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RESUMO

Xanthomonas campestris & uma bactéria fitopatogénica
responsavel pela podridio negra de varias espécies vegetais e
produtora de um mucopolissacarideo extracelular de ampla utilizacio

industrial conhecido como goma xantana.

Com o intuito de se obter linhagens desta bactéria com alta
capacidade de expressio do gene da alfa-amilase e potencialmente
capazes de produzir a goma xantana a partirv de éubgtratos amildceos,
foram '~ clonadas e caracterizadas sequéncias promotoras especificas de
X cémpéstris e, de posse destas foram construidos e introduzidos em
duas de suas linhagens (REF CmV e 280 NalV) quatro vetores distintos
portadores do gene da alfa-amilase de Racillus subtilrs: (1) paFe,
contendo o gene amy sob o controle do promotor de 5. subti!is; (2)
pAFEX, contendo o gene amy sob controle do promotor de X. campestris,
em adicio ao promotor original; (3) pAF23, constru¢io semelhante A do
pAF2 contendova inser¢cio do Jlocus de estabilizag¢Bo parf; e (4) paAFPR3X,

obtido a partir da introducfo do promotor de Xanthomonas no pAF23.

Analises do nivel de estabilizac®o obtido apéé a introducio
do Jocus parP no plasmidio pAF2 mostraram que linhagens portadoras do
plasmidio contendo este locus estabilizador aﬁresentaram iﬁdice de
perda plasmidial até 27 vezes menor do que aquelas cﬁjo plasmidio nfo

fora dotado desse Yocus.



A quantificac§o  da produgio de alfa;amilase pelas oito
linhagens_ obtidas .apés a introduc8o dos plasmidios em X. campestris
mostrou que linhagens originalmente amiloliticas (Cm'), portadoras de
vetores nos quais b gene amy estd sob o controle do promotor
especifico dessa bactéria, apresentaram atividade especifica de alfa;
amilase 100X superior a da‘linhagem controle, chegando esta diferenca

A 300% no caso das linhagens originalmente nfo amiloliticas (NalV).

Aﬁesar de nenhuma das linhagens obtidas ter se wmostrado
capaz de produziv goma xantana tendo o amido como dnico substrato, o
carééer amilolitico iﬁtroduzido conferiu a estas'bactérias, de um mddo
gerai, .melhor capacidade de aproveitamento de todos os substratos
estudados (sacarose, amido é amido+sacarose) para producio de xantana,
tendo o mais alto nivel de produglo correspondido ao da linhagem NEX
(portadora do plasmidio amilolitico onde foi introduzido o.promotor de

X. campestris) crescida em amidotsacarose.

Estes resultados permitem considerar promissoras as
possibilidades de produciio de goma xantana a partir de amido, sendo
pé'a» tanto necessarios alguns estudos adicionais envolvendo E}
caracterizacio dos proddtos de hidrodlise do amido por esta alfa-
amilase de A&, subti!is e seu aproveitamento por linhagens de X.

campestris.



i. INTRODUCAO E OBJETIVOS

-

Xanthomonas campestris ¢ uma bactéria fitopatogénica
responsavel pela podridfo negra de muitas espécies vegetais e
produtora de um mucopolissacarideo extracelular industrialmente

conhecido como goma xantana.

A extensa utilizag¢&o da goma xantana em escala industrial e
o fato desse exopolissacarideo ser atualmente totalmente importado em
nosso pais, motivou a criagfo de um projeto conjunto entre a Faculdade
de Engenharia de Alimentos e o Departamento de Gendtica e Evolugio da
. Universidade Estadual de Campinas com o objetivo de otimizar as
condicBes de fermentacio da goma e obter linhagens melhoradas de
Xanthomonas campesérls visando viabilizar a produgfo nacional deste

biopolimero. .

Dentro desta linha, vdrios trabalhos tém sido desenvolvidos
em nosso laboratdrio utilizando-se tanto técnicas da chamada Genética
Cldssica como também explorando-se as possibilidades de manipula¢des
génicas oferecidas pela Tecnologia do IDNA Recombinante. Uma das
possibilidades por nds explorada tem sido a obtencf@o de linhagens de .

X, 'campestrjs capazes de produzir goma xantana com as qualifica¢des

industrialmente desejdveis a partir de substratos amildceos, por serem



estes mais baratos e de maior disponibilidade no pais (SCHENRERG &

COSTA, £987).

Com este objetivo, STRIFECKE (4988) construiu um plasmidio
portando o gene resbonsével pela producfo da enzima alfa-amilase
(amy), clonada de PLacillus subtillis (S50UZA, 1986) e contendo uma
origem de replicacfo promiscua, oriunda do plasmidio pMFY~40 (FUKUDA &
YANDO, 19835), e portanto capaz de ser reconhécida pela magquinaria
replicativa de X. campeséris. No entanto, este plasmidio, denominado
paFi, quando introduzido em linhagens de X. campeséris, além de ter se
mostrado geneticémenﬁe instavel, nﬁolse mostrou eficaz em capacitar
suas linhagens hospedeiras a produzir goma xantana tendo amido como

unica fonte de carbono.

Uma das razdes que para nos explicaria a idncapacidade do
plasmidio pAFL em dirigir a producfo de goma xantana a partir de
amido, seria a insuficiéncia da quantidade da. enzima alfa-amilase
disponivel para a degradacBo do amido a acdcares‘mais simples, estes
sim acessiveis 2 maquinaria metabdlica da bactéria responsdavel pela
producfo da goma. Esta baixa producio de alfa-amilase, por sua vez,
foi por nds atribuida & uma possivel baixa afinidade existente entre a
enzima RNA polimerase da bactéria hospedeiva do plasmidio pAFL (X,
campestris) e o sitio promotor responsavel por divigir a transcri¢fo
do gehe amy. Esta baixa afinidade estaria entfo concorrvendo para que a
taxa de transcricio do gene amy de B. subtillis fosse inferior a

fecessaria para a producfo de uma quantidade suficiente dessa enzima



capaz de degradar o amido e produzir o substrato para a biossintese da

goma xantana.

a4 +Fim de tentar solucionar estes problemas surgidos apds a
introducio do pAFL em X. campestris, e tendo sempre em mente o
obhjetive inicial do trabalho que & a viabilizac%o da produc8o de goma

xantana & partir de amido, Propusemo-nos a:
{. Clonar e caracterizar sequéncias promotoras de X. campestris.

2. Construir um plasmidio vetor portando o gene da alfa-amilase de
B.  subtillis apropriado para receber, imediatamente "upstream” a

esse mesmo gene, uma sequéncia promotora de X, campestris.

3. Isolar € introduzir neste novo plasmidio construido sequéncias
génicas CaApPAzZES de lhe conferiv maior estabilidade em X.

campestris.

4. Introduzir este novo plasmidio recombinante em linhagens de X.

campestris e verificar sua estabilidade dentro desta bactéria.

Verificar os niveis de produgfo de alfa-amilase pelas bactérias

.}

portadoras desta nova construcio plasmidial, contendo agora o gene

amy sob o controle de um promotor oriundo da propria Xanthomonas.



6. Veriticar a potencialidade das 1linhagens de X. campestris
portadoras deste novo plasmidio em produzir goma xantana a partir

de amido.
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i. REVISAZAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERiSTICAS GERAIS DA BACTERIA Xanthomonas campestris

As bactérias fitopatogénicas encontram-se agrupadas em
quatro géneros pertencentes & familia das Pysudomonadaceas, um dos
quais corresponde ao génevo Xanfhomonas (TOWSON, 1939), sendo os

demais: Erwinia, Agrobacterium e Fseudomonas.

Bactérias pertencentes ao género Xanthomonas caracterizam-se
por serem gram-negativas, bacilares, dotadas de um flagelo polar e’
aerdbicas estritas (LEYNS e cols., 1984). DYE e LELLIOT (1i974) dividem
o génevo Xanthomonas em cinco espécies diferentes: Xanthomonas
campeséris, k&ﬁthomonas fragariae, Xanthomonas aIbiIineéns,
Xanthomonas axonopodis e Xanthomonas ampelina, sendo todas elas

patdgenos de plantas.

A espécie Xanthomonas campestris é dividida em 183 patovareé
(pv) ou variedades patoldgicas (LEYNS e cols., 1984), os quais s80
diferencidveis entre si com precisfo apenas através de sua
especificidade de hospedeivro (DYE e cols., 1980 . Bactérias

pertencentes a essa espécie produzem um mucopolissacarideo



extracelular (EFS), conhecido como goma xantana, que € secretado ao
meio, conferindo &s coldnias de X. campeséris uma aparéncia mucdide e

brilhante especialmente quando crescidas em meios contendo agucares.

Ientre os diferentes patovares que compreendem a espécie
Xanthomonas campestris, somente o patovar manikhofis nRo produz o

pigmento amarelo caracteristico da fragfo EFS.

E.i;i Fitopatogenicidade:

Xanthomonas campestris ¢ o agente causal da podridio negra
de diversas espécies vegetéis, tais como cruciferas (pv campestrist,
citrus (pv cifri) e solanéceas (pv vesicatorial, € os danos por ela
causados & vdrias lavouras agricolas de grande importdncia econdmica
expliﬁam o interesse suscitado no estudo de seus mecanismos de

fitopatogenicidade e regulac8o génica.

A abordagem mais amplamente explorada atualmente no estudo
dos mecanismos de patogenicidade de X. campesfris vem utilizando as
técnicas de Biologia molecular na tentativa de. detectar os genes
envolvidos no processo de infeccgfo e na especificidade da interagfo

parasita-hospedeiro (DANIELS € cols., 1987).



0 cardter de patogenicidade € em si um fendmeno complexo.
Uma bactéria considerada‘patogénica necessita mostrar-se capaz de,
aléh de induzir o dano caracteristico da doenga na planta hospedeira,
alcangcar e cre%cer nos tecidos da mesma e resistir aos seus mecanismos

quimicos de defesa (DANIELS, 1989).

For conta desse grande numero de caracteristicas envolvidas
ﬁa expressio final da patogenicidade, torna-se dificil a definiglo do
que seriam fgenes de fitopatogenicidade”. Estudos fisioldgicos levaram
a identificagfo de numerosos fatores produzidos pela bactéria que sio,
a griori. determinantes de patogenicidade, entvre eles enzimas,
fitotoxinas, reguladores do crescimento da planta hospedeivra e
polissacarideos extracelulares (EFS). Na maioria dos casos o papel
dessas substfncias no processo de manifestacio da patologia nio &
claro e, como as técnicas gendticas de INA recombinante oferecem &
possibilidade de demonstvar inequivocamente a importancia de cada
fator neste processo,.existe um grande interesse em se clonar o0s genes

que codificam a producfo dessas substincias (DANIELS, 1989).

Através dessa abordagem molecular, TANG e colaboradores
(1984) clonaram o gene responsavel pela producdo de protease
extracelular e DANIELS e colaboradores (1?87).0 da poligalacturonato
liase de X. campestris pv campestris que, quando transferidos por
conjugacdo para mutanfes ndo patogénicos, eram capazes restaurar seu
carater de patogenicidade. TURKNER e colaboradores (1.983)

identificaram, por complementa¢lo de mutacdes induzidas por insercio



do transposon Tn5, um conjunto de genes de patogenicidade do mesﬁo
patovar estudado por DANIELS e colaboradores (41987). SHAW e
colaboradores (1987) lidentificaram e élonaram um gene capaz de
complementar uma mutagfo que eliminava a capacidade invasiva de. um
mutante de X. campestris pv campeséris. Em 1987, DOW e colaboradores
identificaram um conjunto génico necessario para o controle da
secrecido de diferentes enzimas e envolvido com a patogenicidade em X.
campestris pv campestris. O0SBOURN e colabpradorés (1987) identificaram
sequéncias promotoras de X. campestris pv campestris cuja utilizaglo é
aparentemente induzida pela blanta hospedeira. SWANSON e colaboradores
(1988) clonaram genes de aviruléncia capazes de inativar a viruléncia
de linhagens de X. 'campgstrjs pv wvesicaforia os quais RONALD e
STASKAWICZ (4988) mostraram posteriormente codificar uma proteina de

5¢ KD.

Alguns trabalhos publicados sugerem ainda que o]
exopolissacarideo (EFS) secretado pelos diversos patovares de X.
campestris seja também um fator de fitopatogenicidade (COREY & STARR
1957, GOTO, 4982), uma vez que mutantes deficientes em EFS s&o
geralmente avirulentos (KELMAN, 1934). Alguns autores acreditam que a
viscosidade gerada pela goma da bactéria no xilema da planta infectada
possa ser um fator importante para a patogenicidade (LEACH & cols.,
1957; COREY & STARR, 1957; SUTTON & WILLIAMS, 1970). Além disso,
RAMIREZ e colaboradores (i988) demonstraram a existéncia de uma
correlagio entre o grau de viscosidade da goma produzida e &

viruléncia de alguns isolados de X. campestris pv campeséris, tendo



chegado a propor a utilizaglo do cardter viruléncia como critério pafa
selecfo de linhagens produtoras de goma xantana de alta qualidade.
Estes autores propuseram ainda que a estrutuwra conformacional deste
polissacarideo pode estar associada & viruléncia da bactéria, o que
vem a reforgar a hipdotese da necessidade de um reconhecimento
molecular patdgeno-hospedeiro para a ocorréncia da infecg¢®o (MDRRIS e

cols, 1977).

£2.1.2 Riossintese de goma xantana:

A  fungio bioldgica especifica da goma produzida pelos
difﬁrﬂnfes patovares que compdem a espécie X. campestris é até hgje'
desconhecida, podendo estar relacionada com a proteqﬁo da bactéria a
condigOes ambientais adversas, tais como dessecagio, altas
temperaturas ou exposi¢cio & luz ultra-violeta (LEACH e cols., {987);
com a adesfo da bactéria & superficie da planta hospedeira,
previamente & infec¢lo (MORRIS e cols., 1977) ou ainda com a Qbstruﬁﬁo
de vasos da planta acarrvetando a necrose cafacteristica de seu

processo infeccioso (LEACH e cols., @957).

Fouco se conhece a rvespeito dos genes envolvidos na
biossintese dos polissacarideos extracelulares (EFS) bacterianos em
geral. Estudos bioquimicos e fisioldgicos definiram alguns passos
envolvidos nessa biossintese e indicaram a complexidade de sua

regulagiio (SUTHERL.ANID, i985). HARDING e colaboradores (1987)
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identificaram e clonaram um conjunto de genes (xps) essenciais na
biossintese da goma xantana, inclusive um gene envolvido na

piruvatacfo desse polissacarideo.

Estudos detalhados realizados In vifro demonstraram que a

via metabdlica da biossintese da xantana pode ser dividida em ¢trés

etapas: (1) incorporagfo de agucares simples € sua conversio em
derivados nucleotidicos; (2) construcio das subunidades
pentassacaridicas acopladas & um  carveador lipidico e (3)

polimerizagio das unidades repetitivas de pentassacarideos € SUA

secrecdo (IELFI e cols., 1981, 1983).
‘2.2 A GOMA XANTANA

0 grande potencial de aplica¢fo industrial da goma xantana
justifica o interesse suscitado no estudo da sua biossintese e dos
Qenes envdlvidos na sua regulagfo. A goma xantana € o primeiro
polissacarideo de origem microbiana de significado comercial, € sua
tecnologia de produgfo foi inicialmente desenvolvida pelo Departamento
de Agricultwra (NRRL, Peoria, IL) dos Estados Unidos da América em

i959, tendo sido produzida comevcialmente a partir de {961 e aprovada

péraluso na alimentacio humana em 1969 (BAIRD, 1983).
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A importdncia comercial desse exopolissacarideo ¢ resultante
de suas propriedades reéldgicas tnicas tais como alta viscosidade
mesho em baixas concentracdes, solubilidade em agua fria ou quente,
pseudoplasticiaade (diminuigio reverﬁivei da viscosidade com o aumento
da tensdo de cisalhamento), tolerdncia a grandes variacles de
temperatura, pH e concentracdes de sais , estabilidade & degradacfo
enzimatica (KENNEDY & cols., 1984; JEANES e cols., 1961i) e capacidade
de interagir com galactomanas propiciando a formagfio de géis

(COTTRELL, 1979).

Essas caracteriﬁticas dio a goma xantana um imenso potencial
de aplica¢ido industrial. Na inddstria alimenticia, destacam-se a sua
utilizacﬁo em CONSErVas, laﬁicinios, produtos de panifica¢®o, sorvetes
e produtos liofilizados (BAIRD, 1983). No que diz respeito & industria
petroquimica, devido & sua estabilidade frente a variacﬁes de pH,
temperatura, cations e ions divalentes, associadas a0 seu
comportamento  pseudopldstico  sob condi¢Bes de alta tenslo de
cisalhamento, =a goma xantana & tecnicamente o polimero preferido‘ na
utilizacfo em lamas de perfuracio de pogos de petrdleo, tendo também
um grande potencial de utilizacho em projetos de recuperagio melhorada
de dleos (WELLS, 1977; SANDVICK & MAERKER, 1977). Dentre outras
aplicagles, a goma xantana é utilizada ainda como espessante de pastas
de impressfo de téxteis, removedores dcidos ou alcalinos, formulactes
de explosivos (SANDFORD, 1979), agente de suspensio de vitaminas e
mineralis para suplementos liquidos em alimentos animais, para

suspender proteinas nos substitutos de leite  para bezevros,
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fungicidas, herbicidas e inseticidas aumentando sua capacidade de
aderéncia & vegetacHo (COTTRELL, 1979). |

No Brasil, a adi¢Ho de xantana em alimentos ¢ permitida
desde 1965 (ERASIL, 1965), porém apesar de sua ampla utilizagfo
industrial e de seu potencial ainda nio realizado de aplicacfo, em
nosso pais, atualmente, a goma xantana & um produto totalmente

importado o que encarece seu custo € restringe seu campo de aplicagfo.

2.2.1 Composigl0 e produgio da goma xantana:

A estrutura quimica da gom# xantané tem sido bastahte
estudadé e consiste de um esqueleto de celulose com substituicOes
laterais de cadeias trissacéridicas em residuns alternados de glicose,
as quais sho posteriormente acetiladas e piruvatadas ém graus variados
(JANSON e cols., 1975). Os graus de acetilag8o e piruvataglo das
moléculas de xantana interferem em sua viscosidade, segundo verificado

por CADMUS e colaboradores (1976) e SANDFORD & BAIRD (1983).

LEACH e colaboradores (i2537) e LILLY e coiaboradores (19258)
estudaram a producio de polissacarideos por espécies de Xanthomonas
tendo como suﬁstrato diferentes fontes de carbone, tais como maltose,
glicose, sacarose, amido soluvel, amido de milho e amido hidrolisado.
Como resultado desses estudos, foi definido ﬁm meio para producio de
xantana que consiste de glicose, sacarose ou amido como fontes de

cavrbono, caseina hidrolisada e minerais. - Estudos posteriores
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realizados por SOUW &VDEHAIN (1979) visando a otimizaglo da producio
de goma xantana mostfaram que 0s maiores titulos.desse polimero evram
obtidos a partir de meios contendo 4% de sacarose €, como segunda
op¢Ro, 4% de glicose. Estes mesmos autores mostraram ainda que a
adig¢8o de alguns éﬁidos orgﬁnicog, tais como succinato, piruvato e
alfa-cetoglutarato, estimulava a producfo de xantana, porém tinhé
efeito inverso em concentracdes elevadas, resultado este idéntico ao

conseguido com relagfo a Ffrutose.

Com relagio & produglo de goma xantana a partir de
substratos alternétivos, WALSH e colaboradores (1984) introduziram em
X. cémpestris o transposon Tn954 contendd o gene'da beta-galactosidase
€ qbtiyeram recombinantes cuja atividade especifica dessa enzima era
mais de 200 vezes superidr & dos selvagens. Todavia, a capacidade
destes recombinantes em produzir xantana a partir de lactose, que & um

dejeto da industria de laticinios, ndo foi avaliada.

Ainda sob este direcionamento, SfRIPECKE (1988) construiu um
plasmidio contendo o gene da alfa-amilase de B. subtéilis (pAFL) ¢ o
introduziu em duas linhagens de X. campesfris pv campestris, uma delas
naturalmente produtora dessa enzima (REF) e a outra excelente
produtora de éoma xantana, porém nfo amilolitica (2806). A dosagem do
consumo de amido em meio de cultura e da producfo de agdcares
redutores pelas duas linhagens recombinantes'mostrou que a introducio
do plasmidio pAPi amplificou a capacidade amilolitica da linhagem

naturalmente produtora (REF) e conferiu esta caracteristica a linhagem



i4

280, originalmente n#Ho amilolitica. Este plasmidio, no entanto,
mostrou-se instdvel na linhagem 280, além de nfo ter sido capaz de
dirigir a producfo de goma xantana a partir de substratos unicamente
amildceos, fato esse atvibuido presumivelmente & baixa expressio de
gene de 5. subfilis em seu novo hospedeiro, X. campeséris (STRIFECKE e

cols., 1i989).
2.3 VETORES DE CLONAGEM E EXPRESSA0 EM Xanthomonas campestris

Uma wvez que o estudo das.divefsas atividades metabdlicas de
bactériés fitopatogénicas ¢ de solo sio atualmente de grande interesse
e utilizaglo, diversos gfupos de pesquisa tem direcionado suas
investigagtes no sentido -de possibilitar a andlise ¢ manipulagio

génicas em tais bactérias.

Ainda que o5 sistemas vetor~hbspedeiro de E.coll, 99gs
plasmidios e bacteridfagos mastrem-se de valor inestimdvel para a
clonagem e estudo de diferentes Jock génicos, esta bactéria geralmente
parece n#o apresentar um ambiente fisioldgico apropriado para a
expressio de Lgenes de bactérias fitopatogénicas.e de solo (INOUYE e
cols., i98i). For outro lado, a maioria dos vetores de clonagem
desenvolvidos apresentam uma gama de hospedeiros muito restrita, n&o

sendo aplicdveis para a maioria das bactérias fitopatogénicas. Fara a

manipulacfo gendtica destas bactérias, os plasmidios mais apropriados



parecem ser o8 chamados “plasmidios promiscuos”, ou vetores de

clonagem de amplo espectro. de hospedeivos.

Plashidios promiscuos caractérizam~se como tal por serem
capazes de duplicar-se e manter-se em uma grande variedade de
bactérias. Muitos grupos de plasmidios de bactérias gram—positivas
possuem esta capacidade, ‘que ¢, no entanto, uma propriedade menos
comum entre os plasmidios de bactérias gram-negativas, estando
basicamente restrita a plasmidios dos grupos de incompatibilidade C,
N, F, Qe W, de E. coli. 0 que distingue os plasmidios promiscuos
daﬁueles ditos restritos é principalmente seu sistema de manutenc&o na
célula hospedeira, jé que mesmo plasmidios resfritos, como o fator
sexuél ‘F e plasmidios do grupo de incompatibilidade IncI-alfa, também
s30 capazes de mediar sua transferéncia para diferentes espécies
bacterianas, nas quais eles nio sio capazes, no entanto, de se manter.
Essa 'capacidade de manutencio em uma grande variedade de hospedeiros,
que caracteriza a promiscuidade, depende de fungbes codificadas pelo
proprio plasmidio e pelo hospedeiro. Falhas neste sistema . de
manutencfo podem ser atribuidas & auséncia de sinais adequados a
expressio dos genes plasmidiais no hospedeiro heterdlogo, & falta de
hébilidade em recvutar fun¢les deste hospedeiro para a duplicac¢io,
segregacio ou resoluc§0. de multimevros do plasmidio, ou ainda a
interferéncia no cfescimento do hospedeifo causada por fun¢des

codificadas pelo plasmidio (FINKNEY & THOMAS, 1987).
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0s wvetores de clonagem utilizados em X. campeséris sio em
geral plasmidios prbmiscuﬁs e cosmidios. Embbra Ja tenham sidé
deséritos_ alguns Bacterié?agos com capacidade de multiplicacio em
Xanthomonas (LIEW & ALVAREZ, i981), estes ainda nfo foram utilizados
como vetores, pois .nﬁo se conhece, até hoje, velato a respeito da

ocorréncia de transdugio de qualquer tipo nestas bactérias.

Em 4985, FUKUDA e YAND re}ataram a construgio de dois
vetores de clonagem promiscuos derivados do plasmidio RSFieié: o
pMFY3L e 6 pMFY40. 0 RSF10i0 é um plasmidio pequeno (8.6484 pb), de
acorréncia natural, promiscuo, pertencente ad grupo de
incompatibilidade @ de £. coli & que codifica a resisténcia A
estréptdmicina ¢ & sulfonamidas (SCHOLZ, e cols., 1989). 0 plasmidio
pMFY40, construido por FUKUDA e YAND (figura 1), tem um tamanho de
i1,6 kb, sitios unicos para clonagem localizados dentyo e fora dos
genes  que codificam resisténcia aos antibioticos ampicilina (ApY) e
tetraciclina (Tet'), sendo estes dois udltimos derivados do conhecido
vetor pBER322. Estes autores relatam ainda a eficiéncia de introdugio,
Propagacio e expressio dos genes de resisténcia do plasmidio pMFY4Q em
Fseudomonas pubtida, o que o caracteriza como um vetor de clonagem
bastante apropriado para a manipulagio génica em bactérias gram-

negativas, em especial X. campestris.
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2.4 REGULACAO DA TRANSCRICAD GENICA EM SISTEMAS FPROCARIGTICOS

A expressio génica em sistemas procaridticos esta sujeita
basicamente & trés tipos de regula¢fo: (L) transcricional, envolvendo
répressﬁo, desrepressio e ativacgHo génicas e eficiéncia de iniciac®o e
término da transcric¢fo; (2) traducional, envolvendo o reconhecimento
eficiente de sinais de inicia¢fo e término da tradu¢io, e Finalmente
(3) ao nivel pos—-traducional, que compfeende a eficiénecia com que
modificagdes pds~tragucionais, tais como glicosilaces, acetilagles e

hidrdlise de peptideos sinais, sfo introduzidas nas cadeias proteicas.

Em procariotos na maior parte das vezes a expressfio génica
mostra-se regulada ao nivel da iniciagBo da transcrigilo, etapa esta
dirigida pela intera¢io entre a RNA polimerase € a sequéncia promotora

do gene a ser transcrito (ISHIHAMA, 1988).

2.4.1 Promotores procaridticos:

Fromotores sHo, por definigfo, sequéncias especificas de
DNA localizadas a distldncias proximais ("upstream”) determinadas da
regifio estrutural do(s). gene(s) por eles regulado(s) e que afetam =a
frequéncia e localizagHo da iniciacBo de sua transcrigio através de

interagdes com a RNA polimerase.



i

Extensos trabalhos de compilaglo e anadalise de promotores de
£. coli, seus fagos e plasmidios através de programas de computador
(HAWLEY & McCLURE, 1983; HARLEY & REYNOLDS, i987) df%o suporte =ao
conceito existente de uma "sequéncia promotora consenso” consistindo
de: uma regifio 3% e uma regifo -4@, esta dltima também conhecida como
sequéncia de Fribnow (FRIBNOW, {973; SCHALLER, 1{1973), formadas
respectivamente pelos hexanucleotideos TTGACAve TATAAT e separadas por
{7 pares de base, sendo a transcrigio iniciada em uma purina
localizada a aproximadamente 7 pares de base distais ("downstream”) da
extremidade 3° da regiflo -1¢ (ROSEMBERG & COURT, 1979; HAUWLEY &

McCLURE, 1983).

0 significado bioldgico Ffundamental dessas sequéncias
conservadas counfirma-se através dos relatos de que mutacles que
Cdiminuem a atividade de promotoves também diminuem & homologia de sua
sequéncia com as sequéncias consenso, o0 inverso ocovrendo  para
mut ag8es que aumentam sua atividade (RAIRAUD & SCHWARTZ, 1984; SZO0KE e
cols., 1987). MutagOes que alterem o tamanho do espacador de 17 pares
de bases existente entre as sequéncias ~10 e ~35 também modificam o
nivel da transcricfo dirigida pelo promotor mutado (ROSEMBERG & COURT,
i979; HAWLEY & McCLURE, 1983). Além.disso, JACQUET e colaboradores
(1989) demonstraram que sequéncias sintéticas de IINA portadoras destes
» héxﬁmeros de consenso sintéticos separados por 17 pares de base,
quando inseridas no plasmidio PpBR329, sio capazes de dirigir a
transcricio do gene que confere resisténcia ao cloranfenicol (Cm¥), o

qual havia tido sua regifio promotora original previamente retirada.
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No que diz réspeito 2A0s PAsSs0s envolvendo o reconhecimento e
ligag80o da FRNA polimerase as sequéncias promotoras, GILBERT (4976}
propds que a regifio -39 estivesse envolvida com o reconhecimento e a
liga¢&o inicial da RNA polimerase ao promotor, estando a regifio ~1@
envolvida na abertura das fitas liberando o molde para inicio da
{ranscricﬁo. Baseado neste € em outros trabalhos propde-se um
mecanismo envolvendo trés etapas distintas paré esta fase inicial da
transcricfo: (1) reconhecimento inicial do sitio promotor pela
subunidade sigma da - RNA polimerase ¢ ligacdo da hoioenzima a regifo
~-35 (forma¢do do complexo de iniciaglo); (2) estabeleciamento de uma
ligag&o estdvel entfe a RNA polimerase ¢ as regides ~35 e -10 do
promotor (forma¢fo do complexo fechado); e (3) denaturagfo de uma
sequéncia de aproximadamente 12 a i7 pares de base localizada na

“regifio -10 do promotor {(forma¢Ro do complexo aberto).

Ja  foi demonstrado que a fungio de -alguns promotores é
absolutamente dependente da influéncia de uma .molécula reguladora
positiva. Estes efetores sio hecessérios no reconhecimento adequado do
sitio promotor pela RNA polimerase (ROSEMBERG & COURT, 1979). A
analise da sequéncia de trés promotores regulados positivamente
mostrou que estes nio apresentavam homologia de sequéncia na regifo
-35, o0 que vreafirma a idéia de que a regildo -39 € importante no
reconhecimento do promotor pela RNA polimerase € que o regulador

positivo de alguma forma compensa a auséncia desta sequéncia nos

promotores dependentes de efetores (MEYER € cols., 1975; HAJDRS,
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1973).

A fofca de um promotor, ou sejé, a eficiéneia com que ele é
capaz de dirigir a transcri¢fo do gene sob seu controle, nZo esta
relacionada apenas A sua afinidade em se ligar & RNA polimevase, mas
também & taxa de isomerizac3o de seu complexo fechado em complexo
aberto (CHAMBERLIN, 1974) bem como & sua eficiéncia em completar os
Passos subsequentes que envolvem a iniciacHo da transcrigio
(YOUDERIAN, 1988). KAMMERER e colaboradores (1986) mostvaram que apds
sua ligac8o a uma sequéncia promotora, & RNA polimerase de £&. coll
encontra-se em cohtato com uma regiﬁd de IINA de aproximadamente 70
pares de bases dos‘quais aproximadamente 20 sfo transcritos. Esta
sequéncia localizada em posiglo distal ("downstream”) ao ponto inicial
da transcricfo foi denominada regifio "downstream” (DSR). Os autores
. mostraram ainda que promotores que apresentam alta afinidade em se
ligar & HRNA polimerase podem perder sua eficiéncia de transcrigfo
quando combinados c¢om DSRs que aparentemente retardam o0% passos

posteriores desse processo.

T R.A4.2 Vetores-sonda de promotores ("promoter-probes”)

Atualmente, experimentos que envolvam a clonagem e
caracterizacio de promotores tém langado mi3c dos chamados vetores tipo .
sonda de promotores ("promoter-probes”). Estes vetores caracterizam-se

por portarem um ou mais genes marcadores, desprovidos de seus



promotores originais, ‘“upstream” dos quais encontram-se - sitios
miltiplos de restrigfo ("poislinker“) para inser¢lio de sequéncias
randdmicas de DINA, isoladas a partir do organismo em estudo. Em uma
clonagem do tipo total (“shotgun)” utilizando~se uwum vetor como
descrito acima, podem—-se identificar bs plasmidios recombinantes que
porventura tenham recebido a inser¢®o de uma sequéncia com atividade
promotora através da selecio de colfnias transformadas onde o© gene

originalmente inativo tenha tido sua trancrigfo ativada.

Através desta abordagem, e utilizando como vetor-sonda o

plasmidio pKK232-8 (BROSIUS, 1984), OSEQURN e ‘colaboradores (498Y)
foram . capazes de cldnar promotores.de X, :ampestrjs pv camrestrts os‘
quais foi demonstrado egtarem sujeitos & 'induéﬁo pela planta
hospedeira, Jja que estes promotores sd eram capazes de ativar a
transcric8o do gene café sob seuw controle quando suas bactérias
receptoras  ervam crescidas "In eplanta”. Uma vez tranferidas para meio
de cultura em placas, essas mesmas bactérias ndo mais se mostravam
capazes de expressar a resisténcia ao clovanfenicol. Utilizando estes
mesmos promotores como sonda, O0SBOURN e colaboradores foram ainda
capazes de isolar, a partir de uma biblioteca gendmica, clones
supostamente portadores de genes de X. campeséris cuja expressio esta
sujeita a indugd3o pela planta hospediera; e por isso mesmo sérios
candidatos & participarem do processo infeccioso da planta pelo

fitopatdgeno.
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Além do pKK232-8 acima citado, vdrios outros vetores~sonaa
80 conhecidos, portadores ‘dos mais diferentes genes marcadores
desprovidos de promotoy, tais como o pCB2467 (SCHNEIDER & BECK, 1986} o
qual permite =a identitica¢fo de sequéncias promotoras qualquer que
seja o sentido de sua inser¢io no plasmidio vetor, uma vez que coﬁtém
os genes phkod € lac?, ambos desprovidos de promotor, posicionados

consecutivamente e com sentidos de transcricdo divergentes.

Em 1986, SHAW e KADQ construivam uma sonda de pfqmotoreﬁ, o
pUCN3RPG, cujos genes marcadores desprovidos de promotor corvrespondem
a0 cassete que codifica a bioluminescéncia na bactéria (idrio Ffischeri
(genes. JTux). Esse cassete foi subclonado em um plasmidio promiscuo
(pUCD4)Y .sob o controle db promotor constitutivo de tetraciclina,
resultando no plasmidio promiscuo de bioluminescéncia pUCD&®7. Esta
Wlitima construgio, quando inserida em diferentes fFfitopatodgenos,
possibilitou o acompanhamento do processo invasivo e infeccioso dessas
bactérias em sua plantas hospedeiras, mesmo antes do aparecimento dos

sintomas patoldgicos caracteristicos, através da emissfo de luz.

Além destes, muitos outros vetores—sonda para promotores Jja
foram construidos e mostraram-se eficientes em suas aplicacdes, alguns
dos quais encontram—-se rvelacionados no trabalho de revisio de RALEAS e

colaboradores (1i984) sobre plasmidios derivados do pBER322.
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2.4.3 RNA polimerases procarioticas:

Vdrias 1linhas de trabalho tém mostrado evidéncias diretas
que indicam que @& heterogeneidéde da RNA polimerase tem um papel
importante na regulacfo global da expressio génica, particularmente
durante mudancas de fase de crescimento e respostas a condigdes de
estresse, tais como limitacRo de nutrientes e choque térmico

(ISHIHAMA, 1988).

Em £. coli, a RNA polimerase dependente de IINA & uma
proteina de peso molecular de 45¢ KI', formada por cinco subunidades:
beta, beta-linha, sigma, Omega € duas subunidadés alfa, ligadas entre
ai étravés da formacHo de pontes secunddrias, sem a participaclo de
ligacﬁes' covalentes. Esse fonjunto de cadeiaé peptidicas pode ser
dissociado num  “core” enzimdtico (beta, beta-linha Omega e as duas
subunidades alfa) o qual & capaz de realizar os processos bdsicos de
sintese enzimdtica do RNA mas nio & capaz de reconhecer os promotores
(BUJARD, 1980 & holoenzima ("cove"” mais a subunidade sigmad. A
subunidade sigma € importante no reconhecimento especifico das
sequéncias prdmotoras (BURGESVG cols., 1969y, ainda que nfo seja capaz
de, sozinha, se ligar ao INA. Pouco se conhece a respeito das fungdes
das demais subunidades, a n#o ser que a  subunidade beta esta
intimamente envolvida no processo catalitico de iniciacio e
alongamento da cadeia de RNA, uma VEZ que, €m associagldo com A
subunidade alfa, ela se liga a rifampicina e & estreptolidigina,

drogas sabidamente inibidoras dos processos acima citados (BUJARD,



24

i?ge).

A subunidade sigma das RNA polimerases bacterianas
determinam sua especificidade de liga¢8o aos promotores € sio por isso
designadas "fatores de iniciagRo da transcriglo”. Em £. coli existem
diferentes subunidades sigma, codificadas por genes distintos e com
diferentes afinidades para com diversos promotores. A subunidade sigma
associada & transcri¢fiio de genes de choque térmico, por exempio,
chamada sighaSe, é codificada pelo gene reof enquanto o fator sigma
predominante de £L.coll, sigma7o, ¢ codificado pelo gene reoll

(ISHIHAMA, 1988).

Em FB. sabtfljs ja foram descritas mais de seis subunidades
sigma distintas em células na fase de esporulacio, além do fator sigma
prédominante sigma43. Mudangas entre grupos de unidades
transcricionais, ativacio e inativacio génicas durante a resposta
bacteriana & condi¢Bes de estresse ambiental s8o efetuadas através de
reacoes de interconversio de subunidades sigma em cascata, as quais
conferem A holoenzima especificidade para diferentes grupos de

promotores (CHAMEBERLIN, 1974; ISHIHAMA, 1988).

Além deste tipo de conversfo, existem fortes evidéncias de
que modificacBes do tipo fosforilacéo e defosforilagfo nfo apenas da
RNA polimerase mas também de proteinas que com ela interagem,
representam um mecanismo importante de controle da transcrigHo
(ISHIHAMA, 4988). Em dois de seus trabalhos ISHIHAMA (1984, 1988)

propBe "ainda que as RNAs polimerases sejam interconversiveis nio
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apenas por modificaclGes covalentes de suas subunidades, mag. também
através de interacdes com}Patdres reguladores nucleotidicos, tais como
o ppOGpp (molécula reguladora do controle estringente sob condigdes de
estresse de aminodcidos), fMet~tRNAf”€t (o tRNA iniciador) e wvdrias

proteinas acessdrias.

2.9 AS AMILASES

As enzimas envolvidas na hidvrdlise do amido vecebem o nome
genérico de amilaﬁes'(FOGAﬁTY & KELLY, 1979). Segundo FOGARTY & KELLY
(198¢) as amilases podem sér divididas em: (1) eko—amilasea, como as
glucoamilases; (2) endoamilases, como as alfa-amilases; (3) enzimas
degramificadoras, como a pululanase; e (4) enzimas produtovas de

ciclodextrinas.

As alfa-amilases (alfa~i,4-glucan 4-glucanohidrolase, .EC
3.2.4.4, endo~-amilase) 80 endoenzimas (atuam no intevior do
substrato) que rompem a0 acaso as ligagles glicosidicas alfa~-i,4 do
“amido, glicogénio e de maltoligossacarideos, com consequente producio
de agucares redutores, como maltose, glicosé e maltotriose (KUESITADZE

& DUALTI, 1982).

Segundo FRIEST (4977), as alfa-amilases podem sevr divididas

em dois grupos: as liqueficantes, que atuam preferencialmente sobre o
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amido, e as sacarificantes, que atuam preferencialmente sobre és
dextvrinas. As alfa~amila§es sacarificantes iniciam o processo de
sacérificacﬁo logo apds a formagfo das primeiras dextrinas, enquanto
as. liqueficanées sd o fazem apds a maior parte do amido tey sido
liqueficado. Essa difereng¢a de .atuacdo faz com que @as enzimas
sacarificantes produzam agucares redutores numa velocidade maior que

as liqueficantes.

As alfa~amilases sXo encontradas em vegetais, tecidos
animais e microorganismos. As de origem microbiana sao obtidas na
forma cristalina principalmente a partir de bactérias do género

Pacillus e de fungos db génevo Aspergrllus (SOLOMON, 1978).

Al fa-amilases de diferentes fontes ja foram purificadas e
muitas delas cristalizadas. Elas em geral diferem em estrutura
quimica, termoestabilidade, afinidade pelo substrato e nos produtos de
sua hidrdlise, mas tbdas apresentam a mesma especificidade enzimdtica
(LINARDI, 1985). As alfa-amilases secretadas por bactérias s30 hais
termoestaveis que as de origem fdngica, e dentre aquelas, as
secretadas por bactérias do género Pacillus sfo as que apresentam
maior termoestabilidade, caractefistica que aumenta sua aplicabilidade

industrial (CHANDRA e cols., 1980).

No que diz vespeito A X. campestris, a maior parte dos
patovares sH%o capazes de hidrolisar o amido (DYE & LELLIOT, 1974),

porém estudos aprofundados quanto 45 caracteristicas destas enzimas
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sfio desconhecidos.

2.5.1 A alfa—amilase de Pacillus:

[levido principalmente as suas caracteristicas de
termoestabilidade, as alfa-amilases produzidas por bactérias do género
Bacillus vém merecendo especial atengio dos pesquisadores no que diz
respeito ac estudo de sua regulaglo bem como & identificagio,

clonagem e caracterizacfo dos genes envolvidos em sua producio

Em 1986, SDUZA clonou o.dene da alfa-amilase (aay) de um
Baciflus isolado em Brasilia (IF) no plasmidio bifuncional pARCL e
estudou  sua expressio em £. coli e em Pacillus subtilis. Foi
demonstyado entfo, através da dosagem do consumo de amido‘em meio de
cultura e da producdo de agdcar redutor pelos recombinantes, que o
gene amy em questio era capaz de expressar—se em ambos os hospedeivos
testados. Estudos feitos posterviormente terminavam por meihor
caracterizar o gene amy clonado no plasmidio pABCLI. Em 1988, CASTRO
procedeud A analise do padvio de restvrigio do fragmento de 2,4 kb que
continha este gene e estudou a relacio existente entre a orientacio da
insercio deste fragmento no plasmidio-vetor e sua expressio na
bactéria hospedeira. Foi entdo demonstrado que, em £. coli, derivados
do pBR322 contendo o ?ragmento de 2,4 Kb inserido de forma a ter sua
transcrigio no sentido oposto & do gene Hla expressavam muito melhor a

alfa-amilase, quando comparados aqueles contendo "amy inserido na
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diregBo0 oposta, o0s quais apresentavam atividade residual de alfa-
amilase. Esses dados @ acumulados levaram os autores &as seguintes
conclusdes: (1)‘o fragmento AMI de 2,4 Kb tontém um promotor funcional
para &. subtilis; (2) este promotor por si sd ndo € Ffuncional, - ou
apresenta baixa atividade, em £. coli; (3) na regifio localizada entve
0o gene &la e o sitio de EcoR I do PpRR322 e derivados existe,
provavelmente, uma sequéncia que, em adicﬁo.ao promotor natural de
amy, resulta em um promotor ativo em £, cg!i. éinda em 1988, VALENCIA
¢ colaboradores obtiveram o sequenciamento do promotor e da sequéncia
codificadora do peptideo sinal que dirigem a expressio e a secrecdo do

gene amy & seu produto proteico, respectivamente.

Fosteriormente, o fragmento original de 2,4 Kb que continha
o gene amy foi retirado do plasmidio pARCL, e intvoduzido no plasmidio
 pATiS3, tendo sofrido a seguir uma redugfo de 2,4 Kb para 1,6 Kb na
regifio 3° do gene através de digestio com Ral 31, originando desta
forma o plasmidio pASARS. 0 gene da alfa-amilase, apesar da veducio
sofrida pelo fragmento de 2,4 Kb que o continha, manteve sua atividade

(VALENCIA, comunicacfo pessoal).
2.5.2 Regula¢io da sintese‘ da alfa-amilase em Pacillus
subtrilis:

A4 regulagfo da sintese de enzimas extracelulares em £

subtrlis tem sido estudada com muito interesse (FPRIEST, 1977),
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principalmente pela importancia que esta espécie adquivriu como
hospedeira alternativa devido & sua potencialidade em expressar e
secretar proteinas exdgenas recombinantes visando sua producio em

escala industrial (S0UZA, 1988).

As alfa-amilases s8o parcialmente indutiveis em algumas
espécies de Bacillus,‘nﬁo estando o amido diretamente envolvido neste
processo de indug¢fo, Jd que ele nfo é capaz de penetrar na célula
bacteriana. Aparentemente, estas bactérias sintetizam alfa-amilase
constitutivamente em'niveis baixos, porém suficientes pava hidrolisar
o substrato _exdgeno dando origem a produtos de baixo peso‘ molecular
que ao penetrarem na célula bacteriana estimulam a sintese da alfa-

amilase (FRIEST, 1977).

HEINEKEN e O'CONNDOR (19782) mostraram que, em £. subtilis, a
sintese da alfa-amilase & reprimida na presenga de fontes de carbono
facilmente metabolizaveis, tais como a glicosg, 0 que parece ndo
ocorrer no que diz respeito as fontes de nitrogénio, tais como a
aménia (NH3). Os efetores desse mecanismo de controle, conhecido como
repressio catabdlica, pevmanecem, no entanto, desconhecidbs em B
subfilis, uma vez que o AMP-ciclico, agente responsdavel pelo “efeito
glicose” em bactérias gram-negativas, n8o se mostra presente a niveis
detectdveis em bactérias do género Pacillus (SETLOW, 1973; ULLMAN,
1974). FPRICE e GALLANT (1983) sugeriram que o mecanismo de répressﬁo_
catabdlica em £B. subtilis estaria ligado & capacidade dessa bactéria

em ajustar a atividade da enzima fosfofrutoquinase, através de
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modificacBes reversiveis em sua estrutura, & mudangas no transporte de

v

glicose.

0 cistron amy de £. subtilris foi estudado em detalhe pela
primeira vez por YUKI e UEDA (1948), apesar do gene estrutural da
alfa—-amilase Jja haver sido reconhecido como elemento transformante

cerca de quatro anos antes (GREEN & COLARUSS0O, 1964).

& sabido que ao final de seu crescimento exponencial em meio
liquido, bactérias da espécie B. subfilis ativam um conjunto de genes,
que normalmente nio se expressam dﬁranta a fase de crescimento
vegetativo (FRIEST, 1977). Um desses genes ativados temporalmente € o

gené amyt, que codifica a enzima alfa~-amilase.

A existéncia de um Jocus estreitamente ligado ao gene amyf e
- responsdavel pelo controle de sua taxa de transcrigio ?oi demonstrada
pela primeira vez por YUKI (1968), tendo sido proposto que adquele
compreenderia a regifio promotora deste dltimo (YUKI, 1968; YONEDA &
cols., 1974). Este locus regulador, denominado amyRf em B. subtilis
168, existe em pelo menos duas outras formas alélicas: amyRZ, derivado
de £. subtilis subsp. natto (YONEDA e cols., 1974) e amyR3, derivado
de B£. subtilis subsp. amylosacchariéicus (YUKI, 1968),’ sendo  ambos
capazes de induziv a hiperproducio de alfa-amilase quando introduzidos

por transformacfo em linhagens derivadas de B, sudéilis 168.
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Em {985, NICHOLSON e CHAMBLISS propuseram a existéncia de
uma qﬁarta forma aléﬁica para Jocus regulador amyR, identificada
através da mutacfo gra-fé, a qual definiria um sitio envolvido na
regulacio da repressio catabdlica do gene amyE. Esses autores
sugeriram que a mutacHo gra-ié¢ definiria um sitio-alvo, subostamente
localizado em posicHo proximal ("upstream”) ao gene amyE, o qual teria
deixado de ser reconhecido por um fator regulatdrio responsavel pela
repressio em trans da utiliza¢lo de amyRL na breéenca de fontes de
carbono facilmente metabolizdveis. Esses mesmos autores propuseram
ainda que o mecanismo de regulagfo temporal da ativacfo do gene amy£

em B. subtilis seria "naturalmente insensivel & repressio catabdlica”.

Além dos mecanismos de indugHfo pelo substrato, ativag¢io
génica temporal e repressio catabdlica, a expressio do gene amyf
'mdstra”se sujeita ainda a um quarto tipo de reQulacﬁo. Sendo uma
proteina extracelular, ela €& codificada inicialmnénte como um
precursor proteico, portador de uma sequéncia lider ou peptideo sinal,
o qual deve ser reconhecido e clivado pelas enziﬁas responséveis‘pelo

transporte transmembrana dessa exoproteina.

VAN DIJL e colaboradores (1i988) estudaram o papel da enzima
pgptidase sinal I (SPase I), uma das responsaveis pela clivagem do
peptideo sinal da proteina madura durante ou logo apds éeu transporte
através da membrana citoplasmdtica de £. coli, no controle da sintese
e processamento da alfa-amilase de B. lickeniformis em E£. coli. Esses

autores demonstraram que, em mutantes Jep (SFase I7) de E! coll



3e

portadores do gene da alfa-amilase de P. licheniformis, .nﬁo era
possivel a detec¢Bo da forma precursora da enzima alfa-amilase. -Esse
fato, aliado ao da reduglo drdstica da sintese da alfa-amilase
(proteina madura) resultante da limitacHo de SFase I, levou os autores
a sugerir a existéncia de uma acoplamento tdo estreito entre a sintese
e o processamento da alfa-amilase, ao ponto deste dltimo evento éer um
pré*requisitp para o primeiro. Esses mesmos autores sugevem ainda que,
para efeito desse controle, a SFPase I interagiria de alguma forma com
s} pPrecursor nascente da alfa-amilase de forma =a permitir o

prosseguimento de sua transcrigio ou tradugio.

Vdarios autores mdstra“am ainda que a estabilidade de mRNAs
especifi;os é um mecanismo importante no contrble traducional de
enzimas extracelulares em diferentes espécies de bactérias. Em muitas
espécies de Bacillus foi demonstrada uma alta resisténcia da sintese
da alfa-amilase & inibidores de transcrig¢fo (GLENN, 1976; FRIEST,
1977; INGLE & ERICKSON, 1978; KINOSHITA, 1980). Em 1989, TOROKOVA €
colaboradores demonstraram que, em Pacillus lichkeniformis, esta
resisténcia €& devida & alta estabilidade do mRNA desta enzima, e ndo
pela presenca de um possivel rESEﬁvatdrio ("pool") deste mRNA nas
células, como se& chegara a cogitar anteriormente. Neste mesmo
trabalho, a meia-vida média calculada para o mRNA da alfa-amilase
variava entre 7,5 a 8,4 minutos, enquanto a meia-vida média dos demais

mRkNAs celulares variava entre 2,6 e 3,8 minutos.
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2.6 0 LOCUYS ESTABILIZADOR rark

Em 4985, GERDS e colaboradofes identificaram dois Joci
génicos aos quais foi atribuida a alta estabilidade observada para o
plasmidio Ri, fator de resisténcia miltipla de £. coli, cuja taxa dé
perda calculada foi t&o béixa quanto a taxa de muta¢io génica (i1e~7
por célula por geragio). Um dessqs loci foi designado parP
("partitioning”), o qual mostrou-se posteriormente conter 358¢ pb e
codificar és genes &ok ("host killing") e sob& (“suppression of

killing”) (GERDS e cols., 1988).

Este sistema estabilizador foi testado numa grande variedade
de hospedeiros, tendo sido para tanto, inserido em diversos plasmidios
de tamanho, ndmero de cdpias € grupos de incompatibiiidade diversos 
0z vesultados obtidos com a subclonagew do locus sarf no  plasmidio
promiscuo RSFieie, e posterior introducfo do mesmo em Fseudomonas
putida, mostraram que os derivados RSFi0i@ pearBt apresentanm uma
estabilidade 30.000 vezes superior nesta hospedeira, quando comparados

ao plasmidio RSF101i@ original (GERDS, 1988).

0 mecanismo molecular dessa estabiliza¢lo plasmidial
promovida pelo locus par®, chamado de "“morte pds—-segregacional”, esta
intimamente relacionado & organizagfo génica intrinseca do Jocus, bem

como as caracteristicas particulares de seus produtos finais.
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0 gene hok codifica um peptideo hidrofilico de 52
aminodacidos, cuja superexpressio induzida resulta no colapso do
poténcial. de membrana, parada da respiracfo e morte celular. Métodos
de. fracionameﬁto de gxtratos celulares mostraram que a maior parte da
proteina Hok fica localizada na membrana celular (RASMUSSEN e cols.,

19873 .

0 gene sok fica localizado imediatamente numa posi¢gio 5°
(“upstream") em relacgfo a kot e contém dentro de seus 1090 pares de
bases uma pequena regifio de superposicio com a sequéncia codificadora
de Aok que inclui a sequéncia de Shine e Dalgarno (sitio de
reconhecimento de ribbssomos). Sok ¢ transcrito no sentido oposto ao
de hok e codifica um pequeno RNA  antisense (spb~RNA) que, por
pareamento entre suas regifes de homologia, inibe a tradugfo do Aok-
RNA. Diferengas na estabilidade dos dois mRNAs terminam por
explicar o mecanismo de morte pds-~segregacional divigido por parf: o
hok-mRNA  mostra-se éxtremamente estavel, com uma meia-vida de 20
minutos ou mais, caracteristica esta conferida por estruturas contidas
em seu terminal 3° que quando retiradas da moldcula nativa tornam-a
instdvel e inativam o mecanismo de morte pds—searegacional. 0 sok-RNA,
por ‘sua vez, €& muitas vezes menos estdavel que o hok-mRNA  (GERDS,

1988) .

Assim, o mecanismo de morte pds—segregacional se explicaria
pelo decaimento diferencial dos RNAs de sok e hok. HNuma célula

portadora de um plasmidio contendo o Jocus pard, o sok-RNA inibe a
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sintese da proteina Hok € a célula permanece yiével. Nas célul#s
geradas por segregagio ondé o plasmidio seja porventura perdido, a n¥o
producﬁo do sok—Rﬁé, aliada ao rdpido decaimento de suas moléculas
instaveis pré—éxistentes, libera a expreésﬁo do hkok-RNA, que sendo bem
mais estdvel que seu regulador "antisense” permanece no citoplasma da
célula por um tempo mais longo. A transcricfo do Ao&~RNA leva, por sua
vez, i produgfo da proteina Hok que acaba pov causar & morte da célula

segregante (GERDS, 1988).
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3.HATERIAL E HMETODOS

3.

i

.

1.

L.INHAGENS BACTERIANAS UTILIZADAS

REF Ca' :

Xanthomanas cameestris pv campestris. Hutante induzido por
luz ultra-violeta (LANZA e ROSATO, 19864), resistente ao
cloranfenicql, derivado da linhagem original proveniente da
Northern Regional Research Lab.(NRRL-E1459) Feoria IL, E.U.
A., que € a linhagem tradicionalmente usada para estudos

envolvendo producfo de goma xantana.
280 Nall:

Xanthomonas cameestris pv manihotis. Hutante esponti@neo
(STRIFECKE, 1988),'resistente ao dcido nalidixico, derivado
da linhagem n® 280 obtida do Instituto Bioldgica de Campinas
através do 8r. Julio Rodrigues Neto. Linhagem seiecionada
por CANHOS e SCAMPARINI (UNICAHMF, FEA -~ resultados n#o
publicados)? por suas caracteristicas como boa produtora de
goma xantana. Analisada quanto a presen¢a de plasmidios,
apresentou trés bandas correspondentes a plasmidios

cripticos (STRIFECKE E ROSATO, 1988)..
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3.1.3 HBiei:

3.1.

3.1

3.1.

Eyche}ichia coli v(F“, hsd5E¢ fr"B, m g, RecAld, ara-i4,
proas, lacYs, glIKE, resLEe (8mV), xyl-5, ati-f, supEdd,
lambga™). Utilizada como receptora nos experimentos de
transformacio e para manuten¢io e amplificacio dos
plasmidios  wutilizados no preseﬁte trabalho (BOYER &

ROULAND-DUSS0OIX, 1969).
NE:

Linhagem 280 Nal' de X. campestris portadora do plasmidio

pAF? (este trabalhol.
NeX:

Linhagem 280 NalV de X. campeséris portadora do plasmidio

pAFRX (este trabalho).
N23X:

Linhagem 280 Nal' de X. campestris portadora do plasmidio

pAF23X (este trabalho).
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3.1.7 C2:

Linhagem 'REF Cm' de X. campestris portadora do plasmidio

PAF2 (este trabalho).
3.1.8 C2%:

Linhagem REF CmV de X. campestris portadora do plasmidio

pAF2X (este trabalho).
'3.1.9 cCe3:

Linhagem REF CmY de X. campeséris portadora do plasmidio

pAFE23 (este trabalho).

3.1.10 C23X:
Linhagem REF CmV de X. campesérss portadora do plasmidio
PAFPR3X (este trabalho).

3.2 FLASHIDIOS UTILIZALDOS

Os plasmidios utilizados e construidos durante este trabalho

estio relacionados na tabela §.
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PLASHIDIO v CARACTERISTICAS PROCEDENCIA

pHFY-46 Anér. Tet!. In;-o. replicon RSF §610. | FUKUDA & YAND, 1985

 pASA-25 AmpT, amy, reﬁlicon Col Ef. VALENCIA, comunicacdo
pessoal.

pAP2 ' pHFY-48 + aay. ‘ i ~ este trabalho

pKK232-8 AnpT, Cn' quando ligado a um promotor. BROSIUS, 1984

pAXL pkK232-8 coi prokotor de X. campestris este trabalho

pKGio22 Amp®, Kn', portador do locus parB. GERDS, 1988.

pAF23 ~pAFE + parB. este trabalho

pAFEX pAP2 + promotor de X. caspestris . este trabalho

pAF23X | pAFZ3 + promotor de X. campestris | este trabalho

pRK2013 KaT, tra, eob. Utilizado como plaspidio mobilizador

("helper”) nas conjugagoes. FIGURSKI & HELINSKI, 1979.

Tabela 4i: Caracteristicas e procedéncia dos plasmidios

utilizados



3.3 HMEIOS DE CULTURA

3.3.1 Meio completo YM

Extrato de malte ...L....‘ 9,3

%

Extrato de leveduras ........ 0,3 %
FPeptona ..., 0,3 %

S Sacarese ... 1,0 %

.2

pH 7,2 ajustado com NaOH ou HC1
Meio Complexo L

Feptona | e 1,0 %

Extrato de leveduras ........ 0,9 %.
Nall! L . 0,5 %

. pH 7,2 ajustado com NaDH ou HCI

3.3.3 Heio Complexo L—-AMI

Idéntico ao meio L, contendo ainda amido soldvel
concentracio de 4% no caso de meios sdlidos, e

9,4% para os meios liquidos.

40

na
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3.3.4 Solu¢io Basal I

Peptona ....... . i,0 %
KHaFO4 oonnns 6.5 %
Mg804.7HpO . ....... e,02 %
(NH4) 2S04  ........ 0,2 %
Ac. citrico ........ 0,2 %
CHaBO3 ..., 0,0006 %
ZNO L 0,0006 %
FeClg.6HpO ........ 0,00024 %
CaClz  .oonn... 0,002 %

‘pH 7,0 ajustado com NaOH ou HC1.

Fara a obtencfo dos meios sdlidos, foi acrescentado §,35¥% de

dgar bacterioldgico aos meios liquidos acima descritos.

Os meios foram esterilizados por autoclavagem a L{20°9C/ % atm

por 20 minutos.

Na preparagio das placas de meio solido contendo
antibidticos estes foram adicionados as mesmas, nas @ concentragdes
adequadas, onde posteriormente o meio, liquefeito e resfriado A uma

temperatura de aproximadamente 559C, foi vertido e homogeneizado,
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Os antibidticos foram utilizados, em meio sdlido, nas
seguintes concentracdes: ampicilina 100 ug/ml, tetraciclina 10 ug/mi,
canamicina 25 wuwg/ml, cloranfenicol 59 ug/ml e dcido nalidixico 29
ug/ml. éuando utilizados na preparaclo dos meios liquidos os

antibidticos tinham suas concentragfes reduzidas a metade.

3.4 REAGENTES E SOLUCGES

3.4.1 SolugBes utilizadas nas extracOes de DNA:

TEN

Trig—HC1 ........ 50,0 mM  (pH 8,0)
ENTA AU S

NaC1 AR P

Solugdo I

Trig-HCl ........ 25,0 mM  (pH 8,0)
EODTA ..., .. 10,0 mM
Glicose . ....... 50,0 mH

Solugo II
NaOH e o,2 H

ShS L e e i,¢ %



Solu¢do IIIX

Acetato de potdssio ........ 5,0 M (pH 5,2)

5TE

Tris-HCl ........ 10,0 mH (pH 7,8)
NaCl ... 0,1 M

EDTA e 1,0 mh

Solu¢cio de RNAse A

RNAse & . ....... 10 mg/ml

43

Dissolvida em acetato de sddio 50 mM pH 4,8 e Tervida em

banho~-maria por 13 minutos.

Solugio de proteinase K

proteinase K ........ 10,0 mg/ml

 Dissolvida em HpO, aliquotada e mantida a -20°C.

Clorofane
Fenol:clorofdrmio ........ LU/4V
8-hidroxiquinolina ........ 0,09 %

Solugio saturada com:

Tris-HC1 o 20,0 mH (pH 8,0)

NaCl 100,0 mH

EDTA | e, 1,0 mM
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Clorofdormio
Clorofdrmio:dlcool isoamilico ........ 24:1 (v/v)
Solucfo saturada com:

Tris-HC1 L 10 mH

Solugles para eletroforese:

TEB

Trizma-Base ........ 89,0AmH (éH 8,5
EDTA e 2,5 mM

_Ac. RBdrico ciiin... 89,0 mH

Tampio de Amastra (TA 5X)

Sacarose i 25,0 %
dcetato de sddio  ........ 5,0 mH
~ Azul de Bromofenol ........ @,05 %

Solucfo para transforma¢8o de Bactérias (SBi):

KCl ..., - 100,0 mH
CaClp ........ 50,0 mH
K-MES ........ ©.5 M (pH 6,5

Filtrada em membrana Millipore (9,22u)



3.4.4 Solucbes para isolamento de fragmentos de DNA:

4}

Tampio de Eluigio

Tris-HC1 ........ 20,0 mM (pH 8,@)
Enta 0 L., 2,0 mH
NaCl . ....... £,9 mM

TampRo de Recuperag¢io

Tris-HC1 . ....... e,i M (pH 7,5
EDTA ... 9,9 mH

NaC1 .. 0,5 H

Solug8es para marcagio do DNA com alfa-32p;

Solu¢do O

C Tris-HCY1 ... ..., i,25 M (pH 8,0)
MgClp ........ 125,0 mh

4Soluc50 B

HEFES ........ 2,0 H- (pH 6,6)

Solugdes de dNTPs

dNTFs . ....... 100,00 mM (pH 7,@)

45

Dissolvidos em HpO; pH acertado com Trizma-Base 50,0 mM

wtilizando~se papel indicador.



4.

Solugdo C
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Hexadeoxirribonucledtideos e . 90,0 U/ml

Dissolvidos em:
Tris~-HC1 . ....... 3,0 mM (pH 7,4

EDTA ... @,2 mM

Soluglo A

solugdo O ..., 1,0 ml
B-mevrcaptoetanol ........ i8,0 ul
solugio de dTTF ........ 10,0 ul
solucio de dGTP ........ 10,0 ul
.goluc§o4de dCTP ....;... 10,0 ul

Solucio OLB
Solucbes A, B e C nas proporgoes de

respectivamente.

SolugBes para "Southern Blotting™:

Soluc8o de Depurinacio -

HC1 ........ 0,25 H

Solucio de Denaturacéo

NaCl ........ 1,59 H

100:25¢:150,



Solugldo de Neutralizagio

Tris-HCl  ......... 1,6 H (pH 8,0)

NaC1 e, 1,5 H

SSC (20X)

NaCl Ceiiee.. B,0H

Citrato de S6dio ........ 0,3 M (pH 7,0)

Solucio de Pré-Hibridizag¢Xo

Formamida deionizada — ......... 50,00

" 88C ' L 6X
Leite eﬁ pé desnatado (Molico) ........ 0,25 %
sns . 0,20 %

Aquecer a 60%C antes de adicionar a formamida e

em papel 3 MM. Freparar logo antes de usar.
Solu¢gio de Lavagem I

ss8C ... ... .. @,1iX

Solugdes para "Low melting":

TampRo de Eluig¢lo

Tris- HC1 ........ 100,0 mM (pH 7,5)

47

filtrar



3.4.8 Tampdes de Enzimas (10X):

Tampio 2

Tris-HC1 . ....... 0,5 H

MaClp  ........ ¢,1 H

NaC1 . 0,5 M
- Tampdo 3

Tris-HC1 ........ 8,5 M

MaClp  ........ Ce,i M

NaC1l S .. 4,0 H

Tamp&o 4

Tris-HCl ........ 0,2 M

MaClp  ........ 50,0 mM
- KE1 @,5 M

Tampio T4 DNA Ligase

Tris~HC1 e 2,5
MgClpy .. ... 0,14
DTt . 0,1
espermidina  ........ 0,1

L ie,e
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(pH 8,0)
(pH 8,@)
(pH 7, 4)

M (pH 7,4

M

M

M

mh
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Tamp30 Fosfatase Alcalina Bacterfana (BAF)

Tris-HC1 ........ 0,5 H (pH 8,0)
Solugfes para Avalia¢io da Atividade de Alfa-Amilase:

Solugio de lodo
Indato de Potédssio ........ 0,36 %

Iodeto de Fotdssio ........ 4,50 %

Solu¢io de DNS (dcido dinitrosalicilico)

3,5 DING . L 1,0 g
Dissolvido em 20 ml de NaOH 2N. Acrescentou-se 50 ml de
dgua A temperatura ambiente, e:

tartarato de Na e K ........ 30,9 g

Ho0 qsp T 160,06 ml

0 reagente foi guardado em frasco escuro.

Solugido de Dosagem

NaOH 0,100 N
Ac. Acético  ........ 0,100 N
amido soldvel ........ 0,025 % (pH 5,5)

A solugRo foi fervida por 4 minuto, para hidrdlise do

amido, antes de ser utilizada.



Soluc8o de Revela¢io

Todina ........ 0,01 %
KI ..., L. 0,10 %
HC1 e 1,00 N

Solu¢io de Bradford

Coomassie Brilliant Blue G6~2350 ........ @,01 %
Etanol 4,70 %
Aac. Fostorico A . 8,50 %

0 Coomassie Blue F0i dissaolvido em 9@ ml de etanal 95 %
€ a essa solugfo foram adicionados 100 ml de &cido

fosfdrico 85 ¥%. A solucio resultante foi diluida para o

volume final de 4 litro.

Os valaores de concentraclo dados ‘em porcentagem (%)
corrvespondem a medidas de peso por volume (p/v), a nfo ser quando

especificado.
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Todas as solugdes foram preparadas em &dgua HMiliQ e
esterilizadas por autoclavagem a {20°C/iatm por 26 minutos, a nHo ser

nos casos em que a esterelizagio por Filtracfo foi mencionada.



A adgua utilizada em todos os experimentos foi sempre  Agua

MiliQ esterilizada por:autpclavagem.

as enzimas uwtilizadas Joram provenientes da Bethesda
Research Laboratories, da Amersham International € da Fharmacia. A

RNAse A e a agarose foram adquiridas da Sigma Chemical Company.

3.9 CURVA DE CRESCIMENTO:

Foram crescidas trés linhagens diferentes de X. cameeséris
pafa construcfo da curva de crescimento: REF, REF Cm" e 280 Nal'. A
primeira fol crescida em meio L enquanto o crescimento das duas
dltimas foi feito em meio L acrescido de SEUS respectivos
antibidticos. A temperatura de crescimento foi sempre de 309°C e as

culturas foram constantemente agitadas.

A partir de um pré-indculo de 5 ml de meio, crescido 24
horas, foi feito um indculo a £ % em 100 ml de meio contidos em
erlenmeyers de 5¢0 ml. Essa cultura foi crescida por A34 horas
consecutivas, nas condi¢Ses acima descritas, e durante este tempo
foram retiradas aliquotas de 2 ml, em intervalos de { hora, que foram
diluidas para leitura de sua densidade dtica em um comprimento de onda
de G390 nm (D.0O.559), contra um branco contendo o mesmo meio utilizado

para cultivo em auséncia de crescimento bacteriano.



3.6 CONSTRUCAO DE HMOLeECULAS HIBRIDAS DE DNA:

0

procedimento geral para a constru¢lio dos plasmidios

descritos neste trabalho foi o seguinte:

a.

b.

e.

Extracio e purificac8o dos plasmidios de interesse.

Digestio do plasmidio receptor do fragmento a ser clonado

com a(s) enzima(s) apropriada(s).

. ExtracHo da(s) enzima(s).

Tratamento do plasmidio digerido cdm fosfatase
alcalina (BAF)Y a fim de evitar sua recircularizagfo na
auséncia do inserto.

Extracﬁo. da BAP (como descrito para as enzimas de
restriglo, seﬁdo que a ressuspensio final do material é'
feita neste caso em TE).

Nigestio do plasmidio portador do fragmento desejado com

als) enzima(s) apropriadal(s).

Isolamento e purificacfo do fragmento a ser subclonado a
partir de géis de agarose de baixo ponto de fusio. .
Ligacio do inserto isolado do gel ao plasmidio-vetor
linearizado e¢ defosforilado.

Transformacio de £. coli HRi01 e seleg8o dos clones
recombinantes de acordo com as marcas de resisténcia e
demais genes contidos no plasmidio construido.

Andlise do padr8o de restricio dos plasmidios extraidos

dos clones recombinantes.



3.7 CLONAGEM DAS SEQUENCIAS FROMOTORAS DE X. campeséris:

seguinte:

estrafégia utilizada para clonagem dos promotores foi &

Extragio e purificacfo do plasmidio utilizado como
“promoter—probe” (pKKa32-8).

Extracio do DNA genbmico total de X. campestris.
Furificacio do DNA totai de X. campestris em gradiente de

cloreto de césio.

. Iigestio do plasmidio pKKP32-8 com a enzima RamH I.

Extracfo da enzima.

Tratamento do pKK833~8.lineérizad0 com fosfatase alcalina
(BAF) a fim de evitar sua recircularizac8o na auséncia de
inserto.

Extragio da RAF como descrito para as enzimas de

restri¢io. Ressuspensfo do material em 19 ul de TE.

i. Cindética para determinagio do tempo de digesto do DNA

gendmico com a enzima Sau éAI necessario para  gerar
fragmenfos entre 6,5 e 4 Kb.

Digestio do INA gendmico com a enzima Sau 3AI pelo tempo
determinado na cinética.

E;tracﬁo da enzima.

Ligacfio dos fragmentos de DNA gendmico gerados pela
digestio com Sau'SAI ao pKKEBB*S.linearizado com BamH I e

defosforilado.



3.

54

m. Transformacio de £. c¢oli HB {0f por CaClp com os
plasmidios construidos e sele¢Hfo para resisténcia ao
clbran¥enicol.

n. Confirmacic da marca de resisténcia & ampicilina .nos
clones recombinantes, através de transferéncia dos
mesmos, pov palitagem, para placas contendo este
antibiotico. H

o. Confirma¢lo dos insertos dps plasmidios recombinantes,
construidos e introduzidos em £. vcolli, em géis de
agarose,. através da extracio dos mesmos por
minipreparacio e digestfo com as enzimas apropriadas.

p. Escolha de um dos clones contendo o promotor clonado de
X. campestris para dar continuidade ao trabalho de

caracterizagfo.

3.8 EXTRACAD DE DNA TOTAL DE X. campestris:

(MARMUR, 1941 —~ modificado)

Foi feito um pré-indculo em 20 ml de meio L a partir de>uma placa
contendo a linhagem de X. campestris. Este pré—-indculo foi
crescido por 24 horas a 30°9C sob constante agitagio.

Inoculou-se 4 litro de meio L com os 2¢ ml do pré-indculo e esta
nova cultura foi mantida nas condig¢Bes de crescimento acima
descritas por 24 horas.

A cultura foi centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos a 49C.



ie.

ii.

ie.

i3.

i4.

ml

)
&

As células foram lavadas §{ vez em TEN e ressuspendidas em
dessa mesma solucfo.

Adicionou~sé a sugpensﬁo celular § mi de TEN contendo 8 mg/ml de
lisozima. @As células foram gentilmente homogeneizadas e incubadas
a temperatura ambiente por 45 minutos.

Adicionou-se £,5 ml de uma solucHo de sarcosil a 10 % e ainda 100
ul da solucio de pfoteinase K.

Adicionou-se L wvolume de clorofane, agitou-se cuidadosamente a
solugcio e centrifugou~se por 10 minutos a 2.000 vpm.

A fase fendlica foi retirada e & fase aquosa foram adicionados 3
ml de TEN além de sarcosil para u@a concentraglo final de 2 %.

Adicionou~se igual wvolume de clorofane e repetiu-se a extracio

como descrita no passo 7.

A fase aquosa fol cuidadosamente retirada com uma pipeta de de
boca larga, e transferida para um tubo de vidro previamente
resfriado & 0°C.

Adicionou-se Nall para uma concentragio final de 0,3M e ainda 2,5
volumes de etanol gelado.

Com o auxilio de um bastfo de vidro, agitado lentamente dentvo do
tubo em movimentos de rotagdo e translagio, todo o. DNA  foi
coletado.

0 bastio contendo o DNA enrola@o foli deixado ao ar  livre, para
secagem do material, por cerca de 39 minutos.

0 INA do bastlo foi ressuspendido em 2 ml de TE.

Adicionou-se 5@ ug/ml de RNAse A e incubou-se por 20 minutos.



i6.

17.
i8.

i9.
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A concentracio de NaCl foi acertada para 0,3 M e adicionou-se 8;5
volumes de etanol.gelado. |

Repetiu-se o prbcedimento do passo IZ.

0 ONA do bastio foi embebido em uma solug8o de etanol 70 %.

0 Haterial do bastfio foi finalmente seco e ressuspendido em 4 ml

de TE.

3.9 FURIFICACAO DO DNA FOR GRADIENTE DE CsCl:

(MANIATIS e cols., 1982 ~ modificado)

0 DNA foi colocado em um tubo c¢dnico graduado e o volume acertado

4bara 4 ml com TE

Fara cada ml da solucﬁo;contendo DNA foi adicionado ig de CsCl e a
solucfo foi homogeneizada por inversdo.

Foram adiciados ©¢,8 ml de uma solu¢i@o contendo 10 mg/mi de EBrometo
de Etidio para cada 10 ml da solucfo descrita no item 2.

0 indice de refracfo desta solucHo foi acertado para i,3860 (para
uma temperatura de aproximadamente 259C) com o auxilio de um
refratometro.

Essa solugfo foi transferida para tubos de centrifuga Beckman de
polialdmero de 13 xiﬁi mm, € centrifugada a 6¢.000 rpm em rvotor
UTI 8@, por 20 hofas a 20°cC.

0 DNA, observado sob UV longo, foi coletado através de uma seringa
inserida no tubo na altura da banda formada, e transferido para

tubos eppendorts.



9.

o
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Foi adicionado igqal volume de i-Butanol saturado com agua. ’A
solucio foi homogeneizada e centrifugada por 1 minuto em
microcentrifuga para separacfo das ?aées.

A fase do butanol Toi retirada e essa extragfo foi repetida -até
que todo o Erometo de Etidio fosse extraido do IINA (até que a fase
do butanol n¥o mais se tornasse vosada apds a homogeneizagio).

A fase aquosa foi dializada por 24 horas contra TE.

3.16 EXTRACAD DE FLASMIDIOS EM GRANDE ESCALA:

(MANIATIS ¢ cols., 1982 -~ modificado)

Foi crescido um pré-indculo em 5 ml de meio L liquido, acrescido
dos antibidticos necessarios, por aproximadamente 12 horas a uma
temperatura de 379C (30°C no caso de Xanthomonas) e agitacio
constante.

A totalidade deste pré-indculo foi utilizada para inocular 3509 ml
de meio L, também acrescido dos antibidticos, & essa nova cultura
foi crescida por aproximadamente 22 horas nas condigdes acima
descritas.

As bactérias foram entfo coletadas por centrifugacfo a 5.00¢ rpm
por 10 minutos a 49C.

0 precipitado ceular foi lavédo com 200 ml de soluclo STE gelada e
mantido sempre no gelo.

Apds repeticio do passo 3, as bactérias foram ressuspendidas em 5

ml de Solugfo I gelada e trasferidas para 2 tubos de centrifuga de



ie.

ii.

ie.

3.

3¢ ml.

A cada tubo contendp 2,5 ml de suspensio bacteriana foram
adicionados 2,5 ml de SolucHo I conténdo 10 mg/ml de lisozima. Os
tubos foram invertidos para homogeneizagdo e mantidos  a
temperatura ambiente por S minutos.

A cada tubo foram adicionados entfo 10 ml de Soluglo II
recentemente preparada € o conteddo foi homogeneizado lentamente.
por inversSes. Os tubos foram incubados em gelo por 1@ minutos.
Adicionava-se a cada tubo 7,5 ml de Solugdo III gelada e
misturava~se poy ;nversﬁo.

Esse material foi centrifugado a 1{2.000 vrpm por 43 minutos em

rotor Beckmann JA-206 & 49C.

0 sobrenadante foi transferido par tubos de polipropileno ¢ a ele

foram adicionados 8¢ ug/ml de RNAse A. Incubou-se por 1 hora a
370C.

Procedeu-se entfo a 2 extragdes com 10 ml de clorofane e uma com
i0 ml de clovrofdrmio, durante as quais o material foi centrifugado
a 7.000 rpm por 10 minutos para separacio das fases e retirada da
camada superior aquosa.

A fase aquosa resultante da dltima extragfo com cloroférmio foi
transferida para tubos corex € a ela foram adicionados ©,6 volumes
de isopropanol. Esse material foi homogeneizado e incubado a
temperatura ambiente por 20 minutos.

Os plasmidios foram entio coletados por centrifugacio a 7.000 vpm

por 45 minutos & temperatura ambiente.



i4. 0 sedimento Foillévado com 10 ml de etanol 70 % (v/v), novamente
centrifugado como tdéscrito no passo f3 e secado em dessecador &
vdcuo.

i5. Os plasmidios assim obtidos foram ressuspendidos em § ml de TE e

sua concentracio estimada por leitura espectrofotométrica.

3.11 AVALIACAO DAS CONCENTRACSES DAS SOLUCOES DE DNA:

(BERGER & KIMMEL, 1987)

Uma aliquota da solucﬁo de-DNﬁ foi diluida aproximadamente
20 vezes e sua densidade otica medida em comprimentos de onda de 260
e de 2ge n, utlizaﬁdo-se o canal de ultra-violeta do

espectrofotbmetro e cubetas de quartzo de { cm de passo otico.

A doncentracﬁo de DNA foi calculada através da leitura
obtida em 269 nm, sabendo~se que § unidade de absorb&ncia neste
comprimento de onda corresponde a 50 ug/ml de DNA de dupla fita ou 490

ug/ml de [INA de +Fita simples.

0 grau de contamina¢fo do material foi estimado através da
razio entre as leituras obtidas em 260 e 28¢ nm, cujos valores foram
considerados satisfatdrios quando variavam entre 1,8 ¢ 1,9, indicando
graus de pureza satisfatdrios para as solugles de DINA. A presenca de
contaminantes tipicos como proteinas € fenol fazem diminuwiv os valores

obtidos para a razio entre as leituras a 269 e 289 nm.
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Algumas vezes a concentracio de DNA foi estimada apenas
através da comparacﬁo; apos eletroforese, entre a intensidade de
fluorescéncia da banda formada pelo plasmidio em quest8o e a da banda
de um plasmidio padr8o, cuja concentragdo era conhecida, ambos
iinearizados. Diluigdes diferentes deste plasmidio padrio foram
aplicadas, Juntamente com uma amostra do plasmidio que se desejava
quantificar, a géis de agarose 0,8% na presenca de @,5 ug/ml de
brometo de etidio. A concentracio do material foi avaliada observando-

se as bandas sob luz.ultra~violeta.

3.i2 MINIFREFARACAO DE FLASHMiIDIOS:

(BIRNBOIM & DOLY, 1979 - modificado)

1. As bactériaé portadoras dos plasmidios foram crescidas em 3 ml de
meio L na pPresenca dos antibidticos apropriados por
aproximadamente 18 horas & 379C (30°9C no caso de Xaanthomonas)
sob constante agitacdo.

2. Cerca de 3 ml da cultura acima foram transferidos para éppendorfs
e.centrifugados a {2.000 g por 3 minutos.

3. 0 precipitado bacteriano foi ressuspendido em 100 ul de Soluclo I
contendo 410 mg/ml de lisozima e incubado por i3 minutos &
temperatura ambiente.

4. Foram adicionados 200@ ul de Solugdo II e os tubos agitados

cuidadosamente por inversfo. 0s tubos foram mantidos no gelo por
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ii.
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S minutos.

Foram adicionados 206 ul de Solugfo III, a homogeneizaclo foi

'repetida como no item 4 e os tubos foram mantidos no gelo por 19

minutos.

0 material foi céntrifugado por 5 minutos em microcentrifuga a 40C
e 0o sobrenadante resultante foi transferido para tubos limpos. |
A precipitagio dos piasmidioos foi feita adicionando-se a este
sobrenadante ¢,5 ml de isopropanol € incubando-se & temperatura
ambiente por 2¢ minutos apds homogeneiza¢Ho.

Os plaémidios foram coletados por centvifugacio a 12.000 g por 30
minutos/49C.

0 precipitado foi lavado com etanol 70 % (v/v) sem vessuspender,

novamente centrifugado como descrito no passo 8, € secado em

.estuFa a 379C por 30 minutos.

Os dcidos nucleicos foram ressuspendidos em 5@ ul de TE ao qualh
adicionou~se 1 ul de solucdo de RNAse A, € incubaaos por 3¢
minutos a 379C.

0 volume da solugfo foi elevado a 152 ul com dgua esterilizada e
procedeu-se a duas extragBes com 150 ul de clorofane e uma
extracio com 150 ul de clovofdrmio, durante as quais o material,

apos homogeneizacﬁo, foi centrifugado por i minuto em
microcentrifuga a temﬁeratura ambiente, para forma¢io das fases.

A4 fase aquosa oﬁtida apds a ultima extraglo com clorofdrmio foi

transferida para um novo eppendorf e a ela foi adicionado igual

volume de uma soluco 7,5 M de acetato de ambnia e ainda 2,3

volumes de etanol. Esse material foi - preciptado por



aproximadamente 18 horas & -20°C ou por 3 horas & -70°C.

ée

i3. Repetia~-se ent8o os procedimentos dos passos 8 e 9, apds o que 0

material obtido foi ressuspendido em TE.

3.13 DIGESTAO IO DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO:

As digestes com enzimas de restricfo foram real

sistemas de 10 a 290 ul contendo:

(a) O _tampﬁo da enzima em questio (T2 para Hind III

izadas em

e Pst 1 T3

para BamH I, EcoR I e T4 para Sau 3AI), adicionado a partir

de solucles estoque 10 vezes concentradas e diluido de

acordo com as condi¢cdes do ensaio.

(b) 5 a 190 unidades de enzima para cada micrograma de D[DNA

contido no sistema (o volume de enzima adicionado nunca

excedia 10X do volume total do sistema, a fim de
diluic#o adequada do glicerol presente no
estocagem da mesma)l.

(c) 0 DNA a ser digerido, cuja quantidade variava de
a finalidade da digestdo.

(d) dgua esterilizada o suficiente para completar o

sistema.

garantir a

tampio de

acovdo com

volume do

No caso de digestfes duplas ou triplas, procedeu-se em

primeiro lugar a digestBo com a enzima cujo tampio contivesse - menor
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concentracio de sal (NaCl), em seguida acertou-se o sal.Apara a
concentragio necessaria ao funcionamento qa - segunda enzima,
Completava—se o volume do sistgma.adicionando—se dgua e o tampio desta
segunda enzima, quando necessario, € procedeu-se A segunda digestio, e
assim sucessivamente. Quando ambas as enziwas requeriam o mesmo tampio
de reagHo, as digestdes foram realizadas simultaneaménte, obserQando—

se sempre as regras descritas no item ¢ acima.

As quantidades de DNA a ser digerido variavam dg seguinte
forma:

(a) Cerca de 2 ug de DNA quando a finalidade da digest®o foi a
simples ardlise do padrfo de restricfo feita a partir de
minipreparaces de plasmidios.

(b)) Cerca de 1¢ ug quando se pretendia a utilizacHo dos
plasmidios abertos como receptores de fragmentos de DNA
exogenos para clonagem.

(c) De 15 a 5S¢ ug de IINA quando se pfetendia recupevar, apartir
de géis de agarose de baixo ponto de fusio, os Pragmenfos
gerados pela digestfio. Neste caso, a quantidade de material
digerido dependia da pOﬁcentagem de DNA que o fragmento
desejado representava dentro do plasmidio original. Assim,
um fragmento de 1,3 kb inserido em um plasmidio de 5,0 Kb
(como no caso do fragmento AMI do pASARS) representa 30X do
INA plasmidial. Se desejava-se obter cerca de 6 ug de
fragmento para posterior recuperacifo do gel, digeria-se 20

ug de DNA plasmidial (pASAZ2S).
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(d) Cerca de & ug quando se pretendia recuperar de géis de
agarose o8 fragmentos gerados pela digestfo, utilizando-se
para tanto papéis de DEAE, para posterior marcaclo e
utiliza¢%o como sondas para "Southern Elottings”. Também
aqui a quantidade de material digerido dependia da
porcentagem de DNA que o fragmento a ser recuperado e
marcado vrepresertava dentro do plasmidio original. e um
modo geral procurava-se obter cerca de 300 ng de inserto

para a marcacﬁo .

As digestBes processavam-se por 3 a 4 horas & 379C e  foram
interrompidas, quando necessdrio, por éxtracﬁo'da(s) enzimals) com
clotofane e cloroformio. Fara andlise do padrio de restricio 0%
sistemas de digestfo foram aplicados diretamente em géis de agarose
0,8%, apds a adigio da quaﬁtidade apropriada de tampfo de amostra 89X,

sem & necessidade de se proceder & extraclo da(s) enzima(s).

3.44 EXTRACAOD DAS ENZIMAS DE RESTRICAO:

Todo o material digerido para fins de clonagem foi submetido
a extracoes " com clorcfane e cloréfdrmio para inativac¢fo _ das
endonucleases de restricio antes do tratamento com a fosfatase
alcalina, e depois dele para extragido da EAF antes da ligagio. O

procedimento para as extragdes Toi como se segue:



(a) A soluc@o de DINA foi adicionado igual volume de clorofane.

(b) A emuls@o foi centrifugada por 4 minuto em microcentrifuga &
tempefatura 'ambiente e a fase inFerior (clorofane) retirada
com o auxilio de uma micropipeta.

(¢) Repetia-se o passo &.

(d) Adicionava~se igual volume de clorofdrmio € procedia-se como
em b, retirando-se ao final a fase aquosa (superior) e
transferindo-a para um novo eppendort.

(e) Adicionava-se igual volume de acetato de ambnia 7,5 M e 2,9
volumes de etanol 1004 gelado. Deixava-se o material
preciptando por 48 horas a -20°C.

() Coletava-se o IINA por centrifugacio em microcentrifuga & 490C
por 39 minutos e descartava-se o sobrenadante.

(g) Adicionava-se 900 ul de etanol 70X gelado, sem ressﬁéender o}
INA, e repetia~-se 0 passo .

(h) Deécartava~se novamente o sobrenadante e 0 INA precipitado
foi secado em estufa & 37°C por cerca qe 2¢ minutos.

(i) Ressuspendia~se o material em dgua, caso ainda fosse ser

tratado com fosfatase alcalina, ou em TE.

3.15 ANALISE DO DNA DIGERIDO EM G&IS DE AGAROSE:

Essa andlise fol feita em géis de agarose 0,8% dissolvida em
TEE e contendo €,S ug/ml de brometo de etidio. Ao material digerido a

ser analisado adicionava-se a quantidade apropriada de tampio de
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amostra (i/5 do wvolume final da amostva a ser aplicada em gel) e
aplicava-se este sistema aos po¢cos do gel. A migraclo do material foi
levada a cabo a uma voltagem nunca superior a 3V/cm de gel, por

aproximadamente 3 horas.

Ao final da eletroforese a migracfo do DNA no gel foi
analisada em transiluminador de luz ultra-violeta e o gel foi

eventualmente fotografado.

3.16 PURIFICACA0 DE FRAGHMENTOS DE IINA EM FAFEL DE DEAE:

(DRETZEN e cols., 1981 - modificado)

i. 0 plasmidio foi digeridd por 6 horas com a enzima de restri¢gio
apropriada a fim de gerar o fragmento de interesse.

2. 0 sistema de digestfo acima foi precipitado na presenga de 1
volume de acetato de ambnia 7,5 M e 2,5 volumes de etanol 10eX por
18 horas a -209C, ressuspendido em 20 ul de TE e acrescido de 9 ul
de tampBo de amostra (TA) para subsequente aplicagao em gel.
Quando o wvolume final do sistema de digestio nio excedia 3@ ul
este fFfoi diretamente acreséido de TA para uma concentrac8o final
de iX e aplicado em gel.

3. 0 gel para separacio dos fragmentos foi sempre preparado a uma

concentracio de 0,8 ¥ de agarose em TER contendo ¢,3 ug/ml de .

brometo de etidio.
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Apds sua aplicac%o no gel, os plasmidios digeridos foram
submetidosbé eletroforese por aproximadamente 4 horas a 30 V.
I'urante a migracio do DNA, pequenos pédacos de papel DEAE (Whatman
DE 8i) foram cortados de modo a se obter tiras de papel maiores
que a espessura do gel e mais largas que o tamanho da banda a ser
eluida.

Essas tiras de papel DEAE foram embebidas em uma solucﬁo'de NaC1
2,5 M por aproximadamente 2 horas.

0s papéis foram entio lavados por 3 Qezes em agua esterilizada e
embebidos por 9 minutos em TEE.

As bandas de DNA a serem eluidas foram localizadas por exposicio

do gel ao UV~longo. Foi feita entfo uma incisfo no gel, com uma

18mina estevilizada, perpendicular as bandas ¢ ao lado direito das

mesmas, onde os fragmentos de papel foram inseridos, com o auxilio
de uma pinga esterilizada, até tocarem o fundo da placa.

0 gel foi entio virado na cuba de eletroforese de modo a permitir
que a continuagfo da corrida carreasse a banda para o fragmento de
papel nele insevido.

Frosseguiu~se a eletroforese enquanto a migragdo das bandas para
dentro do papel foi monitorada com o auxilio de uma ld@mpada de UV~
lango.

Quando todo o DNA havia sido transferido para o papel, o mesmo foi
cuidadosamente retirado do gel com o auxilio de uma pinga
esterilizada.

Um pequeno chumaco de 18 de vidro siliconizada e esterilizada foi

colocado dentro (na ponta) de uma ponteira de F-1.000, a qual foi



i3.

i4.

i6.

i7.

ig.

i9.

48

introduzida e encaixada em um eppendorf através de um orificid
feito em sua tampa. A esta ponteira foram adicionados 200 ul de
agua esterilizada; a montagem Foi introduzida em um tubo de
centrifuga e centrifugada a 2.000 rpm pov 5 minutos (centrifuga de
mesal.

adicionou~se entio 200 ul de tampio de eluiclo e repetiu-se a
centrifugacio. Descartou-se o eppendorf contendo o volume eluido
da coluna.

A montagem foi transferida parva outro eppendorf com a tampa
vasada, os ?ragmentos de papel contendo o DNA inseridos na

ponteira e adicionados 200 ul de tampfo de eluigio.

(&1

Incubou-~se por 4 hora a 379. 0 sistema foi centrifugado por

minutos a 2.000 rpm.

Adicionou-se 2006 ul de tampio de elui¢lo e centrifugou-se o
sistema como anteriormente.

ﬁdicionod~ée mais 100 ul de tampfo de eluicio e repetiu-se a
centrifugacio.

0 volume coletado no eppendort (500 ul) foi transferido para um
tubo novo e @ ele foi adicionado i ml de n-butanol saturado com
dgua. D sistema foi homogeneizado e centrifugado por 3@. segundos
éﬁ microcentrifuga para separacfo das fases.

A fase superior foi retirada, adicionou-se 4 ml de butanol nio
saturado e repetiu-se a extracilo.

Adicionou-se & fase aquosa, resultante da ditima extracio com

butanol, { ml de etanol 10¢ ¥ gelado ¢ preciptou~se o material por

2 horas a -709C ou a -2@9C durante a noite.
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2i. 0Os fragmentos de INA foram coletados por centrifugacfo a 12.000 g
por 30 minutos a 49¢, lavados com etanol 70 X , novamente

.centrifugados e ressuspendidos no tampio apropriado.

3.17 ISOLAMENTO ©DE DNA DE GeIS DE AGAROSE DE EBAIX0O FONTO DE FUSED
("LOW HMELTING')
(BERGER ¢ KIMMEL, 1987 -~ modificado)

i. A agarose de baixo ponto de fusBo (“low melting" - 8igma -~ tipo

Y~UII) foi dissolvida em tamplo TER, aquecida a 709C e resfriada =a

379C para adi¢cfo. do brometo de etidio numa concentragio de 0,5
ug/ml. 0 gel foi deixado.smlidificar em refrigevador (49C).

2. As aﬁostras de plasmidios, adequadamente digeridos, foram aplicadas

ao gel e corridas a 290 U/4°C. pov aproximadamente 4 horas.

As Dbandas foram visualizadas por exposicfo do gel & uma lampada de

L

UV-longo, cortadas com o auxilio de um bisturi esterilizado e
colocadas em eppendorfs contendo o mesmo volume (aproximadamente
500 ul) de tampHo de recuperagHo.

4. Os eppendorfs foram aquecidos em banho~-maria a 465°9C até que toda a
égarose fosse dissolvida.

Frocedeu~se =a 3 extracBes com fenol saturado e 8 extracBes com

4]

clorotdrmio.
6. A fase aquosa resultante da dltima extrac®o com clorofdrmio Foi
incubada a @°C por 3¢ minutos e centrifugada por { minuto a 1i2.000g

para retirada do material particulado residual.
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7. 0 sobrenadante foi transferido para novos eppendorfs e a ele foram
adicionados 2 voiumes..de etanol 1@¢X gelado. Frocedeu-se a uma
brecipitac&o a *éOOC por 18 horas.

8. OUs fragmentos de DNA recuperados do gel foram coletados por
centrifugacio a .12.000 g por 30 minutos em microcentrifuga
refrigerada (49C). |

9. Frocedia-se a uma lavagém, sem ressuspender o material, com etancol
70% gelado e apds nova centrifugacﬁo.o material foi deixado secar a

A790 e rvessuspendido em TE.
3.48 CALCULD DA CDNCENTRQC&O MOLAR DE TERMINAGOES 5 e 3° LIVRES EHM
MOLECULAS LINEARIZADAS DE DNA:
Esse calculo foi feito através da seguinte equagfo:
moles de'terminacﬁes livres = E_x_iﬁé X N,

H

e de pb x 460 (ja que § Kb = 6,6 % 1069 UFM) e

onde H

L
Q

de cortes gerados pela digestlo com a endonuclease.

N n¥

3.19 DEFOSFORILACAD ﬁOS VETORES LINEARIZALOS:

(BERGER & KIMMEL, 1987)

Os plasmidios linearizados apds digestfo com endonucleases €

extracio das mesmas com clorofane € clorofdrmio foram tratados com
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fos¥atase alcalina bacteviana (BAF), em sistemas constituidos de:
10,0 ul de DNA |
2,5 ul de tampio BAF {0 X
0,i U de BAF para cada 10 pmol de
terminacoes de DHNA a serem
defosforiladas

HEO qsp para 23,0 ul.

Esse sistema foi incubado por 1 hora a 60°C e em seguida a
EAFF foi extraida da mesma forma descrita para a extracio das
endonucleases de restricio, € finalmente o material, ressuspendido em

10 ul de TE, estava pronto para a ligacdo.

3.80 LIGACAD DAS MOLECULAS HIBRIDAS DE DNA:

0Os fragmentos de DINA foram ligados num sistema que consistia
de:
100 ng de plasmidio linearizado
300 ng de inserto
i ul de tampZo ligase 10 X
40 U de T4 DNA ligase

Hp0 qsb para 1@ ul.

Esse sistema foi incubado durante a noite a 146°C e em

seguida foi usado para transformar células de £. coll HEL01.
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3.21 TRANSFORMACAO DE £. coli:

(MANDEL & HIGA, 197¢ - modificado)

Uma placa contendo meio L foi inoculada por esgotamento de aica
com células de EL coli HBi0L, e incubada a 379C durante a noite.
No dia seguinte inoculava~-se 9% ml de meio L com uma dnica coldnia
dessa placa, e crescia*ée esse pré—-indculo durante a noite, a 379C
sob constante agitaglo.

No dia seguinte inoculava-se 390 ml de meio L (contidos em um
frasco ae 150 ml) com 8@0 ul do pré-indculo. Essa cultura foi
crescida nas condigBes acima descritas até atingir a D.0g5p de 0,4

ou por aproximadamente 2 horas.

A cultura foi entfo imediatamente resfriada em banho de gglo e

centrifugada a 2.000 g pbr iS5 minutos & 49C.

0 sobrenadante foi descartado e os tubos deixados invertidos sobre
papel absﬁrvente por alguns segundos. |

0 precipitado bacteriano foi gentilmente ressuspendido em i ml de
SRi. Apds a homogeneizacBo foram adicionados mais 9 ml de SEi &
suspensio bactériana, a qual foi entB8o incubada em gelo pov 4
hora.

A suspensfo foi novamente centrifugada como descrito no item 4,
gentilmente ressuspéndida em § ml de SBL e aliquotada em
eppendorfs previaﬁente resfriados (200 ul pov tubo).

As células competentes assim preparadas foram testadas

adicionando~se a um dos eppendorfs 200 ng de pBR3Z2 ou pUCL? e

‘incubando~-se o© material no gelo por i hora. Os- demais sistemas
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foram guardados em refrigerador até o dia seguinte.

As- células foram : ent@io submetidas a um choque térmico de 9@
segundos a 429C e ihediatamente devolvidas ao gelo.

Adicionava-se 200 ul de meio L as células e incubou-se por mais i
hora a 37°C.

Semeou~se 25 e 50 ul desse sistema em placas contendo meio L
acrescido de 1¢9 ug/ml de ampicilina e incubou-se durante a noite
em estufa a 37°0C.

No dia seguinte contou-se o ndmerb de c&lﬁnias transformantes
obtidas e calculou-se a eficiéncia da transformgio. Estando esta

. [ .
acima de fov transformantes por micrograma de [NA, procedeu—-se a

transformacgio com o material ligado, como descrito a partir do

Aiﬁem &, utilizando~se_ﬁesta transformagio até 1/5 do sistema de
ligacio.

As células transformadas foram finalmente plaqueadas em meio L-AMI
contendo oé antibidticos apropriados & seleclo do plasmidio nelas
inserido, e os transformantes selecionados para analise também

pela formacio do halo de amildlise ao redor das coldnias.

B:EE MARCAGX0O DE DNA FOR  "PRIMERS" DE OLIGONUCLEOTSDEQOS
RANDGHICOS :

(FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983, 1984)

Os plasmidios foram digeridos com a endonuclease apropriada € os

fragmentos eletroforeticamente separados, isolados e purificados em
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gel de agarose de baixo ponto de fusio ou em papel de DEAE.

2. A mistura de marcacfo foi feita da seguinte maneira:

4]

30,0 ul de INA (aproximadamente 2¢0 ng)
10,0 ul de OLE

ul de alfa-32F dATF (44 uCi)

L

ul de alfa-32p dCTF (38 uCi)

N o
£

ul de BSA

S @

1,0 ul de DNA polimerase - fragmento Klenow (SU)

Eessa mistura foi incubada por § hora a 37°C, apds o que foi
retirada uma aliquota de { ul, diluida 1@ vezes em dgua ¢ 2 ul
dessa dilui¢&o foram colocados sobre papel DE 81 para leitura em
cintilfmetvo.

Simultaneamente um segundo filtvro de papel DE 84 foi prepavado como

o anterior, porém lavado antes da contagem em cintilador para eluir

"o material nZo incorporado. As lavagens foram feitas embebendo-se o

filtro contendo o material radioativo em tamp3o fosfato ¢,3 M por 4
vezes, em dgua por 2 vezes e finalmente em etanol por 2 vezes. O
filtro foi entfo secado sob uma limpada e sua radicatividade
contada em cintildmetro.

Qqando a leitura do material incorporado alcangava valores
satisfatdrios (geralmente ao redor de 106 a 108 cpm/ug DNA),
interrompeu~se a reagfo de marcacio com a adi¢fo de 4 ul de EDTA
%,5 M (pH 8,0).

0 material marcado teve séu volume acevtado para 0,1 ml com STE e
foi entfo aplicado no topo de uma coluna de Sephadex G-30 para

retivada do fosfato nfo incorporado.

~



7. A coluna foi centrifugada a 2.9000 g por 4 minutos (centrffuga de
mesa) € 0os 100 ul de efluente contendo o mater131 incorporado foram
coletados em um eppendorf sem tampa colocado dentro de um tubo de
centrifuga ao qual fora previamente adaptada a coluna.

8. Frocedeu-se entfo a uma nova contagem do material em cintildmetro

em filtros DE 84 lavados e ndo lavados, como descrito no passo 4.

3.23 MONTAGEM DA COLUNA DE SEFHADEX G-50:
‘(HANIATIS e cols., 1982 - modificado)

i. Umal seringa descartdvel .de i ml foi wvedada com uma pequena
quanf;dade de 18 de vidro siliconizada € esteriiizada. Esta seringa
“foi preenchida com Sephadex 6-5¢ equilibrada em STE.

2. A seringa foi inserida em um tubo cénico ﬁe centrifuga e
centrifugada a 2.000 g por 4 minutos em centrifuga de mesa. Durante
a centrifugacio a resina era empacotada e continuava-se a adicionar
Sephadex até que 0,9 ml de resina fosse empacotado.

é. Adicionava-se 0,1 ml de STE e centrifugou-se como nNo Passo e.

4. Repetia-se a etapa 3, e a coluna foi considerada entdo pronta para

vreceber a amostra de DNA a ser purificada.
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3.24 TRANSFERENCIA DE DNA DE G£IS DE AGAROSE FARA HMEMBRANAS DE
NYLON ("SOUTHERN ELOTTING"):

(MANIATIS e cols., 1982 - modificado)

0D INA a ser transferido foi digerido com a(s) endonuclease(s) de
restri¢¥o apropriada(s), aplicado em gel de agarose ¢,8 % contendd
¢,5 ug/ml de brometo dé etidio e a eletroforese realizada durante
a noite a 20 V. Nas canaletas ondg foram aplicadas as digesties
dos controles pKK232-8 e paXi (15 ng de cada) adicionou-se também
i¢ wug 'de INA de esperma de salmio sonicado. No caso do DRNA
cromossOmico, foram ablicados S5 ug de material digervido no gel.

6v gel foi entfo fotografado e suas bor&as aparadas com Qma
-iﬁmina esterilizada.

0 gel Foi incubado éor 15 minutos & temperatura ambiente em
solucfo de depurinagio.

Apos a rdepurinacﬁo o gel foi lavado enm égua estérilizada g
incubado por 15 minutos & temperatura ambiente em solucio de
denaturacfo, sob constante agitacfo. A solu¢fo de denaturacgfo foi
trocada por uma nova € a incubacio prosseguiu por mais 3¢ minutos.
apds a remocio da solugHo de denaturagfo o gel foi lavado em Aagua
esterilizada e incubado por 4 hora & temperatura ambiente em
solugio de neutralizadﬁo, sob constante agitag¢io.

0 gel foi removido da solucﬁo de neutraliza¢io e tranferido para
uma cuba sobre uma tira de papel 3 MM da mesma largura do gel,
porém comprida o suficiente para alcan¢ar os reservatorios da cuba

contendo tampfo de transferéncia (20 X SSC) .
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As laterais do gel foram cobertas com tiras de filme de raio X a
fim de evitar o fluxo de tampio nas regifes em que a membrana nio
cobria o gei. |

Membranas de nylon (Hybond N) foram cortadas do tamanho exato. do
gel, colocadas diretamente sobre o mesmo € as bolhas retiradas com
o auxilio de um bast3o.

Sobre a membrana fqram colocadas 3 folhas de papel 3 MM , cortadas
do mesmo tamanho do gel e umidecidas em 6 X SSC. As bolhas foram
retiradas como anteriormente.

Uma camada de ﬁ,S cm de papel absorvente foi colocada sobre o
papel 3 MM e o sistema todo foi comprimido por uma placa de vidro
e um peso de 1 a 1,5 Kg.

Adicionava~se entHo 20 X 88C aos reservatdrios de tampHo da cuba e
este sistema foi deixado para transferéncia pof um periodo de 16
horas.

Completada a transferéncia o sistema foi cuidadosamente desmontado
e a membrana retirada e lavada com 2 X SSC éara remocio  de
possiveis residuos de agavose que tivessem ficados aderidos.

As membranas foram embrulhadas em papel 3 MM e em seguida em papel

aluminio, e incubadas em estufa & 86°C por & horas.
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3.25 FRE-HIBRIDIZACAO:

(MANIATIS e cols., 1982 - modificado)

0 Filtro foi colocado em um saco plastico onde posteriormente foi
adicionada a solu¢fo de pré-~hibridizacfo (0,08 ml/cm ).

0 saco foi selado com ajuda de uma seladora elétrica domégtica.
Fara a retirada das bolhas de ar foi feito um pequeno corte em um
dos  cantos do saco € este foi cuidadosamente pressionado até a
retirada total das bolhas. 0 saco foi novamente selado.

0 filtvo foi incubado por 18 horas a 42°9C sob agita¢fo leve e

constante.

'3.86 HIBRIDIZACAD:

(MANIATIS e cols., 1982 - modificado)

Un dos cantos do saco contendo o filtro foi cortado e a soluglo de
pré-hibridizagfo drenada tanto quanto possivel, tomando-se O
cuidado para que a membrana nio secasse completamente, o que
concorreria para o aumento do "background™.

Adicionou~se novamente solucHo de pré-hibridizacio (0,03 ml/cme) e
as bolhas foram retiradas.

As sondas de DNA foram denaturadas em banho-maria fervente por O
minutos e colocadas rapida e diretamente no gelo.

A sonda foi entfo adicionada ao saco contendo o filtro em soluglo

de pré-hibridizacfo numa concentracio nunca superior a 100 ng/ml.
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0O filtro foi hibridizado a 429C durante a noite, sob agitaclo lenta
porém constante.
Uma das extremidades - do saco contendo o filtro foi cortada e a

solugio de hibridizacio descartada em local apropriado.

A membrana' foi rvetivada e mergulhada em 200 ml de solucio de

lavagem I, onde permaneceu incubada por { hora a 60°C. 0 filtro foi
submetido a duas lavagens deste tipo. |
0 +iltro foi finalmentellavado em 2 X §8C & temperatura ambiente,
secado também a temperatura ambiente e embrulhado em membrana
Magipack.

For fim, o +iltro foi exposto & filmes de Raio X (Hyperfilm,

" Amersham) em cassetes munidos de intensificadores a -709C durante a

noite ou por um periodo de até 72 horas.

3.27 CONJUGAGAD:

As bactérias é 'serem conjugadas (doadoras e receptoras) foram
estriadas em placas de meio YM contendo os antibiéticos
apropriados. Foram utilizadas, de uma maneira geral, como
receptoras as linhagens REF CmV e 280 NalV. As placas foram
incubadas por 2 dias a 289C em estufa.

Inoculava-se uma dniEa colBnia obtida nas placas acima em 3 ml de
meio L—-AMI contendo os antibidticos apraptiados, € Crescia-se Es5sa
cultura por 24 horas & 289°C sob constante agitagfo. Inoculava-se

da mesma forma as bactérias portadoras do plasmidio mobilizador
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("helper”), que f0i crescido a 379C nas condi¢fes acima descritas.
Em uwum eppendort esterilizado coletava-se por centrifugacio (3

minutos em microcentrifuga 3 ml de ambas as parceiras da

-conjugacﬁo e 1,5 ml das portadoras do plasmidio mobilizador.

Utilizava-se 2856 ul desses sobrenadantes para determinaglo do
consumo de amidovdo meio.

0 precipitado bacteriano foi cuidadosamente ressuspendido, com o
auxilio de uma pipeta éutomética, em i ml de meio L, para lavagem
dos antibidticos, € novamente centrifugado.

As bactérias foram ent3o ressuspendidas no meio residual
resultaﬁte do descarte do sobrenadante € toda essa suspensio
bacteriana foi aplicéda sobre uma membrana esterilizada de papel

celofane previamente depositadas sobre uma placa contendo meio YM.

As placas contendo as membranas (1 por placal) foram incubadas por

24 horas a RP8OC,

As membranas contendo as transconjugantes foram retivadas das
p}acas £om 0 auxilio de uma pin¢a esterilizada, depositadas em
tubos contendo 3 ml de dgua esterilizada e as bactérias foram
ressuspendidas nesta dgua.

Aliquotas de 25, 50 e 100 ul dessa suspensio celular foram
espalhadas em placas contendo meio L-AMI e os antibioticos
apropriados (referentes as marcas cromossOmicas das receptoras e
as marcas seletivas d6 plasmidio mobilizado).~

As placas foram éntﬁo.incubadas por 3 a 4 dias em estufa a 289C e
as transconjugantes assim obtidas analisadas quanto & producio de

alfa-amilase € presencga do plasmidio recombinante mobilizado.
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3.28 DETERMINACAO D& ESTABILIDADE DAS CONSTRUGCBES FLASMIDIAIS EM X.

campestris:

As linhagens portadoras dos plasmidios construidos foram estriadas
em placas de meio YM contendo os antibidticos referentes is marcas
cromossdmicas (Cm ou Nal) e plasmidiais (Tet para o PAF2 e Tet +
Km para o pAF2-3). As placas Foram_incubadas‘por 3 a4 dias em
estufa a 289C.

Uma dnica coldnia de cada linhagem a ser testada foi inoculada em
5 ml de meio L acrescido unicamente do antibidtico correspondente
4 marca cromossfmica da linhagem em quest&o. Esse‘pré~indculo foi
crescido por 24 horas a 289C sob constante agitacio.

Novos tubos contendo 5 ml do mesmo meio acima descrito foram entfo
inoculados com ©,5 ml do pré—indculo, e crescidos por 24 nas
MESMas cdﬁdicﬁes do pré-indculo.

Em intervalos de 24 horas, por 4 dias consecutivos, essas
linhagens foram repicadas como descrito no item 3, usando-se a
cultura do dia anterior como pré-indculo.

Faralelamente aos repiques, aliquotas foram retiradas de cada
cultura crescida por 24 horas, diluidas de 1012 i 1016 vezes e
semeadas em meio contendo apenas o0s antibidticos das marcas
cromossOmicas bem como em meio contendo, além destes, os
antibidticos relativos & marca plasmidial. Essas semeaduras foram

feitas em 3 diluigbes diferentes sendo cada uma delas em
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triplicata.

As placas foram incubadas & 28°C em estufa por 3 a 4 dias, e o
numevo de colﬁniastcrescidas em cada uma delas contado, em uma das
dilui¢Bes feitas. |

Foi feita entlo a média aritimética do ndmero de coldnias
existente em cada placa.

0 nudmero de colbnias crescidas nas placas contendo somente o
antibidtico referente ao marcador cromossOmico das linhagens
testadas foi considerado 10¢ X.

A partirv disso, calculou-se a porcentagem ae perda de plasmidios
nas 1inhagens portadoras das diferentes construgdes plasmidiais,
através do numero de coldnias crescidas nas placas contendo, além
do antibidtico referente & marca cromossdmica, aquele referente A

marca plasmidial.

3.29 AUALIACZO La ATIVIDADE DE ALFa~AMILASE EM MEIO LIiQUIDO:
3.29.14 Andlise do consumo de amido em meio de cultura

1. 0s clones a serem testados foram inoculados em 5 ml de meio
L-AMI, contendo os antibidticos apropriados, & crescidos por 24

horas sob constante agitacio na temperatura ideal pava seu

crescimento (379C para £. coli e 30°9C para X. casmpestris).
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2. Cerca de 1,9 ml dessa cultura foi centrifugado a 12.000 g por 5

minutos a temperatura ambiente.

3. 250 ul do sobrenadante foram retirados e adicionados a um tubo
de ensaio contendo 2 ml de Agua destilada e 250 ul de solugio

de Iodo 0,041 N.

4. A absorbincia desta solugfo de reaglo foi medida em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 660 nm, contra wuim
branco que consistia do mesmo sistema de rea¢lo acima, onde

0s 250 ul de suspensido bacteriana haviam sido substituidos por

25¢ ul de meio L.

3.292.2 Formaglo de agucar rvedutor em meio de cultura

(CARAWAY, 1959)

i. A preparacio das culturas para dosagem de agucar redutovr foi

feita como descrito nos passos § e 2 do item anterior.

2. Em um tubo de ensaio contendo 0,5 ml do reativo de [DNS
adicionava-se @,5 ml do sobrenadante do meio de cultura e

homogeneizava-se a soluglo.

3. 0 tubo foi entfo incubado em banho-maria fervente por 5 minutos.



84

4. 0 wvolume da solucio foi levado a S ml com adicio de dgua e a
densidade dtica lida em espectrofotometro no comprimento de onda

de 550 nm.

0 teor de agucar redutor foi estimado através de uma curva

]

padrio de maltose.

3.29.3 Quantitfica¢do da atividade de alfa-amilase no
sobrenadante de culturas

(SHMITH & ROE, 1949 - modificado)

Essa quantificacfo foi realizada em sobrenadantes de
culturas bacterianas crescidas tanto na presen¢a quanto na auséncia de
glicose, a fim de determinarmos se a sintese da alfa-amilase estava ou

nio sujeita & repressfo catabdlica.

Ainda para efeito desté quantifica¢io, as linhagens
portadoras dos plasmidios contendo o Jocus estabilizador pard (pAF23 e
pAF23X)Y foram crescidas em meio contendo apenas o antibiotico relativo
A sua marca cromossomica (Nal ou Cm), a fim de ser verificada a
éficiéncia da estabilizacfo promovida por parf no que diz respeito &

producio final de alfa-amilase.

i. As bactérias foram crescidas em 5 ml de meio L, acrescido do(s)

antibidtico(s) apropriado(s), por i8 horas & 30°C sob constante



agitacgio.

2 ml desse pré—indculo foram utilizados para inocular 20 ml de
meio L, também acrescidos do(s) antibiotico(s) apropriado(s) &
essas culturas foram mantidas nas condi¢gOes acima descritas.

Estes indculos foram feitos em duplicata.

apos £ horas de créscimento, a cada uma das duplicatas acima
foi adicionada glicose para a.concentracﬁo final de 2%. As
culturas foram mantidas nas condigBies de crescimento Ja
descritas pelo tempo necessdrio & tomada de pontos para a
construgio das cufvas de atividade de alfa-amilase e ‘proteina

total.

-l

[

A cada tempo pré~determinado, foram retiradas aliquotas de 1,95
ml de cada uma das culturas e esse material foi centrifugado em

eppendorfs por 5 minutos em microcentrifuga.

Adicionavam-se entfo 0,2 ml do sobrenadante das culturas =a
tubos de ensaio contendo 4 ml da Soluglo de Dosagem prg-

[

aquecidos a 379C por S minutos.

Frocedia-se a uma incubagio a 379C por S a 1% minutos, quando a
reacio era paralisada pela adiclo de ¢,5 ml da Solugcio de

Revelagfo.
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0 coeficiente de extinglo a 620 nm foi medido para cada uma das
reagBes, € a variag¢fio de 0,4 unidades de absorbancia por minuto

foi considerada comb i unidade de atividade (U).

3.29.4 Quantificagio de proteina total no sobrenadante de

culturas

(BRADFORID, 1976 - modificado)

As culturas foram crescidas para essa dosagem da maneira

descrita nos passos de £ & 3 do item antevrior.

30¢ ul do sobrénadante das culturas foram adicionados a { ml de
2

Solucio de Eradford € o volume da reacio completado para 2 ml

com agua esterilizada.

Foi medida a densidade dtica dessas reagdes no comprimento de

“onda  de 599 nm, contra wm branco que consistia da mesma reacio

acima onde os 300 ul de sobrenadante foram substituidos por 300

ul de meio L.

A quantidade de proteina total desses sobrenadantes foi
calculada atravéé de uma curva padrio feita nas Mesmas
condi¢Oes do' ensaio acima descrito onde os 300 ul de
sobrenadante foram substituidos por solugBes contendo 29, 40,

40, B0 e 5100 ug de RSA.
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5. A soluclo estoque de BSA preparada para a constru¢do ﬁa curQa
padrio consistia de 106 mg de BSA dissolvidos em 100 ml de dgua
esterilizada. A concentracio dessa soluglo foi acertada através
da leitura de sua densidade o6tica & 280 nm, 'sabend0~se que,
neste comprimento de onda, uma solu¢gBo de & ug/ml de RSA deve

apresentar uma leituwra de @,6 unidades de absorb@ncia.

3.29.5 Cdlculo da atividade especifica de alfa-amilase no

sobrenadante de culturas

4 atividade especifica de alfa-amilase foi definida como
unidades de atividade enzimatica (U) por miligrama de proteina celular

(FRUDENCE e cols., 1989).

3.30 AVALIACAO DA FRODUCAD DE ALFA~AMILASE EM MEIO SOLIDOC:

ﬁs ‘cluneé a serem testados foram inoculados por pontos em
placas contendo meio L-AMI, acrescidos dos antibidticos apropriados e
incubados por cerca de 48 horas a 3@°C. As placas contendo as
bactérias crescidas foram ent#o mantidas em refrigerador por 24 horas,
periodo apos o qual foi possivel visualizar a formagcio de halos de
amildlise ao redor das colfnias produtoras de alfa-amilase. A formagHo

deste halo ocorre porque o amido, & concentracfo utilizada (4%), torna
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0o meio de cultura opaco apods o resfriamento, enquanto nas dreas onde

ocorre a hidrodlise do amido o meio permanece transldcido apds a

permanéncia no refrigerador.

3.31 AVALIACAD DA FRODUCAD DE GOMA XANTANA:

A partir de placas contendo bactérias com 3 dias de crescimento,
uma dnica coldnia da linhagem bacteriana a ser testada foi
inoculéda em 2¢ ml de meio YM acrescido dos antibidticoa
'adeéuadds, em erlenmevyer de 125 ml.

Esse pré-indculo foi incubado a 289 por 24 hovas, sol: constante
agitacio.

Aliquotas de 2 ml foram'inoculadas{ em triplicatas, em erlenmeyerﬁ‘
de- 125 ml contendo 20 ml de solu¢cio basal I acrgscida da fonte de
carbono, amido e/ou sacarose, nas concentracdes adequadas.

As. culturas foram crescidas por 72 horas a 289C sob constante
agitacio.

A viscosidade da goma produzida pelas culturas foi estiméda
atravéé de andlise em viscosimetro, utilizando-se para tanto um
aparelho Erookfields (RV Series Viscosimeters) com adaptador para

.

pequenas amostras e "spindle” n2 24.
As medidas foram feitas nas votagdes de 20, 50 e 10¢ rpm, as
quais, para conversio aos valores finais (centipoise), foraim

multiplicadas pelos fatores 25, 1@ & 5, respectivamente, contforme

especificagies do fabricante.
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7. De acordo com os resultados obtidos, uma das rotacles foi
escolhida cujos dados foram utilizados para posterior andlise.

Neste trabalho a rotacio escolhida foi a de 20 vrpm.
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4. RESULTADOS

4.1 CURVA DE CRESCIMENTO:

Foram estabelecidas as curvas de crescimento para as
~ linhagens REF, REF Cm™ e 28@ Nal', utilizadas como controle e
receptoras, respectivamente, e o0s resultados obtidos encontram—se

.expostos no grafico i.
4;8 CQNSTRUCKO D0 PLASHMIDIO AMILOLITICO PROMISCUO paFe:

Essa construclo foi feita segundo o esquema  geral para
construgio de moléculas hibridas de INA, descrita no item 3.4 de
Material e Métodos, e a estratédgia utilizada bem como a construcio

final obtida (pAF2) bodem sey vistas na Figura §.

9

0 plasmidio pHFY-40 foi linearizado por digestfo  com a
enzimas EcoR } e Hind III, tendo liberado um pequeno fragmento. de
cerca de 31 pares de bases. A quase totalidade do plasmidio original
foi isolada do gel de agarose de baixo ponto de fusfo e utilizada para

ligaclo com o fragmento EcoR I/Hind III de 1,6 Kb (amy) do pASARS,
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Grdfico §{. Curva de crescimento das linhagens REF, REF Cm" e

280 NalV de Xanthomonas campestris.
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isolado do gel pela mesma técnica, como descrito no item JF.f7 de

Material e Métodos.

0 plésmidio ﬁbtido (pAF2) foi ihtroduzido em £. coli HBRiel
por transformacio (item 3!8! ae Material e Métodos) e os clones
transformados selecionados por sua rvesisténecia aos antibidticos
émpicilina e tetraciclina, bem como pela presenca do halo de amildlise

a0 redor das coldnias.

Alguns clones tiveram seu plasmidio extraido POy
minipreparacio (item JF.f& de HMaterial e Métodos) € seu padrio de
restricHo avaliado apds digest8o e eletroforese em géis de agarose

(figura 2.

0 pAF2 foi entfo intrvoduzido nas linhagens REF CmV e 280
Nal¥ de X. campestris por conjugagfo, como descrito no item 327 de

‘ Material e Métodos.
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PMFY40
11,8Kb

Figura 1. Construgfo do plasmidio promiscuo contendo o gene

da alta~amilase (pAF2).
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Figura 2: Pertil de restricio do plasmidio pAF2. (i)

Lambda/Hind III; (2) pAFE(EcoR I/Hind III); (3) pAF2/EcoR I.



4.3 CLONAGEM DAS SEQUENCIAS FROMOTORAS DE X. campestris:

A estratégia utilizada para a clonagem dos promotores de
Xanthomonas, bem como a construcio Ffinal obtida (paXi), esta

esquematizada na figura 3.

0 plasmidio pKK232~8, utilizado como “"promoter-pvobe”, foi
linearizado no sitio de BamH.I e ligado & fragmentos gevados pela
digestﬁq dd [NA gendmico de Xaatkomonas com a enzima Sauw 3Al, conforme
descfito no item 3.7 de Material e Métodos. Essa liga¢io colocou os
fragmentos gendmicos numa posicﬁo imediatamente "upstream” ao gene da
enzima,_cloran?enicoli acetil transferase, desprovido de promotor, e

portanto .inativo, no vetor original pKK232-8.

Os clones de £. coli HEL01 transformados com essa construcio
plasmidial foram testados quanto ao seus niveis de resisténcia a0
antibidtico cloranfenicol, e mostraram—-se capazes de crescer em placas

de meio L contendo este antibidtico em concentragdes de até 1 mg/ml.

A analise do padr8o de digestio de 3¢ dos clones
recombinantes que apresentaram maior rvesisténcia ao clovanfenicol
permitiv a escolha de um deles para dar continuidade ao tvabalho. O
plasmidio escolhido, paAXi, apresentou um inserto de aproximadamente

66¢ pb correspondente ao fragmento de DNA contendo o promotor de X.

campestris, e seu padrfo de digestHo pode ser observado na figura 4.
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Figura 3. Constru¢Ho do plasmidio pAX{L.
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Figura 4. FPerfil de restricio do plasmidio pAXi. (1)
“Ladder®; (2) pUC 8/EcoR I - 0,5 ug; (3) pUC B/EcoR I - 1,0 mg; (4)
pKK232-8/EcoR I; (5) pAXi/EcoR I; (&) pAXi/ RBamH I; (7)) pAXI(EcoR
I/BRamH I); (8) pAX2/EcoR I. As colunas (1), (2) e (3) representam,

respectivamente, o padrio de peso molecular e duas dilui¢Ses do padrio

de concentraglo.
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Conforme esperado, a digestfo desse plasmidio com EgoR I
gerou fragmento de ‘900 pb correspondente & seqﬁéncia de 600 pb de
Xanf&amongs mais 306 pb originados do fragmento EcoR I-RamH I do vetor
PKKEZ32-8. Uma dupla digestfo desse plasmidio com EcoR I e Hind III
permitiu  a liberacﬁb do inserto de 600 pb bem como o fragmento
original de 300 pb do vetor (resultados n&o documentados). A digestio
com RamH I apenas lineafizou o plasmidio, mostrando que o sitio
“original foi reconstituido em apenas um dos lados apds a ligaclo
heterdloga dos insertos digeridos com Sau 3AI ao vetor digerido com
RamH I. A ﬁupla digestfo com EcoR I e RBamH I demonstvou que o sitio
nfo recuperado desta dltima enzima foi aquele localizado “upstream”
con ;elacﬁo ao inserto, j& que nfo houve iiberacgo do fragmento de 390

pb do vetor original apds esta dupla digestdo.

4.4 HIBRIﬁIZACKO FARA CARACTERIZACAD DA SEQUENCIA CLONADA:

Foram realizados experimentos de "Southern blotting” a fim
de nos certifticarmos de que a sequéncia promotora clonada no plasmidio

pAXi era realmente originada do genoma da bactéria X. campestris.

Fara tanto, o DNA genbmico total de X. campeséris digerido
~com as enzimas LCOR I, BamH I e Hind III além de amostras do vetor
original pKK232-8 digerido com EamH I e do pAXi digerido com EBanH I e

EcoR I/Hind III, foi submetido & eletroforese em gel de agarose e
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transferido para membranas de nylon pelo método de Southern Blotting;
conforme descrito no item 3.24 de Material e Métodos. Apds a pré-
hibridizacio, estes filtros foram hibridizados com uma sonda que
consistiu do ¥ragmento.EggRAI/Hind II1 do pAXi, contendo a sequéncia
promotora clonada de Xanthkomonas campestris, marcado como descrito no

dtem 3.&8F2 de Material e Metodos.

Os resultados obtidos podem ser observados na figura 5, onde

fica evidenciada a presenca das seguintes bandas, apds a hibridizagio:

(a) Coluna i: Uma banda de 6,0 Kb correspondente ao plasmidio pAXS
linearizado com RamH I.

(b) Coluna &: . Uma banda de aproximadamente ©,6 Kb correspondente ao
fragmento EgoR I/Hind I11 contenao % sequéncia promotora de X,
campestris.

(c) Coluna 3: Iuas bandas de aproximadamente 7,0 Kb e 6,5 Kb obtidas
apds digestHo do DNA cromossbOmico de Xanthomonas com a enzima EgoR
I. )

(d) Coluna 4: Trés bandas de aproximadamente 7,2 Kb, 6,8 Kb e 6,5 Kb
obtidas apds a digest®o do IINA gendmico com BamH I.

(e) Coluna 9: Uma banda de aproximadamente 7,@ Kb obtida{apés digest&o

do DIINA genbmico com Hind III.

g também importante salientar a auséncia de bandas na coluna

6, correspondente ao vetor original pKK232-8.



i00

Figura 5. (i) paAaXi/RamH I; (2) pAXi(EcoR I/Hind III); (3),
(4) e (5) DNA gendmico total de Xanfhomonas campestris digerido,
respectivamente, com: EcoR I, BamH I e Hind III; (6) pKK232-8/BamH I.

0 filtro foi hibridizado com o fragmento EcoR I/Hind III do pAXi.
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4.5 INTRODUGCAO DA SEQUENCIA FROMOTORA DO pAXi NO pAFZ:

A esvratédgia utilizada nesta subclonagem, bem como @

construcio final obtida (pAF2X) estio esquematizadas na figuwra .

iy plasmidio pAXi foi digerido com a enzima EcoR I a fim de
liberar o fragmento de 0,9 Kb contendo a sequéncia promotora clonada
de X, caﬁpestris, o qual toi isolado apds eletvoforese em um gel de
agarbse de baixo ponto de fusf8o. Esse fragmento foi ento ligado ao
pAF2 linearizado com EcoR I, sitio este localizado imediatamente
"upstream” ao gene amy, e a construgio final =assim obtida foi

denominada pAF2X.

0 pAFEX foi introduzido por conjugacio em &. coli HELOL e os
clones transformados selecionados por sua resisténcia aos antibidticaos
ampicilina e tetraciclina, bem como pela formacio do halo de amilodlise

ao redor das collnias.

A confirmagio da insercdo da sequéncia promotora no sitio de
EQQR/”I foi feita através da andlise do padrﬁo de restrigcio dos
plasmidios obtidos pov minipreparacio de alguns = dos clones
transformados, como exemplificado nas figuras 7 e 8. ﬁe acordo com o
espetado, a digestfo dos plasmidios recombinantes com ECOR I gevou um
fragmento de 0,9 Kb que corresponde & sequéncia promotora inserida. A

dupla digestfo desses mesmos plasmidios com EcoR I e Hind III
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do plasmidio pAF2X:

Figura é. Construc8o

sequéncia promotora de Xanthomonas campestris no plasmidio pAF2.
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Figura 7. Digest8o do pAPRX extraido de 5 clones

transformados . (1) lambda/Hind III; (2), (3), (4), () e (&) pAFEX de

5 clones digeridos com EcoR I; (7) pAF2(EcoR I/Hind III).
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Figura 8. Digestio do PpAFRX extraido de 5

transformados. (1) lambda/Hind III; (2, (3), (4),

clones

=

(3), (&) e (7)

pAFEX extraido dos % clones e digerido com EcoR I e Hind III.



originou dois fragmentos, o de 0,9 Kb acima citado e o de 1,6 Kb

correspondente ao fragmento do gene amy subclonadd do pASARS.
4.6 SURCLONAGEM DO L0005 ESTARILIZADOR par® no pAaF2:

A estratdgia wutilizada para a intvoducio do Jocus parf no
plasmidio pAFP encontra-se resumida na figura 9, assim como o mapa da

construgfo plasmidial final obtida (pAFE3).

0 plasmidio pKGi022 foi digerido com a enzima PétI a fim de
libgrér'o fragmento de £,63 Kb conténdo 0 locus park e o gene ophA que
confere resisténcia & canamicina, o qual foi isolado apds eletroforese
em gel de agarose de baixo ponto de fuslo. Esse fragmento foi entio
ligado a0 sitio de Pstl do pAF2 e a construclo assim obtida (pAFR3)

introduzida em £. coli HR10L por transformacio.

Os cloneé transformados foram selecionados por suas
caracteristicas de resisténcia A& tetraciclina € canamicina e
sensibilidade & ampicilina, bem como por sua capacidade amilolitica.
Esta dltima évaliacﬁo foi feita através do consumo de amido em meio
liquido e tormacio de agucar redutor, como descrito nos itens F.&8F. 8 &
F.&9. 2 de Haterial e Métodos. 0 padrio de réstricﬁo dos plasmidios

obtidos por minipreparagio de alguns desses clones foi confirmado em

gel de agarose, um dos quais pode ser observado na figura 10, Nesta
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Figura 9. Construcio do plasmidio pAF23: introdu¢io do locus

par? no plasmidio recombinante pAF2.
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Figura 10. Ferfil de restri¢fo do plasmidio pAPR3. (1)
lambda/ Hind III; () pMFY 4@/EcoR I; (3) pWMFY 40/ Hind III; (4)
pAFE3/Fst I; (5) pAFPRP3/EcoR I; (46) pAFER3/ Hind III; 7 PAFPR3 (EcoR

I/Hind III).
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foto, no entanto, n#o estd visivel o fragmento EcgR I/Hind III de

0,748 Kb.

Conforme o esperado, a digestio do pAF23 com Est I gerou um
fragmento de 1,63 Kb correspondente ao inserto contendo o locus fparf e
b- gene ophd. A digestfo subsequente com EgoR I gevou um fragmento de
aproximadamente 4,8 Kb que corresponde nos 1,05 Kb do gene ophd e
0,748 de fragmento EcoR I-Est I pré-existente no vetor. No entanto, a
digestfo com Hind III, que segundo o esperado deveria somente
linearizar o plasmidio construido, gerou um fragmento de 2,3 Kb,
possivelmente referente ao gene amy (1,6 KB) acrescido de @,748 Kb do
vetor original, indicando a criagio de um novo sitio de Hind III na
extrmidade distal ("downstréam") de opkA, apds a ligac8o do locus parf
ao pAFE2. Finalmente, a dupla digestio com EcoR I e Hind III gevou, de
~acordo com o esperado, um fragmento de §,6 Kb correspondente ao
fragmento AMI e mais um Ffragmento de 1,05 Kb possivelmente
corresponbdente ao gene ophd, o que veio confivrmar a hipdtese de que o
novo sitio de Hind I1II gervado localiza-se entre o dene ophd € 0

fragmento AMI .

0 pAFR3 foi finalmente introduzido nas linhagens REF Cm' e
280 NalV de X. campeséris por conjugagfo, utilizando-se o pRK201i3 como

plasmidio mobilizador.



109

4.7 INTRODUGCAO DA SEQUENCIA FROMOTORA DO pAXi NO pAF23:

A estratégia utilizada nesta subclonagem esta apresentada na
figura 14, onde se encontra também o mapa da construc®o final obtida

(pAFE3X) .

0 plasmidio pAX4 foi digerido com a enzima EcoR I atim de
liberar o 'Pragmento de 0,9 Kb que contém ao promotor clonado de

Yanthomonas, o aual foi isolado apds eletroforese em gel de agarose de

baixo ponto de fusfo.

-0 pAFR3, por sua vez, foi_digerido.coh a mesma enzima,
liberando wum fragmento de 1,8 Kb correspondente ao gene ophAd (1,03 Kb)
¢ parte do gene 813 (AmpV). 0 restante do plasmidio (43,0 Kb) foi
isolado a partir de um gel de agarose de baixo ponto de fus8o e ligado

ao fragmento de 0,9 Kb obtido do pAXi.

0 novo plasmidio éssim obtido (paAF23X) foi introduzido por
transformacio &m células de £&. vcoli HEL0i1 sendo 0s clones
‘transformados selecionados por sua .resistén;ia a tetraciclina e
sensibilidade & ampicilina e canamicina, bem como por sua capacidade

amilolitica.

Alauns dos clones transformados tiveram seus plasmidios

extraidos por minipreparacio € seu padrfo de restrigio observado em
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gel de agarose para confirmacHo da inser¢fo da sequéncia promotora
apos digestio com EcoR I e EcoR I/Hind III, como pode ser observado

nas figuras {2 e 13.

0 plasmidio pAFR3X foi entio introduzido por conjugaglo nas

linhagens ja descritas de X. campestris.
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Figura 414i. Constru¢cfo do plasmidio pAF23X: subclonagem do

locus par® no plasmidio pAFE3.
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Figura 2. Perfil de restricfo do pAF23X, com a enzima EcoR
: i (i) pAFR3/EcoR I; (2), (3), (4) e (5) corvespondem ao PpAFE3X

extraido de 4 clones apds transformacfo; (46) lambdas/Hind III.
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Figura 13. Perfil de restrig@o do plasmidio pAFR3X com as
enzimas EcoR I e Hind III. (1), (2) e (3) correspondem =ao PpAF23X
extraido de 3 diferentes clones apds transformacio; (4) pAXi(EcoR

I/Hind III); (S) lambda/Hind III.
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4.8 ESTARILIDADE DAS CONSTRUCGES FLASHIDIAIS EM X campestris:

Os testes de estabilidade Poram'réalizados ébh?orme descrito
no item 3.5 de Material e Métodos e os resultados estlo expostos nos
" graficos 2 e 3. As linhagens 280 Nal¥ e REF Cm' foram utilizadas como

receptoras.

Como pode-se observar atraQés dos graficos, os. valores
relativos & perda plasmidial, quando se toma a linhagem 280 NalV como
hospedeira do plaémidio portador do locus pard (paFe3), foram de 4%,
20% , 33% e 60% para cada um dos quatro dias de experimento,
respéﬁtivamente, contra 65%, 75%, 934 e 864 no caso do plasmidio nﬁo

portador de parsd (pAFz).

Em se tratando da linhagem REF Cm', os valores encontrados
para .perda de plasmidios portadoves de parf foram de 3%, 334, 484 e
42%, para cada um dos quatro dias, respecfivamente, contra 73%, 73X,
S4% e 784 no caso de plasmidios nido portadores destg locus de

estabilizacHo.
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4.9 ATIVIDADE DE ALFA~AMILASE NO SOBRENADANTE DE CULTURAS:

0s resultados da dosagem da atividade de alfa~amilase. no
sobrenadante de culturas de X. campeséris portadoras ou nﬁon dos
diferentes plasmidios construidos, crescidas na presenca € na auséncia
de alicose, encontram-se expostos nos grdficos 4 ¢ 5 € a andlise

estatistica destes dados (Andlise de Varifincia e Teste de Tukey) pode

ser vista nos apéndices § & 6.

Como pode sér visto nos graficos acima mencionados, ambas as
linhagens (Nélr e Cm") levam cerca de 30 horas para atingiv o indice
maximo de producio de alfamamilase, tempo este que excede em 6 horas
aquelé utilizado no crescimento das linhagens em meid rico para
posterior producio de goma xantana. Este resultado difere apenas no
caso da linhagem Nal portadora do plasmidio amilolitico pAFE2X (NBEX),
cujo pico maximo de producfo esta ao redor das 48 horas, tanto na

presenga quanto na auséncia de glicose.

Através do grdafico 4‘p0de—se notar que a introdu¢cdo dos
plasmidios amiloliticos na linhagem 280 Nal" promoveu um aumento
considerdvel na produgfo de alfa-amilase por estas bactérias. Este
incremento variou, em média, da ordem de 210%, gquando comparamos a
linhagem original (Nal) Aquelas nas quais foi introduzido o plasmidio
pAF2 (Nal2 e Nal23), e da ordem de 280% se levarmos em consideracdo a

linhagem Nal e aquelas onde foram inseridos os plasmidios amiloliticos
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portadores do promotof de Xanthomonas (Nal2X e Nalg3Xy.

Quanto & influéncia da glicose adicionada ao meio de cultura
na producio de alfa-amilase, vemos uma ligeira superioridade na
producio das linhagens crescidas em auséncia deste acdcar, embora esta

diferenga nio se evidencie em todos os pontos da curva.

Nota-se ainaa que as linhagens nas quais foram introduzidos
plasmidios porfadores do [focus park fiveram desempenho inferior
hquelas cujos plasmidios nfo portavam este locus, especialmente quando
comparamos as curvas de producﬁo de amilase das linhagens HNal2 e
NalP3, aquer na presencio ou na auséncia de glicose. Essa diferenga
deixa de sevr acentuada, nb entanto, quando comparamos as linhagens
cujo gene amy encontra-se sob o contvole do promotor de X. cameestris

(NalgX e Nal2dX).

No que diz respeito & producio de alfa-amilase pelas
linhagens REF CmY, seu comportamento € semelhanté.ao observado para as
linhagens 286 RNall, como. pode ser visto através do gréfico- 5. A
linhagem Cm2X, portadora de um plasmidio amilolitico onde foi inserida
a séquéncia promotora de X. campestris, produz 904 mais alfa-amilase
quando comparada aquela nfo portadora do plasmidio amilolitico (Cm) e
cerca de 100% mais quando comparada é‘linhagem CmP2, a qual & portadora

do plasmidio amilolitico onde n&o houve a inser¢fo do promotor.
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A aﬁélise de variéncia destes dados de produgio dg ai¥a~
amilase (apéndices 7 & 12) mostra que as diferencas estre as linhagens
8o significativas, com linhagens portadoras de plasmidios
amiloliticos onde houve a insercio do promotor de X. campestris
destacando-se como as melhores produtoras de alfa-amilase (CBX e

ces3xy.

No  que diz respeito & influéncia do Jocus parf na produgio
final de alfa-amilase pelas linhagens testadas, tanto o grdfico 35 como
0s resﬁltados do Teste de Tuckey mostram que os mais altos.niveiﬁ de
prodqcﬁo desta  enzima sio0 alcancados sempre pelas linhagens n&o

poradoras deste Jocws.

Quanto & producfio de alfa-amilase por linhagens Cm¥ na
presenca € na auséncia de glicose adicionada ao meio, neste caso as
linhagens crescidas em meio contendo 2% de glicose apresentaram niveis
de produglo de alfa-amilase significativamente mais elevados quando
comparadas aquelas crescidas na auséncia deste acdcar. 0 incremento na
ﬁroducﬁo de alfa-amilase promovido pela adicﬁp de glicose ao meio de
crescimento bacteriano evidencia-se pelo fato de que os dois melhores
indiéés de produgio desta enzima foram alcangados por linhagens

crescidas exatamente sob estas condigdes (C8X e C23X).
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4.10 ATIVIDADE ESFECIFICA DE ALFA-AMILASE NO SOBRENADANTE DE

CULTURAS:

Esse calculo foi realizado segundo a descricio que consta do
item 3.8%.5 de Material e Métodos, e os resultados podem ser

visualisados nos graficos é e 7.

Como pode ser observado no grafico 4, as curvas de atividade
especifica de alfa~amilase acompanham o tracado daquelas obtidas para
unidades de alfa-amilase produzida, com a ocorréncia de um pico de
afividade por volta das 27 horas e posterior decaimento dessa producio
até atingir seu minimo em 54 horas. No entanto, diferentemente dos
resultados apresentados nos Graficos 5 e &6, ocorre neéte CAS0 wim piéo
de atividade epecifica por volta das {2 horas (primeivo ponto da
curva), com uma posterior queda antes da ocorréncia do j& mencionado

pico de atividade especifica das 27 horas.

A existéncia deste pico de atividade especifica (A.E.) em if
horas deve~se ao fato da quantidade de proteina total produzida relas
linhagens neste periodo de crescimento ser bastante reduzida,
ocorrendo o efeito inverso no caso do decaimento da A.E. apds.e4 horas

de crescimento (resultados n¥o apresentados).

Quando s80 comparadas as atividade especificas de alfa-

amilase de linhagens NalV portadoras de plasmidios amiloliticos onde
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houve a insercio do promotor de X. campeséris (Nal2X e Nal@3X) com sua
correspondente nio portadora de plasmidio amilolitico (Nal), verifica-
se que o0s primeiros valores representam em média cerca de 3004 do

segundo.

A analise de wvarifncia dos dados lan¢ados no grafico &
(apéndices 13 & 18) contirma o fato de que as linhagens portadoras de
plasmidios contendo a inser¢fo do promotor de X. campeséris aprvesentam

os mais altos indices de A.E. de alfa-amilase.

Quanto ao efeito da glicose adicionada ao meio e da inserglo
do locus parF nos plasmidios amiloliticos nas curvas de atividade
especifica de alfa-amilase das linhagens NalV, verifica-se que se’
repete o efeito observado no grafico 4, com linhagens portadoras de
parf apresentando valores de atividade especifica mais baixos que suas
correspondentes portadoras de plasmidios onde este Jocus ndo foi
inserido, e com linhagens crescidas na auséncia de glicose mostrando
desempenho igualmente superior aquelas crescidas na presenga deste
écdcar, sendo que para as curvas de atividade especifica o efeito da
glicose parece ser mais acentuado que para aquelas de unidades de

enzima produzida.

[a mesma maneira, o comportamento observado para as curvas
de atividade especifica das linhagens CmV no grafico 7 assemclha-se
aquele das curvas das linhagens NalV acima descritas. H& a ocorréncia

do mesmo pico por volta das 12 horas de crescimento, com posterior
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decaimento para novamente ocorrer o aparecimento de um pico de
atividade especitica por volta das 27 horas, € a partir de ent8o os

valores decrescem até atingir seu minimo por volta das 55 horas.

Novamente este tragado singular das curvas de A.E., no que
diz respeito ao pico das {2 horas € A queda de producio das 18 horas,
reflete a existéncia de picos invertidos na produg@o de proteina total
extracelular, sobrepostos aos picos de atividade de alfa-amilase

[

mostrados no grafico 5.

: Os efeitos da glicose e da presenca do Jocus eard acompanham
igualmente aqueles observados no gréfico‘ﬁ, com linhagens crescidas na
preseﬁca de glicose apresentando valores de atividade especifica
superiores aqueles das linhagens crescidas na auséncia deste agucar, e
com linhagens portadoras de plasmidios sem a inser¢lo de pard
apresentando desempenhb melhory  do gque suas  correspondentes cujos
plasmidios nao portam este Jocus, a nko ser no caso das linhagens
Cme3X e Cm2X (crescidas em glicose) onde este dltimo comportamento se

inverte.
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Em linhas gerais as linhagens estudadas comportaram-se da

seguinte maneiva quanto Ad produgfo de alfa-amilase;

(L) A introducio dos plasmidios amiloliticos aumentou o nivel de

alfa~-amilase produzida por todas as suas hospedeiras em todos os casos

estudados.

(2) Linhagens portadoras de plasmidios amiloliticos contendo a
inser¢gio do promotor de X, cagpesbrls produzivam  significativamente
mais alfa-amilase queé suas corvespondentes nio portadoras deste tipo

de construgio plasmidial.

(3) A intvoduclo do focus pard nos plasmidios amiloliticos diminuiu
a taxa de producio de alfa~amilase pelas linhagens portadoras destas

"construgdes plasmidiais.

(4) A& adigio de glicose ao meio de cultura influiu negativamente na

producio de alfa-amilase por linhagens Nall,

(5) 0 efeito da glicose descrito no item (4) é inverso para as

linhagens Cm' .

(6) A introducio do plasmidio pAFPX em linhzagens HNalv tornou-as
aptas a produziv alfa-amilase em niveis compariveis aos de linhagens .
Cm¥ portadoras dos mesmos plasmidios, ainda que, diferentemente das

linhagens NalV, estas sejam originalmente amiloliticas.
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4.11 PRODUGCAD DE GOMA XANTANA:

& avaliagRo da producio de goma xantana pelas linhagens
portadoras ou nio das diferentes construcBes plasmidiais obtidas neste
o ]

trabalho foi feita conforme descrito no item 3. .3¢ de HMaterial e

Métodos, e seus resultados podem ser observados nos graficos 8 e 9.

Estas medidas, cuja analise estatistica encodtra~se nos
apéndices 25 a4 P9, mostram que praticamente nenhuma goma foi produzida
quando as linhagens testadas_foram crescidas em meio contendo apenas
amido  como ?0nte.de'carboﬁo. No que diz respeito &s linhagens Nall,
existe uyma pequena variacﬁo nesta produgfo minima de goma em amido,
onde a linhagem N&X, portadora do plasmidio amilolitico contendo a
inser¢io do promotov de X. cameeslris (pAFEX), apresenta medidas de
viscosidade .106% superiores as demais, sem no entanto alcangar niveis
de produgio de goma sequer compardveis aqueles obtidos a partir dos

demais substratos testados.

Observa-se, no entanto, no grafico 8, que a melhor medida de
viscosidade de goma produzida a partir de sacarose foi obtida pela
linhagem N2, portadora do plasmidio amilolitico pAF2, superando em 20%
aquela produzida pela linhagem original Nal'. Quando observamos a
producdo de goma a partir de amido por estas mesmas linhagens, vemos
que as melhores medidas de viscosidade correspondem a linhagem N2X,

portadora do plasmidio pAFEX contendo a inser¢io do promotor de .X.
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campestris, superando em ;00% a produgdo de goma de todas as demais
linhagens. E finalmente, se for levada em considerag@o a producdo de
goma xantana a partir de amido e sacarose (AMI+8AC), nota-se que a
linhagem oviginal NalV¥ € superada por todas as demais linhagens
.portadoras de plasmidios amiloliticos, N2X, NE3X, N2 e N23, nesta
ordem, tendo a linhagem 2X alcancado valores de viscosidade cerca de

160% mais elevados que a linhagem oviginal.

No caso das linhagens CmY, a observa¢fo do grafico 9 mostra,
em priméiro lugar, que esta linhagem produz significativamente menos
goha. xantana que a linhagem Nalb. 0 efeito de agmento de viscosidade
da goma produzida em sacarosG'pelaa‘linhagens portadoras de plasmidios
amiloliticos se repete, destacando neste caso as linhagens N2X e N23X,
ambas portadoras de plasmidios contendo a insercﬁo‘do promotor de
Xanthomonas, as quais alcangavam valores de viscosidade superiores em
160% -aos da linhagem original Cm'. Esta dltima, no entanto, mostrou
melhor desempenho na producio de goma a partiv de amido, e foi
superada em 30% pela linhagem C2X na produglo de xantana‘a partir, de

amido e sacarose (AMI+SAC).

£ importante ainda salientar que, os melhores indices de
producﬁo de xantana foram alcangados pelas linhégens portadoras d&
plasmidio pAF2X em meio contendo amido € sacavose (AMI+SAC) quando a
linhagem original Nalf alcanga taxa de producfo maior em sacarose. A
linhagem original Cm", por sua vez, tem sua taxa de produ¢io de goma

igualmente elevada pela adicio de amido ao meio contendo sacarose.
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S. DISCUSSAOD

S.1 SELECAD DAS LIHAGENS HOSFEDEIRAS:

A partir do momento em que nos propusemos, pelas razdes
expostas | e discutidas nas seqies "Introdugio" e "Revisio
Bibliogré?icaf, a construir wum wvetor que, quando introduzido em
xanfﬁomonas campestris, dotasse sua hospedeiva de capacidade
amilolitica e se mostrasge.estével dentro dessa mesma bactéria, nossa
primeira preocupacio foi selecionar, a partir da colecio de bactérias
existente em nosso laboratdrio, as hospedeivas mais apropriadas a
receber os plasmidios construidos e expressar convenientemente o gene
da alfa-amilase neles contidos, com o propdsito final de se conseguir

a producio de goma xantana a partir de substratos amiliceos.

Fara a sele¢fo destas receptoras, quatro caracferisticas
Foraﬁ“ observadas: (i) capacidade amilolitica; (2) capacidade de
producio de xantana; (3) existéncia de uma marca cromossdmica de
resisténcia a antibidticos, diferente da(s) existente(s) nos vetores a
serem introduzidos, que permitisse sua sele¢fo como receptora apds as
conjugacdes; e (4) que sua taxa de crescimento nfo se alterasse

gsignificativamente na presenca deste(s) antibidtico(s).



133

Dessa forma, duas linhagens foram selecionadas para serem

utilizadas como receptoras dos plasmidios a serem construidos:

(i) 280 Nal', portadora da marca cromossdmica de resisténcia ao dcido
nalidixico; originalmente ndo amilolitica, o que nos permitiq anafisar
a- expressfo e regulacfo do gene amy de Bacillus subtilis dentro desta
hospedeira heterdloga sob diferentes condiges de crescimento; € a
ﬁelhor linhagem existente no laboratdrio no que diz respeito &
producio de goma xantana, o que nos permitiu analisar a possibilidade

da produgfo de xantana a partir de amido.

(Y REF Cm", portadora da mafca cromossdmica de resisténcia ao
cloranfenicol; originalmente amilolitica, o que nos permitiu analisar
a pbsgibilidadé de se aumentar o nivel de producdo da alfa-amilase
através do aumento do numero de cdpias do gene responsavel pela  sua
‘siﬁtese; e boa produtora de goma xantana, ainda que n#o tanto guanto a
linhagem 280 Nalv., g tambédm a linhagem padrRo utilizada na quase

totalidade dos trabalhos envolvendo producfo de goma xantana.

i taxa de crescimento destas duas linhagens na presenca dos
antibidticos referentes as sua réspectivas marcas cromossOmicas foi
avaliada e, como pode ser visto através de suas curvas de crescimento
mostradas no Grafico 1, ambas mostraram-se capazes de crescer na

presen¢ga destes antibioticos t%0 bem quanto a linhagem REF.
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5.2 CONSTRUGCAO DOS FLASMIDIOS AMILOLITICOS:

Uma wvez seiecionadas as linhagens receptoras, passou-se &
construcio do plasmidio amilolitico que posteriormente deQeria
conferir capacidade de degradacfo de amido as suas hospedeivas. Esse
yetor deveria apresentar as seguintes caracteristicas: (i) origem de
replicacfo compativel com a maquinaria de dup}icacﬁo de Xanthomonas
campestris; (2) ser autoconjugativo ou mobilizdvel cowm ajuda de um
plasmidio mobilizador, a fim de permitir sua posterior introdugido em
X. campestris; (3) 'possuir marcas de resisténcia & antibidticos
selecionéveis. neéta espécie bacterviana, bem como em £. coli; (4)
conter ao menos um sitio de clonagem disponivel, para posterior
inserﬁﬁo do Ibcas estabiiizador garf; e (9) conter o gene da a1¥a¥
amilase de F. sublilis posicionado entre dois sitios de restricio
-distintos, a fim de possibilitar a abertura do plasmidio unicamente no
sitio proximal (“upstream”) do gene amy, para posterior introducio da
sequéncia promotora a ser clonada de kéntéqmonas. Ilesta Fforma
poderiamos colocar o0 gene amy sob o controle do promotor de
Xéntﬁaﬁvnas, de modo a amplificar sua expressiio € possibilitar o
estudo de sua regulag8o sob este novo controle génico, neste novo

“hackground" genetico.

Esse vetor (pAF2) foi entHo construido inserindo-se o dene
amy, oriundo do plasmidio pASA2S, entre os sitios de EcoR I e Hind III

do Aplasmidio pMFY-40, tendo este dltimo perdido,'durante a clonagem,
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um fragmento de aproximadamente 31 pb localizado entre os sitios acima

citados.

0 que motivou a escblha do pMFY-40 como plasmidio receptor
do gene amy foi sua reconhecida funcionalidade e capacidade de
duplicacgfo em X. campeséris e o fato de possuir o gene mob, o que o
torna mobilizdvel em experimentos de conjugacio, enquanto a escolha do
PASAZS comdA doador do gene amy deveu-se ao fato de que, neste
plasmidio, este gene encontra-se estrategicamente flanqueado por dbis
sitios distintos de restri¢fa, compativeis com aqueles diséoniveis ne

pMFY-40 (5'EgoR I e 3'Hind I1I).

Esse tipo de construgfo dotou ainda o pAFR de um sitio de’
Fst. T disponivel para clonagem e introdu¢Bo do locus parf (Ja que a
marca de resisténcia a ampicilina interrvompida por ’clonagens neste
sitio ‘é dispensdvel para Xanthomonas, cuja maioria das linhagens €
naturalmente resistente a esse antibidtico), além de uma marca de
resisténcia ao antibidtico tetvraciclina, apropriada para sele¢fio tanto

em £. coli quanto em X. campeséris.

Feita a construcio e uma.vez inserida por transformacio em
E. coli, o nivel de resisténcia & tetraciclina:condicionado pelo pAFE
mostrou—se inicialmente inferior Aaquele condicionado pelo pHMFY-4@, o
que pode ser explicado pelo fato de termos langado mio do sitio de
HindAIII para clonagem do gene amy, sitio esteblocalizado no inicio da

sequéncia codificadora da resisténcia & tetraciclina. € sabido que



136

clonagens feitas utilizando-se este sitio (que é o mesmo presente no
conhecido wvetor pER322, Jjd que ambos os genes de resisténcia a
antibidticos do pMFY-40 sHo dele derivados) podem ou nfo inativar o
gene Tet' (ASTOLFI-FILHO, comunicacio pessoal). No caso do paAF2, =a
reéisténcia A tetraciclina parece ter sido afetada, porém nHo de
maneivra a comprometer sua eficécia‘como marca seletiva. Essa diferenga
pode ser notada apenas pelo fato de culturas portadoras do pAFZ,
semeadas em meio sdlido na presenca de concentracdes normais de
tetraciclina, apresentarem crescimento retardado em aproximadémente iz
horas, além de exigirem uma redu¢fo pela metade‘na concentragio de

antibidtico adicionado para crescimento em meio liquido.

Os clones fo*am- seleciénados também por sua capacidade
amilolifica, estimada através da formacio de halos de amildlise em
meio sdlido e consumo de amido e formacfo de agdcar redutor em meio
liquido. A expressio da alfa-amilase de B. subtilis em £E. coli ¢
obtida a partir da combinagio do promotor original contido na
sequéncia amy de 1,6 Kb com uma suposta sequéncia lbcalizada entre o
gene dla e o sitio de EgoR I do pHMFY-4@, a qual tornaria o_promotor de

Racrillus funcional em £. colrXr (CASTRO, 1988).
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5.3 ISOLAMENTO DAS SEQUENCIAS FROMOTORAS:

0 passo seguinte a construcfo do pAF2 foi a clonagem
molecular da sequfncia promotora de X. campestris que posteriormente

viria a dirigir a transcri¢cfo do gene asmy subclonado no pAF2.

0 wvetor escolhido como “promoter-probe” foi o plasmidio
pKK232-8, pela variedade de sitios de restricio disponiveis ho sitio
miltiplo de clonagem ("polilinker") localizado em posiglo proximal
(“gpstream“) ao gene caf desprovido de promotor, bem como pela
facilidade da seleciio das colbnias transformadas com o plasmidio
recombinante apds clonageh da seqdéncia promotora{ simples -selecﬁo
Para fesisténcia ao cloranfenicol, mostrando que é sequéncia
aleatoriamente inserida no sitio escolhido apresentava atividade

promotora, uma vez que fora capaz de ativar a transcricfo do gene caf.

0 sitio escolhido para clonagem do promotor neste plasmidio
foi o de EBamH I, o que possibilitava a digestfo do DNA genOmico de
Xanthomonas com a enzima Sauy 3AI, cujo sitio de reconhecimento e
corte, sendo constituido por apenas 4 pb (e nio & como no caso  da
maioria das enzimas), possibilita maior ndmerq de cortes no DRA
gendmico, gerando, por conseguinte, fragmentos de digestio menores. 0
interesse em reduzir o tamanho dos fragmentos a serem clonados deveu-
se ao fato de sequéncias proﬁotoras procaridticas constituirem—se, em

geral, de ndo mais que 200 pb (LEWIN, 1983). Além disso, o0s 4 pb que
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constituem o sitio de restricio da enzima' Sau 3AI (GATC) sio
exatamente o0s 4 pb centrais do sitio de reconhecimento de FamH I
(GGATCC)Y, o que wviabiliza a ligacio dos fragmentos gerados por
digestio | com: estas duas enzimas, embora nio reconstituindo

necessariamente ambos os sitios de RamH I apds a ligacio.

Iesta forma, foram clonados diversos fragmentos capazes de
ativar a transcricio do gene caf do pKK232-8, e o menor deles, contido
no plasmidio denominado pAXi, foi escolhido para dar prosseguimento ao

trabalho.

Essa sequéncia, cujo tamanho é de 600 pb, foi em seguida
iso}ada; purificada e marcada radioativamente a fim de ser utilizada
como sonda molecular em hibridizacdes com Filtvros contendo DINA
genBmico de X. campestrié.v O0s autoradiogramas resultantes desta
hibridizacRo pevmitem-nos afirmar que este fragmento promotor de 600
pb ¢ realmente oriundo do genoma de X. campeséris, tendo mostrado
homologia com um total de 7 bandas nas diferentes digestdes do - [INA

genfmico desta bacteria.

5.4 SUBCLONAGEM DO LOCUS parP:

A etapa cumprida a seguir foi =a introducBo do Jocus

estabilizador parf no plasmidio pAF2. 0 sitio disponivel para essa
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clonagem neste plasmidio foi o de Est I, € por esse motivo este foi o
sitio escolhido para reﬁirada do fragmento de 1,63 Kb contendo o locus
parP e o gene ophksd (KmV) db plasmidio pKGi022. A existéncia deste gene
de resisténcia ligado ao eark nos foi bastante oportuna, uma vez que
nos proporcionou uma marca para sele¢fio dos clones recqmbinéntes

portadores da inser¢&o do parB.

0 vetor resultante desta construgfo foi denominado pAFE3 e
estava agora pronto para receber a inser¢io da sequéncia promotora
clonada de X. campestris, de maneira a colocar sob seu controle o gene

amy ja subclonado neste plasmidio.

0 sentido da inser¢fo do fragmento de 1,83 Kb, contends o
Iocus' parf e o gene orkd, no plasmidio pAF23 pode ser verificado pelo
tamanho do fragmento gerado pela digest®o com a enzima EcoR 1
(aproximadamente 1.8 Khbh). Caso a inser¢lo tivesse acontecido no
sentido inverso ao exposto na Figura 9, o fragmento gevado =apods

digestio com EcoR I teria um tamanho aproximado de 1,3 Kb.
5.5 SURCLONAGEM DA SEQUENCIA PROMOTORA:

Fara esta dltima clonagem, o sitio disponivel no pAF23 era o
de EcoR I, e por este motivo esta foi a enzima escolhida para retirar

do pAXi a sequéncia promotora, ainda que com essa digestlo levassemos
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Junto ao fragmento de 600 pb do promotor uma sequéncia adicional de
300 pb pertencente ao vetor origiﬁal pKK23e~-8.

.A digestio com E;QR I do vetor pAP23, que o preparou para
receber é sequéncia promotora, levou a libera¢lo de um fragmento. de
1,8 Kb contendo o gene opkd, fazendo com que a construglo final obtida
apds ligag80 do promotor perdesse a marca seletiva de resisténcia a

canamicina.

Uma vez feita a ligagHo EcoR I/EcoR I, obtivemos , como nos
haviamos proposto, um plasmidio compativel com Xanthomonas campestris
e poftador do gene amy.de B. subtilis sob o controle do promotor de X.
camp&sfris, além do locus estabilizador parP. Esta construcdo final.

foi denominada pAFE23X.

Foi feita ainda a ligag¢Ro da sequéncia promotora de ©,9 Kb
também no plasmidio pAFE (pAF23 menos parf), a fim de compararmos
posteriormente a eficiéncia da expressdo da alfa-amilase dirigida povr
cada um desses plasmidios intermedidrios 2 construcfo final obtida

(pAF22X). Este dltimo plasmidio construido foi denominado pAFEX.

E importante lembrar que a .ligécﬁo do promotor de
Xanthomonas "upstream” ao gene amy de Racillus, tanto no pAFE2X quanto
no pAFE3X, foi feita sem que o promotor original deste gene tivesse
sido previamente retirado. Isso dota, na realidade, 0 gene ’my contido

neste plasmidio de dois promotores. A hipdtese, porém, de que a



i41

pPresenca dessé promotor original pudesse trazer qualquer Préjuizo a
eficifncia de ligagio da RNA polimerase de X. cameeséris ao seu
#réprio promotor nos parece bastante improvavel, uma vez que, sendo
esta dltiﬁa umx sequéncia promotova especifica de Xaathkomonas, seu
reconhecimento como‘ tal pela RNA polimevase de bactérias da mesma
espécie deva ser mais eficiente e a ligaglo com esta dltima bem mais

estdavel do que com sequéncias promotoras heterdlogas.

Existe ainda a possibilidade de que a RNA polimerase de XK.
campéstfis utilize ambos os promotores disponiveis para dar inicio a
transcricﬁo de amy, e neste caso, talvez a simples presenca de dois, e
nao um inico sitio de reconhecimento para esta enzima, venha a

concorrer para o aumento esperado no nivel de transcricio deste gene.

5.4 ESTARILIDADE DOS FLASMIDIOS CONSTRUIDOS EM X. campesfris:

0 .primeiro requisito para que um plasmidio EXPreEsse
eficientemente um gene do qual € portador consiste em sua capacidade
de éé manter estdvel dentro de sua hospedeira durante a duplicacHo
celular, passando as células filhas a cada evénto de divisio. Para
garantir este comportamento aos plasmidios construidos, dois deles
foram dotados do Jocus estabilizadov parf, e os resultados dos testes
de estabilidade realizados mostram que as coﬁstrucﬁes contendo este

locus génico sHo significativamente mais estdveis que aquelas
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desprovidas desse sistema estabilizador, ainda que a estabilizacio por
nds conseguida n&o se iguale aquela descrita por GERDS (41988) para
plasmidios igualmente derivados do RSFi0i¢ quando inseridos em

Fseudomonas putida.

GERDS, no eﬁtanto, estima o nivel de estabilizacfo atingido
apds a insercBo do locus pard em seus plasmidios em termos de perda
plasmidial por célula por gevragio. Este tipo de qxperimento leva em
consideracfio apenas os indices de-perda plasmidial das primeiras 10 ou
i2 gevacbes, em um tempo miximo de crescimento igual a 42 horas. No
caso deste trabalho; no entanto, interessava que os plasmidios
permanecessem‘estéveis em Xanthomonas por pelo menos 24 horas, uma vez
qﬁe. € esse o tempo necesséfio para o crescimento do pré-indculo para
fermeﬁtacﬁo dalgoma xantana. Apds este periodo de crescimento em meio
rico, as células s8o entfo transferidas para um meio de fermentagio
ondeg, devido an balango nitrogénio/carbono presente (baixa
concentragio de nitrogénio e alta de carbono) ocorre pouco crescimento
celular € baixa atividade metabdlica. Essaé. condi¢Bes levam &
suposi¢io de que as primeiras 24 horas de crescimento do pré-indculo
sejam‘ as mais importantes no que diz respeito & sintese enzimatica e
que requevram, portanto, uma maior estabilidade do plasmidio contendo o

gene da al fa-amilase.

Fara este periodo de tempo (24h), a taxa de perda plasmidial
para bactérias contendo o plasmidio portador de parf (Nal/pAFe3 e

Cm/pAFR23) € de, respectivamente, 4% e 2,7%, contra 66% e 74Y% para
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linhagens portadoras de plasmidios sem o Jocus parf (Nal e Cm,
respectivamente), o que resulta em niveis de estabilizac8o 16 e 27

maiores para cada caso, respectivamente.

A maior instabilidade observada apds as primeiras B4 horas
para os plasmidios inseridos na linhagem 280 Nall, eﬁ comparacﬁd com
aqueles inseridos na linhagem REF CmV, estad de acordo com os dados
obtidos por STRIFECKE (1988), que ao medir a povcentagem de perda do
plasmidio pAFL (semelhante ao pAF2) nas mesmas linhagens 'receptoras,.
obsérvoﬁ uma maior instabilidade do mesmo quando a hospedeira era a

linhagem 280 Nall .

0 fato da linhagem 280 Nalf apresentar'plasmidios nativos
pode ter contribuido para a diminui¢Bo da eficiéncia de estabilizacio
plasmidial promovida por parP, uma vez que a perda do plasmidio
introduzido pode ser atribuida ao fendmeno de incompatibilidade
plasmidial. Novos estudos s8o0 necessarios a fim de confirmar esta
hipdtese, incluindo-se a caracterizagc8o do grupo de incompatibilidédé

ao qual pertencem os plasmidios nativos da linhagem 28¢ Nall .

5.7 PRODUCAD DE ALFA-AMILASE FOR LINHAGENS DE X. camepestris:

Concluida a etapa das construcdes plasmidias ¢ sUa

introdugio nas linhagens selecionadas de X. campestris, foram

~
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estabelecidas as curvas de produgfo de alfa-amilase para as diferentes
linhagens obtidas. 0 primeivo ponto que chama a atencio na observagio
dos. resultados expostos nos graficos 4 € 5§ relaciona-se =ao tempo
necessérid a estas linhagené para atingir o pico de producfo de alfa-
amilase (mais de 86 horas), tempo este superior aquele utilizado para

crescimento das linhagens visando a a produgio de goma xantana (24

horas de pré-indculo).

Este tipo de comportamento, nd que diz respeito as ﬁurvaa de
atividade especifica de alfa-amilase, difere daquele observado para
este mesmo tipo de curvas obtidas por FRUDENCE e colaboradores (1989)
para  linhagens de 5. subti!is que expressavam um gene amy clonado de
£, a&y!a!iq«e?&riens. No frabalho'em questio, a gré?ico obtido para
atividade especifica de alfa~amilase mostra-se comov wma curva
crescente a pavtir de 2 horas de crescimento celular atéd cerca de 45
horas, quando o pico de atividade € atingido e o crescimento da cuwrva
estaciona. J& os dados de LINARDI (197%5), no entanto, mostram que =a
produgio de alfa-amilase enddgena por £, amiloliquefaciens é residual
até cerca de {2 horas de crescimento, aumentando linearmgnte atée 72
horas de crescimento bacteriano, onde atinge seu indice méximo. A
existéncia de dados conflitantes no que diz respeito & cinética de
producio de alta-amilases em diferentes hospedeivos reflete a
interferéncia do metabolismo particular é sistemas de regulacﬁo

agénica de cada hospedeiro na expressdo final do gene em quest 8o .



& interessanfe notar que as curvas de atividade especifica
de alfa-amilase das linhagens Cﬁr apresentam uma relativa
estabilizacio dos niveis de atividade enzimatica entre os pontos de 27
e 3¢ horas, o que nlo é observado para as mesmas curvas no que diz
respeito as linhagens NalV. Isto pode ser atribuido A& 'expréssﬁo
possivelmente retardada da alfa-amilase enddgena de X. campeséris em

comparagio aquela de £.subéilis introduzida através dos plasmidios.

Ainda no que diz respeito ao tragade geral das curvas
obtidas, vemos que os resultados expostos nos graficos 6 € 7 para as
curvas de atividade. especifica (A.E.) de alfa~amilase mostram a
ocorréncia dé dois picos (i2 e 27 horas) separados por um vale (48
horas). Este efeito tem ovigem na variacfo da producio de proteina
total} extracelﬁlar pelas mesmas linhagens, a qual inicia quase nula
(18 horas), apresenta um pico as 48 horas, fazendo cair os valores de
‘atividade especifica neste ponto, e estabiliza-se até as 3¢ horas, o
que, somado ao aumento real da produgio desta enzima neste ponto,
promove o aparecimento do pico de A.E. das 30'h0ras. Este tragado
particular obtido para as curvas de atividade especifica de alfa-
amilasé niao encontra paralelo nos trabalhos de FRUDENCE e
colaboradores (4989) ou de LINARDI (1973}, os quais mostram curvas de
atividade especifica sempre crescentes a partir do ponto inicial de

leitura.
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5.7.4 0 efeito da glicose

Uma vez que dados da literatura moséravam que, de modo
geral, a sintese das alfa~ahilases de B. subtilis estia sujeita a
algum tipo de repressfio por glicose (HEINEKEN & O'CONNOR, 1972), foram
realizados testes de producio de alfa-amilase belas linhagens
portadoras dos diferentes plasmidios construidos tanto em presenca

quanto na auséncia de glicose.

Os resultados obtidos mostram que a adi¢lo de élicosa ao
meio de cultura causou um pequeng efeito de reducio na expressio do
gene  amy nas linhagens Nalf, o efeito inverso tendo ocorrido, no
entanto; no que diz respeito &s linhagens Cm"™. Este comportamento nos’
leva a supor que o promotor do gene amy de B, subbilis seja realmente
passivel de repressdo por glicose em seu hospedeirovoriginal, e que
este efeito esteja bastante reduzido em X. cameestris devido as
diferencas existentes entre os mecanismos de regulaci®o génica destes
dois géneros de bactérias. Esta hipdtese fica corroborada pelas
bbservacﬁes de SETLOW (i973) e ULLMAN (19274) que mostraram que embora
o "efeito glicose” ocovva em £. subtéilis o efetor deste mecanismo de
contvole n#o parece sev, como oCovre Nas demais bactérias gram-
negativas, o AMFc. Uma vez que os promotores ﬁassiveis_de repressio
catabdlica em F£. subéilis (como o do gene amy em questio) nio parecem
ser regulados por variagBes dos niveis de AMFc intracelular, & como
este(dltimo parece ser o principal efetor do “éfeito glicose"” em todas

as demais bactérias gram-negativas, parece possivel que esta diferen¢a
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de efetores de regulacfo seja a causa da diminui¢c8o do efeito de
repressio por glicose sobre o gene amy de B, subfilis quando em X.

cameestrlis.

No caso das linhagen Cm', onde a adig¢80 de glicose ao meio
de ¢rescimento mostra efeito inverso aquele acima descrito, o efeito
de repressio do gene amy exdgeno (oriundo de £, subtilis) pode ter
sido mascarado pela produgfo enddgena de alfa-amilase que esta
linhagem Jja apresenta mesmo na auséncié dos plasmidios amiloliticos.
Esta producio de alfa-amilase a partir do gene da prépria Xanthomonas
nio esta sujeita 4 repressfo catabdlica, como mostram os resultados
dos graficos 5 e 7 corroborados pela analise estatistica dos dados
contiaa' nos apéndices 7 & 12 e 19 & 24. Como a glicose vem a ser uma
fonte de carbono de metabolizagHo mais fdcil e rdpida do que aquela
presente no meio L, as linhégens Cm¥ tendem meﬁma‘a aumentar a sintese
de alfa-amilase na presen¢a deste agucar, pelo simples _efeito do
aumen{o geral de suas fungBes metabdlicas promovido pela utilizagHo da

glicose como fonte de carbono.

5.7.2 0 efeito do locus parf

Uma wvez que, como ja foi discutido no item 5.4, o primeiro
requisito para garantir a boa expressio de qualquer gene epissomal &€ a
manutencio do plasmidio que o contém de maneira estiavel dentro de sua

célula hospedeira, a inser¢io do locus earf _ nos plasmidios
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amiloliticos parecia um bom recurso para conseguir o aumento da

expressio do gene amy neles contidos.

0 que se pode observar, no entanto, foi que todas_ as
linhagens portadoras de plasmidios contendo a insergfo do Jlocus 'pars
apresentaram niveis de producfo de alfa-amilase inferiores aqueles
observados para suas corvespondentes portadoras de plasmidios onde
este locus nao fora inserido. Fossivelmente, o tipo de estabilizacio
promovida por parP, como descrito por GERDS e colaboradores (4988),
tenha-se revelado na verdade um Onus metabdlico muito grande a célula
hospedeira, que tenao parte de4seu metabolismo cbmprometido pelo
ProCcesso de- estabilizag80 plasmidial, mostra-se menos apta é
desempenhar suas demais funcBes metabdlicas. Este efeito pode também
explicar o fato de que a estabilizag¢lo promovida por parf em X.
campestris, como mostram os dados discutidos no item §.6 acima, n&o
tenha se mostrado t%o eficiente quanto aquéla observada para outras

bactérias gram-negativas, como descrito por GERDS (1988).

5.7.3 0 efeito do promotor‘de X. campestris

A baixa expressfo do gene amy de £, sabti!ts em X.
campestris poderia sev atribuida, seﬁundo o exposto no item “RevisHo
Riblipgrafica”, ao fato de que o promotor original deste gene, sendo
oriundo de PFacillus, nio se adequésse ao aparato transcricional de

Xanthomonas. Devido A& escassez de dados a vespeito da regulacﬁo do
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gene amy utilizado neste trabalho, vdrias hipdtese de trabalho foram

levantadas:

(a)} 0 promotor do gene amgiem questio, apesar de se constituiv em
uma sequéncia consenso, nfo se mostrava apropriado para dirigir a
transcrigio deste gene em X. campestris.

(b) 0O prbmotor do gene amy de B. subtilis é dependente da atuagfo
de uma molécula reguladora positiva para ser adequadamente reconhecido
pela RNA polimerase, mecanismo semelhante ao descrito por éDSEHBERG &
COURT (1979), e este rvegulador encontra-se ausente em células de X.

campestris.

-(c) O gene amy de B. subtilis ¢ um.gene originalmente'ativado por
substitui¢fo da subunidade sigma predominante (siéma 433 da RHA
polimerase de AFRacillus por uma de suas I outras subunidades sigma
disponiveis nesta bactéria (CHAMRBERLIN, 1974; ISHIHAMA, 1978), como
ocorre na ativacfo de genes durante a esporulacfo. A nfo ocorréncia
deate tipo de interconversfo da RNA polimerase, ou a nfo existénci% a
subunidade sigma adequada ao reconhecimento deste promotor na célula
hospedeira, prejudicaria a expressio de amy em Xanthomonas .

Em qualquer das hipdteses, permanecia o fato de que a
transcri¢io do gene amy de Pacillus subtilis parecia deficiente em
xhntﬁomonas campestrrs, € que a subclonagem de um promotor de

’

Xanthomonas “upstream” a esse gene deveria melhorar sua expressio
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independente da presenca do promotor original de B, subtilis.

Realmente, os dados expostos nos graficos 4, 5, 6 e 7 e
corroborados pela andlise estatistica contida nos apéndices de i a 24,
mdstram que as linhagens de X. campestris portadoras de plasmidios
contendo ] inser¢do de séu promotor homologo produzem

significativamente mais alfa-amilase que suas corvespondentes.

Obtivemos, apds introducHo destes plasmidios amiioliticoa
construidos, linhagens CmV' capazes de produziv 100X mais alfa-amilase
(C28X) que a linhagem amilolitica original e linhagens NalY capazes de
produzir 2300% mais alfa-amilase (N2X) que a linhagem original n¥o
amiloiitica, 0 que demonﬁtré a atua&ﬁo significativa do promotor de K.
campestris sobre a expressio do gene amy clonado, superando as

deficiéncias do promotor heterdlogo original.

Os niveis - de atividade especifica de alfa-amilase obtidos
pelas linhagens CmV portadoras de plasmidios amiloliticos contendo a
insergio do promotor de Xanthkomonas cameestris sio gquivalentes
aqueles obtidos por FRUIENCE e colaboradores (198%9) para linhagens de
B. subfilis que expressam o gene de alfa-amilase clonado de &,
amg!a!iquefaciéns. No caso destas linhagens de 8. sabt:‘!:‘sf no
entanto, o pico de atividade enzimatica sd ¢ alcangado apds cevca de
49 horas de crescimento celular, enquanto no caso das linhagens de X.
campestris portadoras do pAPéX este pico de atividade encontra-se em

torno das primeivas 27 horas de crescimento, iniciando o decaimento
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logo apos este periodo.

A equivaléncia dos niyeis de atividade éspecifica obtidos
nos dois hospedeiros acima cifados descarta a hipotese de que a alfa-
amilase, | sendo uma enzima que prescinde de modificacles pos—
transcricionais para garantir sua atividade (VAN DIJL, 1988) tivesse
sew nivel de expressfo prejudicado em um hospedeivo heterdlogo (no

caso, X. campestris).

Ds niveis de atividade especifica midximos atingidos pelas
linhagens Nall, no entanto, ficam um pouco aquém(daqueles obtidos para
as linhagens Cm", embora 0s graficos de produgfo enzimatica (U de
alfawaﬁilase) mostrem que as linhagens Nall pottadoras de PlasmidiGS'
contendo. a inser¢io do promotor de Xﬂ campestris atingem picos de
producio desta enzima compardveis aqueles das linhégenﬁ Cm' . 4Este
compoftamento pode ser atribuido & alta produgHo de proteina total por
linhagens NalV, a qual chega alcangar o dobro daguela alcangada por
linhagens CmY, o que causa a queda nos valores obtidos para atividade

especifica de alfa-amilase das linhagens Nallb.

Uma wvez que mesmo na ausén&ia do promotor de Xaathomonas o
gene amy de Pacillus ¢ expresso nesta bactéria, € possivel que
ocorva, nos casos de bactérias portadoras de plasmidios contendo dois
promotores "upstream’ ao gene amy, a uti}izacﬁo,de ambos os promotores
preséntes (o promotor oviginal de £, subtilis é aquele clonado de X.

campestris posicionado “upstream” ao antevior) para dar inicio A&



transcri¢cio da alfa-amilase, de modo que o aumento observado para a
taxa de sintese desta enzima se deva nio apenas a presenca de um
promotor compativel com o aparato transcricional de X. camepeséris, mas
também a‘ existéncia de dois sitios disponiveis para ligag3o da RNA

polimerase.

5.8 FRODUCAD DE GOMA XANTANA:

Os testes de fermentagio vealizados a fim de determinar a
capacidade de producio de goma xantana pelas linhagens contendo os
plasmidios construidos moétraram aue nenhuma das 1inhagens testadas
foi capaé de produzir goma xantana a niveis satisfatdrios tendo o

amido como unica fonte de carbono.

A caracteristica amilolitica de que foram dotadas, no
entanto, parece conferir a estas linhagens melhor capacidade de
aproveitamento dos substratos, quer se trate de amido, SACAT0SE OU de
ambos, Jj& que, em todos os casos, as linhagens portadoras de
plasmidios amiloliticos apareceram como as melhores produtoras de goma
xantana, excecio feita apenas & producfo de goma a partir de amidg povr:
linhagens Cmv, onde a linhagem original Cm se sobressai sobre as

demais.
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Além dissd, os maiores valores para viscosidade de goma
xantana foram obtidos por‘linhagens amiloliticas crescidas em amido e
sacarose (AMI+SAC) . Heémo quando se compara & linhagem Cm" desprovida
de plasmidios, poOvéEm originalmente amilolitica, seu desempenhaq é
melhor em amido+sacarose do qUE €m SACArose apenas, o0 que nio ocorre
ﬁom a linhagem original NalV (nfo amilolitica), que =apresenta seu

melhor desempenho €m SacCArQse.

Estes dados levam a suposicfo de que, a raz8o pela qual
nenhuma das linhageps é capaz de utilizar o amido como dnico
substrato para producio de goma xantana, reside no fato de que, apesar
de -todo o amido contido no meio de cultura estar sendo degradado, as
linhagens de Xanthkomonas nio estlo sendo capazes de utilizar
integralmente estes produtos de degradagio para a producio da goma .
Isto poderia explicar a baixa produ¢fo de goma em amido, que tende a
aumentar coﬁ o aumento da producio de alfa-amilase pela hospedeivra.
Explicaria’ também o aumento da producfo de goma devido a adigdo de

amido =zo meio contendo sacarose, fendmeno este que S50 OCOVvVeEe com as

linhagens amiloliticas (todas menos Nal).

Como Jja foi comentado anteriormente, a alfa-amilase cujo
gene foi utilizado no presente trabalho n8o foi ainda caracterizada
quanto aos seus produtos de degradagfio, entretanto conhece-se que, em
geral, o principal produto de hidrdlise do amido por alfa-amilases é a
maltose seguida de glicose (KUESITADZE & DUALI, 1982). as linhagens

de X. campestris utilizadas mostraram-se perfeitamente capazes de
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crescer e meio minimo conteﬁdo apenas maltose como fonte de'garpono,
embora cresgam reconhecidamente melhor em glicose. Uma melhor
Caracterigacio dos produtos de degradacfo obtidos apds tratamento do
amido por esta alfa-amilase de B. subérilis €, pois, uma etapa
necessaria a fim de detevminar quais os tipos de bloqueios impedem a

conversio dos produtos de hidrdlise do amido em goma kantana.
5.9 PERSFECTIVAS:

aAcreditamos que alguns estudos complementares se mostram
necessdrios a fim de complementar os resultados obtidos por este’

trabalho, tais como:

(a) Caracterizacfo do menor fragmento de DNA que contém o promotor

de X. campestris dentro dos 6¢@ pb clonados.

(b) Sequenciamento desta sequéncia promotora.

(c) Comparacfo da sequéncia obtida com um "banco de promotores”™ a
fim de determinar homologias e variagfes de sequéncia que possam

ajudar a interpretar o funcionamento Jio vive deste promotor.

(d) Analise dos produtos de degradaglo do amido pela alfa-amilase

de £. subtilis.
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(e) De acordo com os reSultados obtidos em (d).estudar as vantagens
da = introdugio de genes de outras enzimas desramificadoras ou
exoamilasés nas linhagens de Xanthomonas, visando obter produtos de
degradacio do amido mais acessivgis & maquinaria metabdlica destas

bactérias.

Alem disso, no intuito de conseguir a produgio ~de  goma
xantana tendo o amidoe como dnico substrato, acveditamos que torna-se
necessario 'um maior conhecimento db ciclo biossintético da goma
xantana, em espetial de suas primeiras etapas due envolvem a
incofporacﬁo de acdcares‘ simples e 'sua conversfo em derivados

nucléotidicos (IELFI & cols., 1981).
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6. ABSTRACT

Xanthomonas c&mpéstris is a phytopathogenic bacteria
responsable for the black rot of crucifers and a variety -of other
économicallg important plant diseases, and which produces an
exopolisacharide with large industrial applications known as xanthan.

gum.

‘Promoter sequences isolated from X. caapeséris were cloned
and four plasmids harboring the amy gene of 5. subtilis were
constructed in order to obtain strains showing high expression of the
alpha-amylase gene and thus potentially capable to use starchk in
fermentation processes. The new plasmids constructed weve: (i) paF2,
~which contains the amy gene under the control of its original promoter
. of Pacillus; (ii) pAFEX, which contains an aditional promoter of X.
crampestris placed upstream of the amy gene; (iii) pAF23, obtained upon
introduction of the stabilizer Jocus parf in pAF2; and (iv) PpAF23X,
obtained upon intfoduction of the Xanthomonas promoter sequence in
pAF23.

Anaissis of the stabilization levels obtained after the
introduction of parf in pAF2 showed a reduction of up to 27 times in

the loss rate of plasmid containig this Jocus.
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Quantification of the alpha-amylase production bg‘ the >8
strains obtained after the.intfoduction of the new plasmids in X,
campestris showed that, strains containig both Pacrillus and
Xanthomonas promoters were able to produce up to 300X more alpha-

amylase than strains lacking those plasmids.

Although none of the strains tested has been able to produce
xanthan gum from sfarch, the amylolitic character introduced improved
their qapaﬁits to utilize starch containing media (starch and starch
plus»sucrose) for the production of this biopolymer. The highest level
of xantan production was achieved by strain N2X, which harbours the
amylolitic plasmid with tﬂe insertion of the X. cameestris promoter

(pAFE2X) . .

These results show that there are promising possibilities
for the pr&ductiun of xanthan gum utilizing starch as the unique
carbon source, although aditional studies involving characterization
of the hydrolysis products of the alpha~-amylase gene cloned from .B.
subtilis énd' theif vutilization by strains of X. campestris should

still be carrvied out.



7. APENDICES

Os apéndices de {1 & P4 referem—se & analise estatistica

(Analise de Varifncia e Teste de Tukey) dos dados de produgdo de alfa-

amilase pelas linhagens construidas. Nestes, as conven¢gdes utilizadas

para as
Trat 1§

Trat 2

Trat

B W

Trat

Trat

w

Trat

- N o~

Trat

Q

Trat
Trat ¢

Trat 1i¢

analises foram:

dados em triplicata dos valores de producio de alfa-amilase

da linhagem

idem
idem
idem
idem
idem
idéﬁ
idem
idem

idem

para

para

para

para

para

para

para

para

para

a

a

a

280 NalV
1inhagem
linhagem
linhagem
linhagem
linhagem
linhagem
linhagem
linhagem

linhagem

crescida em presenga de glicose.,

280 NalY¥ crescida sem glicose.

Ne crescida em glicose.

N2 crescida sem glicose.

Ne3
N2e3
N2 X

N2X

crescida
crescida
crescida

crescida

em glicose.
sem glicose.
em glicose.

sem glicose.

N23X crescida em glicose.

N23X crescida sem glicose.

Estas mesmas convengoes repetem—-se para as linhagens Cmb',

nesta mesma ovdem.

0 simbolo x%% que aparece na frente dos dados obtidos para F

indica que o valor em questfo & significativo a nivel de @,41%.
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TRAT 4 TRAT & TRAT 3 TRAT 4 TRAT 3 TRA1 6 IRAT 7

5.5 4.00 ‘3.p5° 3.83 545 . 4.09 s et
5.59 \ 4.81 3.5¢ - 3 61 5.36 4a.ie 5 30
5.469 4.314 3.60 3.78 %5.09 3.8 5 .54
TOTAL 14.680 18,54 10,39 11.16 15.60 12,00 $4 02
HEDTA 5,600 4.iB0 3,460 3.7¢0 %, £00 4,000 %.340
S. 0. Q. 08354 .14473 Q.1900 Q.1100 0 1) Q.1646 Q 1'i40
8.E. 0.04%93 o .04%0 0.40¢7 0.063% 9 oNnes 0.0959 o anae
;
TRAT 8 TRAT 9  TRAT {e
3.50 3.45 447
3.56 3.40 4.45
3.7% 341 4.pp
10TAL . 10.89 10,26 12.54
MED1A 3,430 3,400 4,100
§.D. 0.1044 0.0265 0.0360
8.E. ¢.0403 0.0153 0.0208
g8a oL au F
Tratamentos - 17.875300 9 1.986150 120.37%%x
Residuo 8.329954 Po 0.046450
Total ~ la.ees300 29
Desvio badrao resiiual (s): 0.i2844 C.V.= 3.0X%
TUKEY 5%
TRAT 4 5.600 @
TRAT 7 5.34¢ Eb .
TRAT 5 % 200 b
1RAT 2 1 iae c
TRATLO '1.190 €
TRAT § .00 cd
TRAT 4 3.780 de
TRAT 8 3.43¢ de
TRAT 3 3.460Q ¢
TRAT ¢ 3.420 &
DHS= 6.378 . !

Apéndice 8.
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N1dta—aAmnllase U3 - Claw >
e v o o e e B e e e e e et e e e e e e e
TRAT o TRA{ 2 TRAT 3 TRAT 4 IRAL 5 TRAL 4 Ikal 7
13.30 11 .po 19.04 14.56 16 %0 13 20 25 o
13.80 - 11.9@ 18.90 $1.66 16 41 13.26 25 01
13.46 - it.3e 17.39 11.34 16.44 13.08 24.57
TotaL 39.66 - 34,32 54.30 34,54 45 .32 39.04 75.18
HEDIA 13.ee0 11,440 18. 100 11,520 16.440 13.080 d5.0¢c0
§.D. 0.0722  0.317S 0.7590 0.1436 0.0518 0.0159 0. 5167
8.E. 0.0447 0.1833 0.4302 0.0944 0.0299 0.0115 0.P904
TRAT © TRAE 9  TRAT L0
2{ .30 14.50 - 16.90
ei.84 | 12.67 16.90
e1.e7 . td et 17.08
TOTAL 63.78 44 58, 50.00
HEDIA B1.260  14.860 16.960
8.D. 0.0442  @.0307 0.1038
8.E. ..0?55 o 0.47%6 0.0%%9%
; A
H
; sQ 6L QM F
Tratamentos - 514.33 9 57.970 344 Privun
Residuo 3.36 ee 0.148
Total 51769 29
Pesvio padrao residual (s): 6.410 C.V.= 2£.5%

TUKEY X
TRAT 7 £S.060 &
TRAT 8 2i.260 b
TRAT 3 18.400 ¢
TRAT10 16.940 cd ‘
TRAT § 16.440 d
TRAT ¢ 4.840 &
1RAT & 13.889 I
TRAT 13.820
TRAT 4 14 %24 o
IRAT 8 {.440 ¢
DHS= {.186

Apéndice 9.



@ G e S e s E S e Sms Ge Ghew dmve Sage Bate S+ e Ml R GRS beAe (s W Fe§ Sme Shed eae Gms $io Seee Seet Sard FHE BEer SHE G000 PN Sher B8 ¢ See Seb BB S SHPE Has HHP St dms sein mees wee bame mb b e b bee

YT Pa—mand lmse U ':i e 1 L < l'll >

S et et S0t e e et feie s s e Wt Geve M8 G Tmad Sme Samm GUNS RO MRS NP S04 GO0 P Sens SeOn B Smwe S WS Ghac BeE GASL SURE SN Sese FSh Sbes Moy Jee eo PEmS SEeS Beds B4e Saes Meer et bevE mee fmos sme b snrd st sems

TRAT TRAT 2 TRAT 3 Tar 4 TRal % ThOT

16.80 i1 .50 15:60 1e.32 17 .49
i6.04 11 .47 15.93 10.62 17 .56
15.37 - 14.53 15.39 . 10.74 17 .15

orac 48 .18 34.59 4672 31 .40 i Lne
EI'TA 16.060 11 .%00

.E. ©.4435 0.0472

kAl 8 TRAT ¢ TRAT 10

19.98 25 .35 15.03

20.30 5.2 15.68

i¢.7e 25 .75 15.77

oTaL 60 .00 746.30 4662
EDIa . £20.000 25.440 15.540

I . @.29¢4 0.2764 0.2787
B ©.4677 0.1596 0.160%

M e AT Bee com et W So MmeE SOE G A BENY TR 140e Loer G400 PV GNP G080 deeb sess Hedm Sl i daem Goet Sass Geis S Gel S0t bent Brew bees Sren S50 cmt 4100 4748 beal Guen emm ere awem Fim brin Sire srme Srme Ses 4ris sher 4ose bses mies Mves rete

Sa GL. oM
ratamentos 691.93 o ) ThH $1934
rqgiduo 3.83 : o /I R =4

stal 695 .76 29

1 .640 10 %40 17 .400 10,300
LD ©.7443 0.02%7 0. .2a7ee ©.2463 0.2472 0 TR
0.1578 0.1249 0.4266 0 A203

168

Tear 7
£3.4%
24 .79
fen

K oy
s Lhr

A B Mg
@ 4203
o 2739

F‘

401 . QX

e e s Se W4 S8 Wt G S e s Tme She WO SR SmS ST FS GM0C Swd Bt Ste Seut Bow e et Sn G MM Sede Mee Gras Eee Sat el See- G4 Aot Sv4s Sree $O40 Aeen et Se Bess Evd Fedh 01t oB- S84 Bers Emas ares wor ime 4oL Mars Gr s e+ eeh et e oo bire e Bire b o e o m

rsvio padrao residual (s): 9.438 C.V.= 2 6%

MR mn bme e Gmt s 40 184 e Gut mE B0 e e e a0 s Bews FIAS B 0% Sees Sma Pma @4 Seea Senr Pt Smpe Mot Babs Sebe B S e Bt aes
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cts»

MRl

Ctimm >

e o e = o e " T oy G S 28 S S e - S A B e Y P it B 9 S et i e B T e B bt e T o - ¢ = s v e e o - < e s ol b e

ToraL
_HEDIA

§.D.

S.E.

TOTAL
MEDRIA
s.D.
8.E.

Tratamentos

Rcsiduo

TRAT 2.
1ie.714
i12.68
ig.83

38.22 -
12,740
0.07%4
@.04358

TRAT 1@
49.80
19.75
19.73

59.8e8
19.760
9.Q350
¢.og07

mnal 4
12 .64
12 &3
ie.8é

30.10
i2.700
@ {agy
0.o0802

That ROl 6

17.74 14.67
17.64 14.78
17.7e 14.63
93.04 44.08

17.600 14.7¢9
Q.057% 0.0816
0.0344 0.04714

103.505
0.i22

tHeat 7
L7 467
27.34
e8.9e

g%, 92
c8.64490
0 8456
0.4002

A 0 1D T e BT Gt e O R o P e S Y B (U D LD D (o o T 0 0 e £ S B S T B S O o e S e o e e

150 Pouuw

- - T T Y A = St = At 00 e e B et o o e e R Al S Y o G e B B e S B B Yt S e (e B Y M e S o e R o 4t e oo T

AL ra—nmilxme
TRAT {  TRAT @
$6.40 12.90
16.54 . fe.et
16.23 " {p.93
" 49.14 30. 44
16,382 ie.800
0.1450°  ©.0618
0.0814  0.0357
TRAT 8  TRAT 9
e2.94 £6.70
£R.95 g7.34
£3.44 £é. 12
69.30 80.13
£3.100 B6.740
©.2955 0.5950
0.1704 0.3435
80

931 .54

e.43

$33.98

peavio padrao restdlal (w):

- T s - o P AP " - - " P o O

e " i " " S . " o - .

Apéndice {1.
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N1 Pr—aililtlnde

cUis — e, <L)
TRAT & TRAT & TRAT 3 IRAT 4 TRAT & TRAT 6 tkal 7

10.86 56 .36 7 o8 12.43 8.76 20 12

10.9 - B.56 .42 7. 10 12.96 8.57 30 20

10.7 . 8.6 @.482 7.40 13 .67 .15 30 34
ToraL 3e.55  B5.74 £8,00 21,48 38.76 26.68 50.46
MEDIA 10.8%50 .B.580 .9.400 7.140 12,920 8.560 30.700
8. D. 9.1053  @.034i 0.0345  ©0.0493  0.7700  ©.45Ue o 1171
S.E. 9.0608  0.0157  ©.8199  ©.0400  0.4450  ©0.{126 0 0647

TRAT 8 TRAT § TRAT 10

19. 48 £8.97 19.73

19.87 £6.63 19.90

£0.39 £8.34 19.09
T0TAL 59.80 85.94 59.52
MERIA  19.960 . BB.647 19.840
S.D. 0.3968  0.3152  0.0947
5.E. 0.e068 é.ipe0 0.0547

g0 oL i r
Tratamentos i9és. 140000 9 £18.016000 2357 . 42%nx
Residuo | .s45610 o 0.050480
Total {943.970000 es
6.30411 CV.= 1.9%

TUKEY %X
TRAT 7 30.020 a
TRAT 9 £8.647 b
IRAT B £9.940 ¢ -
TRAT10 19.840 ¢ -
TRAT S {e.920 d
tRar ¢ 10.050 @
TRAT 3 9.400 ¢
1RAT & 8.940 ¢
1RAT & 8.580 ¢
TRAT 4 7.440 ¢

pHS= 0.800 '

Apéndice 2.
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J R I T I

v e ey

ALE. Al Parrainnd lame CCwmd S % 94 I
IRAr { TRAT £  TRAT 3 1Al 4 1AL S kel 6 Mtal v
137.99 . BS.59 105.70 100.67 77 79 e 40 112 f2
139.96 ' 084.96 105.78 100.01 77 63 1241 £33.23
141.04 " 86.88 105.79 101.30 77 .05 17 40 174 54
jo1aL 448.95  es7.79  3i7.87  d0i.98  Q3n.47 37.31 399 9%
HEDIA 139.450  ©5.930 105.757 100.660  77.499 12.403 1237 330
S.D. 1.5360. ©.9586  0.0765  ©.6450  0.3916  0.004% 1 240
S.E. 0.8848  6.5535  0.0442  ©.3724  0.PE64 0.0030 0 7075
fRAT 8 TRAT 9  TRAT 10
160.95 65.62 1%1 .50
161.92 65.86 151 .96
160 .04 65.77 151 .99
TO1AL 488,94 {97.25  dss.83
HEDIA  160.970 45,750  i51.950
S.D. 0.9396  Q.4036  0.0000
5.E. 0.5425  0.0598  ©.0000
;
[ “'1'
. 80 oL ol r
Tratamentos 55763 el 9 6189 .590 9781 . 00Qxxx
o o .
Residug e . ee 0:633
Total 55718.96 )
Pasvio padrac rasidudl Cs): 0.795 C.VU.= ©.0%
,' ; M
I ) .
TUKEY 95K
TRAT 8 160.570 &,
TRAT10 154.950 bt
TRAT { $39.650 ¢
TRAT 7 133.330 ¢ ..
TRAT 3 105.757 ¢ -
TRAT 4 100.660 1
TRAT & 85.930 § .
TRAT 5 77 .450 h .}
1RAT ¢ 65.750 { /.
IRAT & 10.403 § N
pHS= g.304 ¢ |

Apéndice 1i3.
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AE. AaldTa—Amil lase 2md> -~ 18k,

Al & IRAT 2 IRAT T IRAT 4 Mkl % 1RO 4 tkat 7
446 .69 pS 54 35.4¢6 34.76 37 .07 27 06 49 0
45 .96 o Bé.40 35.21 34.95 38 o2 30 73 17 47
) 47 .40 £6.35 as .47 34.07 a0 09 30 79 A7 04
10fal {4¢.0¢ 79.24 104 .44 {04.58 £47.794 ?1:00 147 .66
HEDTA 44.670 B4 .420 3%5.38¢ 34.860 37 .%00 39,4600 47,000
S.h, Q.7203 Q.0004 9.4474 %.0944 0 B7e3 9 6413 R 1744
S.E. 0.41%9 0.04464 Q. .08%1 0.0%4% Q. %141 Q@ 17ep 6 {1i0%
TRAT 8 TRAT 9 TRAT . 1@
37 .7 gh eRr R0 w/
38 . ¢4 £é6 .58 19 Ad
36.16 26.56 392.36
10TAL $141.24 79.905 1{8.53
HEDLIA 37.08¢Q £46.3%0 37.5409
s.h. 0.9200 9.3210 Q.1326
$.E. 0.534¢ 0.1853 9.0765
5Q GL CH I
Tratatﬁentos . $560.34 ' ¢ 173.3714 624 . 67%%¥
Residuo %.55 ’ 0o ¢.278
Total 1565.89 144
lesvio padrao residual (s): 8 .507 C.V.» {.4%
TUKEY 35X
TRAT 7 49.820 a
TRAT § 44 .670 b
1RATIO 392.940 ¢
IRAT & 37.980 d
TRAT 8 37.080 d
TRAT 3 35.300 @
TRAY 4 34.0460 ¢
TRAT & 30.400 f
1RAT & B6.480Q ¢
TRAT ¢ £6.350 ¢
DS = {.524

Gpé‘ndice i4, g -



e mem e as s At am e o b e

A.E. Al Pa—Aiilllaose

Ctzm ) 12714,
e e O 2 e e O e B B e o ot O o o o e e o o e e o o o - as
"lnﬂl { TRAl 2 'I'R‘_ﬂl 3 TRat 4 tiatl 1RO H 1010 7
110.96 85.36 112.96 56.01 105.86 uS. 36 147 w2
141.99 -gd.92 113 62 95.94  105.74 85 .45 149 ot
113 02 8718 1ip. 81 96.03  105.54 85499 149 on
TotaL  335.97  es7.46 339,39  £00.00  317.46  2U6.T 14 &%
MEDIA 411.990  ©5,820 113.i30  56.000 105,780  ©5.400  140.55
S.D. {.0209  4.i980  e.4283  0.000@  ©0.i593  ©0.0¢00 @ 077
8 .E. 0.m940  0.49i7  0.PA74  ©.0000  ©0.0900  0.0000 0. 4643
TRAT 8 TRAT §  BRAT 10
165.01 99.36 158.47
165.47 98.57 159.72
165.39 98.12  158.96
TOTAL  495.57  295.05  476.89
MEDIA 16%.190 - gB.350 158.9%0
S.D. e.1654 o.fexe 0.7756
8.E. 0.0955  0.i876  0.4470
80 6L aH F
Tratamentos pdoie.v0 9 2640100 L4670 D5xRR
Residuo ; 9.06 £o 0.400
Total gdoce .90 29
Besvio padrao residial (s): 0.4632 C.V.= 0.5%

o e e . am - e s (o e S0 P B M S O Pt e S vt 4 e P o s v S S o S 0 S s Y AR S 7 Lt o e B S S A S e Tl e e

TUKEY 5%
TRAT B 145.490 a
TRATIO 159.950 b °
TRAT 7 148.550 ¢ -
TRAT 3 113.130 d :
TRAT { $14.990 d
1RAT 3 10%.700 ¢
1RAT ¢ $8.350
TRAT 4 96.000 g
TRAT 2 85.880 h
TRAT & 85.400 h_

DHS= 1.889
)

Apéndice 15.
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" A e e A B e e e e O W B i S G B e 1 e

ToraL
MEDIA
§.D.
$.E.

107aL
HERIA
§$.D.
8.E.

nlf&—AMiIaﬁw

TRAT 8
173.58
174 .69
174 . g9

549.50
173.167
1.3347
©.7489

TRAT 2

69.04
49 .08
71.64

209.73
69,540
1.4985
0.8452

TRAT ¢
184.00
183.93
184 .90

5393.05
184,350
Q.4944
0.8864

Ct{Tm D

TRAT 3 IRal 4

3BOIL

Iikal 9 Ikat 6

185 .96 67 G
130 03 67 9%
131 .60 67 1%

37459 202.06
130.520 67 .60

¢.9312 0.25¢6
0.5376 0.§671

tnt 7
{144 @3
f'it 30
fan rn

450 84
fue 70
1 7476

0 ¥l

- e S Tt 0 S e S 8 S Sk T P O ) 6 D Tk R e A T S o S U S B P o B e 8 S e i e o e o e T e A W Sl e e N e el e e e e ew o= s

Tratamentos

Residuo

A T T 0 — - " > - o S S A At S D20 B R B R e e s R L4 L o SD e A1

50145.70
e1.e8

Deasvio padrao residual (s):

91.02 §1.50
90 .64 91 00
g8.5e $1.79
870.73 e74.27
f0.250 $1.430
1.15%0 ©.3740
0.6648 0.2275
TRAT 1@
ie3.43
jag .93
121.45
366.51
1g2.4790
Q.8604
0.4967
oL
14
ro
14"
i.030

5571 .750

1 044

Py 70NN

- - - m- A = P = 8 . - e T . o (= M S e T

a-nanoce

sra

- - - o S S . T a0 - - o T T T o o

Apéndice 16.
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Apéndice 17.

L B Al Pa—Amil laase Ctlug D LERINS
IRA1 ¢ TRal 2 mat 3 1ot 4 tRat 4 1eatl 4 LN B4
ge $7 48 .06 gz.72 419 20 71 o0 1) 24 114 26
83.96 43.34 27 .84 49 .35 71 @0 44 98 11 86
.84 .44 44 .13 p7.88 7.3 71 .07 43 01 114 3¢
I01AL 251.234 189.75 83.44 147 .70 £13.07 {3n. 70 145,28
- HEDIA 83.780 43.850 27 .06¢c9 49.860 71.030 44.260 119 070
sS.b. 0.732¢% 0.9400 0.0863 0 0765 0.90000 Q.6270 0 7175
S.E. 9.4234 9.54p7 0.0498 0.0442 0.0000 Q.3u00 0 A1'70
TRa! @ ™ot 9 TRl ¢
§0 .86 §44 .50 po.%71
?1 .69 112.98 €69 035
?4.33 150.%0 0y .50
1014L B73.64 334,98 240,44
HEDLA T1.260 111,660 80.820
s.h. 0.3928 {.2445 9.7209
$.E. 9.2R61 0.7405 0.40e8
S0 Gt. oH i
Tratamentos 24245.70 ¢ 2653 970 5854 47xux
Residuo s.e0 eo 0 460
Total B4254.90 134
Deqvio padrao residual (w): 0 4678 C.V.~- o 9%
fRAT 7 {115.07¢ & :
1RAT ¢ 141 . 660 b
TRAT B8 91.289¢ ¢
TRAT § 83.780 d
TRATIQ 80.820 e
1RAT 5 74.030 ¢
TRAT 4 47 .040 o
TRAT & 44 260 h
TRAT 2 43.85¢ h
1RAY 3 p7.620 {
[HS= 1.968



10TAL
HERIA
S D.
8.E.

101AL
HEDIA
§.b.
S.E.

mar
56.22
55.98
50.59

170.79
6,530
{.44214
@.8386

TRAT 8
83 .83
83.49
84.96

254.28
84.760
0 8484
0.48¢%8

IRat 2
g9.02 |
27.26
Q.47

87.75
ge.850
©.0245
0.1e%6

TRAT ¢
102.96 ;
103.64
103.88

3i0.90
103,500
©.48014
0.8772

IRatl " 3
30.%6
30.¢8
pR .60

70.66
30.p80
¢.6408
@.9934

TROT @
60 .42
60 .40
60 .14

180.96
69,370
0.40U45
0.0875

kAt 4
£3 58
24.136
24 .60

73.e82
£4.340
©.3%02
0.poe3

Ml 4 I
31.50
31 04
a8 27

§5.73
31.940
¢ CI19
0.0706

knt &
g7 o7
27 35

*7 .36

0{.79
27.c40
Q 14446
@ o750

ol 7
ey 7
B7? 62
70 77

267 .29
g7 .740
@ 2647
8 G479

- A . i - A e e T e " T 18 B e S T 4R T S B S R S S SR A s o o P S (8 e e R Sk it P o e B b g S S5 8 Ll i Shm S0 £ o o AA e om e b 0hrm Sne e

Afrétamentos

Regiduo

£3952 .40
g.e%

239461 .90

TRAT ¢
1Ral 7
TRAT 8
TRAT10
IRAT
TRAY
TRAT
TRAT
1RAT
TRAT

0O W -

103.500
89.760
84.760
60.320
56.930
31.9140
30.820
29 .25¢
27 .860
£4.3490

- e - e T - - - - -

Apéndice 18.
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TRAT ¢ TRAT @ TRAT 3 Ay 4 TRAY G At 4 et 7

v.30 £5.30 8.74 06.50 3.0¢ €0 .04 ¢hH 36
5.80 85.514 8.84 S56.68 3.24 20. 60 65 54
5.e0 £5.75 8.55 56.16 e.89 £e .06 66 38
TOIAL i5.78 78.56 86,97 1469.29 7.3 61.50 177 . ¢4
MEDIA 5.860 £5.5820 B8.470 06,430 3.010 £0.%00 66,1460
s.D. @.0e52¢% ©.ease ©.131¢ 0.2389 0.2052 0.4170 0 18136
8.E. ©.0306 ©.1300 0.07%6 0.4374 .41a5 0.p417? 6 1040

. Lo ’
1RAT 8 TRAT 9 TRAT {0

85.50 5.38 13.84

6.4  5.49 13.30

© B6.70 5.54 13.p4
101AL £59.00 14.35 39.75
HEDIA 84.360 5. 450 13.e50
§.D.  @.3590 0.4153 0.0459
8.E.  ©.p073 0.0664 0.0865

80 GL oM 3
Tratamentos 23936.600006 9 £650.960000 $4373 . 00nun
Residuo , {.035140 : po 0.051758
total £3931.400000 29
besvio padrao vesidual (a): Q.827%0 C.V.= 0.8%
TUKEY S%
TRAT 8 86.340 &
TRAT 7 66.340 b
1RAD 4 56.430 ¢
TRAT 8 £5.520 d
TRAT 6 £0.500 ¢
1RALL0 13.250
TRal 3 8 50 4
TRAT ¢ 5 450 |y
1RAT § 5.260 h
TRAT 5 3.010 {
DS 0.658

apéndice 19.
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oL,

Al Paa—mand 1aowe

torat
HEDTIA
s.D.
8 .E.

T0tAL
HEDIA
s.D.
$.E.

. o o e 2 o o Y A P S S . S P i B A R o g B o i i 1 i S 1 Ao 1 8 B VG e S o e o Lo S S 2 L e 2 e e e e

inat {
12.45
12.60
ie.45

37.50
12.500

0. 08464 .
@ .0497

tRat 8
3%.24
39.73
39.60

118.56
35 .52
0.27064
©¢.1609

Tratamentas

Resfiduo

TRAT 8
11.3¢
11.25

© 11,62

34.47
11.390
0.2007
0.11%9

TRAL 9
18.94
10.99
18.58

56,00
18.760

©.043%
0.02514

2626 .59
e.93
2629 .52

Wl 7
ee .79

23.92

70 or
£3.4%0
9 6143
o e

1774 &hxxx

pesvio paérao residual (s):

Ctdin l D
mar -3 Ikatl 4
27 .30 24.69
87 .3¢ 27.34
ez .e7 e7 oo
81.87 81{.0¢
g7 .290 ©7.000
Q.09 Q.31e3
0.0110 Q 1798
TRAI 10
‘ea . o9
23 47
P4.008
706.74
23.%500
9.8813
0.50u¢5
oL
9
2o
e?
©.383

- - —— - " A - . - s o " . o

TRATLO
TRaT ¢
TRAT §
TRaT B
1RAT 5
TRAT &

Apéndice 20.

1 1t
IRnt % 1Nl 4

10.31 o et

10.50 8.3t

in -

31.26 21.04
10470 0.000
0.0907 0 04
? otia7 8 1646

aH
291 .044
0.147
c.V - 9%
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101AL
HElTA
8.D.
S.E.

101AL
HMEDIA
s.0b.
§.E.

TRAT 8
- 95.30
. 95.38

fe.es

gue. 53
$4.310¢
1.7834
{.0897

Tratamentos

Residuo

- O = - " - S " T W e G e T P o e o et e R W OB T A G B Y O AL G 0 e e B G S S0 B0 e T e

TRAT &
36.98
36.84
37.04

1i{0.82
36.549
0.90944
©.03545

TRAT 9
£4.36
£4.93
£5.85

74.56
£4.853
0.4529
0.8645

17848 .60
8.4p
17871 .00

TRAT 9
49 .41
49.91

50.60

i50.00
50,000
@.6402
0.36%6

1
TRAT 10
78.79
78.614
79.03

8346.34
78.780
0.ed10
0.1876

IRAT 4 TrAl 3 IRAI 6 a7
02.43 86.446 9 .49 74 0@
g2 .44 246 .62 09 e 72 @4
02 .45 26 .42 59 40 71 05

2446 .99 79.50@ 78, 32 214.¢4

B, 3390 846,500 U%.410 2l B e |

Q.14624 0.10U4 Q.04667) [ B TAN |

0.0938 2.040¢% 0.0303 [ I HAT e |

oL oH f

14 19614 7730 4743 P7uxw

eo o 4p4

29

c.V.= {.84%

e - T 8 = = A B0 St B e el ] T L B o - o~ 0o

-l on oy

-

hi
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TRAT f  TRAT 2 1RAT 3  IRAl 4  IRAT 5 IRAL &  1knl 7
18 32 £9.53 45.67 59 .90 05 8 ea 57 5% 45
17 @2 £9.65 50.02. &7.76 23 ot 22 33 A 74
. e2.74 B9 .56 46 .36 66 .87 21 .05 05 -03 A
1014L 58. 00 89.74 147 .05 194.04 79 74 7%.93 157 70
HEULA 15,960 £9.500 A7 .3%0 64,670 Ca.tine £ o0 %1 .40
S U 2.9504 0.0644 2.39377 A 10074 4 0717 3 4100 v
S.E. {.734n 0.037p 1.3458 O o041 P.a6AD 150690 A 0L
TRAT 8  TRAT 9  TRAT 10
77 .86 39.57 33.56
75.97 39.02 35 e2
B1.52 38.96 33.47
I01AL 835,35 117,75 407,45
HEDTA 78.450 39.250 34,450
s.D. 2.8220 ¢.3058 0.7984
S.E. 1.6893 8.1765 8.4573
8o oL ‘oM . |
Tratwmentos 9401 . 69 9 ~ 10679 000 09 7exxx
Residuo £38.37 0o it 718
Total 9860.06 B -1
Desvio padrao residual (s): 3.4%2 c.V = 8.3%
TUKEY 5%
TRAT 8 78.450 a
TRAT 4 64 670 b
1RAT 7 51 2490 ¢
TRAT 3 47 .350 cd
TRAT § 3¢ 50 de
1RAT10 34,150 ef
1Rat 2 £29.500 ef
TRAT S £6.580 fg
1RAT & £5.310 f9
1RAT 19.340 ¢
DHS = ¢.986
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.................... e o e e e i o e b e 8 mht L i e« eeoen . - i81
TRAT & TRAT 2 TRAT 3  TRAT 4 IRAT S5  IRAT &  tBnl 7
16.20 13.26 £6.30 34 .24 £3 o0 17 <o N 24
16.44 13.53 28.44 34.54 22.99 17 60 N4 20
16.08 12.87 = ©8.Bé 34.48 £3.14 17.41 16 1§
107AL 48.69 39.66 85.02 °  103.26 67.04 5003 100 75
HELIA 16.230 13.820 £8.340 34.400 £3.070 17.610 34,050
S.D. = ©.1449 0.3318 0.1060 0. 1502 0.0745 0.0076 0 -047%
8.E. 0.0964 0.1914 0.064p 0.0913 0.0430 0.005% 0 0344
TRAT 8  TRAT 9  TRAT 10
59.07 31 .36 33 5@
59.98 31.52 33.43
60.56 34.59 33.47
tuinL 179. 64 94,47 100,42
MELTA 59.070 24,450 ; 33,540
S.D. 0.7503 0.1150 0.0012
S.E. 0.433p 0.0487 8.0469
sQ oL ~oH r
Tratamantos T 49148.440000 9 545 N190600 7I09 Ponun
Residuo {.53185%0 ro 0.076%563
Total 4913 .990000 e .
Desvio padrao residual (s): 0.274670 C.V.~ @.9%
A
TUKEY SX
TRAT © 59.870
TRAT 7 36.250 b
TRAT 4 34.420 ¢
TRAT1O 33.540 d
TRAT 9 31,490 «
TRAT 3 £8.340 f
1RAT S £3.070 ¢
1RAT 6 17.640 h
TRAT 16.230 {
fRAT 2 13.820 4
DHS= 0.800

.
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A.E. Al Pa—rndllmmea (Wl R
- o e 0 e e e o o e 8 0m = e ot i n e < mem e ge o e e mmmen mmene =
TRAT TR 2 ™Al 3 at 4 .INAI 3 1Ral & 1At 7
4.85 10 56 £6.33 42 15 26 96 15 47 3C or
4 83 4102 £6.02 42 14 07w f9 3 g e
4.93 T n.96 £46.90 AP 19 rey 14 19 nd a4
TOTAL 14.61 30.54 79.0% 124 .48 87.45 5805 §% .07
HEDTA 4.870 10.100 B&6.447 47140 £7.5%e 19.350 31.650
8.0, 9.0529 1 o813 0.4443 @ 0313 ® 5u99 e 1077 e.o040
8.E. 0.0305 @ .6PA3 ®.p577 o.0100 0.7110¢ o AuPP 0 1/%4

YRAT B8 IRA1 9 TRAL $@

S54.%8 27 9% 30.89¢
59 .69 2g.90 3¢ .86
H4.97 3o0.08 30.83
TO1AL 165.45 84.%97 90.49
HEDIA %% a%a e Ana Ba pog
8.Db. 0.5144 {.0479 9.0343
8.€. 0.8970 ¢.60%50 ¢.0180
) 80 6L au ¥
Tratamantos 5441 .87 9 ) 626 875 1772 . 10w xs
Reaiduo £.3¢ re ¢.310
Total 5648.23 e9 )
Desvio padrao residual (s): 0.%64 C.V.« 2 0%
! e e o e e e e 0 o e e e e et e e et ea e s
TUKEY 95X
TRAT @ 95.050 »
TRAT 4 42.460 b
TRAT 7 31.699 ¢
TRATIQ 30.830 cd
TRAT ¢ £8.97¢ de
TRAT 5 87 .30 ¢f
TRAT 3 £6.447 ¢ <
TRAT & §9.35e g
TRAT & 1¢ i8¢ h
TRAT § 4.87¢ §
DHg= 1.63¢
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Os apéndices de 25 a 29 referem-se aos testes estatisticos
(4ndlise de Varifincia e T¢ste de Tukey) dos dados de producio de goma
xantana pelasv diferentes linhagens obtidas a partir de diferentes

substratos, os quais estfo indicados no titulos das tabelas.
As convengoes utilizadas nestes testes foram as seguintes:

Trat i = dados em triplicata relativos & viscosidade da goma xantana
produzida pela linhagem controie 280 Nall.

Trat 2 = idem para a linhagem N2.

Trat 3 = idem para a linhagem N23.

Trat‘4 = idém para alinhagem NeX.

f idem para a linhagem N23X.

w
H

Trat

Estas mesmas convengoes repetem—se para as linhagens REF

Cm¥, nesta mesma ordem.

Os simbolops %% e x%*¥ que aparecem ao lado dos valores
obtidos para F indicam que os mesmos sHo significativos a nivel de i¥%
e 0,1 %X, respectivamente.

0 teste estatistico para producfio de goma xantana por
linhagens Nal a partir de amido foi omitido pelo fato de n#o  haver

varifncia entre as triplicatas destes dados.



UVldue . Sl dcmir b 1;"4 vsindT -~ e d
TRAI { TRAT 2 TRAT 3 TRAT 4 1RAT 5
Pse.0 . 325.90 i75.0 162.% 187 .5
84R.5 300.0 p5e.0 gie.u 150.0
£2£5.0 p6e.5 £37.% £12.95 167.5
ToraL 737.% 887.5% 662.5 517.5 5°%.0
HEDTA P45.033 £59.633 £20.033 {9%.033 17%,000
8.D. 19.0943 31.4576 40.40148 20.067%5 21 .6909
$.E. 11.0244 18 1420 £3.19%0 16.6667 ig.5002
8Q [+ R v r
Tratamentos ' p44is .60 4 6604 160 7 7k
~ Residuo 8541 .69 ' i0 054, 16%
Total 34958.30 14
Desvio padrao vesidual (3): 89.026 C.V.= {2.9%
TUKEY 95X

- s - - " e O848 O - e

.
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UVisc. goma »xxantanm — AMI+SAC - Ml

TRAT 4 TRat 2 TRAT 3 TRAT 4 TRAT S
86.5 £87.35 e6e . b L6l .3 300 0
£¢e.0 - 3935 .9 £62.5% 337 5 350 .9 .
_ 100.0 . £87.5 837.5 S68.3 350.0
TO1AL. G6e.5 900.9 762.95 1462 .0 {e25.9

HED1A 187 .500 300.000 294,167 407 .333 341.667
§.D. 81.9600 24 .6510 14.4347 129.7600 14,4325

8.E. 47 .3843 i@ .5%0082 . 8.3337 .74.9167 8.33826
sQ oL oM F
Tratamentos . i51744.00 4 37941 100 7.76x%
Residuo dpous. se 10 4808 . 350
Total £00448.00 14
Desvio padrao residual (4): &9 .97 C.V .~ PP 3%
TUKEY 5%
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ve wd e
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VUisc. gomm xantanma — 1% Sac. — s
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TRAT & TRAT @ TRAT 3 TIRAT 4 IRAL 5

50.0 %0.0 £5.0 50.0 75 0

5.0 | S0 e  23.0 u7.5 75 @

62.5 50.0 37.5 87.5 60 .5 °
T0TAL 162.5 150.0 07.5 £75.0 212.5
HEDIA 54,167 %0.000 £9.147 7%.000 76.933
8.b. 7.8169  @.0000 7.2169 21.6506 7.2474
8.E. 4.1667 0.0000  4.1647 12.5000 4.16640

’ [}
6Q 6L oH r
Tratamentos 4020.83 4 1005 .210 1 One
Residuo 1250.00 10 125.000

Total . 5270.83 14
Desvio padrao vesidual (s): 14 . 100 C.V.» 20 0%

TUKEY %X
TRAT 4 75.000 a
TRAT S 70.833 »
TRAT § 54.147 ab
TRAT B 50.000 ab
TRAT 3 £9.167 b
T AT T esS e ]

DHS= 30.080
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Visc. gom'a scags o @ @ v L1224 il Clan .
TRAT & TRAT 2 TRAT 3  IBAT 4 IRAI S
37.5 ) 12.5 2% .0 25 o
az.s e5.9 12.5 £%.0 37.5
50.0 £5.0 1.5 £5.0 a7 .5
TOTAL 125.06 -+ 75.0 7.5 75.0 100.0
MEDIA  41.667 £5.000 12.500 25.000 33.223
§.D. ° 7.2469  @.0000 0.0048 0.0000  7.2169
5.E. 4.1667  ©.0000 0.0039 0.0000 4.4667
g0 oL oH r
Tratamentos 1416 .47 4 354.167 17 . 60urn
Residuo po8 .33 io £0.0633
Total 1625.00 14
Desvio padrao residual (s): 4.564 C.V.= 16.6%
e -
, S
[ ]
i TUKEY 5%
' TRAT 1 44.647 »
TRAT 5 33.333 ab
IRAT & 2%.000 b
1RAT 4 £5.000 b
TRAT 3 {2.500 ¢ ,
BHS= 10.200 '
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TRAT & TRAT 2 IRAl 3 IRAL 4 IRAL 5

112.% 75.0 $0.0 112.5 $0 0

75.¢ 5.0 62.5 112.5 62.9

75.6 37.5 87.% {{ie.5 6.5
TOTAL 862.35 162.5 £00.0 337.5 175.¢ *
MEDIA 87 .500 54,147 86,667 119,500 50,7333
- 8.D. P1.46507 19.0744 19.0944 ¢ 0442 7.2470
8.E. {p. 5000 i1 .0p40 i1{.08240 Q.05 4.4647

80 oL aH F

Tratamentos 7020.84 4 {755 .210 7. 00nx
Residuo £500 .04 10 p5o.oed
Total §520.84 4 .
Desvio padrac residual (u): 15.6814 C.V = 28 9%

- 1~

~
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