada em 56,5 kDa,
0 que esta de acordo com a massa molecular estimada da proteina através da eletroforese
de SDS-PAGE (vide item 5.3.2.3). Os resultados mostraram, entretanto, que o gene da [3-
1,3-glucanase litica de C. cartae 191 possui trés nucleotideos a mais dentro da sua ORF
quando comparada com a [-1,3-glucanase litica de O. xanthineolytica. A Figura 24
mostra o alinhamento das seqiiéncia de aminoacidos deduzidos da f3-1,3-glucanase litica

de C. cartae 191 e de O. xanthineolytica.
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1 0.x
2 191

1 0.x
2 191

1 0.x
2 191

1 0.x
2_191

1 0.x
2 191

1 0.x
2 191

da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191 e de O. xanthineolytica: Os asteriscos (»)
mostram residuos idénticos; dois pontos (:) indicam substitui¢cdes fortemente conservadas

e um ponto (.) indicam substitui¢des pouco conservadas. Para esse alinhamento foi usada

MPHDRKNSSRRAWAALCAAVLAVSGALVGVAAPASAVPATIPLTITNDSGRGPIYLYVLG
MSLDRRRRSRRAWAALCAAVLAVSGAVVGAAAPASAVPATIPLTITNDSGKGPIYLYVLG

* kR . *************t****:**‘********************.*********

ERDGVAGWADAGGTFHPWPGGVGPVPVPAPDASTAGPGPGQSVTIRLPKLSGRVYYSYGQ
ERDGVAGWADAGGTFHPWPGGVGPVPVPAPDASIAGPGPGQOSVTIRLPKLSGRVYYSYGQ

khkkhk kX hhdrr kA ko r b A hk bk h bk drh b bbbk b bk bk hhhkhrkkdkhdkdhk

KMTFQIVLDGRLVQPAVONDSDPNRNILFNWTEYTLNDGGLWINSTQVDHWSAPYQVGVQ
EKMTFQIVLDGRLVQPAVONDSDPNRNILFNWTEYTLNDGGLWINSTQVDHWSAPYQVGVQ

LS R A S SRR R RS RS E SRR EEE SRS R R R E R EE SRR R E R R R

RADGQVLSTGMLKPNGYEAFYTALEGAGWGGLVQRAPDGSRLRALNPSHGIDVGKISSAS
RADGQVLSTGMLTPNGYEAFYKALESAGWGGLVQRAPDGSRLRALNPSRGIDVGKISSAS

************_******t*'***_*k************i*******-***********

IDSYVTEVWNSYRTRDMVVTPFSHEPGTQFRGRVDGDWFRFRSGSGQEVAAFKKPDASSV
IDSYVTEVWNSYRTRDMVVTPFSHEPGTQFRGRVDGDWFRFRNASGQGVAAFTKPDASSVY

krAkhkhkkhkhkhhddhhhdbhdhhd bbb hbkdhdhbhhhhhhhbdhbhdt  drk hrkk *rrhdhsk

YGCHKDLOAPNDHVVGPIARTLCAALVRTTALTNPNQPDANSAGFYQDARTNVYAKLAHQ
YGCHKDLOAPNDHVVGPIARTLCAALTRTTALTNPNQPDASDAGFYQDARTNVYAKLAHQ

LR A SRS EREEE RS AR EEEEEEEENEEEEEEEESE S E NS SRS EEREEEEEEEEE]

OMANGKAYAFAFDDVGAHESLVHDGNPOQAAY IKLDPFTGTATPLG-NGGSTEQPGTPGGL
QMANGKAYAFAFDDVGAHESLVHDGNPQAAF IKLDPFTGAATPVGDNGGGTEQPNPGGGL

**************k*t*************:********:***:* Fhk Khkkk  khkk

PAGTGALRIGSTLCLDVPWADPTDTNQVQLATCSGNAAQOWTRGTDGTVRALGKCLDVAR
PTGTGTIRAGAALCLDVPWADPTDANQVGLANCSGNAAQQWTRGSDGTVRALGKCLDVAR

Kokhk . ok k. ohkhdkdkhhhkhhkdkohkhk  hkhkk hh FhkhAhkhhkdhkhkhkk kA kA A Ak Ak A A AA

SGTADGTAVWIYTCNGTGAQKWTYDSATKALRNPQSGKCLDAQGGAPLRDGQEKVQLWTCN
SGTADGTVVWIYTCNGTGAQOWVYDAGTQALRNPQSGKCLDAQGGAPLHDGQKVQLWTCHN

khkdhhkdhkdx FAxhkrhkhddhhk .k Fh. H.hdkFhhhhrrhdhrdhhhdr . Fhhdrdrhddhtk

QTEAQRWTL
QTEAQRWTF

ok kokdkdk Kk .

Figura 24 —Comparagdo entre as seqiiéncias de aminoacidos deduzidas dos genes

a matriz Gonnet Pam250 no CLUSTAL X (Thompson et al., 1997).
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O resultado da comparagio das duas seqiiéncias de aminoacidos, mostrou um
aminoacido a mais na seqiiéncia de C. cartae 191. Este aminodcido, Aspartato (D)

encontra-se na posi¢do 406 da seqiiéncia determinada na Figura 24.

Utilizando-se de ferramenta de bioinformatica, website NCBI ferramenta BLAST
de comparagdo de pares, resultados mostraram 92% de identidade de nucleotideos e 87%
de identidade de aminoécidos com a enzima da B-1,3-glucanase litica matura de O.

xanthineolytica descrita por Shen et al. (1991).

Stackebrandt et al. (1982), propuseram combinar Cellulomonas cartae,
Brevibacterium lyticum, Brevibacterium fermentans, Nocardia cellulans e Oerskovia
xanthineolytica em uma espécie a qual foi denominada de Cellulomonas cartae. A
proposta de combinar todas as cinco espécies sob o nome de Cellulomonas cartae nio
esta de acordo com o Cédigo Bacteriologico pois o pseuddnimo cellulans em Nocardia
cellulans t€m prioridade sobre o pseudénimo cartae (regras 38 e 42). Desta forma, o

nome taxondmico sobre o qual elas sdo unidas ¢ Cellulomonas cellulans.

Esta alta identidade (> 90%) do gene de C. cartae 191 com o gene previamente
clonado de uma bactéria intimamente relacionada (a O. xanthineolytica- banco de dados
gi 150444), confirma desta forma, que o gene clonado neste trabalho foi realmente o gene

requerido, ou seja o da B-1,3-glucanase litica.

Resultados da analise da seqiiéncia de aminoacidos de outras glucanases mostram
87% de identidade com a endo B-1,3-glucanase do tipo I de Arthrobacter sp. YCWD3
(banco de dados g1 3023679) € 57% com a endo B-1,3-glucanase de Streptomyces
matensis DIC-108 descrita por Nakabayashi et al., 1998 (gi 3869090).
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A B-1,3-glucanase de C. cartae 191, apresentou alinhamento significativo mas
menor identidade com a B-1,3-glucanase do tipo II de O. xanthineolytica descrita por
Ferrer et al., 1996 (gi 2981143), aonde verificou-se similaridade apenas na regido C-
terminal destas enzimas. A seqiiéncia de aminoéacidos deduzidos da B-1,3-glucanase litica
de Cellulomonas cartae 191 nao mostrou nenhuma homologia com a seqiiéncia de
aminoacidos N-terminal da B-1,3-glucanase de Oerskovia xanthineolytica TK-1 descrita
por Saeki et al. (1994). A Figura 25 ilustra o alinhamento destas seqiiéncias usando-se o

programa BioEdit.
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Figura 25- Alinhamento da p-1,3-glucanase de C. cartae 191 (191) com a endo [-
1,3-glucanase de Arthrobacter sp. YCWD?3 (ARTSP), com a endo B-1,3-glucanase do
tipo 1 de Qerskovia xanthineolytica ATCC21606 (OERXA), com a B-1,3-glucanase do
tipo II de Qerskovia xanthineolytica 1.LG109 (BgllI) e com a endo B-1,3-glucanase de
Streptomyces matensis DIC-108 (LPHase). Regiio negra indica identidade de

aminoacidos e regido cinza indica similaridade de aminoacidos.
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Nenhuma similaridade significativa foi encontrada quando se comparou a
seqiiéncia de aminoacidos da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191 com a seqiiéncia da
laminarinase (endo-1,3(4)-B-glucanase) termoestavel de Clostridium thermocellum
descrita por Zverlov & Velikodvorskaya (1990) (gi 396451). A comparagdo com a
seqiiéncia de aminoacidos da endo B-1,3-glucanase de Flavobacterium dormitator nao foi
possivel, tendo em vista que, o gene desta enzima nio foi seqiienciado pelos autores
(Nagata et al., 1990), os quais descreveram apenas a clonagem e expressao do gene da
endo PB-1,3-glucanase em células de Escherichia coli. A P-1,3-glucanase litica de C.
cartae 191, também foi comparada com a seqiiéncia de aminoacidos da B-1,3-glucanase
de Bacillus circulans JAM 1165 descrita por Aono et al. (1992) (gi 484466). O resultado

mostrou que ndo houve homologia entre elas.

A B-1,3-glucanase de C. cartae 191 nao apresentou similaridade significativa com
a exo B-1,3-glucanase da levedura Candida albicans ATCC10261 descrita por Chambers
et al., 1993a (gi 1169578). Esta exo B-1,3-glucanase fingica contém varios blocos de
seqiiéncia homoélogas a varios genes de celulases (endo [B-1,4-glucanases) inclusive a
seqiiéncia conservada NEP (asparagina, acido glutamico e prolina). A B-1,3-glucanase de
C. cartae 191 também n3o apresentou similaridade significativa com outra exo f-1,3-
glucanase fiingica descrita por Giczey et al. (2001) produzida por Coniothyrium minitans
(gi 7547014) nem com a endo [B-1,3-glucanase BGN13.1 do fungo ZIrichoderma
harzianum (gi 1706550), a qual € a tnica endo B-1,3-glucanase fiingica seqiienciada até o

presente.

Nenhuma similaridade significativa foi encontrada quando se comparou a
seqiiéncia de aminoacidos da B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191 com a seqiiéncia da
endo B-1,3(4)-glucanase de Phaffia rhodozyma CBS 6938, descrita por Bang et al. (1999)
(gi 3152652). Nenhuma similaridade significativa também foi encontrada com as enzimas
B-1,3-glucanase de plantas Nicotiana tabacum (gi 640904) e Cucumis melo (g1
18087505).
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Entretanto, a B-1,3-glucanase litica de C. cartae 191 apresentou alinhamento
significativo mas menor identidade com outras enzimas como a glicosil hidrolase de
Streptomyces coelicolor (gi 6752332), com a quitinase chi35 de Strepromyces
thermoviolaceus (gi 6681672) e com endo PB-1,4-xilanases e arabinosidases de
Streptomyces sp. Esta similaridade foi verificada entre os residuos de aminoacidos
numero 429 a 549 da seqiiéncia deduzida da enzima de C. cartae 191. A B-1,3-glucanase
de C. cartae 191 apresentou pequenos blocos de homologia com lectina. Estes dominios
conservados foram encontrados na regido Carboxi terminal da B-1,3-glucanase (residuos
de aminoacidos 427 a 549). As lectinas sdo proteinas de plantas com alta afinidade por
residuos de agticares localizados na parte extracelular de membranas. A regido Carboxi
terminal da enzima f3-1,3-glucanase de C. cartae 191 pode estar envolvida na interagio

com glicoproteinas ligadas a parede celular de leveduras.

5.8. Construcio do plasmideo recombinante (Clone C)

Os dois fragmentos do gene, inseridos nos plasmideos pGS7 e pGSB (ja
seqiienciados), foram inseridos juntos em um s6 plasmideo como descrito no item 4.10.5.
Esse clone contendo o plasmideo recombinante com a seqiiéncia do gene completa, foi

designado de pGSC.

Pela estratégia escolhida, inicialmente foi feito a selegdo do plasmideo pGS7-,
como descrito no item 4.10.5. Foram obtidas 40 colénias na placa contendo meio SOB,
sendo que 15 coldnias foram escolhidas para a selecdo. Os plasmideos recombinantes
foram isolados das quinze colénias e clivados com a enzima Pstrl. Pelo perfil
eletroforético em gel de agarose 1%, obteve-se a coldnia n°9 como possivel clone pGS7-.
Pois foi verificada a presenga de fragmento de cerca de 4,2Kb (0,3Kb + 4,2Kb = 4,5Kb);
ao contrario do clone pGS7 o qual possui fragmentos de 3,3Kb e 1,2Kb no gel de agarose
quando clivado com a enzima Ps7I. A coldnia n°9 confirmou ser o clone desejado pGS7-,

pelo perfil eletroforético obtido em gel de agarose 1%, quando clivado com a enzima de
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restricdo Xhol. Foram usados o pGS7 e o pBluescript intactos e clivados com X#ol como

controles negativos (Figura 26).

Kb Kb

4,00
3,00

2,00
1,65

4,00
3,00

2,00
1,65

0,65

Figura 26 — Eletroforese em gel de 1% de agarose para sele¢do do Clone pGS7-:
| e 8- Padrdes de peso molecular (1Kb Plus Ladder); 2- pGS7 intacto; 3- pGS7 clivado
com Xhol (controles); 4- pBluescript intacto; 5- pBluescript clivado com Xhol

(controles); 6- colonia n°® 9 intacta; 7- colonia n°® 9 clivada com Xhol.
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Figura 27 — Tlustragao dos sitios de clivagem do fragmento de 1,5 Kb inserido no
plasmideo recombinante pGS7 e pGS7 -. As letras indicam os sitios de reconhecimento
para as enzimas de restrigdo (letras mindsculas mostram sitios dentro do MCS e
maiusculas dentro do fragmento do gene):

B= BamHI; K= Kpnl; P= Pstl; S= Sac I e X= Xhol.

Como observado nos resultados, a colénia n° 9 quando clivada com Xhol,
apresentou dois fragmentos: um com cerca de 3,4 Kb e outro de 1,1 Kb. Diferente do
pGS7 clivado com a mesma enzima, o qual, apresentou uma banda na posicio de cerca de
3,9 Kb e 0,6 Kb. Portanto, como se esperava baseando-se no mapa de restri¢io de pGS7,
a amostra n° 9 foi escolhida como pGS7-. Este plasmideo foi preparado em maior
quantidade para analises posteriores, usando-se QIAGEN-tip 500. Obteve-se 100 pl,
diluido em tampao TE, na concentragao de 0,28 pug de DNA/pI.

129



Continuando a estratégia escolhida para construgdo do plasmideo recombinante
pGSC, contendo o gene de p-1,3-glucanase completo, o plasmideo pGS7- ¢ pGSB foram

clivados de acordo com o item 4.10.5.

Obteve-se um fragmento de cerca de 1,1 Kb a partir do plasmideo pGS7- clivado
com Xhol. Para a mistura de ligagdo usou-se 46 ng (ou 18 fmol) do vetor, pGSB
defosfatado, e 40 ng (ou 60 fmol) do fragmento. Os transformantes foram selecionados

comeo descrito no item 4.11.1.

Obteve-se cerca de 100 coldnias na placa de SOB. Para a selegio do clone pGSC,
foram isolados os plasmideos recombinantes de 24 colonias. Fez-se a sele¢do em gel de

agarose 1%, usando-se o pGSB (com cerca de 3,8 Kb) como controle negativo.

Os resultados mostraram que as coldnias n° 2, 10, 19 e 20 apresentavam perfil
eletroforético diferentes. Estas colonias foram clivadas com a enzima BamHI, bem como
o controle pGSB e analisados em gel de agarose 1%, para confirmagdo. A Figura 28

mostra os resultados.
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Figura 28- Eletroforese em gel de 1% de agarose para a selecdo do Clone C:
I- PadrGes de peso molecular (1Kb Plus Ladder); 2- pGSB intacto; 3- pGSB clivado
(controles); 4- coldnia n° 2 intacta; 5- coldnia n° 2 clivada; 6- colénia n° 10 intacta; 7-
colénia n° 10 clivada; 8- colonia n° 19 intacta; 9- col6nia n° 19 clivada; 10- colénia n° 20

intacta; 11- colénia n° 20 clivada. (Clivados com BamHI).
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Figura 29 — Ilustra¢@o dos sitios de clivagem do fragmento de DNA contendo o
gene completo da B-1,3-glucanase litica de Cellulomonas cartae 191 inserido no
plasmideo recombinante pGSC e pGSC -. As letras indicam os sitios de reconhecimento
para as enzimas de restricdo (letras minusculas mostram sitios dentro do MCS e
maiusculas dentro do fragmento do gene):

B= BamHI, K= Kpnl; P= Pstl e X= Xhol.

Pela Figura 28, podemos verificar que as colénias n° 10 (Coluna 6 ¢ 7) ¢ 19
(Coluna 8 e 9) apresentaram o mesmo perfil que o do controle pGSB, intacto e clivado.
As coldnias n° 2 (Colunas 4 ¢ 5) e 20 (Colunas 10 e 11), apresentaram PM maior do que
o do controle, como desejado, pois com a combinagdo de 3,8 Kb (pGSB) + 1,1 Kb

(fragmento) espera-se um plasmideo pGSC de cerca de SKb. Entretanto, estas duas
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amostras, intactas e clivadas, apresentaram perfis eletroforéticos diferentes entre elas. Isto
¢ explicado pelo fato de que na colénia n° 2, o fragmento inseriu-se no vetor pGSB de
forma invertida do desejado (vide esquema mostrado na Figura 29, pGSC-), pois quando
clivado rendeu um fragmento de cerca de 1 Kb e outro de cerca de 4 Kb. Ficando um

codon terminador, desta forma, dentro da ORF.

A colonian® 20 (Colunas 10 e 11) mostrou ser a desejada, pois quando clivada por
BamHI, apresentou um fragmento de cerca de 2 Kb e outro de cerca de 3 Kb.
Apresentando o fragmento completo na posi¢do correta (vide Figura 29, pGSC). A
tlustragdo do plasmideo recombinante pGSC ¢ mostrado na Figura 30. O pGSC foi
preparado em maior quantidade, usando-se QIAGEN-tip 500. Obteve-se 500 ul, diluido
em tampdo TE, na concentragio de 0,53 png de DNA/ul

Figura 30 - Tlustragdo do plasmideo recombinante pGSC: plasmideo pBluescript
contendo o fragmento de DNA do gene completo da [-1,3-glucanase litica de
Cellulomonas cartae 191. O fragmento de cerca de 1,9 Kb se encontra inserido no sitio
multiplo de clonagem do pBluescript (MCS) flanqueado pelo sitio de reconhecimento

para a enzima de restricdo Xhol (regido escura).
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6. CONCLUSOES

A linhagem de Cellulomonas cartae 191 é capaz de lisar células de levedura
Saccharomyces cerevisiae e também de inibir o crescimento do fungo fitopatogénico

Penicillium digitatum.

A B-1,3-glucanase produzida pela linhagem de Cellulomonas cartae 191 mostrou
ser uma enzima cuja sintese é induzida, sendo que o melhor indutor estudado foi a parede
celular de leveduras obtida por rompimento mecanico, a qual possibilitou maior producio

desta enzima.

As condig¢des de cultivo foram otimizadas de forma que obteve-se cerca de 75% a
mais de atividade de B-1,3-glucanase. Melhor atividade de B-1,3-glucanase foi obtida
quando o microrganismo C. cartae 191 foi cultivado em meio Scott & Schekman
modificado composto de 1% de parede celular de levedura, 0,2% de (NH4),SOy4, 0,02% de
MgS04.7Hz0 em tampio fosfato de sédio 0,2 M pH 7.5, ap6s 24 horas de fermentagdo em
frascos agitados a 200 rpm a 30 °C.

A enzima [-1,3-glucanase litica de C. cartae 191 foi purificada a partir do
sobrenadante do meio de cultura concentrado por ultrafiltracio em membrana de exclusio
de 10 kDa, didlise e cromatografia em coluna ani6énica de DEAE-Sepharose Fast Flow
equilibrada em tamp@o acetato de sodio 0,01 M, pH 5,5 e eletroforese de SDS-PAGE. A
seqliéncia de aminoéacidos N-terminal da B-1,3-glucanase litica purificada de C. cartae 191
foi determinada e os residuos de aminoéacidos obtidos foram idénticos aos obtidos da
enzima litica comercial Zymolyase. A massa molecular da -1,3-glucanase foi estimada em

57 kDa através de eletroforese de SDS-PAGE.
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O gene da B-1,3-glucanase de C. cartae 191 foi isolado e clonado em células de
Escherichia coli DH5a, sendo obtido um fragmento de DNA de cerca de 1,9 Kb contendo
um quadro aberto de leitura (ORF) de 1650 pb de nucleotideos, predizendo uma proteina de
549 aminoécidos. A proteina apresenta um sitio de clivagem do peptideo sinal na posi¢ao
Ala-36 e Val-37, codificando assim uma proteina matura de 513 aminoacidos, o qual esta

de acordo com a massa molecular da enzima estimada em 57 kDa por SDS-PAGE.

O gene foi totalmente seqiienciado em ambas as dire¢des € mostrou alta
similaridade com o gene da B-1,3-glucanase litica de Oerskovia xanthineolytica (92% de
identidade). A B-1,3-glucanase de Cellulomonas cartae 191 apresentou 87% de identidade
de aminodcidos deduzidos com a PB-1,3-glucanase litica do tipo I de Oerskovia
xanthineolytica e Arthrobacter luteus ¢ 57% com a de Streptomyces matensis.

Confirmando, desta forma, que o gene isolado trata-se do gene requerido neste estudo.
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7. SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DO TRABALHO

O gene da B-1,3-glucanase isolado de Cellulomonas cartae 191 e inserido no
plasmideo recombinante pGSC, contém parte da regifio acima do ATG e o quadro aberto de
leitura (ORF) completo. O plasmideo recombinante pGS7 contém o fragmento do quadro
aberto de leitura (ORF) sem a regido que codifica o peptideo sinal da proteina. Esses
plasmideos recombinantes, obtidos nesse trabalho conferem um grande potencial de
continuidade de pesquisa. Através das técnicas de biologia molecular, os fragmentos
poderdo ser isolados desses plasmideos e transferidos para plasmideos especificos de
expressdo e secregao. Como citado por Salazar et al.(1999), a expressio de uma B-1,3-
glucanase de O. xanthineolytica em E. coli, a qual n3o tinha sido expressa com sucesso em
E. coli anteriormente por Ferrer et al., foi possivel através da introdugio do gene em um
vetor de expressdo e secregdo, o pET20b(+). Portanto, ¢ sugerido para continuidade desse
trabalho, estudos de expressdao da B-1,3-glucanase recombinante de C. cartae 191 em

células de bactéria Escherichia coli bem como estudos com a proteina recombinante.
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