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1.INTRODUCAO

Xanthomonas campestris é uma bactéria Gram-negativa de dupla importancia
econdmica. E responsavel por doengas em diversas espécies vegetais como: couve, feijao,
mandioca, algoddo, laranja, etc. (Williams, 1980) e € produtora da goma xantana, um
exopolissacarideo (EPS) importante comercialmente (Paul et al, 1986). Este EPS
apresenta propriedades interessantes industrialmente: € estivel a alteragdes de pH,
temperatura ¢ a altas concentragdes de sais e produz alta viscosidade a baixas
concentragdes (Jeanes ef al., 1961).

A xantana é o primeiro polissacarideo, de origem microbiana, de importincia
comercial. Sua estrutura é um pentassacarideo com esqueleto de glicose e ramificagdes de
manose e acido glucurdnico. Em adigdo, radicais de acetato e piruvato presentes na sua
estrutura podem alterar o fator viscosidade (Cadmus ef al, 1976; Sandford & Baird,
1983).

Nos Estados Unidos, a partir de 1961 a xantana passou a ser produzida
comercialmente ¢ em 1969 ela foi aprovada para o uso na alimentagio humana. Na area
alimenticia a goma xantana pode ser adicionada a conservas, laticinios, produtos de
panificagdo, alimentos congelados, sorvetes e mothos. Pode ser utilizada também como
agente suspensivo em bebidas preparadas com suco de frutas (Cottrell, 1979).

Na 4rea industrial a xantana € utilizada na formulagdo de pesticidas, abrasivos,
polidores, cerimica, pigmentos, produtos farmacéuticos, corantes e também como

espessante de pastas de impressdo de téxteis (Sandford, 1979).



Devido a sua estabilidade ao pH e pseudoplasticidade, € sugerida sua aplica¢do na
recuperagio de 6leos, onde o crescimento da bactéria na superficie dos poros das rochas
desaloja o o6leo por deslocamento fisico, aumentando assim a produgio (Sandvik e
Maerker, 1977) e na perfuragdo de pogos de petroleo, aumentando a viscosidade da dgua
e desviando fluidos do reservatério para areas ndo alcangadas (Wells, 1977).

Ha varios relatos sobre a biossintese da xantana e sua estrutura quimica ja ¢ bem
conhecida (Horton et al.,1985; Ielpi e Dankert, 1981a e 1981b; Melton et al., 1976).
Esses trabathos revelam que o processo de biossintese dessa goma € muito similar ao
processo de biossintese de exopolissacarideos de outras bactérias Gram-negativas .

A fungio do exopolissacarideo (EPS), na natureza, ainda ndo estd clara, mas
acredita-se que este seja um fator importante no processo de patogénese € na interagdo
planta-patégeno (Costerton e al., 1987, Whitfield e al., 1981; Leigh & Coplin, 1992).

Em Xanthomonas campestris ainda ndo se estabeleceu, definitivamente, uma
ligago direta entre produciio de EPS e patogenicidade, apesar de ter sido detectada uma
correlagio positiva entre morfologia de colOnia e patogenicidade (Whitfield ef al., 1981;
Sutton e Williams, 1970; Ramirez ef al., 1988)

O uso de técnicas de biologia molecular permitin a identificagio de genes
envolvidos com a produgio de goma xantana e ha evidéncias de que varios Joci genéticos
estio envolvidos na biossintese da goma (Barrére et al, 1986; Thome et al., 1987,
Harding et al., 1987, Hotte et al., 1990; Koplin et al., 1992).

Apesar de alguns genes envolvidos com a biossintese da goma xantana ja serem
conhecidos, a literatura sobre construgio e/ou obtengfio de linhagens methoradas €
bastante escassa ou mesmo nula. Tentativas preliminares efetuadas por Destefano &
Rosato (1991), usando mutagénese com o transposon Tn5, produziram mutantes com
produgiio de goma com caracteristicas alteradas, entretanto, o nivel de produgdo se
manteve semelhante ao da linhagem original. Dessa forma, o objetivo deste trabatho foi

identificar determinantes genéticos envolvidos com a biossintese da goma xantana e



verificar seu efeito em outras linhagens/patovares de X.campestris.

Com a finalidade de obter linhagens com melhor produgdo de goma xantana, esses
determinantes foram introduzidos em linhagens com boa produgio e foram analisados os
efeitos dessa inser¢do. Alternativamente, esses determinantes foram, também, introduzidos

em linhagens/patovares com baixa produg¢io de goma.



2. REVISAO DE LITERATURA

As bactérias fitopatogénicas gram-negativas dividem-se em quatro géneros:
Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas e Xanthomonas.

O género Xanthomonas, segundo Van den Mooter ef al. (1987),consiste de oito
espécies: X albilineans, X graminis, X.axonopodis, X fragariae, X.maltophilia, X.oryzae,
Xpopuli e X.campestris. As bactérias deste género apresentam-se em forma de
bastonetes, com coldnias de coloragdo amarelada devido ao pigmento xantomonadina,
exclusivo do género, possuem flagelo polar que lhes permite a motilidade, sdo
estritamente aerdbicas, a maioria de crescimento lento e sio encontradas apenas em
associagdo com plantas ou material vegetal (Leyns et al., 1984; Agrios, 1989). Causam
doengas em pelo menos 124 espécies de monocotiledoneas e 268 espécies de
dicotiledoneas, através de lesGes necroticas em folhas, caules e frutos, murchas,
maceragfio de tecidos e hiperplasias (Leyns et al., 1984).

A espécie X.campestris foi dividida em 125 patovares (Bradbury ef al., 1984) os
quais foram determinados apos a infecgdo no hospedeiro do qual a bactéria foi isolada.
Recentemente foi proposta uma nova classificagdo em 143 patovares (Young et al,

1992).



2.1. BIOSSINTESE DE EXOPOLISSACARIDEOS

A produgdio de polissacarideos extracelulares (EPSs) € muito comum em muitos
géneros de bactérias. Esses EPSs podem formar uma cépsula ao redor da célula ou podem
ser excretados para o meio ambiente como um muco (Coplin e Cook, 1990). Segundo
Ferris e Beveridge (1985), os EPSs possuem duas propriedades que ajudam a determinar
suas fungdes: 1) os polissacarideos capsulares sio altamente hidratados e portanto
protegem a bactéria de dessecagio e evitam que moléculas hidrofobicas penetrem na
capsula e cheguem & membrana celular. Assim, bactérias com capsula sdo mais resistentes
a aglio de detergentes e antibidticos hidrofobicos. 2) Os EPSs acidos produzidos pela
maioria das bactérias fitopatogénicas sdo altamente anidnicos e assim, podem atuar como
resinas de troca idnica, concentrando minerais e nutrientes ao redor da célula, ou podem
ligar-se a elementos toxicos (Norberg e Persson, 1984). Outra fungio importante do
polisacarideo capsular, no solo ou em ambiente aquatico, ¢ que este ajuda na adesdo da
bactéria a superficies biologicas ou inertes, nas quais existem altas concentragdes de
nutrientes (Norkrans, 1980; Ramphal e Pier, 1985; Marcus e Baker, 1985). Como muitas
bactérias fitopatogénicas precisam crescer ou sobreviver no solo ou em folhas ou raizes de
plantas para completar seu ciclo de vida, a protegfo contra o meio ambiente hostil seria
um motivo para que a bactéria passasse a produzir EPS. Ha relatos que o
exopolissacarideo € o fator mais importante para a patogenicidade € viruléncia. Em
Agrobacterium tumefaciens, verificou-se que o EPS tem papel fundamental na ligagio e
infecgio (Kamoun ef al., 1989) e isto também foi verificado em espécies de Rhizobium
por Chen et al. (1988), Djordjevic et al. (1987) e Leigh et al. (1985).

Segundo Bradshaw-Rouse ef al. (1981) e Romeiro ef al. (1981) as capsulas e a
goma podem atuar como barreiras as respostas de defesa do hospedeiro. Em folhas, a

goma bacteriana formada nos espacos intercelulares pode reter agua e nutrientes €



portanto contribuir para o sintoma de entumescimento e criar um ambiente favoravel ao
crescimento bacteriano (Coplin e Majerczak, 1990).

Os EPSs podem ser homopolimeros ou heteropolimeros e ainda podem carregar
uma certa variedade de radicais. Os homopolimeros incluem glucanas, levanas e alginatos;
os heteropolimeros sdo polimeros acidos compostos de arranjamentos lineares de unidades
repetitivas de aglicares neutros, 4cido glucurénico e radicais de acetato, piruvato,
hidroxibutirato e succinato (Sutherland, 1988, Whitfield er al., 1981). |

O exopolissacarideo mais simples de bactérias fitopatogénicas ¢ a levana, que €
encontrado em varias espécies de Pseudomonas (Fett et al., 1989) e Erwinia amylovora
(Bennett e Belling, 1980). Ela ¢ sintetizada extracelularmente a partir de sacarose pela
enzima levansucrase (Gross e Rudolph, 1987).

As glucanas sio exopolissacarideos produzidos por algumas bactérias Gram-
positivas (Stoddard, 1984) e os alginatos sio produzidos por algumas espécies de
Pseudomonas (Fett et al., 1989, Ohman, 1986).

O processo utilizado para a produgo desses polissacarideos envolve poucas
enzimas, além daquelas necessarias para a sintese do agicar nucleotideo precursor.
Entretanto, a estrutura e a sintese de heteropolissacarideos produzidos por bactérias
entéricas e Xanthomonas s3o muito mais complexas.

Grande parte dos relatos sobre a sintese de heteropolissacariideos vem de estudos
de Klebsiella aerogenes (Troy, 1979) , Xanthomonas campestris (lelpi et al., 1981a e
1981b) e por analogia a estudos similares de sintese de lipopolissacarides em Salmonella
typhimurium e produgio de 4cido sidlico em Escherichia coli (Troy, 1979; Vimr et al.,
1989).

H3 vérias revisdes sobre a sintese desses polissacarideos (Boulnois e Jann, 1989,
Jann e Jann, 1991; Sutherland, 1977 e 1988; Troy, 1979) e verificou-se que este processo
envolve quatro estigios: 1) sintese de um intermedidrio difosfatado de agacar

nucleotidico, 2) processo de reuniio das subunidades oligossacérides repetitivas do



polimero por transferéncia dos monossacarideos do correspondente agucar nucleotidico
para um lipideo carreador localizado na membrana da célula, 3) adigdo de radicais tais
como piruvato, acetato succinato, hidroxibutirato e sulfato, 4) transferéncia da cadeia
polissacaridica em crescimento do seu lipideo carreador para a nova subunidade. Pouco se
conhece sobre o mecanismo de polimerizagio mas acredita-se que ele ocorra na face
interna da membrana citoplasmatica e posteriormente o EPS € transportado para a
superficie da célula através das zonas de adesdo entre as membranas externa e interna
(Kroncke ef al., 1990). Portanto, a sintese de EPS requer enzimas para a produgdo de
cada aglicar nucleotideo precursor, transferases para cada monossacarideo na subunidade,
uma ou mais polimerases e proteinas que estariam envolvidas no transporte do
polissacarideo.

A biossintese de goma xantana, um pentassacarideo, ja foi bem caracterizada por
Ielpi et al. (1981a e 1981b). Eles propuseram um modelo no qual a subunidade
oligopolissacaride ou pentamérica estd unida ao lipideo carreador na seguinte ordem-
glicose (Glu), glicose (Glu), manose (Man), 4cido glicurbnico (GlcA) e manose (Man). As
adi¢des sdo efetuadas por glicosiltransferases de I a V, respectivamente ¢ 0s radicais

piruvato sdo adicionados por cetolases € acetato por acetilases.



2.2. GENETICA DA BIOSSINTESE DE EPS

Os genes da biossintese de EPS tém sido isolados e analisados em diversas
espécies de bactérias fitopatogénicas.

Em Erwinia stewartii, Dolph et al. (1988), através de um banco gendmico,
obtiveram um plasmidio recombinante (pES2144) que restaurou a produgio de EPS em
14 mutantes espontineos deficientes para a sintese do polissacarideo capsular (cps).
Através de subclonagens, anélise de restrigdo, mutagénese com transposon TnS, Tn5lac e
delegdes, eles localizaram cinco regides envolvidas na produgfo de polissacarideo capsular
(cps) e que foram denominadas cpsA-cpsE. Foi verificado também, que os mutantes cps~
nio foram capazes de causar doenga em plantas e que mutagdes nos genes cpsB a ¢psE
aboliram completamente a habilidade da bactéria de causar lesdes em pléntulas.

Ainda trabalhando com esses mesmos genes, Coplin e Majerczak (1990)
analisaram um "cluster™ de genes requeridos para a sintese do exopolissacarideo (cps)
através de mutagénese com transposons e verificaram que este "cluster” contém, pelo
menos, cinco grupos de complementagdo. Observaram também que linhagens de Erwinia
stewartii com mutagdes nos genes cps4 e cpsB mostraram redugio no poder de infecgio
em plantulas enquanto que mutantes cpsC e cpsE eram avirulentos.

Em Pseudomonas solanacearum, Cook e Sequeira (1991) utilizando mutagénese
com o transposon Tn3, identificaram um "cluster” que contém cinco grupos de
complementagfio que sfo necessarios para a sintese de EPS nesta bactéria. Os autores
encontraram, também, uma correlagio positiva entre produgio de EPS e viruléncia.

O melhor modelo para a sintese de EPS € o de goma xantana pois é um dos
poucos sistemas no qual alguns genes biossintéticos e seus produtos enziméticos ja foram

descritos.



Harding et al. (1987) clonaram vérios genes essenciais para a produgdo de goma
xantana em mutantes ndo mucoides € isolaram um plasmidio contendo um fragmento de
12,4kb que possui um "cluster" de, pelo menos, quatro genes ligados que estdo envolvidos
na biossintese de goma xantana. A introdugio deste plasmidio na linhagem selvagem
NRRL-B1459 de Xanthomonas campestris pv.campestris, que produz a xantana utilizada
comercialmente, aumentou em 10% a produgdo da goma e em 45% a piruvatagdo da
cadeia.

Thome et al. (1987) identificaram, nessa mesma linhagem, trés loci, ndo ligados,
com genes para a biossintese de xantana. Linhagens do tipo selvagem carregando copias
multiplas do plasmidio contendo esses genes aumentaram a produgfo de goma em 20%,
havendo casos em que a produgio dobrou.

Hotte ef al. (1990) identificaram , através de mutagénese com o TnS5, doze grupos
de complementagio relacionados com a producio de EPS. As fungBes desses genes, os
quais acredita-se serem diferentes dos descritos até o momento, ainda s3o desconhecidas.
Mutagdes neste grupo de genes afetam outras propriedades de superficie da bactéria de
forma que eles podem sintetizar os aglicares nucleotidicos.

Marzocca et al. (1991), através de caracterizagio bioquimica e estudos de
complementagio de um mutante de Xanthomonas campestris que produz goma sem
radicais piruvato, identificaram o gene que codifica a enzima cetal piruvato transferase,
responsavel pela piruvatagdo da cadeia de goma xantana, entretanto os autores ndo
conseguiram determinar se a piruvatagdo est relacionada com a razdo de sintese de EPS.

A regifio inteira que codifica para a sintese de EPS da linhagem NRRL-B1459 foi
sequenciada e os produtos das proteinas, determinados (in Leigh e Coplin, 1992). Doze
fases para leitura (ORF- Open Reading Frame) foram determinadas e designadas de gumB
a gumM. Analises da sequéncia e mapeamento revelaram somente uma regido promotora e
nenhum sinal interno de terminagdo, sugerindo que esta regido ¢ um grande operon.

Koplin et al.(1992) analisaram a sequéncia nucleotidica de um fragmento de 3,4kb
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de X.c.pv.campestris e verificaram duas regides abertas de leitura (ORFs) que foram
designadas xand e xanB , e que estdo relacionadas com biossintese de goma xantana. O
gene xanA codifica uma enzima ou um fator regulatorio necessario para a biossintese de
glucose 1-fosfato € manose 1-fosfato e o gene xanB codifica uma enzima bifuncional que
possui atividades de fosfomanose isomerase ¢ GDP-manose pirofosforilase. Essas enzimas
estdo envolvidas na biossintese de GDP-manose, que é um precursor imediato da goma
xantana.

Grupos de genes da biossintese de EPS ja foram relatados em Escherichia coli
K12 (Trisler e Gottesman, 1984), na espécie de Rhizobium NGR234 (Chen ef al., 1988),
em Rhizobium meliloti (Glazebrook e Walker, 1989; Leigh et al., 1985).
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2.3. REGULACAO DA PRODUCAO DE EPS

A regulagdo da sintese de EPS em bactérias fitopatogénicas é muito complexa e
envolve tanto o sistema de regulagio positiva quanto a negativa. Em
Xanthomonas campestris e Pseudomonas solanacearum, o EPS pode ser regulado
separadamente ou como parte de um regulon de patogenicidade que inclui varias enzimas
extracelulares, tais como proteases e celulases, envolvidas no processo de patogénese
(Leigh e Coplin, 1992).

Em Erwinia amylovora e E.stewartii ndo ha produgio de enzimas extracelulares
relacionadas com o fator patogenicidade e o EPS é regulado por um mecanismo
semethante ao de bactérias entéricas (in Leigh e Coplin, 1992).

Torres-Cabassa et al. (1987), através de fusdes do operon lacZ no gene de sintese
de polissacarideo capsular (cps) verificaram que os genes cpsd-cpsD em E.stewartii estdo
sob uma regulag@o positiva pelo produto do gene rcsA. Quando este gene foi clonado e
sequenciado verificou-se que ele funciona em F.coli e possui alta homologia com as
sequéncias de aminoéacidos do gene rcsA (gene regulador positivo) de E.coli. (Coplin e
Cook, 1990). Anilise da sequéncia nucleotidica do gene rcsB de E. stewartii revelou uma
regido aberta para leitura (ORF) que possui 90% de homologia com os aminoécidos da
proteina RcsB de E.coli. O sequenciamento parcial da regifio adjacente ao resB revelou
alta homologia com o resC de E.coli (Leigh e Coplin, 1992).

A regulagdo do EPS de espécies de Erwinia foi baseada a partir do modelo
proposto para a sintese de acido colénico em Escherichia coli (Gottesman e Stout, 1991)
onde a expressdo do gene do polissacarideo capsular é regulado positivamente pelo
produto do gene rcsA, o qual € rapidamente degradado por uma protease. Um controle
adicional € realizado por outro componente regulatorio que consiste de um efetor, rcsB e

um sensor, r¢sC (Gottesman et al., 1985, Brill ef al., 1988; Stout e Gottesman, 1990). O
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locus resBC ja foi sequenciado € é homologo a outros componentes regulatorios ja
descritos. Por analogia o RcsC pode ser uma fosforilase/kinase que ativa ResB que por
sua vez, ativa a transcricdo do polissacarideo capsular. A proteina ResB pode também
atuar com a RcsA, estimulando a expressdo de polissacarideo por um mecanismo ainda
ndo conhecido (Coplin e Cook, 1990). Os dados sugerem, portanto, que a sintese de EPS
em E.stewartii deve estar sob o controle de um sistema regulatorio como o ResB e ResC,
de um do tipo RcsA e de uma protease.

Em Pseudomonas solanacearum, mutantes deficientes para a produgdo de EPS
também apresentam outras caracteristicas afetadas, tais como decréscimo na produgdo de
endoglucanase, aumento de sintese de poligalacturonato liase, produgio de indol-3-acido
acético, pigmentagio e motilidade (Buddenhagen e Kelman, 1964; Morales ef al., 1985).
Brumbley e Denny (1990) denominaram este efeito pleiotropico de conversdo de fenétipo
(PC). Por muito tempo pensou-se que este evento ndo poderia ter surgido de uma
mutagfo simples, pois a reversdo ao fendtipo selvagem nunca foi observada; entretanto
verificou-se que um ou mais rearranjo genético aparentemente pode levar ao fenétipo PC,
onde véarios fatores poderiam estar envolvidos. Em adigio, Huang ef al (1989)
observaram que a inativagiio do gene regulatorio positivo pheA resulta no fenétipo PC,
ocorrendo um decréscimo na transcrigio do gene eps e do gene de endoglucanase.
Brumbley e Denny (1990) também verificaram este fato através de mutantes esponténeos
PC que apresentavam uma mutagio no gene regulatorio positivo pheA.

Os principais resultados de regulagdo génica em Xanthomonas campestris
pv.campestris foram apresentados pelo grupo de M.JDaniels na Inglaterra e estes
sugerem que hé pelo menos dois controles regulatérios positivos € um negativo na sintese
de goma xantana. Daniels ef al. (1989) isolaram um mutante nfo patogénico que era
deficiente na produgfio de enzimas extracelulares como protease-¢ poligalacturonato liase
e que também apresentava redugio nos niveis de amilase, endoglucanase e de sintese de

EPS. A clonagem e anélise genética deste Jocus revelou um grupo de sete genes
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regulatorios positivos (rpf4-F, regulation of pathogenicity factors) que apresentavam
efeito coordenado nas quatro enzimas de degradagdo citadas acima, EPS e
patogenicidade. A sequéncia de rpfC mostrou forte homologia com dominios conservados
de proteinas sensora e efetora de sistemas regulatérios procari6ticos de dois componentes
como ResC e ResB de Erwinia (Tang et al., 1991).

Entretanto este sistema (Rpf) parece estar balanceado, em paralelo, por uma
regulagio do tipo negativa. Tang ef al.(1990) clonaram um Jocus que, quando presente
num plasmidio multicopia, causava diminui¢do dos niveis de enzimas extracelulares e
stntese de EPS. A inativagio deste Jocus produziu uma linhagem patogénica e causou um

aumento nos niveis de enzimas degradativas e polissacarideo.
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2.4. RELACAO EPS/PATOGENICIDADE

Segundo relatos de literatura o EPS de bactérias tem dois papéis importantes no
desenvolvimento de doengas: ele pode causar murchamento ou definhamento de plantas
através do bloqueio do xilema e € parcialmente responsivel pelo sintoma de
encharcamento em folhas. O EPS também pode contribuir ajudando a bactéria a se
movimentar pelos tecidos da planta, promovendo seu crescimento em espagos
intercelulares e protegendo a bactéria de elementos de defesa da planta.

Ha muita controvérsia acerca do papel dos exopolissacarideos na patogenicidade.
Ja foi verificado que mutagGes em EPS de espécies de Rhizobium levam a uma redugdo na
habilidade de nodulagdo em plantas hospedeiras (Djordjevic et al., 1987; Leigh et al.,
1985; Leigh e Lee, 1988).

Em Erwinia stewartii, Dolph e Coplin (1988) relataram que nenhum mutante para
a sintese de EPS (cps™) foi capaz de causar o definhamento sistémico em plantas de mitho.
Coplin e Majerczak (1990), analisando um "cluster" de cinco genes relacionados com a
sintese de EPS e designados de cps4 a cpsE verificaram que mutagSes nos genes ¢psA,
cpsB e em alguns casos ¢psD acarretavam lesdes necroéticas limitadas em plantulas de
milho e que muta¢des nos genes cpsC e c¢psE resultavam em perda total do poder de
viruléncia.

A maioria dos trabalhos relacionados com EPS e \viruléncia de
Pseudomonas solanacearum estio baseados em mutantes espontineos EPS-. Denny et al.
(1988) obtiveram mutantes de P.solanacearum, através de mutagénese com o transposon
TnS com dois tipos de morfologia de coldnia diferentes: um ndo produzia EPS (EPS‘) €
portanto as coldnias eram totalmente secas e o outro produzia um EPS residual (EPSi),
com coldnias relativamente secas. A anélise de viruléncia desses mutantes revelou que esta

estava afetada em diferentes niveis em ambos os tipos de mutantes.
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Portanto, ha evidéncias de que o EPS ¢ um fator importante para a viruléncia de
P.solanacearum, entretanto Xu et al. (1990) obtiveram mutantes EPS- desta mesma
bactéria, através de mutagénese com Tn5, que mantiveram os niveis de viruléncia muito
préximos ao do tipo selvage}n.

Com o objetivo de analisar com mais detalhes os genes requeridos para produgdo
de EPS e viruléncia Cook e Sequeira (1991), em estudos com Pseudomonas
solanacearum, verificaram que existe uma correlagdo positiva entre quaﬁtidade de EPS
pfociuzido na cultura, na planta e viruléncia. Todos os mutantes que possuiam morfologia
de coldnia afetada tinham também a viruléncia afetada.

Kao e Sequeira (1991) também trabalhando com P.solanacearum, verificaram que
um dos grupos de genes envolvidos na biossintese de EPS também € requerido para a
biossintese de lipopolissacarides (LPS), que segundo relatos de literatura tém papel
importante na viruléncia deste organismo. Mutag3es neste grupo de genes decresceram os
niveis de produgio de EPS, impediram a ligagdo de um fago especifico de LPS e alteraram
a motilidade do LPS purificado em géis de poliacrilamida e quando a biossintese de LPS
foi restaurada, isto ndo foi suficiente para restaurar a viruléncia ao nivel do tipo selvagem,
sugerindo que o EPS é um fator importante para o processo de patogénese.

Kao et al. (1992) confirmaram esta hipotese através do estudo de mutantes EPS-
utilizando uma série de concentragdes de inoculos. Os autores verificaram que tanto os
mutantes nio produtores de EPS e os mutantes defectivos apresentavam redugdo no
poder de infecgdo com relagdo ao tipo selvagem.

Com relagio a Xanthomonas campestris, Barrére et al. (1986), clonando genes
envolvidos com a produgdo do polissacarideo xantana, verificaram que mutantes
deficientes para o EPS mantiveram a patogenicidade. Porém os autores ndo puderam

concluir se, realmente, o EPS esta relacionado com a viruléncia desta bactéria.
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Posteriormente, Ramirez ef al. (1988) tentaram correlacionar tamanho de colonia ,
produgiio de goma e viruléncia e verificaram que ndo hid uma correlagdo clara entre
tamanho de colOnia/viruléncia e produgiio de goma xantana/viruléncia. Entretanto os
autores sugerem que os danos nas plantas sfo causados, principalmente, pelo poder
viscosificante da goma, mais do que pela sua quantidade.

Daniels et al. (1989) verificaram que mutantes para a produgdo de xantana de
Xanthomonas campestris pv.campestris eram virulentos quando inoculados por infiltragéo
ou lesio, mas que pareciam fracamente virulentos quando introduzidos através dos
estdmatos (ponto de penetragfo natural).

Xu et al. (1990), trabalhando com Pseudomonas solanacearum, observaram que
mutantes EPS- altamente virulentos, chegaram a produzir 20% da quantidade normal de
EPS com relagdo a linhagem selvagem. Denny e Baek (1991) verificaram que mutantes
dessa mesma bactéria que pareciam ser ndo mucdides, em meio de cultura rico em
nutrientes, eram virulentos e ainda produziam EPS na planta.

Portanto, a relagdo EPS/patogenicidade envolve ainda muita controvérsia e muitos

estudos deverdo ser realizados para elucidar esta questéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LINHAGENS BACTERIANAS E PLASMIDIOS

As linhagens bacterianas e os plasmidios utilizados neste trabalho estéo listados na

Tabelal e Tabela 2, respectivamente.



Tabela 1 - Linhagens bacterianas

18

Linhagens

Caracteristicas

Fonte ou referéncia

Xanthomonas campestris

pV. vesicatoria

317

411

411Nall

411Nal'[pMV04]

411Nal'[pMV08]

411Sm!

411Smf[pMV08]

411Spf

411Sp"[pMV08]

420Nall

420Nal’[pMV04]

420Nal’[pMV08]

patégeno de tomate e/ou pimentfio

tipo selvagem

tipo selvagem

mutante espontineo resistente ao acido
palidixico, derivado da linhagem 411

411Nal® contendo o plasmidio pMV04
(com inserto de 2,5kb)

411Nal” contendo o plasmidio pMV08
(com inserto de 3,9kb)

mutante espontineo resistente 4
estreptomicina, derivado da linhagem
41

411Sm’ contendo o plasmidio pMV08

mutante esponténeo resistente 4
espectinomicina, derivado da linhagem
411

4118p* contendo o plamidio pMV08
mutante espontineo resistente ao acido
nalidixico, derivado da linhagem 420
420Nal” contendo o plasmidio pMV04

420Nal! contendo o plasmidio pMVO08

Instituto Biologico de
Campinas - (1.B.)

Instituto Biologico de
Campinas - (I.B.)

Laboratorio Genética de
Microrganismos

(UNICAMP)

Este trabalho

Este trabalho

Laboratorio Genética de
Microrganismos

(UNICAMP)
Este trabalho

Laboratorio Genética de
Microrganismos

(UNICAMP)
Este trabalho

Laboratorio Genética de
Microrganismos

(UNICAMP)
Este trabalho

Este trabatho
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Linhagens Caracteristicas Fonte ou referéncia
479 Nalf mutante esponténeo resistente ao 4cido 1 gborat6rio Genética de
nalidixico derivado da linhagem 479 Microrganismos
(UNICAMP)
479Nall[pMV04] 479Nal’ contendo o plasmidio pMV04  Este trabalho
479Nal [pMV08] 479Nal" contendo o plasmidio pMV08  Este trabalho
Callo tipo selvagem Fund. "André Tosello"
Call0[pMV04] Cal10 contendo o plasmidio pMV04 Este trabatho
Cal10[pMV08] Cal10 contendo o plasmidio pMV08 Este trabalho
CallONal® mutante esponténeo resistente a0 4cido ] aboratorio Genética de
nalidixico, derivado da linhagem Cal10 Microrganismos
(UNICAMP)
Call0Nal'[pMV04] Cal10Nal" contendo o plasmidio Este trabalho
pPMVO04
Cal10Nal'[pMV08] Cal10Nal" contendo o plasmidio Este trabatho
pMVO08
Smf mutante espontaneo resistente a Destefano & Rosato, 1991
estreptomicina, derivado da linhagem
Call0
Smr[pMVO4] Sm! contendo o plasmidio pMV04 Este trabatho
Sm![pMV08] Sm! contendo o plasmidio pMV08 Este trabalho
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Linhagens Caracteristicas Fonte ou referéncia
pv g]ycin es patogeno de leguminosas (feijdo, soja)
333 tipo selvagem Instituto Bioldgico de
Campinas - (1.B.) S.P.
333Sm! mutante ?‘I{Oﬂtﬁgeogf“is‘ent? a Laboratorio Genética de
g;t;eptomxcma, erivado da linhagem Microrgani -
(UNICAMP)
333Sm{[pMV04] 333Sm' contendo o plasmidio pMV04  Este trabalho
333Smf[pMV08] 333Sm' contendo o plasmidio pMV08  Este trabalho
333Spf mutm?e esz?oméngo {esidstegtel zﬂ] Laboratorio Genética de
espectmnomicina, aenvado aa agem . .
333 Microrganismos
(UNICAMP)
333Sp[pMV08] 333Sp" contendo o plasmidio pMV08 Este trabalho

pv manihotis

289

289 Nall

289Nall/ pUFR027

patégeno de mandioca

tipo selvagem

mutante esponténeo, resistente ao 4cido
nalidixico, derivado da linhagem 289

mutante 289 Nal! contendo apenas o
vetor pUFR0O27

Instituto Biologico de
Campinas (IB)

Laboratorio Genética de
Microrganismos

(UNICAMP)

Laboratério Genética de
Microrganismos

(UNICAMP)
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Linhagens Caracteristicas Fonte ou referéncia
289Nal [pMV04] clone obtido do cruzamento de 289Nal'’  Este trabalho
com banco genbmico da linhagem 317,
com aterago na viscosidade e
morfologia da colonia
289Nalf[pMV08] clone obtido do cruzamento de 289Nal'  Egte trabalho
com banco gendmico da linhagem 317,
com ateragdo na viscosidade e
morfologia da colonia
289Sm” mutante e?I{Oﬂtﬁﬂd:;; fezist;’:';;ia Laborat6rio Genética de
estreptomicina, vado gem :
89 Microrganismos
(UNICAMP)
289SmI[pMV08] 289Sm’ contendo o plasmidio pMVO8  Fste trabalho
Escherichia coli F Sup E44D lac U169 (800 lacZD  Bethesda Research
DH5a M15) hsd R17 rec Al end Al gyr A 96 Laboratories




Tabela 2 - Plasmidios.

Plasmidios

Caracteristicas

Fonte ou referéncia

pBKSt

pUFRO027

pRK2073

pKS04

pKS08

pMV04

pMVO08

pMV2,3-8

pMV1,6-8

pMV2,0-8

Amp' com 2,96kb

TncW, NmT, Mob™,
MobP, lacZa*, Part com 9,3kb

derivado de pRK2013 npt: Tn7, Km", Sp,
Tra*, plasmidio "helper”

pBKS contendo o fragmento EcoRI de 2,8kb
de DNA gendmico de X. ¢. pv. vesicatoria
(317)

pBKS contendo o fragmento EcoRI de 3,9kb
de DNA gendmico de X.c. pv. vesicatoria
@317

pUFR027 contendo o fragmento EcoRI de
2,8kb de DNA gendmico de X. ¢. pv.
vesicatoria (317)

pUFR027 contendo o fragmento EcoR1 de
3,9kb de DNA gendmico de X.c. pv.
vesicatoria (317)

pUFR027 contendo o fragmento de 2,3 kb
derivado do pMV08 através de digestdo com
Kpnl

pUFR027 contendo o fragmento de 1,6 kb
derivado do pM V08 através de digestdo com
Kpnl/EcoR1

pUFR027 contende o fragmento de 2,0kb
obtido da delegfio que corresponde ao de
2,3kb deletado em 300 pares de bases

Stratagene

De Feyter et al., 1990.

Leong et al., 1982

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabatho
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3.2. MEIOS DE CULTURA

3.2.1. Meio de cultura para Xanthomonas

As linhagens de Xanthomonas campestris foram cultivadas meio de cultura

NYGB e NYGA (meio NYGB acrescido de 15,0g de agar por litro) (Tumner et al,

1984), a 280C.

NYGB: Peptona 5,0g
Extrato de Levedura 3,0g
Glicerol 20,0g
H>0 g.s.p. 1 litro

O pH foi ajustado para 7,0 e a solugio foi autoclavada a 120°C por 20 minutos.

3.2.2. Meio de Fermentacio

Para as fermentagdes foi utilizado o meio de cultura MPI - Meio de Produgdo 1

(Sow e Demain, 1979).
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MPI: Sacarose 20,0g
KH2PO4 3,08
MgS04. TH20 0,2g
(NH4)2504 2,0g
acido citrico 2,0g
H3BO3 0,006 g
Zn0 0,606g
FeCL3. 6H20 0,0024g
CaCO3 0,02g
H>0 q.s.p. 1 litro

O pH foi ajustado para 7.2 com NaOH e a solugdo foi autoclavada a 120°C por 20

minutos.

3.2.3. Meio de cultura para Escherichia coli

O meio de cultura utilizado para o crescimento de Escherichia coli foi o meio

completo LB (Luria Bertani),a 370C.

LB: Triptona 10,0g
Extrato de Levedura 5,0g
NaCl 5,0g
H,0 q.s.p. 1 litro

Quando sélido, adicionou-se 15,0g de 4gar.

O pH foi ajustado para 7,0 e a solugdo foi autoclavada a 1200C por 20 minutos.



3.2.4. Antibioticos

As concentra¢des de antibioticos utilizadas em meio de cultura sélido foram: &cido
nalidixico (Nal), 50pug/ml; kanamicina (Km), 25ug/ml, espectinomicina (Sp), SOpg/ml,
estreptomicina (Sm), 100ug/ml, ampicilina (Ap), 60pg/ml. Em meio liquido, as

concentra¢des foram reduzidas em 50%.

3.2.5. Meios de detecciio de enzimas extracelulares

A caracterizagio dos clones quanto & produgdo de enzimas extracelulares foi

realizada através dos meios seletivos descritos a seguir:

A) Meio para deteccio de atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada pela degradagdio de proteinas do leite em
placas de meio de cultura NYGA, descrito acima, contendo 2% de leite desnatado
segundo metodologia de Tang ef al. (1987), onde foram verificados halos ao redor das

coldnias consideradas positivas.

B) Meio para deteccfio de atividade amilolitica
Utilizou-se 0 meio NYGA contendo amido solivel 0,2%, sendo que a revelagio
foi realizada com vapor de iodo, permitindo a visualizagio dos halos de formados pelas

col6nias positivas.
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C) Meio para deteccfio de atividade lipolitica

Peptona 10,0g
NaCl 5,0g
CaCly 0,1g
Agar 15,0g
H»>O q.s.p. 1 litro

O pH foi ajustado para 6,0 ¢ a solugio foi autoclavada a 120°C por 20 minutos.
Seguiu-se a metodologia de Sierra (1957), adicionando-se Tween 20 na
concentragio de 1% no meio de cultura. A detecgio foi realizada pelo aparecimento de

um precipitado de cristais de sal de célcio ao redor das coldnias positivas.

D) Meio para detec¢iio de atividade celulolitica (adaptado de Bocarra ef al,

1988)
Meio M9 q.s.p. 1 litro
Glicerol 5,0g
Carboximetilcelulose 5,0g
Extrato de levedura 1,0g
Agar 15,0g

O pH foi ajustado para 7,0, a solugdo foi autoclavada a 120°C por 20 minutos € a
revelagdo foi realizada através da detecgdo de halos ao redor das colonias apds coloragdo

com Congo-Red na concentragio de 0,1%.
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E) Meio para deteccfio de atividade pectolitica (Bocarra ef al., 1982 com

modifica¢@o do substrato utilizado)

Meio M9 g.s.p. 1litro
Glicerol 5,0g
Extrato de levedura 1,0g
Pectina citrica 5,0g
Agar 15,0g

O pH foi ajustado para 7,0, a solugdo foi autoclavada a 1209C por 20 minutos ¢ a
revelagio foi realizada pela adigio de brometo de hexadeciltrimetl aménio na
concentragdo de 1% sobre o meio de cultura contendo as coldnias, onde se observou o

aparecimento de um precipitado.

Meio M9:  Sais de M9 200ml
Glicose 20% 20ml
Hy0 q.s.p. 1litro
Sais M9: NapH,P0O4.7TH0 2,56g
KHyPO4 0,60g
NaCl 0,10g
NHyCl 0,20g
H>0 g.s.p. 200ml

A solugdo foi autoclavada a 1209C por 20 minutos.
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3.3. CONJUGACAO

Foi efetuado um cruzamento da linhagem 289Nal" (Xanthomonas campestris pv.
manihotis) com o banco gendmico da linhagem selvagem 317 (Xanthomonas campestris
pv.vesicatoria). A conjugagio "em massa" foi realizada através de cruzamentos
triparentais (Ditta ef al.,1980) utilizando-se o plasmidio "helper" pRK2073 (Leong ef al.,
1980).

As células doadoras (banco gendmico) foram cultivadas em meio LB contendo o
antibiotico kanamicina por aproximadamente 16 h a 37°C com agitagio de 180 rpm.

As bactérias contendo o plasmidio "helper” foram incubadas nas mesmas
condigdes porém o antibidtico utilizado foi espectinomicina.

As células receptoras (Xanthomonas campestris pv. manihotis) foram cultivadas
em meio NYGB contendo 4cido nalidixico, por aproximadamente 16h & 28°C e 180 rpm.

Foram centrifugados 2 ml da cultura receptora em tubo de microcentrifuga
esterilizado. O sobrenadante foi descartado € 0,5 m! da cultura contendo o plasmidio
helper foi centrifugado no mesmo tubo, formando um segundo sedimento. O sobrenadante
também foi descartado e 0,1 ml da cultura doadora (banco genémico) foi centrifugado. As
células foram lavadas com solugdo salina 0.9% e com o residuo do sobrenadante, cerca de
100ul, ressuspendeu-se o sedimento final.

A suspensdo contendo as linhagens a serem conjugadas foi transferida para uma
placa de meio NYGB, sem antibiotico, em forma de gotas (aproximadamente 30ul cada) e
foi incubada a 28°C por aproximadamente 20 horas.

Ap6s este periodo, foi retirada a massa celular obtida a partir de uma das gotas ¢
foram feitas dilui¢Ses de 10-1 e 10-2 em solugfo salina com posterior plaqueamento em
meio NYGB contendo os antibioticos kanamicina e acido nalidixico para a sele¢do dos

transconjugantes.
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3.4. EXTRACAO DE PLASMIDIOS

Os plasmidios foram extraidos pelo método de lise alcalina descrito por Birnboin e
Doly, 1979, com algumas modificagdes descritas por Maniatis ef al., 1982.

A analise dos fragmentos foi feita através de eletroforese em gel de agarose 0.8%,
utilizando-se tampdo TAE (Tris-Acetato, 0,04M e EDTA, 0,001M). Os géis foram
corados com brometo de etideo (10 mg/ml), visualizados em fonte de luz UV. e

fotografados com filme Polaroid 667.

3.5. LIGACAO INSERTO/VETOR

O sistema de ligagdo foi preparado de forma que a relagdo molar foi de 2:1.
A reagdo foi efetuada num volume total de 20 pl. A enzima T4 DNA ligase (BRL)

foi utilizada segundo especificagdes do fabricante.

3.6. TRANSFORMACAO

A transformagdo foi realizada utilizando-se células competentes da linhagem de
E.coli DH5a preservadas a -709C, segundo Sambrook e? al. (1989).

As células transformadas foram selecionadas por resisténcia ao antibi6tico
apropriado e as colonias contendo o inserto foram identificadas devido a adigdo de X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo) 2% (40pul por placa) em placas de meio de
cultura LB segundo Maniatis ef al. (1982). Nio foi necessaria a adigio do indutor IPTG
para a expressdo do gene f-gal pois a linhagem de E.coli utilizada nfo apresenta o gene

lacl4 (super-produtor de repressor).
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As coldnias brancas, contendo os insertos, foram isoladas, transferidas para placas
contendo o antibidtico apropriado e analisadas posteriormente, através de extragdo de

DNA de plasmidios.

3.7. FERMENTACAO

O experimento de fermentagdio consistiu de um pré-indculo das culturas crescido
em 5ml de meio NYGB contendo os antibiéticos apropriados a 28°C, 180 rpm por um
periodo de aproximadamente 18 horas.

Posteriormente a absorbancia do pré-inéculo, medida em espectrofotémetro
(600nm), foi acertada para 1.0 e 2ml deste foi adicionado & 20ml de meio de Produgéo I
(MPI), sem antibiotico, e incubado nas mesmas condigSes descritas acima, porém por 72
horas.

Apés este periodo, a viscosidade do caldo de fermentagio foi medida em
viscosimetro da marca Brookfield modelo RVT, utilizando-se spindle 21 e rotagdes de 20,

50 ¢ 100 rpm.

3.8. TESTE DE FITOPATOGENICIDADE

Para os testes de fitopatogenicidade foram utilizadas plantas de mandioca Manihot
esculenta, tomate Lycopersicum esculentum e pimentdo Capsicum annuun que foram
cultivadas numa casa de vegetagdo, em sacos plasticos com terra adubada, por um periodo
de aproximadamente 8 semanas, ap6s o que foram inoculadas.

O indculo foi feito a partir de culturas estocadas em glicerol & -700C. Apds

aproximadamente 16h de crescimento em meio liquido, ajustou-se a absorbédncia (Abs.)
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culturas foram lavadas e ressuspendidas em solucdo salina 0,9%

O método de inoculagio selecionado foi o de infiltragdo. Utilizou-se seringas de
Iml que foram pressionadas contra a superficie inferior das folhas, de forma que a
suspensdo bacteriana penetrasse no tecido da planta , acarretando um encharcamento no
ponto de inoculagfo.

Apods a aplicagdo dos testes, as plantas foram cobertas por um saco plastico
transparente e vedadas com fita adesiva, para conservar a umidade e facilitar a

manifestagdo dos sintomas. Estes foram observados a partir do 5© dia de inoculagdo.

3.9. CURVA DE CRESCIMENTO

O crescimento in vitro das colOnias foi monitorado através de medidas de
absorbancia (Abs.) dos meios de cultura, em espectrofotdmetro, por leitura a 600nm e por
plaqueamento das diversas aliquotas. Os pré-indculos das culturas foram crescidos durante
a noite ¢ em seguida foram adicionados 2ml em 40m! de meio de cultura NYGB contendo
os antibidticos apropriados. A absorbincia para as quatro linhagens foi de
aproximadamente 0.09 no tempo considerado como zero (T=0h). Posteriormente novas
aliquotas foram retiradas em intervalos de 3 horas até que se completassem 33 horas para
leitura em espectrofotdmetro e plaqueamento.

Os valores médios de duas repetighes para cada aliquota foram utilizados na

elaboragdo da curva de crescimento.
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3.10 VETOR PARA SUBCLONAGEM DOS FRAGMENTOS
OBTIDOS

O vetor selecionado para os experimentos de subclonagem foi o plasmidio
pBluescript KS* (Figura 1), Ele é derivado dos plasmidios da série pUC e seus "primers"
podem ser utilizados para sequenciamento de ambas as fitas dos insertos.

A denominagio KS refere-se apenas a orientagfio da regido de policlonagem, com
relagfio as enzimas que ficam nas extremidades (Kpnl -> Sacl). Possui também um gene

que confere resisténcia ao antibidtico ampicilina.
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3.11. GEL DE SEQUENCIAMENTO

3.11.1. TRATAMENTO DAS PLACAS

A) Lavagem: As placas ficaram durante a noite em NaOH 0,4N. Posteriormente foram
lavadas com agua e detergente, finalmente com SDS 2% e enxaguadas com 4gua.

B) Desengorduragiio: As placas foram desengorduradas com etanol, seguido de acetona
com papel fino e absorvente.

C) Aderéncia do gel: A placa menor, foi tratada com uma solugdo contendo 5Sml de
etanol, 175ul de acido acético e 17ul de Bind-Silane, espalhando-se com papel em
movimentos circulares.

D) Para repelir o gel: A placa maior foi tratada com 5ml de Repil-Silane com papel em
movimentos circulares. O excesso de Repil foi retirado com um pouco de agua e papel,

sem esfregar.

3.11.2. MONTAGEM DAS PLACAS

A placa maior foi colocada com o lado tratado para cima, sobre um suporte de
tubos.

Os espagadores foram colocados e a placa menor foi colocada sobre a maior, com
o lado tratado para dentro, de forma que as duas placas ficaram juntas com os

espagadores no meio.
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3.11.3. PREPARO DO GEL

A) Preparo de acrilamida 40%: Em uma proveta de 100ml foi adicionado 38,0g de
acrilamida e 2,0g de N,N'methylendiacrylamida e 80ml de 4gua milli-Q e dissolveu-se em
banho-maria & 40°C. Finalmente o volume foi acertado para 100ml e adicionou-se 1g de
Resina AG 501-X8(D) e agitou-se por 1 hora.
B) Tampio TBE 5X: Para um litro de tampdo TBE 5X foi adiconado 60,55g de Trizma
Base; 25,67g de 4cido borico e EDTA em 800ml de agua milli-Q. O pH foi acertado para
8.3 e completou-se o volume para 1 litro.
C) Preparo do Gel: Em uma proveta de 80ml foi adicionado 25,2g de uréia, 7,5ml de
acrilamida 40% para o gel 5% e 9,0ml para o gel 6% ¢ 12ml de TBE 5X. Agua milli-Q foi
adicionada até 50ml e incubou-se em banho-maria a 60°C para dissolu¢@io. Posteriormente
o volume final foi acertado para 60ml e esta solugdo foi filtrada num filtro descartavel 0,45
pm. Imediatamente antes de se colocar o gel na placa, foi feita uma solugio de persulfato
de amdnio na concentragio de 100mg/ml (480ul de persulfato de amonio e
30 ul de TEMED) e que foi adicionada ao gel. A placa foi nivelada, com ajuda de um tubo
de ensaio com 4agua e posteriormente foi inclinada para que o gel fosse colocado. Apos 1
ou 2 horas a temperatura ambiente o gel ja polimerizado, foi mantido em geladeira durante
a noite.

A corrente foi de 2.000 volts, sendo que a poténcia méaxima foi estabelecida para
50 watts para o conjunto de géis, os quais foram montados no sistema de eletroforese
Macrophor (LKB). A corrida levou aproximadamente 3 horas, para a saida do corante
azul de bromofenol, para o gel de 6% correspondente as sequéncias proximas ao "primer"
e 8 horas, incluindo 2 horas adicionais ap6s a saida do segundo corante (xileno cianol),
para o gel 5%, de sequéncias mais afastadas deste.

Finalmente as placas foram desmontadas, o gel foi fixado em 10% de metanol e

10% de acido acético por 30 minutos com agitagdo moderada. O excesso de metanol e
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acido acético foi retirado por lavagens em agua corrente e os géis foram secos em estufa a
42°C apds um periodo de aproximadamente 20 horas.

Posteriormente filmes de raios-X (Hyperfilm-MP Amershan 18 x 43cm) foram
colocados sobre os gels € o sistema foi mantido no escuro entre 4 € 7 dias, & temperatura

ambiente, sendo revelados a seguir.

3.12. SEQUENCIAMENTO

Para sequenciamento dos clones foram utilizados 10ug de DNA. Este foi
denaturado com tampao de denaturagdo 2X (1ml de NaOH 2M; 4 pl de EDTA 0.5M e
4gua para um volume final de 5ml). Ap6s 5 minutos, a denaturagfo foi interrompida com
8 ul de acetato de amdnio 2,5M, pH 4.5 e 180ul de etanol gelado. O material foi
precipitado por 2 horas & -20°C, centrifugado por 20 minutos e o sedimento foi lavado
com etanol 70%, centrifugado novamente. Apés secagem do sedimento, o mesmo foi
redissolvido em 25ul de 4gua. Aliquotas de 10pul foram utilizadas nas reagdes de
sequenciamento segundo a técnica de dideoxi-nucleotideos (Sanger et al., 1977).

Para as reagdes, seguiu-se as especificagdes do fabricante. Os kits utilizados foram
T7 sequencing (Pharmacia) e Taq track sequencing system deaza (Promega). Os produtos
da reagio de sequenciamento marcados radioativamente pela incorporagdo de
(35S) dATPaS (Amersham), foram analisados através de eletroforese em gel denaturante
de poliacrilamidada, carregando-se 2ul da reag8o.

Os insertos foram sequenciados com "primer” direto e "primer” reverso. Para o
sequenciamento do primeiro experimento de delegdo utilizou-se o "primer” reverso e para

o segundo experimento, o "primer" direto.
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3.13. DELECAO UNIDIRECIONAL COM A ENZIMA
EXONUCLEASE I11

A técnica utilizada foi a descrita por Henikoff (1987), com algumas modificagdes.
Este método € baseado na digestdo com exonuclease III do fragmento de DNA a partir de
uma de suas extremidades. Esta enzima ataca apenas as extremidades protuberantes 5' e
abruptas e ndo as protuberantes 3'. O ataque na extremidade 5' cria extremidades
protuberantes 3', esta fita remanescente de DNA ¢ removida pela agdo da S1 nuclease, na
presenga de cations Zn*t+, em pH dcido. Apds inativagdo térmica desta enzima,
adiciona-se polimerase Klenow para reparar as extremidades e finalmente os fragmentos

sdo recircularizados através de ligagio de suas extremidades (Figura 2).
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Apo6s mapeamento de restrigdo, aproximadamente 20 ug de DNA do plasmidio
pKS08 foram digeridos com a enzima Xhol, por aproximadamente 4 horas, com o
objetivo de se obter uma extremidade 5' protuberante, para ser atacada pela exonuclease
1. Apds digestdo, a enzima foi extraida com fenol: cloroférmio (1:1) e cloroféormio e o
DNA foi precipitado com 0,1 volume de cloreto de s6dio 2M e 2 volumes de etanol 100%
gelado. A suspensdo foi incubada a -700C, por 30 minutos e em seguida centrifugada por
20 minutos a 40C. Posteriormente o DNA foi seco, solubilizado em tampdo TE e digerido
por 4 horas com a enzima Apal para se obter uma extremidade 3' protuberante e com isto
protegé-la da agfo da exonuclease ITI. A enzima foi extraida pelo mesmo método descrito
acima. o DNA foi precipitado com 0,1 volume de NaCl 2M e 2 volumes de etanol e
ressuspendido em tampdo da exonuclease III (Tris-HCl, 66 mM pH 8.0; MgCly 0,66
mM).

A concentrag@o de exonuclease III foi de 500U e S1 nuclease, 60U.

A reagfo foi realizada a 30°C e foram retiradas amostras de 1 em 1 minuto num
total de 25 aliquotas, esperando-se obter 200 bases deletadas por minuto.

Para um segundo experimento de delegdo, a digestdo por exonuclease III foi feita
no sentido oposto ao primeiro experimento, com o objetivo de se sequenciar o pKS08
inteiro. Utilizou-se a enzima Xbal para obtengdo da extremidade 5' protuberante e BstxI
para extremidade 3' protuberante.

As condig3es de experimento foram as mesmas descritas acima.
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3.14. SOUTHERN BLOTTING E HIBRIDIZACAO NAO
RADIOATIVA

A. Transferéncia alcalina

Antes da transferéncia, o gel foi submetido aos seguintes tratamentos:

a. incubagfio em solu¢io de depurinagdo a temperatura ambiente por 15
minutos, com agitacfo suave, seguida de lavagem do gel com agua bidestilada esterilizada.

b. incubagiio em solugdo de denaturagio por 30 minutos com agitagdo
suave,

¢. incubago em tampdo de transferéncia.

A transferéncia, do tipo alcalina e lenta, foi realizada com membrana de
nylon Hybond N (Amersham), por capilaridade, durante a noite, seguindo-se a
metodologia de Maniatis ef al. (1982). A membrana foi lavada em solugdo SSC 2 vezes
concentrada por alguns minutos e apds secagem a temperatura ambiente, foi mantida a

80°0C por 10 minutos para fixagio do DNA.

B. Solugdes e tampdes utilizados

Solugdo de Depurinagio: HCI 0,25N.

Solu¢io de Denaturagdo: NaCl 1,5M; NaOH 0,5M.
TampZo de Transferéncia: NaCl 1,5M; NaOH 0,25M.
Tampdo SSC: NaCl 0,15M; citrato trissédico 0,015M.
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C. Marcagio do fragmento (sonda)

Foi utilizado como sonda o fragmento de EcoRI do plasmidio pMVO0g,
apos dupla purificagio em gel de agarose pelo método Geneclean (Bio 101 Inc.). Cerca de
200ng do fragmento foram inicialmente submetidas & denaturagio (em um volume total de
20ul de 4gua), por incubagio a 100°C por 10 minutos; a seguir a solugdo foi mantida no
gelo por 3 minutos. A marcagdo foi realizada por "random primer extension" utilizando-
se o kit de marcagio ndio radioativa do DNA com dUTP-11-digoxigenina (Boehringer
Mannheim Biochemica): a 15ul da solugio obtida apos denaturagdo, foram acrescentados
2pl de mistura de hexanucleotideos, 2ul de dNTP "labeling mixture" e 1pl da enzima
Klenow (2U). A reagfio foi mantida a 37°C durante a noite. A precipitagio da sonda foi
realizada com 2ul de EDTA 0,2M (pH 8,0), 2,5u1 de LiCl 4M e 75ul de etanol absoluto
por 2 horas a -200C. Apds centrifugagio, lavagem com etanol 70% e secagem do
precipitado, 0 mesmo foi ressuspendido em 50u! de 4gua a 379C por 30 minutos.

Antes de se realizar a hibridizagdo, a sonda foi denaturada por 5 minutos a

1000C e colocada imediatamente no gelo.

D. Hibridizacio e lavagens

A membrana foi pré-hibridizada a 42°C por aproximadamente 4 horas com
solugio SSC 5X concentrada contendo sarcosil 0,1%, dodecil sulfato de sodio (SDS)
0,02%, agente bloqueador (kit marcagio nfo radioativa da Boehringer Mannheim
Biochemica ) 2% e formamida deionizada 50%.

Ap6s remogdo da solugdo de pré-hibridizagdo, 50ml de solugio de
hibridizagio (mesma composigio que a anterior) contendo 50ul da sonda foram

adicionados 2 membrana, mantendo-se o sistema sob agitagio moderada a 420C durante a
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adicionados 4 membrana, mantendo-se o sistema sob agitagio moderada a 429C durante a
noite.

Posteriormente, a membrana foi lavada com solugdo de SSC 2X contendo
SDS 0,1%, por 15 minutos & temperatura ambiente (2 vezes) e com solugdo SSC 0,1X

contendo SDS 0,1%, por 20 minutos & 60°C (2 vezes).

E. Detecciio da sonda com AMPPD

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

Os reagentes utilizados foram os fornecidos no kit da Boehringer
Mannheim Biochemica e o procedimento adotado € o que se segue (todas as etapas
descritas foram realizadas a temperatura ambiente e sob leve agitagio): ap6s incubagdo da
membrana em tampdo de lavagem (1 a 5 minutos), a mesma foi mantida em tamp@o II por
30minutos. O conjugado anti DIG-AP foi diluido em tampdo II para concentragio de
75mU/ml ¢ a incubagio da membrana foi realizada em 20ml dessa solu¢@o por 30 minutos.
A membrana foi entio mantida em 100ml de tamp&o de lavagem por 15 minutos (2 vezes)
e equilibrada em 20ml de tamp@o IIT por 2 minutos. Posteriormente esta foi incubada com
20ml da solugio de AMPPD diluida (0,1mg/ml em tampdo III) por 5 minutos. Finalmente
a membrana foi selada num saco plastico, mantida a 37°C por 10 minutos e exposta ao

filme de raio-X por 10 minutos.
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a. Tampdes utilizados

Tampdo I: acido maleico 0,1M; NaCl 0,15M; o pH foi ajustado para 7,5
com NaOH solido e a solugio foi esterilizada por autoclavagem.
Tampao de lavagem: tamp&o I contendo Tween 20 0,3% (v/v).

Tampdo 1I: tamp@o I contendo reagente bloqueador 1%.

Tampdo III: Tris-HC1 0,1M; NaCL 0,1M; MgCl, 50mM (pH 9,5).

3.15. SUBCLONAGENS

Os fragmentos a serem subclonados foram isolados do gel de agarose (0,8%) apés
eletroforese e purificados pelo método Geneclean (Bio 101 Inc.), utilizando-se cerca de
2ug de DNA para a digestdo. O vetor pUFR027 também foi digerido com as mesmas
enzimas, isolado e purificado pelo mesmo método.

As reagdes de ligagdo foram realizadas de acordo com instrugdes do fabricante. A
linhagem receptora para tranformagio (citada no item 3.6) foi E.coli DH 5« e as col6nias
contendo os fragmentos foram selecionadas em placas de meio seletivo LB contendo o
antibidtico kanamicina e X-Gal. Apos extragio de DNA, verificou-se a presenga dos
fragmentos e estes foram introduzidos em outras linhagens receptoras de X.campestris por

eletrotransformagdo.



3.16. ELETROTRANSFORMACAO

Os experimentos de eletrotransformago foram realizados para a introdugéo do
pMVO08 nas diversas linhagens receptoras de X.campestris e seguiu-se a metodologia de
White & Gonzales (1991), utilizando-se o eletroporador E.coli Pulser (Bio Rad) com
voltagens de 14 e 12kV/cm para cubetas de 0,1cm de distincia entre os polos. A duragio
do pulso foi fixada em 5 milisegundos. O meio utilizado foi glicerol a 10%, sendo as
células preparadas da seguinte forma: Cerca de 35ml de meio de cultura NYGB foram
inoculados com 4m! de uma cultura crescida durante a noite e incubados sob agitagdo a
280C ¢ 180rpm até se obter uma D.O. de 0,5 a 0,65 (leitura em 640nm). A cultura foi
centrifugada por 20 minutos a 4000rpm & 4°C, em tubos previamente gelados. O
sedimento foi lavado em 20ml de agua bidestilada, esterilizada e gelada, sem ressuspender.
Este processo foi repetido utilizando-se 10ml de 4gua. Apos as lavagens, o precipitado foi
ressuspendido em 7ml de glicerol 10% gelado e centrifugado novamente, nas mesmas
condigdes descritas acima. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi novamente
ressuspendido em 3,5ml de glicerol 10% gelado, centrifugado e finalmente ressuspendido
em 1,75 de glicerol 10% gelado. Aliquotas de 60ul foram transferidas para tubos de
microcentrifuga gelados e esterilizados e adicionou-se o0 DNA a ser introduzido na
linhagem numa concentragdo de aproximadamente 100ng. A mistura foi transferida para a
cubeta e apds o pulso adicionou-se 1ml de meio de cultura NYGB e incubou-se por 1
hora 4 280C, 180rpm . Posteriormente a cultura foi plaqueada em meio NYGB contendo
o antibidtico apropriado e a presenga dos plasmidios foi confirmada por extragdo de DNA

e analise, através de eletroforese, em gel de agarose.
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4. RESULTADOS

4.1. ISOLAMENTO DOS CLONES DE EPS

Foi efetuado um cruzamento da linhagem 289Nall, um mutante espontineo
resistente ao antibidtico acido nalidixico derivado da linhagem 289 (Xanthomonas
campestris pv. manihotis), considerada uma das melhores linhagens produtoras de goma,
com o banco gendmico da linhagem selvagem 317 (Xamthomonas campestris
pv.vesicatoria). O banco foi construido no vetor de clonagem pUFR027, com fragmentos
digeridos com a enzima EcoRI (Marques, 1992) e mantido em Escherichia coli DH5a.

Apos conjugagdo, os transconjugantes obtidos foram transferidos para placas de
meio NYGB contendo antibidticos acido nalidixico € kanamicina, a fim de se observar
alguma alteragio na morfologia das colOnias.

Foram obtidos 444 transconjugantes e foi verificado que 12 col6nias apresentavam
alteragdes na morfologia, indicando um possivel aumento de viscosidade. Dentre elas, 2 se
destacaram. Apo6s 24 horas da inoculagdo, essas coldnias produziram uma certa
quantidade de goma que provocou um "gotejamento” desta na tampa de placa (Figura 3).

Estas col6nias foram denominadas 289Nal" [pMV04] e 289Nal’[pMV08].

Devido ao baixo rendimento de plasmidios obtidos em extragbes de X.campesiris
foi feita a transferéncia desses plasmidios para E. coli DH 5« por transformago.

Isto assegurou uma maior quantidade de DNA dos fragmentos para etapas

posteriores.
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Figura 3: Placas com meio de cultura mostrando o "gotejamento’ dos
clones 289Nal'[pMV04] e 289Nal’[pMV08] com relagdo a 289Nal’ e
289Nal"[pUFRO027].
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4.2. CARACTERIZACAO DOS CLONES OBTIDOS

O DNA plasmidial dos clones 289Nal"[pMV04] ¢ 289Nal'[pMV08] foi digerido
com a enzima de restricio EcoRl (BRL), segundo especificagdes do fabricante, para
verificagdo do tamanho dos fragmentos.

A anilise dos fragmentos revelou que o plasmidio pMV04 possui um inserto de
aproximadamente 2,8kb e o pMVO08 de aproximadamente 3,9kb (Figura 4).

Um experimento de hibridizagdo foi realizado com o objetivo de se verificar
homologia entre esses plasmidios. A sonda utilizada foi o fragmento de 3,9kb do pMV08

e nenhuma homologia foi detectada.

4.2.1. Fermentacio

Apbés visualizagdio, em placa, de um possivel aumento na viscosidade das coldnias,
foi realizado um experimento de fermentagdio, com o objetivo de se avaliar melhor os
clones 289Nal'[pMV04] ¢ 289Nal'[pMV08].

O vetor pUFR027 foi introduzido na linhagem 289Nall para ser utilizado,
posteriormente, como controle.

Observando-se a Tabela 3 podemos verificar que a linhagem 289Nal' e
289Nalf[pUFR027] foram semelhantes com relagdo & viscosidade do caldo. Entretanto o
resultado obtido com os clones foi inesperado. Pela observagio em placas pudemos
observar um "gotejamento” das colonias com apenas 24 horas de incubagdo (Figura 3),
mas quando fermentadas, a viscosidade do caldo foi praticamente zero com relagdo a

linhagem original 289Nal’.
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Com os dados apresentados pela linhagem 289Nal’ contendo o vetor pUFR027

semelhantes as da linhagem 289Nalf, podemos concluir que as alteragdes de viscosidade

observadas nos clones 289Nalf[pMV04] e 289Nal"[pMV08] sdo devido aos insertos .

Tabela 3 - Efeito do pMV04 ¢ pMVO08 na viscosidade (cps) da linhagem 289Nal',

medida a temperatura ambiente

Linhagens 20rpm 50rpm 100rpm
289 Nal" 916,70 415,00 247,50
289Nal'[pUFR027] 887,50 468,00 24250
289Nal [pMV04] 12,50 10,00 7,50
289Nal’[pMV08] 2,50 2,17 2,17

Obs: Média de trés repeticdes. A analise estatistica dos dados encontra-se no Apéndice I

(pagina 107).



Figura 4: a) DNA ladder com 1,0kb
b) pMV04 digerido com EcoRI
¢) pMVO08 digerido com EcoRI
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4.2.2. Testes de fitopatogenicidade

Uma vez que a introdugdo do pMV04 ¢ pMVO08 na linhagem 289Nal’ causou um
decréscimo na viscosidade, testes de fitopatogenicidade foram realizados a fim de se
verificar alguma alteragio no poder de viruléncia.

A planta para este teste foi a mandioca e as linhagens selecionadas foram: 289
(Xanthomonas campestris pv.manihotis) como controle positivo, 333 (Xanthomonas
campestris pv.glycines) como controle negativo; dgua como controle de inoculagdo e os
clones 289Nalf[pMV04] ¢ 289Nal"[pMV08] a serem testados.

No 590 dia os sintomas ja estavam bem caracteristicos nas folhas inoculadas com a
linhagem 289N. No ponto de inoculagdo pode-se observar o encharcamento € a mancha
angular, caracteristica da doenca. A linhagem 333 causou apenas uma resposta de
hipersensibilidade da planta. Alguns pontos de inoculagdo, a principio, iniciaram um
processo de doenga, mas esta ndo evoluiu. Quanto aos clones, tanto o 289N[pMV04]
quanto o 289N[pMVO08] ndio causaram sintomas de doenga nas folhas, tendo sido
observada apenas a resposta de hipersensibilidade (Figura 5).

Uma vez que o banco gendmico utilizado foi do patovar vesicaforia, realizou-se
também testes em plantas de tomate. As linhagens selecionadas foram : 317
(Xanthomonas campestris pv.vesicatoria) como controle positivo; 289Nal’ e
289Nal [pUFR027] (Xanthomonas campestris pv.manihotis), como controle negativo, a
4gua como controle da inoculagio e os clones 289Nal'[pMV04] e 289Nal'[pMVO08] a
serem testados.

Neste teste, os sintomas foram observados a partir do 3© dia de inoculagdo nas
folhas inoculadas apenas com a linhagem 317. As demais linhagens, 289Nall,
289Nal'[pUFR027], 289Nal'[pMV04] e 289Nal'[pMV08] causaram apenas uma resposta
de hipersensibilidade da planta no ponto de inoculagdo, ndo sendo observados sintomas da

doenga (Figura 6).



Figura 5: Teste de fitopatogenicidade em plantas de mandioca.

289 (X.campesiris pv.manihotis), controle positivo
333 (X.campestris pv.glycines), controle negativo
289Nal [pMV04] (X.campestris pv.manihotis)
289Nal [pMVO08] (X.campestrispv.manihotis)

Agua - controle da inoculagio
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Figura 6: Teste de fitopatogenicidade em plantas de tomate.

317 (X.campestris pv.vesicatoria), controle positivo
289Nal" (X.campestris pv.manihotis), controle negativo
289Nal’[pUFR027] (X.c.pv.manihotis), controle negativo
289Nal [pMV04] (X.campestris pv.manihotis)

289Nal [pMVO08] (X.campestris pv.manihotis)

Agua - controle da inoculago
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4.2.3. Curva de crescimento

Este experimento foi realizado para se verificar a taxa de crescimento dos clones
289Nal[pMV04] e 289Nal [pMV08] com relagdo & linhagem original, uma vez que, apos
a introdugdio dos plasmidios, a viscosidade decresceu a niveis proximos de zero. Uma
hipotese para este fato seria a redug@o no niimero de células nos clones contendo os
referidos plasmidios.

Pela anilise da Figura 7, que corresponde ao monitoramento do crescimento
celular através da absorbéncia (Abs.) do meio de cultura, podemos verificar que as quatro
linhagens testadas se comportaram de maneira semelhante, ndo havendo diferenga
significativa entre elas.

Com relagio a Figura 8, que corresponde ao monitoramento por plaqueamento e
contagem do niimero de células, verificou-se que, embora a absorbancia se mostrasse
muito semelhante nos quatro casos, o nimero de células da linhagem 289Nal" foi um
pouco maior com relagio as outras linhagens. Entretanto este resultado ndo foi
considerado como significativo porque nos experimentos de fermentagdo as linhagens
tiveram a absorbincia acertada para 1,0 e o meio de cultura (MPI) utilizado propicia a
produgdio de goma xantana das células contidas no meio e no o crescimento no nimero
de células. Assim, a linhagem 289Nalf[pUFR027] foi considerada como controle dos
experimentos, pois na curva de crescimento ela se comportou semelhante aos clones e no
experimento de fermentagdo, ela apresentou viscosidade semelhante a linhagem original
289Nalr.

Assim, podemos concluir que a diferenga na viscosidade observada nos clones foi,

realmente, devida & presenga dos insertos e ndo devido a diferenga no niimero de células.
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Figura 7: Curva de crescimento com relagdo a absorbéncia (Abs.)
das linhagens 289Nalf, 289N[pUFR027], 289N[pMVO04] e
289N[pMVO08].
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-4 289Nal
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Figura 8: Curva de crescimento com relagio ao nimero de colonias
(ufc)

289Nal [pMV04] e 289Nal’ [pMV08].

das  linhagens  289Nalf,  289Nal'[pUFR027],
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4.2.4. Producio de enzimas extracelulares

Este experimento foi realizado com o objetivo de verificar se os clones
289N[pMV04] e 289N[pMV08] também apresentavam alteragGes no que diz respeito a
produgdo de enzimas extracelulares, uma vez que, mudangas, com relagdo a linhagem
original, foram observadas nos testes de fitopatogenicidade.

As linhagens selecionadas foram 289Nal", 289Nal"[pUFR027], 289Nal’[pMV04],
289Nal’[pMV08], Sm' e¢ Cal10; estas duas ultimas linhagens foram consideradas como
controle.

No teste para a produgdo de amilase a linhagem Cal10 foi considerada o controle
positivo. Ela apresentou um halo de cerca de 2,0cm. A linhagem Sm! também mostrou-se
positiva porém apresentou um halo menor comparado com a Cal10. As linhagens 289Nal"
e 289Nalf[pUFR027] apresentaram um halo menor ao redor da coldnia, que comparado
com as linhagens anteriores. Os clones 289Nal'[pMV04] e 289Nal'[pMV08] ndo
apresentaram halo. O resultado do teste ndo se alterou mesmo apods a lise das células com
vapor de cloroférmio e incubag@o por mais 24 horas.

No teste de atividade proteolitica, Cal10 apresentou resposta negativa, enquanto
que Sm', positiva. O mesmo resultado do teste anterior ocorreu neste com relagdo as
linhagens 289Nalf ¢ 289Nal'[pUFR027] que apresentaram halo reduzido ao redor da
coldnia, se comparado com as linhagens anteriores, € com relagdo aos clones testados,
esses apresentaram resposta negativa. Apos a lise celular o resultado foi o mesmo.

No teste de atividade celulolitica, as linhagens Call0, Sm', 289Nal' ¢
289N[pUFR027] apresentaram resposta negativa, entretanto quando essas linhagens
foram lisadas, o resultado foi positivo para todas. Quanto aos clones, esses apresentaram

resposta negativa antes e ap0s a lise das coldnias.
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No teste de atividade lipolitica, a linhagem Call0 apresentou resposta negativa
antes e apds a lise, a Sm' apresentou resposta positiva antes da lise e apos esta, um halo
ainda maior. As linhagens 289Nal" ¢ 289Nal"[pUFR027] mostraram resposta positiva de
mesmo grau antes € apds a lise. Entretanto os clones 289Nall[pMV04] e
289Nal'[pMV08] apresentaram resposta negativa antes da lise e positiva ap0s esta.

Por ultimo, no teste de atividade pectolitica todas as linhagens mostraram-se

positivas.

4.3. TRANFERENCIA DO pMV04 E pMV08 PARA OUTRAS
LINHAGENS DE Xanthomonas campestris

Este experimento foi realizado para se verificar o comportamento dos plasmidios
pMV04 e pMV08 em diferentes linhagens de X.campestris.

Os plasmidios foram transferidos através de conjugacdo e as linhagens receptoras
selecionadas foram: Cal10, Smf, 333SmT e 479Nal". A presenga dos plasmidios foi
confirmada através da extragdo de DNA plasmidial e posteriormente essas linhagens foram
submetidas a fermentagio.

Pela observag¢do dos dados da Tabela 4, com rela¢fio a 20 rpm, podemos verificar
que o plasmidio pMV08 quando introduzido na linhagem selvagem CallO triplicou a
viscosidade do caldo, quando comparado com a linhagem original. Também foi verificado
tal fen6meno para o plasmidio pMV04, porém com menor aumento na viscosidade (os
valores duplicaram com relagdo a linhagem original).

O aumento de viscosidade nfio se mostrou muito maior com relagdo & Smr quando
o fragmento introduzido foi o pMVO04, porém o pMVO08 praticamente duplicou esses

valores.



A linhagem 333Sm'
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apresentou viscosidade extremamente reduzida nas

fermentagGes, entretanto quando os insertos foram introduzidos, ocorreu um aumento de

300 vezes. A viscosidade da linhagem original que foi zero no quadro de leitura passou

para 312,5 cps no caso da introdugdo do pMV04 e 345,83 no caso do pMVO08 (Tabela 4 e

Figura 9).

Tabela 4 - Efeito do pMV04 e pMVO08 na viscosidade (cps) de diferentes linhagens,

medida a temperatura ambiente

Linhagens 20rpm 50rpm 100rpm
Call0 237,50 153,30 106,60
Call0[pMV04] 404,20 223,30 143,30
Call10[pMV08] 608,33 328,30 190,83
Smf 225,00 153,33 106,66
Sm! [pMV04] 258,33 153,33 101,66
SmI[pMV08] 408,33 220,00 139,20
333 Sm! 0 0 0
333 Sm[pMV04] 312,50 173,33 114,16
333 Smf[pMV08] 345,83 191,67 124,16
479 Nalf 37,50 30,00 2417
479 Nal'[pMV04] 2,50 0 0
479 Nal'[pMV08] 2,50 0 0

Obs: Média de trés repetigdes. A andlise estatistica dos dados encontra-se no Apéndice II

(péginas 108, 109 e 110).
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333Sm T pMAV IR

Figura 9: Efeito do pMVO08 na linhagem receptora 333Sm', com visivel

aumento de viscosidade em placa.
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No caso da receptora 479Nal', o caldo desta linhagem ndo apresentou viscosidade
quando comparada com as outras linhagens, porém o pouco que esta produziu decresceu
para zero quando os fragmentos foram introduzidos. Este fato foi semelhante ao que
ocorreu com a linhagem 289NalT; a viscosidade diminuiu quando os fragmentos estavam
presentes. Frente & esses fatos, decidiu-se transferir o pMV04 e pMVO08 para outras
linhagens de X.campestris também resistentes ao acido nalidixico desde que esta era a
caracteristica comum entre ambos (Tabela 5).

Foram selecionadas as linhagens Cal10/Nal" que apresentou viscosidade aparente
em placa, 420Nal”, medianamente viscosa e 411Nal' totalmente seca .

Quando os plasmidios foram introduzidos nessas linhagens, essas apresentaram a
mesma aparéncia em placa que a 289N[pMV04] e a 289N[pMV08]: todas "gotejaram" e
as coldnias ficaram mais translicidas.

Pela observagdo na Tabela 5 podemos verificar que dependendo da receptora, os
insertos se comportaram de maneira diferente. No caso da Cal10/Nalf, tanto o pMV04
quanto 0 pMVO8 causaram uma diminuigdo consideravel da viscosidade quando
comparados com a linhagem original. J4 no caso da linhagem 420Nal", o pMV04
apresentou o mesmo comportamento observado na linhagem anterior, decrescendo a
viscosidade com relagio a linhagem original, porém o pMVO08 ndo causou alteragio
nenhuma. No caso da linhagem 411Nal" podemos observar um leve aumento na

viscosidade com a introdugdo de ambos os fragmentos.
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Tabela 5 - Interagio do marcador acido nalidixico (Nal) com pMV04 e pMVO08, na

viscosidade (cps), medida a temperatura ambiente.

Linhagens 20rpm 50rpm 100rpm
479Nal’ 37,50 30,00 24,17
479Nal' [pMV04] 2,50 0 0
479Nal'[pMV08] 2,50 0 0
Call0.Nalf 450,00 236,60 160,00
Cal10Nal"[pMV04] 25,00 20,00 15,00
Cal10Nal'[pMVO08] 12,50 10,00 7,50
420Nalf 37,50 31,66 25,80
420Nal"[pMV04] 0 5,00 5,00
420Nal'[pMV08] 45,80 38,30 29,16
411Nal 0 0 2,50
411Nall[pMV04] 33,30 25,00 20,00
411Nal"[pMV08] 12,50 15,00 12,50

Observagio: Média de 3 repetigGes. A anélise estatistica dos dados encontra-se no

Apéndice I (péaginas 111, 112 e 113),
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4.3.1. Fermentaciio das linhagens resistentes ao dcido nalidixico em meio NYGB

As linhagens 289Nalf[pMVO08], 411Nal'[pMV08] e 420Nal'[pMV08] foram
submetidas & uma nova fermentagio, porém utilizando-se um outro meio de cultura, uma
vez que, em placas com meio NYGA (meio NYGB s6lido), estas linhagens apresentaram
viscosidade aparente maior que as linhagens originais. O meio de cultura selecionado foi
NYGB acrescido de 2% de sacarose.

Pela observagio da Tabela 6 podemos verificar que o resultado obtido com a
linhagem 289Nalf[pMVO08] foi semelhante ao obtido pela linhagem original
289Nal [pUFR027]. Entretanto as linhagens 411Nal'[pMVO08] e 420Nal'[pMV08]
apresentaram um aumento de cerca de 300 vezes quando comparados com as linhagens
originais. As linhagens resistentes ao acido nalidixico contendo o pMVO08 foram testadas
em meio minimo (MPI) solido e verificou-se que todas sdo auxotroficas. Portanto, os
resultados obtidos nas fermentagdes em meio MPI, onde a viscosidade do caldo decrescia
a zero, sdo devido & auséncia de nutrientes essenciais as células neste meio.

Assim, podemos concluir que, na realidade, os resultados obtidos sdo devido a

interagdo do marcador de resisténcia Nal com o plasmidio pMV08.
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Tabela 6: Viscosidade (cps) do caldo de fermentagdo das linhagens resistentes ao acido

nalidixico utilizando-se o meio completo NYGB acrescido de 2% de sacarose.

Linhagens 20rpm 50rpm 100rpm
289Nal’[pUFR027] 712,50 326,67 179,17
289Nal’[pMV08] 680,00 273,33 150,83
411Nalf 0 0 2,50
411Nal'[pMV08] 383,33 201,67 130,83
420Nalf 0 0 2,50
420Nal’ [pMV08] 383,33 205,00 141,67

Obs: Média de trés repeti¢des. A absorbancia foi acertada para 0,70. A analise estatistica

dos dados encontra-se no Apéndice IV (pagina 114).
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44. EFEITO DO PLASMIDIO pMV08 EM LINHAGENS
COM OUTROS MARCADORES GENETICOS

Uma vez que os plasmidios pMV04 e pMVO08 foram introduzidos em linhagens
com marcadores de resisténcia para estreptomicina e acido nalidixico e os resultados
obtidos foram muito diferentes, decidiu-se introduzir o pMV08 em outras linhagens
derivadas das selvagens utilizando-se outros marcadores genéticos. As linhagens
selecionadas foram: 289SmT, 333Spf, 411Sm' e 411Sp’. O plasmidio foi introduzido por
eletrotransformagdo e a presenga deste foi confirmada através da extragio de DNA
plasmidial e hibridizagdo utilizando-se como sonda o fragmento de 3,9kb isolado do
pMVO08 (dados ndo apresentados).

Os dados da fermentag¢fo dos recombinantes estdo relacionados na Tabela 7. Pela
observagdo desta, podemos verificar que o referido plasmidio ndo causou alteragiio na
viscosidade das linhagens selecionadas.

O recombinante 289Smf[pMVO08] apresentou valores muito semelhantes a
linhagem original 289Smf, valores estes que estio de acordo com os observados pelas
linhagens 289Nalf, 289Nal"[pUFR027] da Tabela 3. Portanto, a partir dos resultados
obtidos com o recombinante 289Nalf[pMVO08] e os verificados neste experimento, pode-
se sugerir que a diminui¢do na viscosidade observada deve estar relacionada com o
marcador de resisténcia ao antibidtico acido nalidixico.

Através da anélise dos dados das tabelas 3, 4, 5 e 7 podemos concluir, também,
que quando o marcador de resisténcia € o acido nalidixico, ocorre um decréscimo na
viscosidade da linhagem apdés a introdugio do pMVO08 (289Nal'[pMV08],
Cal10Nal'[pMV08], 411Nal'[pMV08] ¢ 420Nal[pMVO08]); quando o marcador &
estreptomicina, os valores de viscosidade sio semelhantes ou superiores & linhagem
original (Cal10[pMV08], 289Sm'[pMV08], Sm'[pMV08] ¢ 333Sm'[pMVO08]) e quando

o marcador ¢ espectinomicina, ndo ocorre alteragdo alguma. Esta regra ndo se aplicaria a
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linhagem 411 que foi considerada uma excegdo.

Tabela 7: Efeito, na viscosidade (cps), do pMV08 com outros marcadores genéticos.

Linhagens 20rpm SOrpm 100rpm
289Sm’ 941,67 41833 264,17
289Smr[pMV08] 1020,67 446,67 264,67
411Spr 0 5,00 5,00
411SpT[pMV08] 0 5,00 5,00
411SmF 91,67 65,00 49,17
411Sm[pMV08] 116,67 76,67 55,83
333Sp’ 200,00 146,67 96,67
333SpT[pMV08] 183,83 126,67 84,17

Obs: Média de trés repetigdes. A andlise dos dados encontra-se no Apéndice V (paginas

115, 116 e 117).



4.4.1. Teste de fitopatogenicidade

Este teste foi realizado com o objetivo de se verificar se a inibigdo de resposta de
sintomas de doenga ocorre apenas na linhagem que contém o marcador de resisténcia ao
acido nalidixico contendo o plasmidio pMV08. A linhagem utilizada foi a 411
(Xanthomonas campestris pv.vesicatoria) contendo diferentes marcadores genéticos. Os
testes em plantas foram realizados com as seguintes linhagens: 411 (selvagem - controle
positivo), 411Nalf, 411Nalf[pMV08], 411Sm!, 411Sm'[pMVO08], 411SpT,
411Sp"[pMV08]. A linhagem 289 (X.c.pv.manihotis) foi utilizada como controle negativo
e a agua como controle da inoculag@o. Os testes foram realizados em plantas de tomate
uma vez que este é o hospedeiro do patovar vesicatoria.

Os sintomas nas plantas de tomate comegaram a aparecer no 49 dia apos a
inoculagiio. As linhagens 411, 411Sm", 411SmT[pMV08], 411Sp™ ¢ 411SpT[pMVO08]

apresentaram os sintomas caracteristicos da doenga, enquanto que a 411Nall e

411Nal [pMV08] mostraram-se no patogénicas.

4.4.2. Producio de enzimas extracelulares

Algumas linhagens contendo o pMVO08, utilizadas neste trabalho, foram testadas
para a produgdo de enzimas extracelulares com o objetivo de avaliar se ocorreu alguma
alteragdo apds a introdugdo deste plasmidio. Os resultados estdo ilustrados na Tabela 8.

Pela observagdo da tabela podemos verificar que a linhagem Cal10Nal'[pMV08]
mostrou resposta negativa em todas as atividades testadas. A linhagem 411Nal'[pMV08]
contendo também o marcador de resisténcia para o antibiético acido nalidixico apresentou
alteragiio nas atividades amilolitica e pectolitica, com relagdo a linhagem original,

enquanto que no caso das atividades proteolitica e celulolitica, esta apresentou a mesma
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resposta que a linhagem original. No restante, quando a linhagem original apresentou
atividade enzimatica, o seu recombinante, portando o plasmidio, mostrou resultado
semelhante. O mesmo ocorreu em casos onde a linhagem original apresentou resposta
negativa.

No caso dos testes para as atividades pectinolitica e celulolitica, todas as linhagens

apresentaram resposta, apenas, ap0s a lise celular com vapor de cloroformio.
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Tabela 8 - Efeito do pMVO08 nas diferentes linhagens de X.campestris na produgdo de

enzimas extracelulares.

Linhagens Atividade Atividade Atividade Atividade

amilolitica  proteolitica  celulolitica __ pectolitica

Callo + + + +
Cal10[pMVO08] + + + +
CallONal" + + + +
Cal10Nal [pMV08] - - - -
Sm' + + + +
Smf[pMVO08] + + + +
289Sm’ + + + -
289Sm![pMV08] + + + -
333Sm' + + + +
333Sm![pMVO08] + + + +
333SpT + + + +
333Sp'[pMV08] + + + +
411Nalf + - _ +
411Nal [pMV08] - - - -
411Sm’ + + + +
411Sm[pMV083] + + + +
411Sp* + + + +

411SpT[pMV08] + + + +
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4.5. SUBCLONAGENS DO pMV08

4.5.1. Obtencio e caracterizacio dos subclones

O fragmento do pMVO08 de aproximadamente 3,9kb apos digestdo dupla de Kpnl e
EcoRI libera dois fragmentos, um de aproximadamente 2,3kb e outro de 1,6kb. Esses
fragmentos foram subclonados no vetor pUFR027 para posteriormente serem introduzidos
novamente em linhagens de X.campestris a fim de se observar se a regido responsavel pela
alteragiio de viscosidade esta contida num dos dois fragmentos. Eles foram denominados
pMV2,3-8 ¢ pMV1,6-8 (Figura 10).

Os subclones foram introduzidos na linhagem 333Sm', por eletroporagio. Esta
linhagem foi selecionada porque apresentou aumento na viscosidade de cerca de 300 vezes
(Tabela 4) quando o fragmento inteiro de 3,9kb foi introduzido, funcionando, portanto,
como um controle positivo. As coldnias contendo o pMV2,3-8 € pMV1,6-8 mostraram-se
totalmente secas em placas e portanto, ndo foram realizados testes de fermentago. Uma
hipbtese para este fato seria a de que o sitio de Kpnl que liberou os referidos fragmentos
possa conter uma regido importante para a resposta de alteragfio na viscosidade.

Foi realizado um experimento de hibridizaggo a fim de se confirmar a presenga dos
plasmidios pMV2,3-8 ¢ pMV1,6-8 na linhagem receptora 333Sm'. Utilizou-se como
sonda o fragmento do pMVO08. Os resultados estdo ilustrados na Figura 11. Pela
observagdo da figura podemos verificar que a presenga do pMV08 e pMV2,3-8 foi
confirmada, mas linhagem contendo 0 pMV1,6-8 ndo apresentou hibridizagdo (coluna e).
Um outro experimento foi realizado e a presenga deste foi confirmada (dados ndo

apresentados)
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Figura 10: 1. Mapa de restri¢do do fragmento de 3,9kb do pMV08
E: EcoRl;, H: Hindlll; K: Kpnl;, S: Sacll; B: BamHI ¢
P: Pstl
2. Sequéncia de 2,7kb
3. Subclone pMV2,3-8 obtido por digestdo com Kpnl
4. Subclone pMV1,6-8 obtido por digestiao com Kpnl
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Figura 11: A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% da linhagem 333Sm’
contendo os diversos plasmidios.

B)Hibridizagdo das linhagens contendo os diversos plasmidios.

a) ladder

b) controle da sonda digerido com Kp#l e EcoRI

¢) 333Sm'[pMV08] digerido com FcoRI

d) 333Sm"/pMV2,3-8 digerido com Kpnl ¢ FEcoRI

¢) 333Sm'/pMV1,6-8 digerido com Kpnl e EcoRI
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4.6. SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos obtidos dos clones 289Nal'[pMV04] e 289Nal'[pMV08] foram
subclonados no vetor pBKS* e denominados pBKS04 e pBKS08, respectivamente.
Decidiu-se sequenciar somente o clone pBKS08 utilizando-se os clones obtidos

das delegtes com exonuclease ITI (Henikoff, 1987).

4.6.1. Delecio unidirecional do clone pKS08

No primeiro experimento de delegdo, foram retiradas 25 aliquotas a cada 1 minuto
e a reagdo foi realizada a 300C com o objetivo de se obter dele¢des de aproximadamente
200 bases. Apés tratamento com Klenow, ligagdo e transformagdo, algumas colOnias
foram selecionadas, o DNA plasmidial foi extraido e digerido com a enzima de restrigio
Xbal para linearizar o plamidio pBKSe verificar o tamanho dos fragmentos.

Foram selecionados 14 clones para sequenciamento em gel de poliacrilamida 5% e
6%. Foram sequenciados aproximadamente 2,0kb do total de 3,9kb e portanto foi
realizado um novo experimento de deleg¢do (Figura 12).

A quantidade de DNA utilizada e todo o procedimento foi realizado seguindo-se
as mesmas condigdes do primeiro experimento, porém, no sentido oposto, utilizando-se o
"primer direto", com o objetivo de se alcangar os 2,0kb ja sequenciados.

Das 25 aliquotas retiradas, foram selecionados 11 clones para sequenciamento em

gel de poliacrilamida 6% (Figura 12).
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Figura 12: Extensdo dos subclones escolhidos para sequenciamento. As setas

indicam a orientagfo das fitas.
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4.7.2. Anilise da sequéncia do pKS08

Dos subclones sequenciados, foi obtida uma sequéncia continua de 2,7kb
(Figura 13) do fragmento de 3,9kb. Embora tendo sido sequenciados, ndo foi possivel
ligar os dois primeiros clones de ambos os experimentos de delegdo ("primer direto” e
"primer reverso"), que corresponderiam ao inicio e término da sequéncia. Eles totalizariam
os 1200 pares de bases restantes.

A edigio e anilise da sequéncia foi realizada através dos programas DNASIS -
Pharmacia e ESSE v.1.04.

Uma analise desta sequéncia revelou que esta possui um conteado de CG de
aproximadamente 68%, que esta de acordo com relatos de literatura sobre sequéncias de
DNA de X.campestris.

A anélise revelou, também, trés possiveis fases de leitura (ORFs), com codon de
terminagiio TGA com 2181 pares de bases. A primeira fase de leitura, tem o codon de
iniciagio ATG com 966 pares de bases (pb). O sitio de ligagdo do ribossomo 5'-GGTG-3'
estd a -6pb "upstream” do ATG, a regifio promotora -10 [5-GACAA-3' (921-925pb)] esta
a -40pb e a -35 [5-TTGTG-3' (891-895pb)] a -70pb do cddon ATG. Ha, também, a
possibilidade da regido -10 ser 5-TTGTG-3' (891-895) a -70pb do ATG e a regido -35 ser
5-TGTCCAA-3' (847-853) a -112pb do ATG. Estas sequéncias alternativas surgiram da
comparagiio com outras sequéncias ja descritas em X.campesiris. Esta regido codificaria
uma proteina de aproximadamente 43,76KDa.

A segunda possivel fase de leitura possui o codon de iniciagdo ATG com 870pb. O
sitio de ligagdio do ribossomo (5'-TTGT-3") esta a -2pb "upstream” do ATG,; a regido de
-10 [5'-CCAA-3' (850-853)] est4 a -16pb e a regido -35 [5-TGGT-3' (824-827)], a -42pb

do cddon de iniciagio ATG. A proteina codificada teria aproximadamente 47,16KDa.
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A terceira, e ultima, possivel fase de leitura tem como codon de iniciagio CTG
com 834pb. A -5pb esta o sitio de ligagdo do ribossomo 5-TGGTG-3", a regido
promotora -10 [5'-CATG-3' (816-819)] a -14pb e a -35 [S-TGTGGA-3' (753-758)] a
-75pb do cddon ATG.

Esta sequéncia foi comparada com sequéncias depositadas nos bancos de dados
EMBL, Gen Bank e DDBJ e verificou-se que a homologia encontrada é muito pequena.
Ha uma homologia de 75% dentro de uma sequéncia de 49 pares de bases com o virus
Herpes simples tipo 2; uma homologia de 85% dentro de uma regifio de 35 pares de bases
com uma histona de trigo; uma homologia de 64% dentro de uma regiio de 71 pares de
bases com um receptor adrenérgico humano € uma homologia de 77% dentro de uma
regido de 44 pares de bases com K-ATPase de galinha. Nio foi detectada nenhuma

homologia com genes ja descritos de Xanthomonas campestris.
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TCCACCCTGTCCACCCGGCTGCGCGACGGTCGGGCTGGATCTGGGCAGCA
TCGGTCTGATCAGCCTGGCAAGCTTTTTTTACCTGCTCAAGTTCCTGTEG
GCTCCGTGATCGACCGCTATGCGTTCCCGATCAACCGCGTTTCTGGGCCE
CCGGCGTTCCTGGCTGCTGGTCTCGCAACTCGGCGTCACTGCCGGGCCTE
TTCGCACTGGCGTTTTCCGCCGCCCCGGACCATGAAGTGTTCACCGGCCT
GGTCGCCTGGETTGCTGGTTCGCCTCGTTCTGGGGCGCCACGCAGGATTC
GGTGGTGGATGCCTACCGGCATCGARATTGACCCCAGAATACCGCGCCAG
GCCGGCGACTTGGCCGGACCTACACCCTGGGCTATCGGATCGGCCTGATC
CTCGGTGGCGCCGEGGCCGTGTATCTGGCCGAATACCTCARACTGGACTTC
GGCGTACCTGGCCATGTCGGCCGCCTGATGCC?GCTGCCGATCATCAACC
ACCCTGGTATGCCGGCGAGCCGGACCGGCCETGGTCACGGTGETGCETGE
ACTCGCAGCTAGCCCGGCGCACTTCTGGACGCCCATTTCAGTTTCTTCTC
CAGCAATGGGCTGGCGCTGGGCATCGTCCTGCTGGCATTTGTCGGCCTGT
TCAAGTTTCCGGATCAGGTGATCGGCGTGATGGCCGGGCCGTTCTATCTG

GATTCGGGCTACACCAAGGCCGACATCGCCACGGTGTCCAAGCTGTTCGE

Figural3: Sequéncia de 2,7kb do inserto do pMV08.
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~35
CGTGTGGATGGGCATCGTCTTCGCGTTCGCGGCGGTGCGGCGGTGGCGGC
-10 ORF3
GTTCGGCTTCCGTCGCATGCTGCTGGTGGCCGCCTGGGCGTGGCGCTGTC
SD

ORF2 -35
CAACCTGGCGTTTTTGTTGATGGCGCAGAACCCTGGCAAATTGTGGGCGT
SD

TCTACGCCGCACTCAGTGCCGAéggTCTGTTCCAGGGGTTCGCCGGTACC
ORF1
GTGCT%%FGGCCTTCQEQTCATCGCTGACAAATCGCAATTTCACCGCCAC
CCAGTACGCCTTGCTGGTGTCGCTGGCCAATTTGCCGGGTAAATTCGCTG
GCGGTGTGTCCGGGTTCCTGGTCGAGGCCACCTCCTACAGCACCTTCTTC
ATCCTCAGCCGCCCTGACCGTGGTTCCCACGCTGGCCCTGCTTGCCTGGC
TGTGGCCGCGGCTGGATGCCCGCGATGGGCGCCCGGATTGARACGGCCGC
CCAGGTTGTCGATGAATGCAGGCGGGGCAGCGCAGTGCACGAGGCAGGGC
ATGACCGATCTGGTGTTGCGGGACATCGATCéATTGCTGGTGGACAGGAT
CCGTCGCATCTCCGTCGGCTCGCGGCTGGACCCAGCATCAGACCGTGATG
CATCTGCCTCGAACAGGGCCTGTTCCCAGCGAATACGAAGTCACCGGCGG
CCTGCAACACCCGGAAGTCGATGCCCTGGCCGAAGCGATTGCCGGCGCTC

ARAGGCGCTGCCGGCGGGGAATAGCCCGTAGCTGCARACGGTCAGGCCACG

CGCTGCCTCGCGTGCGAATCCATCCGGCGCGAGGATGTTGCGACTGCGGE

Figura 13: Continuagio
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CGCTCGCAACTGATCCAGGCCTGTCACGCCGGATGGATCGCTCCCAGCAA
CCGCGGCCCGGCCGCCCCGGTCACCGACGGCAGATTGGCGGCCCGGCCTG
CGAGCAGCTGCCGCGGCCAACCATGCGAACCCCATCGCCTCCAGATAGTC
CGGATCCAGCCCATGCGCGCGCTGGATTCCACCACCACGCCCGGCAGTCG
CGCCGCCAGTCGTGCCATCAATACCGGATTGCGCACCCCGCCACCGCACA
CCAGCACCCGGCGGGTATCGGGCAGCCGCAGCARCGCGTTCGGCGACACT
GGATCGGTCAGTTCGAGCAGGGTCGCCTGCACATACGGCCGCAGACAGCG
CCACGTCTCCCAGCGACCGCATCGCCCGCATCGCCCAGTCCAGATGGAAC
TGCTCGCGCCCGGTGCTCTTGGGCGCGCCAGCGCARACCACGGGTCGGCC
AGGCAACGCCTGCAGCAGTGGGGTATCGACGGCCGCTGGCGGCGAACGCA
CCGTCGGGCATCGAACGCCGTGCGCGATGCTG?TGGCACCAGCTGTCCAG
CAATGCATTGGCTGGCCCGGTATCGAAGCCCAGCGAGCCATCGCGCGGGA
TCAGCGTCAGGTTGCCGATGCCGCCCAGATTGAGCACCGCGCGGTCTTCA
TCGCCCGTGCCCAGCATGGCCAGATGARAGCCGGGCATCAGCGGCGCECC
CTGACCGCCGGCGACCACATGCGACGGCGARATCGGCCACCGTGGTGGAT
GCCGGTGTGCTCGGCAATCCGGCTGCATCGCCGATCTGCCAGGTARACCG

GGGATCGGCCTTGGCGATGCCGAATGGTCTGCCCATGCGAGCCGATCGCA

Figura 13: Continuagdo
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CGAAGCCCCACGCGCGATCCGGTGTCGCGGATCAGTTGATTGCCGCGGCC

GCAAAGCCAGCCCCACCTGCGCATCCAGGTGTCCAACGCATCGATGGCGA

TCACGTCGGCGCCCTGGCCCAGCATCACCAGTGTGTCGCAGTCGCGGCTC

CCAGGCCACGGTGGTGCCGGCAACCAGTTGCCAGCGGCGATGGCTGTCAT

CGGCAAAGCACCAGTGGGCCATCGATGCCTGCGGCGCTGGTGCCCGACAT

CAGGCCCAGGTAGAGCGGGCGATTCCAGGTGTTCCGGTACCAG

Figura 13: Continuaggo.
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5. DISCUSSAO

5.1. Isolamento e caracterizag¢io dos clones de EPS

O cruzamento do banco genémico de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
com a linhagem 289Nalr (Xanthomonas campestris pv. manihotis), a qual foi previamente
identificada como uma das melhores linhagens disponiveis no laboratério quanto a
producio de goma xantana, permitiu a identificagdo de dois clones distintos com produgdo
de goma alterada. Esses clones, denominados pMV04 e pMV08 apresentaram insertos de
2,5 e 3,9Kb respectivamente.

A introdugfio desses fragmentos em diferentes linhagens de X .campestris causou
alteragSes na viscosidade dependendo do patovar utilizado e principalmente do marcador
genético da linhagem receptora. Na linhagem CallO, por exemplo, os valores de
viscosidade duplicaram no caso da introdugio do pMVO04 e triplicaram no caso do
pMVO08. Na linhagem 333Sm™ o aumento observado foi de 300 veze € nas linhagens
receptoras 289Sm’ e 411Smf, ambas resistentes a estreptomicina, os valores de
viscosidade foram semelhantes & linhagem original.

O aumento da produgio de goma xantana através da clonagem de plasmidios
contendo genes relacionados com a biossintese desta goma ja foi reportado por alguns
autores. Thorne et al. (1987) encontraram alguns clones com aumento de 20% na
produgfio de xantana. Aumentos de 10% na produgdo e 45% no contetido de piruvato,
componente importante para a viscosidade de goma xantana, foram encontrados por
Harding et al. (1987) e aumentos similares (10-15%) na produgdo foram obtidos por
Tseng et al. (1992). Entretanto, ainda ndo foram registrados aumentos na viscosidade

como os encontrados no presente trabalho, por exemplo, com a linhagem 333Smf.
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Foi também verificado um caso de redugfo drastica da viscosidade com a linhagem
receptora 289Nalf, resistente ao antibidtico acido nalidixico, contendo o plasmidio
pMV04 ou pMVO08. Outras linhagens receptoras, resistentes ao acido nalidixico foram
também testadas com esses plasmidios e os resultados obtidos mostraram, de forma geral,
que ndo ocorreram alteragdes na viscosidade quando as linhagens originais apresentavam
baixa viscosidade. Entretanto, no caso da linhagem Cal10Nal’, também considerada uma
boa produtora de goma xantana, o decréscimo na viscosidade observado foi semelhante ao
da linhagem 289Nalf.

As linhagens 289Nal'[pMV08], CallONal[pMVO08], 41INal'[pMV08] e
420Nalf[pMVO08] resistentes ao acido nalidixico e contendo o pMVO08 foram testadas em
meio minimo (MPI) e verificou-se que todas eram auxotroficas, enquanto que as linhagens
originais 289Nal”, Ca110NalT, 411Nalf ¢ 420Nal’ eram prototroficas.

Quando essas linhagens foram submetidas & fermentagao utilizando-se um meio
completo (NYGB acrescido de 2% de sacarose) o aumento de viscosidade nos
recombinantes, originados de linhagens consideradas secas ou medianamente secas, foi
muito semelhante ao observado com a linhagem 333Sm' (aumento de 300 vezes apds
introdugio do pMV08). Ou seja, se o comportamento do pMVO08, com relagio ao
aumento de viscosidade, foi o mesmo, o decréscimo abrupto observado inicialmente pelos
recombinantes resistentes ao acido nalidixico (Nal) foi devido a composigio do meio de
cultura utilizado na fermentagio.

A possibilidade da inibigio da expressio de genes exogenos introduzidos em
linhagens resistentes ao Nal foi descartada a partir de relatos de literatura onde as mesmas
linhagens de X.c. pv.manihotis foram utilizadas para a clonagem do gene de a-amilase de
Bacillus subtilis e houve expressdo desse gene (Stripecke ef al., 1989 ¢ Pimenta ef al.,

1991).
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Os resultados indicam, portanto, uma possivel interagdo do tipo negativa entre o
plasmidio pMVO08 e o marcador de resisténcia Nal.

O 4cido nalidixico é uma droga que afeta a atividade da DNA girase, responsével
pelo superenovelamento negativo do DNA. Acarreta também efeitos pleiotropicos nos
processos celulares tais como a replicagdo do DNA, transcrigéo e recombinagdo (Dorman,
1991). Entretanto, Shuman e Schwartz (1975) verificaram que, em células de E.coli K-12,
50pug/ml de acido nalidixico (Nal) inibiram a sintese de maltodextrina-fosforilase em 70%,
sintese do receptor do fago N em 80% e a (-galactosidase em 40% e concluiram que o
Nal atua como um agente intercalante, podendo inibir a transcri¢io de alguns genes tais
como os do sistema da maltose. Os experimentos revelaram, também, que o Nal ndo
interfere diretamente no transporte da maltose e sim, evita a indugdo do sistema de
transporte desta.

De forma semelhante, Sanzey (1979) verificou que o Nal inibiu a expressdo de
genes do operon maltose, lactose, galactose e o gene da triptofanase, todos sensiveis a
repressdo catabodlica. O trabalho propde que os promotores sio alvos da a¢do do Nal e
dependendo de qual promotor ¢é utilizado, a expressido do gene lac Z € inibida, aumentada
ou ndo ¢ afetada.

Entretanto, apesar de serem conhecidos alguns exemplos de interferéncia do Nal
com a expressdo génica, o seu mecanismo de agfo ainda néo esta esclarecido.

A maioria das linhagens obtidas foram testadas também para a produgio de
enzimas extracelulares e verificou-se que somente ocorreram alteragGes nos recombinantes
resistentes ao acido nalidixico contendo o pMVO083.

A linhagem 289Nalf contendo os plamidios pMV04 ou pMVO08 foram testadas em
plantas de mandioca, hospedeiro do patovar manihotis e em plantas de tomate, hospedeiro
do patovar vesicatoria e verificou-se que estes recombinantes também eram ndo

patogénicos.
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Os resultados gerais de viscosidade, produgio de enzimas extracelulares e
patogenicidade reforgaram a hipotese de uma intera¢@o negativa do marcador Nal (acido
nalidixico) com o plasmidio pMVO08, pois a presenga deste causou alteragdes multiplas
nessas linhagens.

Com base nos dados obtidos sugere-se que o plasmidio pMVO08 do presente
trabalho, pode estar envolvidlo com o sistema de regulagio da biossintese do
exopolissacarideo do tipo positiva, onde o produto da proteina regulatdria exdgena
causaria um aumento na produ¢io de goma xantana que, dependendo da linhagem
receptora aumentaria sua produ¢do normal a niveis superiores, como observado para as
linhagens Cal10 e Sm' e a niveis muito superiores como no caso da linhagem 333Sm'
411Nal" e 420Nal’.-Esta proteina funcionaria como ativadora do sistema que controla a
sintese de goma xantana. Se a bactéria possui um mecanismo de controle da produgéo de
goma, a proteina exdgena, poderia, por um mecanismo ‘ainda desconhecido, ativar o
sistema. Aumentos na produgio de goma xantana, a partir do aumento no numero de
copias de determinados genes ja foram relatados por Daniels ef al. (1984) e Tang et al.
(1989).

No caso das linhagens 289Nall e 289Sm' sugere-se que ndo foram observados
aumentos na viscosidade ap6s introdu¢iio do pMVO08 devido & uma possivel saturagéo do
meio de cultura ou da propria célula em produzir mais goma, pois os niveis obtidos com

as linhagens originais ja foram muito superiores aos observados com as demais linhagens.
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5.2. Anilise da sequéncia do pKS08

A andlise da sequéncia de 2693 parese de bases do pMVO08 revelou um conteado
de CG de 66,4%. O alto conteddo de CG ja foi relatado em Xanthomonas campestris por
Liu et al. (1990) de 68% e por Hu et al.(1993), de 63,4%.

As possiveis fases de leitura (ORFs) citadas no presente trabalho foram designadas
como possiveis devido ao fato de ndo ter sido encontrado em X.campestris sequéncias
consenso. Um levantamento de genes de X.campestris foi realizado a partir de genes,
desta bactéria, ja catalogados no banco de dados do EMBL e verificou-se que tanto as
sequéncias promotoras -10 e -35 como os sitios de ligagdo do ribossomo, variam muito
entre os descritos.

A possibilidade da 32 fase de leitura apresentar como codon de iniciagdo CTG, foi
reforgada pelo relato de Dums ef al. (1991) que identificaram dois genes, dentre cinco,
responsaveis pela secregdo de proteinas em X.campestris pv.campestris, possuindo este
codon de iniciagio.

O inicio das trés ORFs apresentadas (ATG na posi¢do 966, 870 e 834) estdo muito
proximas do sitio de Kpn I (posigio 950 pares de bases), reforgando os resultados obtidos
com as subclonagens. Os dois subfragmentos, obtidos a partir da digestdo com Kpn I,
apresentaram inativagio dos efeitos apresentados pelo pMVO08, indicando que este sitio,

situado proximo as ORFs, deve ser importante para a expressdo da atividade génica.
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6. CONCLUSOES

1. Foram identificados dois plasmidios distintos, pMV04 e pMVO08, que quando
introduzidos em diferentes linhagens receptoras de Xanthomonas campesiris causaram

aumentos na viscosidade de até 300 vezes.

2. Os plasmidios pMV04 e pMVO08 apresentaram uma interagdo do tipo positiva em
linhagens receptoras resistentes & estreptomicina, aumentando a viscosidade dessas ou

mantendo-a niveis semelhantes a linhagem original.

3. Os plasmidios pMV04 e pMVO08 apresentaram interagio do tipo negativa quando a
linhagem receptora apresentava marcador de resisténcia ao acido nalidixico. Todos os
recombinantes contendo o pMVO08 mostraram-se auxotroficos, n3o patogénicos,
deficientes para a produgiio de enzimas extracelulares e produgdo de EPS. Esta tltima
caracteristica pode ser revertida utilizando-se um meio completo nos experimentos de
fermentacfio, onde linhagens consideradas secas ou medianamente secas apresentaram um

aumento na viscosidade de cerca de 300 vezes.

4. O sequenciamento de aproximadamente 2,7kb do plasmidio pMVO8 apresentou trés
possiveis ORFs que codificariam uma possivel proteina envolvida com a alteragdo na
viscosidade observada. Nio foi detectada homologia com genes de Xcampestris ja

descritos em literatura.
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7.RESUMO

Xanthomonas campestris € uma bactéria fitopatogénica a diversas espécies de
plantas e produtora de um exopolissacarideo conhecido comercialmente como goma
xantana. Com a finalidade de identificar genes envolvidos com a produgio da goma, foi
efetuado um cruzamento da linhagem 289 Nall (X. campestris pv. manihotis), considerada
uma das melhores produtores de goma, com o banco gendmico da linhagem selvagem 317
(X. campestris pv. vesicatoria). O banco foi construido no vetor de clonagem pUFR027,
com fragmentos digeridos com EcoRl. Foram isolados 2 clones, caracterizados
preliminarmente como produtores de uma goma distinta, que apresentava "gotejamento”
na placa. A anélise desses clones levou ao isolamento de dois plasmidios distintos, pVMO04
e pVMO8, que apresentaram insertos de 2.8 e 3.9 kb, respectivamente. Os clones foram
submetidos & fermentagdo em meio MPI com sacarose (2%) como fonte de carbono e foi
verificado um decréscimo abrupto na viscosidade, em relagdo a linhagem original. Os
plasmidios foram transferidos por conjugagio triparental ou por eletrotransformagfo para
outras linhagens, pertencentes a patovares distintos, produtores e ndo produtores de goma
e as novas linhagens recombinantes foram submetidas & fermentagdo. Os resultados
obtidos mostraram que houve variagdo na viscosidade dependendo da linhagem receptora
e mais especificamente do marcador de resisténcia. Foram utilizadas no total 4 linhagens
resistentes ao acido nalidixico (479Nalf, CallONal, 411Nal" ¢ 420Nal') e todas
apresentaram decréscimo na viscosidade (niveis proximos de zero) apés a introdugfio do
pMVO08. Entretanto quando essas linhagens foram testadas em meio minimo verificou-se
que todas tornaram-se auxotroficas e que, portanto, o decréscimo na viscosidade a niveis
proximos de zero foi devido a composi¢do do meio de cultura utilizado. Quando o
marcador de resisténcia utilizado foi estreptomicina (linhagens Sm”, 289Smf, 333Sm' e

411SmP) os valores de viscosidade foram equivalentes ou superiores & linhagem original
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(até 300 vezes). O marcador de resisténcia a espectinomicina ndo apresentou alteragdes
assim como as linhagens pertencentes ao patovar vesicatoria, que € o patovar original dos
insertos. Os resultados obtidos indicam de forma geral, a possibilidade de que os insertos
clonados estejam envolvidos com a produgdo de uma proteina regulatoria de agdo positiva
para produgdo da goma. Essa agdo positiva foi indicada principalmente pela indugio na
produgdo da goma em uma linhagem ndo produtora (linhagem 333 Smf) e aumento em
outras duas linhagens ja produtoras (Call0 e SmP). Os resultados foram entretanto,
diferentes quando a linhagem receptora apresenta resisténcia ao é4cido nalidixico. Ha
claramente uma interagio negativa desse marcador com os insertos dos plasmidios
pMVO04 e pMVO08, que acarretou auxotrofia nessas linhagens, levando & uma redugio
absoluta de viscosidade com relagdo a linhagem original. A interagio negativa para
produgio de goma, pode entretanto, ser revertida usando se um meio de fermentagdo
completo e verificou-se que o aumento na viscosidade, em linhagens consideradas secas
ou medianamente secas, foi semelhante ao observado na linhagem 333Sm' (aumento de
300 vezes). Foi também observado bloqueio de outros genes enddgenos, como aqueles
para produgdo de enzimas extracelulares (amilase, celulase, pectinase € protease) e de
patogenicidade, foram também afetados. Apesar da constatagio dessa interaglo negativa,
o mecanismo pelo qual isso ocorre ndo € claro. Sabe se que a resisténcia a acido nalidixico
esta envolvida com a DNA girase e que alteragBes na sua atividade pode afetar a
expressdo de alguns genes (Dorman, 1991).

A possibilidade uma proteina sendo sintetizada pelo inserto do pMVO08 foi
averiguada através do sequenciamento de uma regido de 2.7 kb. O fragmento apresentou
uma alta frequéncia de CG (66.4%) e trés possiveis fases de leitura, sendo duas com
codon de iniciagio ATG e uma com CTG. Foram detectados possiveis sequéncias
promotoras a -35 (TTGTG, TGTCCAA, TGGT ou TGTGGA), a -10 (GACAA,
TTGTG, CCAA ou CATG) e sequéncias Shine-Dalgarno (GGTG, TTGT ou TGGTG). A

comparagdo dessa sequéncia com o banco de dados do EMBL, Gen Bank e DDBJ, néo
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indicou homologia com nenhuma sequéncia conhecida em X. campesiris. Ha uma pequena
regido compreendendo 49 pares de bases que indicam uma homologia de 75% com o virus
Herpes simples tipo 2, uma segunda regido com 35 pares de bases que apresenta
homologia de 85% com uma histona de trigo, uma terceira regido que compreende 71
pares de bases com 64% de homologia com um receptor adrenérgico humano ¢ uma
quarta regio compreendendo 44 pares de bases com 77% de homologia com K-ATPase

de galinha.
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8.Summary

Xanthomonas campestris is the causal agent of various diseases in different species
of plants and the producer of an exopolysaccharide (EPS) known as xanthan gum. To
identify genes related to the production of xanthan gum, an in masse conjugation of the
strain 289 Nalf (X. campestris pv. manihotis), a good producer of EPS, was carried out
with a wild type genomic library of strain 317 (X. campestris pv. vesicatoria). The
genomic library was constructed using EcoRI-digested total DNA cloned in pUFR027
cloning vector. Two clones, characterized by the running of gum in solid plates were
isolated. Analysis of the plasmids, pVMO04 and pVMO8, showed inserts of 2.8 and 3.9 kb,
respectively. Both clones were used in fermentation tests in MPI medium containing 2 %
of sucrose as carbon source and the results showed a drastic reduction of viscosity.

The pVMO04 and pVMO8 were transferred to other strains belonging to different
pathovars (campestris, glycines and vesicatoria), containing different antibiotic resistance
genes and producer and non producers of EPS. The new strains were fermented and the
results were variable depending on the recipient strain or more specifically, on the
antibiotic resistance gene. Four Nal' recipient strains showed the same decrease in the
viscosity as shown by the former strain 289 Nall however when the recipient strain was
SmT (4 strains tested) the viscosity values were the same or increased up to 300-fold. The
Sp’ marker showed no alteration in the EPS production as well when the recipient strain
was from pv. vesicatoria. The results indicated in general that the cloned inserts were
similar in function and that they might produce a regulatory positive protein. This positive
action was indicated by the induction or increase of EPS in non producer (333) or low
producer EPS strains. The results however were different when the recipient strain was
Nalf. There was a negative interaction of this marker with the cloned inserts induced

auxotrophy and therefore an abrupt reduction in the viscosity. The viscosity could be
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reverted using a complex medium in the fermentation process. There was also inhibition of
other endogenous characteristics such as extracelular enzyme production (amylase,
celulase, pectinase and protease) and pathogenicity. The mechanism of such negative
interaction is not clear athough it is known that the resistance to nalidixic acid is related to
gyrase subunit and alterations in this enzyme could affect transcription of some genes
(Dorman, 1991).

The sequencing of 2.7 kb from pVMO8 showed a high content of CG (66.4%) and
three putative ORFs, two with ATG initiation codon and one with CTG. The putative
promoter sequences TTGTG, TGTCCAA, TGGT or TGTGGA was located at -35
position, GACAA, TTGTG, CCAA or CATG at -10 position and Shine Dalgarno
sequences (GGTG, TTGT or TGGTG) at -4< position. This sequence showed no
homology to other known sequences in X. campestris. A small region of 49bp showed
75% of homology with herpes simplex virus type 2, a second region of 35bp showed 85%
of hbmology with wheat histone gene, a third region of 71bp showed 64% of homology
with human alpha-2 adrenergic receptor and a fourth region of 44bp showed 77% of

homology with chicken K-ATPase.
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TRAT 1

TRAT 2

TRAT 3

TRAT 4

TRATAMENTO 1: 289Nalfl
950.0 862.5 12.5 12.5
837.5 900.0 12.5 12.5 r
TRATAMENTQ 2: 289Nal FRO27
962.5 900.0 12.5 12.5 al” [pUFR027]
: TRATAMENTO 3: 289Nal¥ [pMVi
TOTAL 2750.0 2662.5 37.5 37.5 al® [prvos]
MEDIA 916.667 887.500 12.500 12.500 TRATAMENTO 4: 289Nalf [pMV08]
S.D. 68.8446 21.6506 0.0000 0.0000
S.E. 39.7475 12.5000 0.0000 0.0000
S0 GL oM F
Tratamentos 2375351.25 3 791783.750 608.14%%
Residuo 10415.75 8 1301.969
Total 2385767.00 11
Desvio padrao residual (s): 36.083 C.V.= 7.9%
TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 1 916.667 a TRAT 1 916.667 a
TRAT 2 887.500 a TRAT 2 887.500 a
TRAT 3 12.500 b TRAT 3 12.500 b
TRAT 4 12.500 b TRAT 4 12.500 b
DMS= 94.371
DMS 2 67.914
DMS 3 70.622
DMS 4 72.288
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TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3 TRATAMENTO 1: Call0

175.0 562.5 475.0

362.5 275.0 725.0 TRATAMENTO 2: Call0[pMv04]

175.0 375.0 625.0

TRATAMENTO 3: Call0[pMv08]
TOTAL 712.5 1212.5 1825.0
MEDIA 237.500 404.167 608.333
S.D. 108.2532 145.9523 125.8306
S.E. 62.5000 84.2656 72.6483
sSQ GL oM F

Tratamentos 206979.17 2 103489.586 6.36%
Residuo 97708.33 6 16284.722
Total 304687.50 8
Desvio padrao residual (s): 127.612 C.V.= 30.6%
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TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 3 608.333 a TRAT 3 608.333 a
TRAT 2 404.167 ab TRAT 2 404.167 ab
TRAT 1 237.500 b TRAT 1 237.500 b
DMS= 319.756
DMS 2 254.921
DMS 3 263.762
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TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3 TRATAMENTO 1: Sm¥
163 300 425
238 250 450 TRATAMENTO 2: Sm¥ [pMV04]
275 225 350
TRATAMENTO 3: Sm¥ [pMVO08]
TOTAL 675 775 1225
MEDIA 225.00 258.33 408.33
S.D. 57.282 38.188 52.042
S.E. 33.072 22.048 30.046
SQ GL oM F
Tratamentos 57222.23 2 28611.115 11.52%%
Residuo 14895.83 6 2482.639
Total 72118.06 8
Desvio padrao residual (s): 49.826 C.V.= 16.8%
TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 3 408.33 a TRAT 3 408.33 b
TRAT 2 258.33 b TRAT 2 258.33 a
TRAT 1 225.00 b TRAT 1 225.00 a
DMS= 124.85
DMS 2 99.53

...._..._._....._.._....._._._._.._..._....__.._....._...._......._._...._..._.._.__...._...._..._...__.._.._..._._...._._—..._.—_.._........_.....__..._._



110

APENDICE II

-..—-——-———-——.——._._—_._——.-.--—————-—-—————————_—-———_—-.-———_-._—__————-————-_-———-——-——.

———————_——--.—_—...-—-..-——.-.—.-..—.———.-—_—-_—-——-—-.————--————-.——-———————————.————_-_-—_—c

TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3 TRATAMENTO 1: 479Nal¥
50.0 2.5 2.5
37.5 2.5 2.5 TRATAMENTO 2: 479Nall [pMVO04]
25.0 2.5 2.5
TRATAMENTO 3: 479Nal¥ [pMvO08]
TOTAL 112.5 7.5 7.5
MEDIA 37.500 2.500 2.500
S.D. 12.5000 0.0000 0.0000
S.E. 7.2169 0.0000 0.0000
sQ GL oM F
Tratamentos 2450.00 2 1225.000 23.52%%
Residuo 312.50 6 52.083
Total 2762.50 8
Desvio padrao residual (s): 7.217 C.V.= 50.9%
TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 1 37.500 a TRAT 1 37.500 b
TRAT 2 2.500 b TRAT 2 2.500 a
TRAT 3 2.500 b TRAT 3 2.500 a
DMS= 18.083
DMS 2 14.417
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TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3 TRATAMENTO 1: CallONalY

350.0 25.0 12.5

550.0 25.0 12.5 TRATAMENTO 2: CallONal¥ [pMv04]

450.0 25.0 12.5

. , TRATAMENTO 3: CallONal¥ [pMv08]
TQTAL 1350.0 75.0 37.5
MEDIA 450.000 25.000 12.500
S.D. 100.0000 0.0000 0.0000
S.E. 57.7350 0.0000 0.0000
SQ GL QM F

Tratamentos 372187.50 2 186093.750 55.83%%%
Residuo 20000.00 6 3333.333
Total 392187.50 8
Desvio padrao residual (s): 57.735 C.V.= 35.5%

TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 1 450.000 a TRAT 1 450.000 b
TRAT 2 25.000 b TRAT 2 25.000 a
TRAT 3 12.500 b TRAT 3 12.500 a

DMS= 144.667
DMS 2 115.333
DMS 3 119.333
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TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3 TRATAMENTO 1: 420Nal¥
50.000 0.001 50.000
37.500 0.001 50.000 TRATAMENTO 2: 420Nal¥ [pMVo04]
25.000 0.001 37.700
TRATAMENTO 3: 420Nal¥ [pMV08]
TQTAL 112.500 0.003 137.700
MEDIA 37.5000 0.0010 45.9000
S.D. 12.50000 0.00000 7.10142
S.E. 7.21688 0.00000 4.10001
5Q oM F
Tratamentos 3583.45 1791.727 26.01*%%*
Residuo 413.36 68.893
Total 3996.81
Desvio padrao residual (s): 8.300 C.V.= 29,9%
TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 3 45.9000 a TRAT 3 45.9000 a
TRAT 1 37.5000 a TRAT 1 37.5000 a
TRAT 2 0.0010 b TRAT 2 0.0010 b
DMS= 20.7978
DMS 2 16.5808
DMS 3 17.1558
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TRAT 1 TRAT 2 TRAT 3 TRATAMENTO 1: 411Nal¥
0.00100 25.00000 12.50000
0.00100 37.50000 12.50000 TRATAMENTO 2: 411Nal¥ [pMv04]
0.00100 37.50000 12.50000
TRATAMENTO 2: 411Nal¥ [pMv08]
TQTAL 0.00300 100.00000 37.50000
MEDIA 0.00100 33.33333 12.50000
S.D. 0.00000 7.21688 0.00000
S.E. 0.00000 4.16667 0.00000
SQ GL oM F
Tratamentos 1701.30 2 850.649 49,.00%%*%
Residuo 104.17 6 17.361
Total 1805.46 _ 8
Desvio padrao residual (s): 4.167 C.V.= 27.3%
TUKEY 5% DUNCAN 5%
TRAT 2 33.33333 a TRAT 2 33.33333 a
TRAT 3 12.50000 b TRAT 3 12.50000 b
TRAT 1 0.00100 c TRAT 1 0.00100 c
DMS= 10.44042
DMS 2 8.32346
DMS 3 8.61214
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TRAT 2
700.0
620.0
720.0

2040.0
680.000
52.9150
30.5505

TRATAMENTO 1: 289Nal¥ [pUFR027]

TRATAMENTO 2: 289Nal¥X [pMV08]
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TRAT 1

700.0

712.5

725.0
TOTAL 2137.5
MEDIA 712.500
S.D. 12.5000
S.E. 7.2169
Tratamentos
Residuo
Total

1584.17

5912.58

7496.75

————.——.-——_._-—-.--_._..—-———..—_—.._.._—.—__—-—..-———————_——-—_—.——_—-———.——-———-—_——-———————_—.

GL oM
1 1584.167
4 1478.146
5
38.447 C.V.= 5.5%
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TRAT 1

925

925

975
TOTAL 2825
MEDIA 941.67
S.D. 28.868
S.E. 16.667
Tratamentos
Residuo
Total

TRAT 2 TRATAMENTO 1: 289Sm¥
975
1012 TRATAMENTO 2: 289Sm¥ [pMV08]
1075
3062
1020.67
"50.560
29.191
SQ GL oM
9361.33 1 ) 9361.333
6779.67 4 1694.917
16141.00 5
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75 113

100 125 TRATAMENTO 2: 411Sm¥ [pMV08]

100 113
TOTAL 275 350
MEDIA 91.67 116.67
S.D. 14.434 7.217
S.E. 8.333 4.167

SQ GL oM F

Tratamentos 937.50 1 937.499 7.20 NS
Residuo 520.83 4 130.208
Total 1458.33 5
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TRAT 2

200
175
175

550
183.33
14.434

8.333

TRATAMENTO 1: 333Sp¥

TRATAMENTO 2: 333Sp¥ [pMV08]
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TRAT 1

175

250

175
TOTAL 600
MEDIA 200.00
S.D. 43.301
S.E. 25.000
Tratamentos
Residuo
Total

416.66

4166.67

——-————--—--—n———-———--—-————,—-—————0——-—-—-—-—.-———.—————-——-~-——-¢.————-—‘—-—————~

GL QM
1 416.661
4 1041.667
5
32.275 C.V.= 16.8
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