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PREFACIO

A etapa derradeira de um Mestrado é a redag¥o de uma
tese. Ei-la, poisll!

N%o encaro a confec¢l®o da tese, entretanto, como a fa-
ge mats importante deste degrau académico, cujos principals obje-
tivos s30 o aprendizado de como se usar os métodos de pesqulea e
de como se ler trabalhoe clent(ficos. Apesar de minha ansiedade
em finalizar rapidamente meu Mestrado, creio que estes objetivos
que defini desde o infcio persistiram, e me proporcionaram impor-
tantes referencials da vida académica.

Também de incalculdvel valor foi meu relacionamento com
minha orientadora, Dra. Yoko Bomura Rosato, que me ”adotou” desde
minha IniciacB0 Cientffica, hd tré&s anos e meto atrds. Durante
este perfodo de contato, ao vivo ou por cartas, a Dra. Yoko de-
monstrou-se sempre multo acessfvel, amiga, e com uma grande qua-
l1dade: classe. Sou-lhe muito grata por ter me orientado nag mi-
nhas primeiras "engatinhadas” no laboratdério da UNICAHP e em mui-
tas outras no laboratdério da vida.

Indiescutivelmente, & experiéncia que obtive na minha
eat.adia no Laboratdrio de Biologia Molecular da UnB, sob a fean-
tdstica orientag¥o do Dr. Spartaco Astolfi Filho, foram de suma
importéncia. Isto, porém, n¥o apenas pelos aspectos profigsionais
ou cientfficog daquele ambiente, mas com grande peso devido as
relacBes pessoais. Naquele laboratdrio aprendi a import3ncia da
solidariedade e da amizade que devem existir em uma equipe de
trabalho, que congiste no final em uma grande "rede neural”. Esta
estrutura sinsptica ,possui um valor incalculavelmente maior do
que a soms daes "partes” (indivfiduos e equipamentos). Um fato no-
tivel daquela "rede neural” & que ela se formou e continua cres-
cendo de wmodo espontfneo, livre e aberto. £ esta concepclio de
grupo clientffico que pretendo defender doravante.

Campinas, Agosto de 1988.
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i.) INTRODUCXO E OBJETIVOS

P e — 4

Xanthomonas coampestris ¢ uma bactéria fitopatogénica
que produz a goma xantana, de ampla uttlizag¥o na inddstria de
al imentos, na agricultura e na prospec¢lo de petrdleo.

0 desenvolvimento de tecnologia para a produg¥o de goma
xantana é de grande importancia econémica, devido ao potencial de
utilizag3o do biopolimero no Bragil.

Com o objetivo de viabilizar a produ¢¥o nacional de go-
ma xantana, fol criado um projeto conjunto entre a Faculdade de
Engenharia de Alimentos e o Depto. de Genética e Evolug3o do ins-
tituto de Biologia da UNICAMP. Com este projeto pretende-se oti-
mizar as condi¢¥es de fermentaglio da goma, assim como obter 1i-
nhagens melhoradas de Xanthomonas campestris, para se aumentar a
produgfio de xantana .

Atualmente, com a utilizag3o da Tecnologia do DNA Recom-
binante, também conhecida como Engenharia Genética, muito pro-
gresso tem sido obtido no melhoramento genético de organismos,
amplificando-se o numero de genes ou introduzindo-se novos genes
de interesse, através de clonagem molecular. A clonagem molecular
ge faz através de um vetor, ou seja, um fragmento de DNA ao qual
pode ser acoplado um gene especial, de modo que seja possfvel a
introdug¢do, replicac3do, manuteng3o e, eventualmente, a expressdo
deste na célula.

Diante destes fatos nos propusemos a:

1. Obter um vetor de clonagem funcional para Xanthomonag campeg-
trig, com as seguintes caracterfsticas: boa estabilidade na
célula hospedeira; presenca de genes de resisténcla a antibid-
ticos para facllitar a sele¢Bo de recombinantes: possuir sf-
tios que poesibilitem a inser¢fo de fragmentos de DNA, permi-
tindo clonagens e, eventualmente, a constru¢dio de bancos ge-

ndmicos de X.campestiris;

2. Estabelecer técnicas para a introduc3o de vetores de clonagem

em Xanthomonas campestris:

3. Inserir no vetor de clonagem um gene de fdicil! andlisge da ex -
press¥o, no caso, o da alfa-amilase de Bacillug subtilisg:

4. Verificar a express3o deste gene em duas linhagens de X. cam-
pestris produtoras de xantana, uma originalmente amllolftica e
outra n3o amilolftica;

5. Verificar a potencialidade dos clones recombinantes em produ-
zir goma xantana a partir de amido ou a partir de amido combi-
nado com sacarose como substratos.



2.) REVISXO DA LITERATURA

2.1.) Aspectos Gerais de Xanthomonas campestris

Xanthomonas (DOWSON, 1939) compreende um g&nero de bac-
térias gram-negativas e aerdbicas da famflia Pseudomonadaceae. As
células crescem isoladas, tém dimensBes aproximadas de 0.2-0.8
por 0©0.6-2.0 Jim e té&m mobilidade devido a um flagelo polar (DYE &
LELLIOTT, 1974). Todas as espdcies conhecidas s¥o patdgenos de
plantae, a saber: X, albjlineans, X, ampelina, X, axonopodis,
X.fragarize e X.campestris. Ae duas dltimas espécles produzem uma
goma polissacaridica, a xantana, em meio contendo glicoee, e as
coldnias destas espécles 8%0 mucdides e brilhantes em meio nu-
triente dgar com glicose. A espécte Xapthomonasg campegtris é di-
vidida em mais do que 120 grupos (BRADBURY, 1984), denominados de
patovares (pv), de acordo com a especificidade & planta hospedel-
ra. X,campestrig pv campestris, pv citri e pv vesicatoria, por
exenmplo, infectam, respectivamente, crucfiferas, citrus e solana-
ceas. Os patovares cassavae e manihotis habitam ambos plantas de
mandioca, porém o pv manihotis ¢ o unico, entre as Xanthomonas
que n3¥o produz o pigmento amarelo da goma.

Devido a0 seu cardter fitopatogénico, Xanthomonag cam-
pestris recebe ateng¥o especial, pelos danos causados &8 vidrlas
lavourag agrfcolas.

2.2.) Fitopatogenicidade a0 nfvel molecular

As pesquisas recentes sobre patdgenos bacterlanos de
“plantas exemplificam muito bem o poder das técnicas de Dbiologtia

molecular para se investigar sistemas que, até pouco tempo atris,
eram de diffcil abordagem. A interaglo parasita-hospedeiro sempre
foi um tema importante, n¥o 86 do ponto de vista econdmico, mas
também por envolver um alto grau de complexidade na relac¥o entre
dois organisemos diferentes.

A Dbiologia molecular da intera¢fo de Xanthomonass cam-
pestrig com plantas tem seu modelo principal no patovar campesg-
trig (DANIELS et _al, 1987), no qual jd foram descritos genes de
fitopatogenicidade, geneg estruturais de enzimaa relacionadas &
degrada¢¥o de tecidos vegetais - celoblases, ligninasea e amila-
ses - e genes que controlam a sfntese e secreclo destas enzimas.

A definic¥o de "genes de fitopatogenicidade” tem causa-
do algumas controvéraias. Apesar do consenso geral que genes que
determinam 8 sfntese de toxinas e a produc¥o de enzimas degrada-
tivas da parede celular vegetal pertengem a esta categorta, al-
guns genes identificados a partir de mutantes n3So patogénicos
também foram descritos, cujo fendtipo poderia estar relacionado
a0 metabolismo Intermedidrio, e n¥o diretamente relacionadcocs &
fitopatogentcidade. Segundo DANIELS et a8l (1987), um mutante de
fitopatogenicidade & aqueie que n%io possul nenhum defeito diecer-
nfvel no crescimento fora da planta, ou seja, ¢ prototrdfico e
cresce em taxas normais, porém possui, de algum modo, alteracgUes



em 8sus intera¢lo com plantas, as quals se mantfestam como sinto-
mag modificados da doenga. Segundo esta definic¢¥o, n3¥o devem ser
considerados somente os genes que codificam fatores de fitopato-
genicidade no sentido eetrito, porém também aqueles que atuam na
interacfio hdspede-parasita, :

Para a detecg3o dos genes de fitopatogenicidade, por-
tanto, duas estratégias tem sido usadas: usando-se mutantes para
posterior identificag3c das porg8Ses do DNA modificadas, ou postu-
lando-se _a prlori fatores que estariam relacionados com & fito-
patogenicidade (enzimas degradativae, produgdo de goma) e que po-
deriam ser regulados diferencialmente, in e ex planta.

Para a localizag%0 de genea de fitopatogenicidade por
mutag¥o DANIELS et al (1984a) submeteram X.c. pv campestris a mu-
tagénicoe qufmicos e o8 sobreviventes prototrdéficos que deram
respostas anormaie _in planta foram caracterizados quanto: 1) &
capacidade de produzir certas enzimas extra-celulares (pectato-
liase, pectina-esterase, amilase, carboximetilcelulase e protea-
se); 2) & viruléncies e 3) A habilidade de produzir uma resposta
de hipersensibilidade no hospedeiro. Em uma etapa posterior, DA~
NIELS et al (1984b) construiram um banco genbmico de uma linhagem
selvagem patogénica, o qual fol transferido enh _messe para mutan-
tee nSo patog&nicos. 08 recombinsntes forsm testados quanto & re-
cuperac¢Bo do fendtipo patogénico e pdde-se 1solar um plasmfdio
recombinante, o plJ3000, que capacitava tal recuperacfo. A se-
guir, TURNER et _al (1985) mapearam o grupo de genes de fitopato-
genicidade através de inser¢Bes do transposen Tn5 no plasmfdio
plJ3000.

Com o mesmo tipo de aproximagfo ao problema, porém clo-
nando genes de enzimas relacionadas & fltopatogenicidade, SAWCZYC
& DANIELS (vide DANIELS, 1987) transferiram um banco genSmico de
X.c. pv campestris para X.c. pv translucens. O patovar tranglu-
ceng n¥%o produz pectato-liase, carboximetil-celulasse e amilaae,
porém contém os genes de controle e excrec¢BSc destas enzimas. Lo-
go, eelecionando~se o8 clones de X.c. pv translucens produtores
das enzimas, isolou os fragmentos contendo os genes estruturais
dos plasmfdios recombinantes.

TANG et =l (1987) isolsram fragmentos de DNA de um ban-
co gendmico de Xanthomonas campestris pv campestris, contendo
gequénciss génices de protease, cuja expresslo pode ser verifica-
da em E.coli. Anslises de fitopatogenicidade com mutantes das se-
quencias genéticas, A8 qualis fol inserido o transposon Tnd, de-
monstraram que a protease n¥o demonstra uma importénecia criftica
para a patogenicidade de X.c.campestris em plantas de nabo, mas
que pode ter certo significado no desenvolvimento da doenca.

Quanto & estratégia de localizar genes expressos dife-
rencialmente pela bactéria, dentro e fora do hospedeiro, OSBOURN
et al (1987), realizaram um experimento utilizando um plasmfdio
contendo o gene da cloranfenticol-acetil-transferage (CAT) despro-
vido de promotor. Este gene proporciona a reslsténcla ao cloran-
fenicol, e b montante ("upstream”) do gene foram introduzidos
fragmentos do DNA total de Xanthomonas campestris. Os plasmfdios
recombinantes foram introduzidos em linhagens bacterianas sensfl-
veis ao cloranfenicol e estas, posteriormente, foram Inoculadas




em plantas tratadas com este mesmo antibidtico. Somente as bacté-
rias que expressaram a atjvidade de CAT puderam sobreviver e des-
tas, postertiormente, foram selecionades em placag os clonea que
possulam a atividade de CAT apenas in planta. Deste modo, foram
isolados fragmentos de DNA que contém promotores funcionaig quan-
do a bactérta infecta a planta.

Com estes exemplos citados e alguns mais da curta his-
toria da biologia molecular da interag3d3o parastta-hospedeiro,
considerdvel progresso tem sido conseguido: novos conceitoe est¥o
emergindo e questles est¥o sendo formuladas, dando novo fmpeto ao
estudo fisioldgico da fitopatogenicidade de X.campestris.

2.3.) Produglo ds Gome Xentana

2.3.1.) Goma Xantans e Fitopatogenicidade

Muitas bactériee fitopatogénicas produzem o polissaca-
rideo extracelular (EPS) e ¢ sugerido por varios autores que es-
tes pol(meros possam ser fatores da patogenicidade, principalmen-
"te porque linhagens deficientes em EPS s¥%o, geralmente, nio viru-
lentes (KELMAN, 1954).

A func¥o Dbioldgica especffica da goma produzida por
Xanthomonas ¢ até hoje desconhecida, podendo estar relacionada:
1. com a protec¢¥o da bactéria a condi¢Bes ambientales adversasm,
tais como, dessecaclo, altas temperaturas, luz ultra-violeta
(LEACH et al, 1957):; 2. com a ades¥o da bactéria A superffcie da
planta, previamente & infecg¥o (MORRIS et al, 1977) e 3. com a
obstruc%co de vasos da planta acarretando necroses (LEACH et al,
1957).

BARRERE et al (1957), procurando verificar o papel da
goma xantana na fitopatogenicidade, clonaram alguns genes envol-
vidos em sua biossintese. Alguns plasmfdios recombinantes, con-
tendo fragmentos do genoma de X.c. pv campestris selvagem resta-
beleceram a produg¥o de goma em mutantes n¥o mucéidee . A mutagé-
nesee do DNA clonado com o transposon Tn5 fol ent¥o uesada para se
localiizar a regi%o de complementacglo gendmica, resultando em evi-
déncias de que os genes envolvidos na producio de EPS estariam
agrupados. Apesar destes resultados, a quest¥o da relag¥o EPS-pa-
togenicidade n¥o estd ainda esclarecida, pois o8 mutantes EPS-de-
ficientes retiveram seu cardter virulento.

2.3.2) Importéncias EconSmica da Goma Xantana

Além da atividade bioldgica da goma xantana, pesquisas
tem sido conduzidas para se obter altos niveis de produglio deste
biopolfmero, cuja estrutura consiste em um esqueleto de celulose
com substituicBes laterais de cadeias trissacarfdicas em resfduos
alternados de glicose, as quais s¥%o posteriormente acetiladas e
piruvatadas em grausg varitados (JANSSON et al,1975).

A goma xantana é o primelro polisesacarfdeo microblano
de significado comercia! e a tecnologis de produ¢%o foi inictial-
mente desenvolvida pelo Departamento de Agricultura (NRRL , Peo-



ria, IL ) dos Estados Unidos da América, em 1959, produzida co-
mercjalmente a partir de 1961, e aprovada para usoc em alimentagdo
humana em 1969.

2.3.3.) Propriedades da Goma Xantana

A goma xantana se dissclve em dgua fria ou quente e
produz solucBes de alta viscosidade a baixas concentrag@es. As
solugBes da goma xantana s¥o altamente pseudoplésticas, t1sto &, a
viscosidade diminuil rapidemente com o aumento de tens¥o de cisa-
lhamento e esta diminuic¥%o ¢ Instant8nea e reversivel. A vigcosgi-
dade €& multo restistente & degradag¥o térmica e na presenga de
saigs esta resisténcia € aumentada. A viscosidade das solugles
aquosas de goma xantana & essencialmente independente do pH entre
6 e 9 e ocorrem apenas pequenas mudangas entre pH 1 e 11 (ROCKS,
1971). A goma xantana tem excelente estabilidade e compatibilida-
de com altas concentracgBes de muttos esals. Por exemple, & compa-
tfvel com solugBes de 15X de NaCl e solucBes de 25X de CaClo. Unma
das propriedades mais relevantes da goma xantana é a capacidade
de (interagir com galactomanas, tais como, goma locusta e goma
guar, propriciando a formaglo de géi1s (COTTRELL, 1979).

2.3.4.) Aplicacties da Goma Xantana

Dentre as 4dreas com grande potencial de aplicagBo da
goma xantana, destacam-se:
- Alimentos: a goma xantana & bastante utilizada na inddstria de
alimentos devido 2s propriedades de alta estabilidade ac pH e
temperatura. Dentre as aplica¢Bes deptacam-se a utilizaglo em
congervas, laticiniogs e produtos de panificac¢¥o (COTTRELL, 1979).
A adig¥o de goma em virios tipos de slimentos é permitida nos
E.U.A. desde 1969. No Brasil a adicdo de xantana em alimentos fol
permitida pelo Decreto Lei N® 55.871 (BRASIL, 1965); as concen-
traclies mdximas de goma xantana permitidas nos diferentes tipos
de alimentos est¥o especificadas na Resolug8o 15/75 (ASSOCIA-
CXO..., 1975)>.
-Produg¥o de petrdleo: os quatro pelfmeros atualmente utilizados
em lamas de perfurag¢¥o s¥o goma xantana, poliacrilamidas, amidos
modificador e derivados de celulose, particularmente carboxime-
tilcelulose. Devido b estabilidade ao pH, calor, cdtions e fons
divalentes associada ao comportamento pseudopldstico sob condli-
¢8es de alta tens¥o de cisalhamento, a goma xantana & tecnicamen-
te o polfmero preferido para a perfuragfo de pocos de petrdleo
(WELLS, 1977). Outro setor com grande potenctal de utilizag¥o de
goma xantana & o de projetos de recuperag¢fo melhorada de dleos
(SANDVIK E MAERKER, 1977).
~Outras aplicagBeg: na drea industrial, a goma xantana & usada
como espessante de pastas de Impress¥o de t&xtetes, removedores
dcidos ou alcalinos, formulagBes de explosivos e outras utilida-
des (SANDFORD, 1979). Na drea de pecudria, a goma xantana & uti-
lizada como agente de suspens3o de vitaminas e minerais para su-
plementos lfquidos em alimentos de animais, e também para suspen-
der protefnas nos substitutos de leite para bezerros (BETZ,197%).




As propriedades reolégicas da goma aumentam a capacidade de dis-
pers%o das suspenslBes de fungicidas, herbicidas e Iinseticidas,
sumentando também a capacidade de aderé&ncia & vegetaglo (COT-
TRELL, 1979).

2.3.5.) Biossi{ntese da Xantana

Pouco €& conhecido 3 respeito dos genes envolvidos na
via metabdlica da xantana, a qual pode ser dividida em trés eta-
pas: 1. a incorpora¢¥o de agucares simples e sua convera%o em de-
rivadoe nucleotfdicos; 2. a construgdo das subunidades pentassa-
carfdicae ltgadas ao carreador lsopentenil-pirofosfato e 3. a po-
limerizag®o das unlidades repetitivas de pentassacarfdeos e sua
secregdo.

Alguns estudos detalhados realizados in vitro por IELPI
et al (1981, 1983) demonstraram que uma subunidade pentassacar(-
dica ¢é sintetizada acopiada a um carreador lipfdico (prenil-di-
foaefato), de wuma maneira sequencial, & partir dos precursores
UDP-glicose, GDP-manose, UDP-dcido glucurfnico, acetil coenzima A
e fosfoenolptruvato. Ags unidades pentassacarfdicas sdo subsequen-
temente polimerizadas em moléculas poliegsacarfdicas de alto peso
molecular e que s¥o ent¥o excretadas da célula. Logo, como pode
ser observado na figura 2.1., a biosafntese da xantana é um pro-
cegsso complexo e preciso , o qual deve requerer virias enzimae e
controles reguliatdrios.

UDP-Glc
UMP
/UP'D'P LIPID-P-P-Glc
LPID-P-P UDP-Gle
XANTHAN «  / PYR uoP
LIPID - Gle -Gl - Man - GlcA - Man “PID-P-(';PEPCEI:;\;EIC
Pi ‘ GDP
PEP LIPID~P-P-Glc-Glc-M
LIPID~Gle-Glc-Mon-GleA- Man UDP-Glci\ ‘ on

ubP

LIPID -P-P ~Glc -Glc - Man - GlcA
GDpP GDP-Man

FIGURA 2.1.: Biossfntese da xantana: mecanismo de adigcEo de mo-
nossacarfdeos para formar a unidade pentassacari{dica
Reproduzido de lELP! et al (18983).

Quanto aoe substratos uttlizados na biossintese da xan-
tana, LEACH et _al (1957) e LILLY et al (18958) estudaram a produ-
¢30 de polissacarfdeos por espécies de Xanthomonasg usando viarias



fontes de carbono, talg como, maltose, gficose, gacarose, amlido
soluvel, amido de milho e amido hidrolisado, e definiram um meio
para a produ¢¥o da xantana, consistindo de glicose, sacarose ou
amido como fontes de carbono, casefna hidrolisada e minerals.
S0UW & DEMAIN (1979) pesquisaram o0s requerimentos nutricionais de
Xanthomonas campestris NRRL-B1459 para a otimizag%oc da producto
de goma xantana em um meio quimicamente definido. Segundo eles, a
utilizac¥o de 4X de sacarose, e em segundo lugar 4X de glicose,
produzia o major tftulo de xantana. A posterior adi¢%o de alguns
dcidos orgl8nicos, tats como succinato, piruvato e alfa-cetogluta-
rato, estimulavam a produ¢3o de xantana, porém a inibiam em con-
centracfes elevadas. Este mesmo resultado fol notado em relacso &
frutose.

CRUZ (1983), estudou alguns fatores envolvidos na pro-
duc3do de goma xantana por uma linhagem de X.c. pv manihotis e
concluiu que: 1. a sacarose a 4X foi a melhor fonte de carbono;
2. a adig¥o de dcidos org8nicos estimularam a produc¥o; 3. a li-
mitacdo de nitrogé&nic favoreceu a produglo e 4. quantidades de
fosfato inorg8nico acima de 25 mM/! no caldo de fermentag8o cau-
sam uma diminui¢¥o da gome produzida.

As quantidades de acetato e piruvato presentes na es-
trutura da xantana interferem em sua viscosidade, como foi veri-
ficado por CADMUS et al (1976) e SANDFORD & BAIRD (1983).

A concluslo de vérios grupos que pesquisam 8 produg¥o
da goma é que a elucida¢¥o das vias metabdlicas e os mecanismos
de biossfntese do polfmero s¥o etapas fundamentsia para se aumen-
tar a producfio de xantana. Com este objetivo estd trabalhando a
enpresa Synergen Inc. (Boulder, Colo, E.U.A.), filial da Texaco,
com @eu grupo de cientistas liderados pelo Dr. Rebecca W, Van-
derelice. Interrup¢3es no processo de biossfntese da goma permi-
tiram ao grupo produzir unidades repetitivas defeltuosas da xan-
tana, ae quaieg, aoc se polimerizarem, resultam em moléculas de go-
ma variantes, algumas com viscosidade superior & da goma original
(YALPANI, 1987).

Futuramente, com o descobrimento dos passos-chave da
biossintese da goma, o melhoramento genético das Ilnhagens produ~
toras serd facilitado.

2.3.6.) A Utilizac¥o da Engenharia Genética para o Melhoramento
da Produ¢lo da Xantana.

Além do trabalho de BARRERE et al (1987) citado ante-
riormente, onde foram clonados genes relacionados com a biosafin-
tese da xantana para se analisar seu papel na fitopatogenicidade,
doie outros trabalhos recentes relatam também 8 clonagem desszes
genes, porém com objetivo de se aumentar a produ¢¥o industrial de
xantana. HARDING et al (1987) introduziram um banco gen8mico de
X. _campestris selvagem em muteantes n3o mucdides, e selecionaram
os transconjugantes capazes de produzir colénias mucdides. Apds a
localizac¢¥0 por saubclonagens e por mutagBo com transposons do
grupo genbmico relacionado com a biossintese da goma, avaliou-se
o efeito destes genes na produc¥o da xantana. Um plasm(dio con-
tendo uma Inser¢do de 12,4 Kb foi isolado, e verificou-sge que es-



te poasufa um grupo de pelo mencs quatro genes ligados, relacjo-
nados com a biosefntese da xantana. Este plasmfdio, 20 ser intro-
duzido na linhagem NRRL-B1459, aumentou a produglo de goma emn
10X e a piruvatac3o das cadeias laterais em 45X. Estes resultados
confirmaram a observac3o de que o conteudo de plruvato tem 1in-
fluénectis na viscosldade da goiucBo e, além disto, na termoestabi-
lidade e na resisténcia do polfmero a sats,

No segundo trabalho , executado por THORKRE. _et al
(1987), teambém foi descrita a clonagem e a express3o de fragmen-
tos de DNA de uma linhagem selvagem de Xanthomconas campestris
NRRL-B14539, o8 quais complementaram védrias mutages que bloquea-
vam 8 sfntese da xantana. QO DNA clonado foi mapeado por andlise
de restrig¥o, por sequenciamento de DNA e por complementag%o de
mutacBes especfficas (Tnb5), e fol, posteriormente, ordenado em
grupoe de complementag¥o funcicnais. Tré&s loct foram tdentifica-
dos contendo, respectivamente, um, dois e tré&s grupos de comple-
mentac¥o. Por fim, a produc3co de xantana fol medida para a linha-
gem contendo mditiplas cdplas de genes de xantana clonados. Veri~
ficou-se mudangas na taxa de acumula¢3o de xantana superiores a
20% nos recombinantes, havendo inclustve um caso em que a produ-
¢H30 dobrou.

Como exemplo de um trabalho realizado para se investi-
gar substratos alternativos para a produg%o de xantana, temos o
de UWALSH et al (1984), no qual se introduziu um transposon de
lactose (Tn 951) em X, campestrig. Os transconjugantee obtiveram
uma atividade especifica de beta-galactosgidase male de 200 vezes
superior & dos selvagens, entretanto, a capacidade dos recombi-
nantes para produzir xantana a partir de lactose, que é um dejeto
da inddstria de laticfinios nlo foi testada.

2.4.) Vetores de Clonagen de X. campestris

Os vetores de clonagem usados em X, campestris e¥o
plasmfdios e cosm{dios e, embora alguns bacteridéfagos que se mul-
tiplicam em Xanthomonas tenham sido descritos (LIEW & ALVAREZ,
1981), eles ainda n%o foram usados como vetores, pois n%o se tem
todavia comunica¢Bes a respeito de transdug¥o especializada ou
general izada na espécie.

Apesar dos transposons poderem ser empregados como ve-
tores para se inserir na bactéria genes de registé&ncia a antibid-
ticos , devido ao seu comportemento imprevisfvel no genoma do
hospedeiro, apenas aslguns exemplos s%o conhecidos para Xanthomo-
nas (WALSH et al, 1984; TURNER et al, 1984),.

A maioria das clonagens em X.campegtris & feita com
plasmfdios, dos quals a maloria funcional na espécie pertence 2
clagse dos plasmfdios promfscuos (vide Tabeia 2.1.), pois os
plesmfdios restritos, como por exemplo, os derivados de ColE1,
pPACYC184 e PpBR325, além de 8BS poderem ser transferidos em fre-
quénclas baixfssimas, da ordem de 1078 e 10~9 , em geral n¥o se
mantém em Xanthomonsg (TURNER, 1984).

Os plasmf{dios promfscuos se replicam e se mantém ests-~
veis em uma grande gama de espécies bacterianas. Entre as Gram-




negattvas estes plasmfdios geralmente pertencem aoa grupos de in-
compatibilidade C, N, P, Q e W de Escherichia coli. Embora algune
destes plasmfdioe sejam também auto-transmissfveis entre as di-
versa espécies, é principalmente seu sistema de manutengBo dentro
da célula que os distingue como promfecucs. [sto apdia-se no fato
que alguns plaamfdios restritos, como os do grupo F, transferem-
se também para varias espécies, porém n%o se manté&m (GUINEY,
1382 .

PINKREY & THONAS (1987) investigaram dois grupos de
plasmfdios promfscucs, que vieram a ser os mais empregados em
Xanthomonag campestris, a saber, o Inc-P e o Inc-Q, que possuenm
diferentes estratéglias para a manuteng¥o na célula. Plasmfdios do
grupo Inc-P s3o grandes (53-87 Kb), auto-transmissfveis, té&m pe-
queno numero de cdplas por céiula, se duplicam unidirecionalmente
e apenas um Unico gene & essencial para a attvagBo da origem de
replicagd. J4 os plasmfdlios pertencentes ao grupo Inc-Q s%o me-
nores (8.7-9.5 Kb), n¥o s¥o auto-transmissfvels, t&m malor numero
de cdplas, duplicam-se uni- e bidirecionalmente, e possuem trés
genes essenciais & replicag¥o. Segundo os autores, os plasmfdios
do grupo Inc-P, apesar de serem replicons relativamente simples,
teriam uma série de genees adicionale e circuttos controladores,
o8 quais os ajudariam a se manter em algumas espécles, mesmo que
© processo de replicacdo destas fosse ineficiente. Por outro la-
do, o8 plasmfdios do grupo Inc-Q utilizartam pelo menos trés de
suas protefnas de replica¢¥o, o que permitiria um maior grau de
independéncia do hospedeiro, possibilitando uma replicac¢¥o efli-
clente,e, portanto, grande numero de cdpias na maioria das espé-
clesa.

Apesar da maloria dos plasmfdios potencialmente utili-
zédvels em Xapnthomonase eerem promfscuos, uma exce¢%o & regra fol
inesperadamente reportada por MUROOKA et al (1987), que introdu-
Ziram o plasmfdio pBR328 em X.¢c. pv ¢ltri eob condi¢Bes melhora-
das de transformag¢¥o, embora Jd4 houvease sido reportado que o re-
plicon de PpBR325 n¥o fosse funcional em X.campestris (TURNER,
1984).

Uma alternativa para a construgfo de vetores de clona-~
gem para X.campestris que vem se tornando cada vez mais promisso-~
ra €& a utilizag¥o de plasmfdios nativos da bactéria. Na majoria
dos casos, até entlo divulgados, desconhecem—se os caracteres fe-
notfpicoe codificados neates plasmrfdice, sendo entfo denominados
de crfipticos (LIN et al, 1979; RODRIGUES-NETO et al, 13986; SIL-
VEIRA et al, 1986; STRIPECKE & ROSATO, 1986; LAZO & GABRIEL,
1987). Entretanto, STALL et al (1386) reportaram a presenca de um
loci de resisténcia a cobre e um locl de avirulé&ncia em um plas-
mfdic auto-transmissfivel de X.¢. pv vegicatoris. MUROQOKA et
al(1387)> isolaram um fragmento de plasmfdios de X.c. pv citri, o
qual contém uma regi¥o de transferé&ncia (mob). Este fragmento foi
ligado 8o plasmfdio pBR328, resultando no pBXCi12. O plasnfdio
pBXC12 é estdvel em X.c. pv citri e confere um bom sistema para a
construg®o de um banco gen8mico bacteriano em Xanthomonag ou em
E.coll.

Futuramente, o isolamento de origens de replica¢¥o e de
geneg com marcas seletivas oriundos de Xanthomonas poderd permi-
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TABELA 2.1.: Relag¥o de alguns plasmfdios funcionals em Xanthomo-

nag

campestrisa,

suag caracterfsticas principais

fontes. As abreviaturas encontram-se no infcio deste
trabalho.
PLASM(DIO {CARACTERISTICAS | DESCRICX0/CONSTRUCXd INTRODUCXO EM Xc
RP4 Inc-P, 56.4Kb, DATTA et al, 1971 LAl et al,1977ab
KmP' Apl' TeT CbT
REB. 45 Iﬁc—P, Kmr CbP’ HAAS & HOLLOUAY, TURNER et al,1984
Tel 1876 -
pJB4JI pPH1J1::Mu::Tn5 | BERINGER et al, ”
Inc-P, KB Cnl 1978
Spr
pLAFRI] Inc-P, coemfdio,| FRIEDMAN et al, "
' 21.6Kb, ori RK2,! 1982
Tra~ Mob*, Ter
pKT230 Inc-Q, 11.9Kb, BAGDAS1ARAN »
ori RSF1010 Tra™| et al, 1981
Mob* Km®™ SmI
pNJ1020 Tel GRINTER "
pUCD6E0O7 Luxt, 20.3Kb SHAW &8 KADO, SHAW & KADO, 1986
Apl KmI' Spr 1986
pBXC12 Mob de Xccitri MURQOKA et al, MUROOKA et al,b1987
ori pBR328 7.8Kb! 1987
Cal ApT
pBR328 4.9Kb, CmT SOBERCH et al, ”
ApT Tcr 1980
pXvCu nativo de Xc
vesic. Cul Mob* | STALL et al, STALL et al, 1987
Tra*, ca.193Kb 1986
5002 Gal* HEMMING, 1984 KAWALEK & SHAAD,
5003 198%
pRK311 Inc-P ort RK2 DITTA et _al, THORNE et al, 1987
Acos LacZ 1985
Tra* Mob™ TcT
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2.5.) Introductio de Plasmfdios en X.campostiris

As populagBes bactertanas desenvolveram trés diferentes
modce de recombinac¥o genética, distingufvels pelo agente-vetor
da transferéncia do DNA: conjuga¢¥o, transforma¢®o e transdug¥o.
A conjugag8c ¢ mediada por plasmfdios e pode envolver a transfe-
réncia de uma cdpia de fita-gimples de todo ou de parte do cro-
mossomo da célula doadora. A transformag¥o resulta do recebimento
do DNA presente em solug¥o pelass células, e fol o primeiro meca-
nismo descrito para bactérjas (GRIFFITH, 1928). A transdug¥o € a
transferéncla, via bactertdéfagos, de pequenos pedagos do cromos-
gomo bacteriano para outras células infectadas. Por serem os dois
primeirose casos o8 mais estudadoe em Xanthomonas, estes serfo
discut idoe a seguir.

2.5.1) Conjugac¥o

A conjugaglo bacteriana, descoberta em 1946 por LEDE-
BERG & TATUM em E.colt K12, é um processo de recombinagHo onde ha
8 necesgeldade de contato ffeico entre as células doadoras e re-
ceptoras e depende da presen¢a de plasmfdios chamados de conjuga-
tivos. Atualmente & conhecido grande niumero de plasmfdios conju-
gativos em bactériaa Gram-negativas e algune em Gram-poaitivag. &
comun 8 transferé&ncia intereegpecffica e mesmo Intergenérica (S0OU-
ZA & COSTA, 1987).

Os primeiros trabalhos que relatam o processo de conju-
gagto em Xanthomonas foram publicados por LAI et al (1977), no
qual plasmfdios promfscuos como o RK2 e o RP4 foram introduzidos
em X.c. pv vesicatoria. Testou-se a estabilidade destes plaemf(-
dios em vdrias condig®es de crescimento e verificou-se se a fito-
patogenicidade era prejudicada. STALL et al (1986) verificaram
que a resisténcia ao cobre em linhagens de X.c. pv vesicatoria
era transferida por conjugac¢Bo s linhagene sensfveie. TURNER et
al (1984) testaram a habllidade de X.c. pv campestris em manter
varios plasmfdios transferidos por conjuga¢¥o oriundos de linha-
gense de E.coli doadoras.

Além da conjugaclo tradicional héd ainda a triparental.
Até recentemente, os vetores de clonagem eram introduzidos em
Xanthomonag apenas por este tipo de conjuga¢lio . 0 processo en-
volve a presenca de um plasmfdio denominado de "helper”, capaz de
mobilizar um outro plasmfdio que n¥%o contenha o operon de trans-
feréncia (tra). Os "helpers” utilizados em Xanthomonas est¥o lis-
tados na Tabela 2.2. O plasmfdio pRK2013 (FIGURSKI & HELINSKI,
1879), que é um dos mais usados, contém um eficiente sistema de
transferéncia plasmidial proveniente do plasmfdio promfscuo RK2 e
um replicon ColEl funcional em uma pequena gama de hospedeiros.
Deste modo, o pRK2013 & capaz de se mobilizar e de mobilizar ou-
tros plasmidios, porém € incapaz de se replicar em Xanthomonas.
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TABELA 2.2.: Plagmfdioa "helper” usados em conjuga¢¥o triparental
em Xanthomonas, caracterfsticas princtpais e fontes.

PLASMIDIO|CARACTERISTICAS DESCRICX0O/CONSTRUGXO [CONJUGACXO DE Xc

RP4 Inc-P 56.4 Kb DATTA et al, 1971 MUROOKA et al,
Hob* KwI" ApT TcT 1987
Cbr Tra+

pRK2013 ori ColEl Trat FIGURSK] & HELINSK] |KAWALEK & SCHAAD
Mob* KmP 1879 1985

PRK2073 PRK2013 Km::Tn7 LEONG et al, 1982 TURNERet. al, 1984

2.5.2) Transformacl¥o

: A transforma¢¥o pode ser considerada de doig tipoas: s
natural e a artificial. A transformag¥o natural faz parte da fi-
glologia normal da célula, e s compet&ncta, ou seja, a capacidade
da bactéria em ligar-se e incorporar o DNA em uma forma resisten-
te 3 DNase exdgena, ¢ um carster herdavel sujeito & press¥o sele-
tiva (STEWART & CARLSON, 1986). Na transformag¥o artificial, as
célulae recepientes adquirem a compet&ncia como resultado de tra-
tamento® qufmicos, ffsicos ou enzimstticos, realizados em ]abora-
tdrio. Este tipo de transformaglo é um dos maig importantes ele-
mentos da tecnologlia do DNA recombinante, e vérios procedimentos
foram otimizados para se obter aita eficiéncia de transformag¥o
(SAUNDERS et al, 1984). ,

A transformag¥o artifictal com DNA cromoes8mico foi o
primeiro processo de recombinagldo génica descrito em Xanthomonas
(COREY & STARR, 1957a,b), onde se transferiu a informag¥o genéti-
ca de resisténctn a eatreptomlcina e do tipo de colbnia a linha-
gens de X.c. pv phasecl). Outros trabalhos nesta linha foram o de

YAMASAK] et al (1966) e o de COSTA (1968), 'nos quais foram
transferidos, respectivamente, o carédter de viruléncia e a re-—
gleténcia aos antibidticos estreptomicina e eritromicina.

A introdug¥o de DNA plasmidial por transformag¥o em
Lanthomongs, entretanto, foi reportada pela primeira vez apensas
em 1984 por GABRIEL, onde X.¢c. pv malvacearum foi transformada
por um plasmfdio nativo. Quanto & transforma¢gBo por vetores
plasmidiais, dois artigos de 1987 reportam as dificuldades e as
técnicas utilizadas para a obteng¥o de transformantes (MUROOKA et
al, 1987; ATKINS et al, 1987). MUROOKA et _al, usando o plasmfdio
pBR323 @ um derivado d deste, o pBXC1iz, apds tentatlvas de trans-
formag3o por alguns métodos descritos, taile como, o de DAVIS et
al (1980) e o de HANAHAN (1983), sd conseguiram transformar atra-
vég de modificacBes dasg técnicas de KUSHNER (1978) e de HIMENO
(1984), obtendo-se eficiéncia de até 3x10% transf. / Mg DNA. Den-
tre os principais problemas e respecttivas solu¢Bes apontados como
significativos na eficié&ncia de transforma¢¥o foram citados: 1.
presenca de sistemas de restri¢fo em Xanthomonas, o que pode ser
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evitado wusando-se vetores protegidos, ou seja, que tenham sgido
introduztdos em X.campestris e que tenham subsistido por terem
sido metilados ou n¥o sofrido restrig¥o; 2. o8 polissacarideos
capsulares atrapalham o processc da transformag¥o, logo devem ser
usadas células que tenham crescido somente até a fase logarftmica
média; 3. Xanthomonas tem o tempo de gerac¢¥o muito longo, por is-
80 requer um perfodo mator de incuba¢3io (estipulado para 5h apro-
ximadamente), para que fique capaz de expressar resisténcia aos
marcadores seletijvos.

ATKINS et _al (1987) testaram os métodos de indug¥o de
competéncla por CaClp (COHEN et_al, 1972), por incorporagfo de
gsolugcio de RbCl (BAGDASIARAM & TIMMIS, 1981) e por congelamento e
descongelamento (HOLSTERS et al, 1978), e cbtiveram transforman-~
tes nas tré@s técnicas, porém somente quando o plasmfdio tinha si-
do tsolado de X. campestris. Por ser o mais simples, a técnica
tradicional de CaCly foi otimizada, resultando numa eficiéncia de
850 transformantes/ llg de DNA. Os autores também comentaram que a
barreira de restric¢3o do DNA por nucleases de X.campestris seria
um dos pontos cruciaie para a baixa eficiéncia de transformaglo
e, para resolver este problema, isolaram um mutante de X.campes-
irig deficiente em restrigdo.

2.6.) 0O Amido e sus Utilizag¥o

0 amido ocorre sob a forma de gr8nulos insoldvelis emn
dgua e & o principal carboidrato de reserva das plantas superio-
rega. Ele é produzido comercialmente a partir de sementes, tubér-
culos e rafzes de plantas. A maior fonte de amido ¢ o milho, e
outrag culturas brasileiras produtoras s¥o: mandioca, inhame e
batata, entre outras.

0 amido & composto por amilose e amilopectina, dois
componentes . de alto peso molecular que diferem entre gi no tama-
nho da molécula, na solubilidade em dgua, na capacidade de se co-
rar por iodo e na susceptibilidade & hidrdlise enzimdtica. A ami-
lose & uma molécula ]linear composta de cadeias de resfduos de
glicose ligados de forma alfa-1,4, enquanto que a amilopectina é
um polfmerc ramificado com ligag8es do tipo alfa-1,6 e alfa-1,4.
A amilose, em geral, representa de 20 a 25X do amido, dependendo
da fonte do polfmero.

0O amido & utilizado na alimentac¢Zo, tanto na forma na-
tural como manufaturada, Além disto, nas inddstrias de alimentos,
© amido pode ser empregado como fonte de carbono de microorganis-
mo8 de interesse econ8mico.

A utilizag¥o do amido como substrato para a producglo de
xantana fol reportada por LEACH et al (1957) e, mais recentemen-
te, por SOUW & DEMAIN (1979), entretanto, apesar do amido ser um
substrato de maior disponibllidade e de menor pre¢o que a sacaro-
se, pelo fato desta fornecer ainda a malor produglo de xantana,
esta &6 a tradicionalmente usada.

Um bom exemplo da introducBo do carsdter amilolftico em
microorganiamos de Interessge industrital foi desenvoelvide na leve-
dura. O etanol pode ser obtido do amido apés fermentaglo alcodli-
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ca, entretanto, como o agente fermentador, a levedura Ssccharomy-
ces cerevisgipe, n¥o degrada o amido 8 agiucsres fermenteegcfvets, &
necessgaric hidroltzar o amido por métodos qufmicos e ffsicoe, an-
tes da fermentag¥o pela levedura. Com o objetivo de eliminar esta
etapa do processo fermentativo, ASTOLFI-FILHO et al (1986) intro-
duziram o gene da alfa-amilase de camundongo em S. cerevigiae,
criando possibilidades futuras de produgfo de etanol a partir do
amido da mandioca, ao Iinvés da egacarcse da cana-de-acucar. Segun-
do SCHENBERG & COSTA (1987), as vantagens nacionate da cultura da
mandioca sobre a da cana s%o: 1. major produ¢¥o de etanol por
drea cultlivada: 2. menores exigéncias de fertilidade do solo; 3.
menor susceptibilidade de ataque a pragas; 4. maior tolersncta s
variacBes climéticas; 5. menor necessidade de &dgua.

Além de Beu uso como fonte de carbono e de substrato
para a fermentag¢®o, o amido também tem outras aplicac¢eg indus-
triais: na produ¢3o de xaropes de maltose e glicose, na panifica-
¢%0 e na industria de tecidos, sendo que, para tal, & imprescin-
difvel a atuac¢Bo das enzimas amilolfticas.

2.7.) As Anmtlapes

As enzimas que degradam smido distribuem-se amplamente
nos reinos microbiano, vegetal e enimal. Elas degradam amido e
peol {meros correlatos, originando produtos caracterfsticos de cada
enzima amilolftice especffica. Inicialmente, o termo amilase foi
usado paras denominar enzimas que hidroligavam as ligagBes al-
fa-1,4 glicoasfdicas, pordédm, recentemente outras enzimag foranm
descobertas, com outros tipos de atividade catalftica. Segundo
FORGARTY & KELLY (1980),a2s amtlases podem ser divididas em: 1.
exo-amilases, tais como amiloglucosidases ou glucosmilageg & be-
ta-amilases: 2. endoamilases, como as alfa-amilagsees: 3. enzimas
desramificadoras, por exemplo a pululanase:; 4. enzimas produtoras
de ciclodextrinas.

A alfa-amilase (Alfa-1,4-glucan 4-glucanohidrolase, EC
3.2.1.1, endo-amilase) ocorre em multos microorganiemos. Ela hi-
drolisa ae ligagBes alfa-1,4 da amilose, amilopectina e glicogs-
nio , porém as ligacBes alfa-1,6 glicosfdicas dos polfmeros rami-
ftcados n¥o s¥%o hidrolieadas. As propriedades e mecanigmos de
aclo dependem da fonte da enzima. Elas s¥o todas enzimas que
atuam hidrolizando liga¢Bes alfa-1,4 internas da molécula de ami-
do, e esta caracterfstica causa uma réapida diminui¢do do poder de
colorag¢3o pelo iodo, Juntamente com um rdpido decréscimo da vis-
cosidade de solu¢Bes de amide. Os produtos finais da digest3o do
amido por alfa-amilases s¥0: glicose, maltose e uma série de dex-
trinas ramificadas, que contém quatro ou mais resfduos de glico-
Be.

Alfa-amilases de diferentes fontes j3 foram purificadas
e muitas cristalizadas. As bactérias do g@nero Bacillug possuenm
um grande numero de publtcagBes a regpeito de suae alfa-amijlases,
e linhagene ténm sido desenvolvidas para a produg¥o de enzimas
amilolfticas especfficas. A selec¥o para uma amilase particular
pode ser diffcil, pois uma linhagem pode produzir diferentes ami-
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lases com diferentes especiflicidades, ou porque a enzima produzi-
da & pouca (PRIEST, 1987). Sendo asgim, a clonagem de um gene que
comanda a sfntese de uma am!lase em um hospedeiro bem conhecido,
por exemplo E.colj ou B.subtilis, pode ajudar na caracterizacgdo
da amilase e no aumento de producio. Neste contexto, SOUZA (1986)
clonou o gene de alfa-amilase (AM]l) de um Bacillus isolado en
Brasflta (DF) e estudou a expressdo deste gene em E.colil e en
B.subtilis através de um plasmfdio bifuncional, denominado de
pABC1. A express¥o do gene da alfa-amilase fol analisada dosando-
ge o congumo de amtdo e a produg¢3o de a¢ucar redutor pelos recom-
binantes.

Posteriormente, outros estudos foram fefitog com eate
gene da amilase, a saber: a andlise de restricZo do fragmento de
DNA contendo o gene AMI e a relac3o da orientag3o deste com a ex-
press3o gé&nica (CASTRO, 1988) e o sequenciamento parcial do pro-
motor e da regiXo codificadora do peptfdeo sinal (VALENCIA et al,
1988).

Quanto 5z amilases de Xanthomonas, a maloria dos pato-
vares slHo capazes de hidrolisar amido (DYE & LELLIOT.1974), porém
estudos sprofundados quanto 2s caracterfsticas destag enzimas s¥o
desconhecidoa. SAWUCZYC & DANIELS (vide DANIELS, 1987), clonaram ©
gene da amilase de X.campestris para verificar a relag¥o desta
enzima com a fitopatogenicidade, porém maiores (nformacgles a
respeito n¥o foram ainda relatadas.




16

3. )MATERIAIS E METODOS

3.1.) Linhagens

As linhagens de Xanthomoneg campestrig utilizadas foram
obtidas da cole¢¥o de bactértas fitopatogé&nicas do Instituto Bio-
l6gico de Campinas, e cedidas pelo Sr. Julio Rodrigues Neto (Ta-
bela 3.1.).Estas linhagens foram selecionadas por CANHOS & SCAMN-
PARINI. (UNICAMP, FEAA - resultados n¥%o publicados), por se reve-
larem boas produtoras de goma xantana.A linhagem de referéncia
(REF) & proventente da Northern Regional Research Lab. (NRRL-
B1459) Peoria IL, E.U.A., e é a linhagem tradicionalmente usada
para os estudos envolvendo a xantana. O clone resistente ao clo-
ranfenicol, derivado da linhagem REF, fol obtido através de muta-
¢%0 com Juz ultra-violeta (LANZA & ROSATO,1986). A linhagem 280
resistente ao &cido nalidfxico é um mutante espontaneo obtido em
nosso laboratdrio (Tabela 3.2.).

Estas linhagens foram analisadas quanto 3 presen¢a de
plasmfdios (STRIPECKE & ROSATO, 1986). A linhagem REF n%o apre-
sentou plasmfdios, enquanto que a 280 apresentou tré&s bandas
plasnidiata,

TABELA 3.1.: Proveniéncla das linhagens de X.campestris.

LIN PATOVAR HOSPEDEIRO PROCEDE£NCIA PA(S/ANO
REF | campestris |[Brassgica oleracea NRRL-B1459 E.U.A.
104 ” " Campinas - SP BRA/1980
247 ” ” Sumaré - SP BRA/1980
254 " 1. ” Valinhos - SP BRA/1980
472 ” ” Diadema ~ SP BRA/1983
485 ” ” Campinas -SP BRA/1983
220 citry Citrus reticulata Monte Alto - SP "‘BRA/1980
222 " Citrus sinensis Guararapesg ~ SP "
223 " ” Bataguagu - MS ”
245 ” Citrue reticujatas Palmital - SP "
256 » | " Agsi1as - SP ”
283 " Citrus aurantifolia | Aragatuba - SP "
280 | manihotis Manihot esculenta - BRA/1973
285 ” " - NIG/1975
287 v " - BRA/ -
289 " ” — "
290 ” r” -— ”n
320 " ” - BRA/1974
272 casgavae ” Carimagua COL/1976
275 ” " Carimagua COL/1977
310 | vegicatoriajCapgicum annuum_ - BRA/ -~
317 * Nicotjana tabacum - "
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TABELA 3.2.: Linhagens mutantes de X.campestrig utilizadas.
LIREAGEM | MARCA SELETIVA MUTAGENESE FONTE
REF CmT uitra-violeta LANZA & ROSATO, 1987
280 Nall a espont3neo este trabalho

Linhagens de Escherichia coli utilizadas neste traba-
lho: HB101 (pro leu thi lacY hsd R _end A rec A rpsl20 arai4 gal
K2 »yli5 mtl1l sup E44) (BOYER & ROULLAND-DUSSOIX, 1969): utiliza-
da como linhagem controle e como ampiificadora de plasmfdios; 5K
(leu pro tht thr ser) (HUBACECK & GLOVER, 1970): uttilizada como
receptora em expertimentos de transforma¢8o. As linhagens contendo
plasmfdios est¥o enumeradas na Tabela 3.3.

TABELA 3.3.: Linhagens de E.coli portadoras de plasmfdios empre-

gadas.

LINHAGEN PLASKIDIO MARCAS GENETICAS PROCED£NCIA
HB101 pABC1 Apr KmI AMI* SOUZA, 1586
HB101 pPNFY40 Ap"T Tc' replicon FUKUDA, 1985

RSF1010 Inc-Q
HB101 pRK2013 Tra* Mob* Kmr FIGURSKI &
replicon ColE1 HELIRSKI, 1979

3.2.) Mejos de Cultura

08 meios de cultura utilizados est¥%o descritos abaixo.
0 meio empregado para a manuten¢Xo e propaga¢Bo de Xanthomonas
compestris foi o "Yeast-medium” (YM) de HAYNES et al (1955). Para
© cultivo de Escherichia coli e para a preparag3o de indculos de
extrac¥o plasmfdial utilizou-se o meto L complexo. A fermentag%o
de xantana foi feita em Solug¥3o Basgal 1 (SOUW & DEMAIN, 1979,
acrescida de sacarose e/ou amido em concentracBes especfficas.

Meios de Cultura (gramas/litro):

- Meto YM
extrato de malte
extrato de leveduras
peptona
glicose
agar

[N
O UWww
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- Meto Complexo L

peptona 10
extrato de levedurar B
NHaCl 10
agar 15
pH 7.2

- Soluc¢c¥%o Basgal 1
KH2P04 5
MgS04.7H20 0.2
(NHg)2 S04 2.0
Ac. cfirico 2.0
H3B03 0.006
Zn0 0.006
FeCl3.6Ho0D 0.0024
CaCOj3 0.02

pH 7.0

Para a andliese da atividade amiiolftica em placas e em
meio liquido uttlizou-se o melio complexo~L contendo 0.4X de ami-
do. Para a preparacgio de metos contendo amido, este era dissol-
vido previamente em um pouco de dgua bidesttlada fria, até ge
formar uma pasta, adicionava-se aos poucos &gua quente, fervendo-
se a seqguir por 2 min. Acrescentava-se a solug¥o do meio de cul-
tura, acertava-se o pH e completava-se para o volume final.

Os meioa foram esterilizados autoclavando-se a 120°C
por 20 min.

Os2 antibidticos foram utilizados nos meioce L ou YM nas
seguinte concentragdes ( g /ml): ampictlina - 100; tetraciclina
- 10; cloranfenicol - 20: kanamicina - 20 e #cido nalidixico -

25.

3.3.) Reagentes, Solucles e Enzimas

Todos os reagentes utilizados eram de grau analftico.
As solugBes empregadas foram as seguintes:

% SolugBes uti)izadas nas extracBes plasmidialse:

- SolucBo 1:

Tri1s-HCI 25mM (pH 8.0)
EDTA 10mM
Glicosge 50mM
~ Solug%o 11:
NaOH 0.2M
5Ds 1,0 (p/v)

- SolugdSo I11:
Acetato de S5ddio 3H
Acido Acético 2 (pH 4.8)
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Solugio de PEG:
PEG-60CO 30% (p/Vv)
NaCl 1,5 M

Clorofane:

fenol:cloroférmio (1V/1V)

8-hidroxiquinolina 0.05X (p/v)

solug3o saturada com: Tris-HCl 20mM, pH 8.0, KaCl 100mM
e EDTA 1mM

Solucdo de RNAse A:

RNAse A 10 mg/ml

dissolvida em acetato de sédio 50 mM pH 4.8 e fervida em banho
maria por 10 min.

Tamp3o TE:

Tris-HC] 25mM pH 8.0
EDTA 10mM

Tamp3o R:

Trie-HCI 20mM pH 7.5
_EDTA 0.1mM

Soluclies utilizadas nas eletroforeses:

Tamp¥%o de Eletroforese (TEB) 10X:

Tris-base 108 g/1
Kcido Bdrico 55 g/l
EDTA 20mM

pH 8.0 - 8.4

Tamp¥o de Amostra de Eletroforese (TA) 3X:
TEB 3X

Ficoll tipo 400 20X (p/Vv)

Azul de Bromofenol 0.1X (p/v)

Soluclo uttlizada na transformac¥o de E.colf:

Soluglo de Tris—-Ca:

Tris-HCI 20mM  (pH 7.0)
Ca Cio 100mM

filtrar antes de usar em Millipore

SolugBes utilizadas na transforma¢do de X.campestrisg:

SolugBo de MOPS-Ca:

HOPS 100mM (pH 6.5)
CaClyo 50mM

filtrar antes de usar em Millipore
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- Soluglio de HMOPS-PEG:
MOPS 100OmM (pH 7.2)
PEG 4000 10X (p/v)
ftltrar antes de usar em Millipore

%X SolugBes utiilizadas na avalia¢¥o da atividade da alfa—-amilase:

- Soluglo de lodo O.1NH:
lodato de Potdssio 0.36% (p/v)
lodeto de Potds=lo 4.5X% (p/v)
Kcido clorfdrico concentrado 0.9X (v/v)
guardar em frasco escuro e em geladeira

— Soluc¥3o de lodo O.0iN:
Fluoreto de Potassio 5% (p/v)
em soluglc O0.01N de lodo
guarder em frasco escuro e em geladetra

- Reativo de DNS (4cido dinitrosalicflico):
-dissolver 5g de DNS em 100 ml de NaOH 2N
~colocar 150 g de tartarato de Na e K em 250 ml de Hg0
—-8aquecer para dissclver
-misturar as 2 solu¢Bes e completar com Hs0 para 500 ml
—guardar em frasco escuro e em geladeira

As enzimas de restrig¥o usadas (Eco RI, Bam HI, Hind
111, Pst 1 @ Hpa 1) e T4 ligase foram provenientes da New England
Biolabs (E.U.A.) e da Bethesda Research Laboratories (E.U.A.). A
RNAse provelo da Sigma Chemical Company (E.U.A.). A lisozima fol
preparada a partir de clara de ovos, de acordo com o método des-
crito por ALDERTON et al (1945).

Os tampBes utilizados para as digest8es do DNA com en-
Zimas de restricBea foram:

- React 2 (pare HindIl]l e Pstl)

Tris~HCI 50mM (pH 8.0)
MgClo 10mM
NaCl 50mM

~ React 3 (para Bam Hl e Eco RI)
Tris-HCl 50mM (pH 8.0)
NgClo 10mM
NaCi] 100mMN

~ React 4 (para Hpa 1)
Tris-Hcl 20mM (pH 7.4)
MgClo SmM

KCli 50mM
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3.4.) Caracterizag¥o da Produc¥o de Amilase em Melo Sdélido por
diferentes Linhagens de X.campestris

Para a wverificac8o preliminar da produglo de amilasge
pelas linhagens de Xanthomonas, cada cepa foi Inoculada em trés
pontos de placas contendo 20 ml de meio L complexo sélido, adi-
cionado de 0.4%X de amido. O crescimento procedeu-se a 30°C por
24, 36 e 48h. Para a revelag¢Zo usou-se lugol dilurfdo (1:10), co-
locando-se 3ml por placa e retirando-se o excesso. 0Os halos de
hidrdélise de amido e o di%metro das colbnias foram medidoe ime-
dilatamente, pols o iodo volatiliza, e as médias foram a seguir-
calculadas . .

3.5.) Purificac¥%o do DNHA Plasmidial -

3.5.,1.) Extrac¥o em Grande Escala

0 método utilizado para a purifica¢¥o de plasmfdios a
partir de culturas de bactérias fol uma adapta¢Zo da técnica de:
extrag¥o alcalina, descrita por BIRNBOIM & DOLY(1980).

. Células utilizadas como indculo foram cultivadas em 5ml
de meio L contendo o antibidtico adequado, a partir de clones
isolados, a 37°C durante a noite para E.coli e a 30°C durante 24
horas para Xanthomonasg. Indculo de 2ml fol transferido em 200ml
de meio L (contendo o antibidtico adequado) em frasco erlenmeyer
de 500ml, e o creascimento se processou a 37°C com agltag8o, du-
rante 24 horas.

As células foram coletadas através de centrifugacBo a
5000g por 10 minutos a 4°C, e lavadas com 10ml de salina O0.9%
(p/v) para E.coli e 3.0% para X.campestris.

Ressuspendeu-se as células em 2.5m! de solug¥o 1, agi-
tando-se vigorosamente por algunes segundos em agitador tipo Vor-
tex, em seguida adicionou-se 2.5 ml desta mesma solug¢Xo contendo
4mg/ml de lisozima recém preparada. O material fol colocado no
gelo por 30 minutos, agitando-se de vez em quando. Adicionou-se
10m]l de soluclo Il, invertendo-se o tubo viarlas vezes para mistu-
rar e colocando-se no gelo por mais 15 minutos. A seguir foram
adicionados 7.5 ml de solug¢¥o II1l, misturando-se suavemente por
invers3o do tubo, e o material fol deixado por 40 minutos no ge-
lo.

O precipitado contendo o DNA cromossomal foi coletado
por centrifugagdo a 12000g por 30 minutos. Ao sobrenadante, con-
tendo plasmfdios, adicionou-se igual volume de isopropanol e,
apds 5 minutos 3 temperatura ambiente, o material fol centrifuga-
do a 12000g por 20 minutos e o sedimento secado a vicuo. O mate-
rial foi ressuspendido em 3mi de tamp¥o TE e mais 30 Il de RNAse
A, deixado a temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida fo-
ram adicionados 1,5 ml de solug%o PEG, incubando-se no gelo nova-
mente por 30 minutos.

O precipitado foi coletado por centrifugacBio a 12000g
por 20 minutos e redissolvido em 1,0 ml de tamp%o TE, a seguir a
soluc¥o ajustada para 100mM de NaAc pH 7.5 e 0.5% de sarcosil, em
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seguida adicionou~se igual volume de clorofane, agitou-se e cen-
trifugou-se 8 2000g por 10 minutos. A fase aquosa foi recuperada
e a extragBo com clorofane repetida mais duas vezes.

A vltima fase aquosa, ajustou-se a concentraglo de NaCl
par 300mM e adicionou-ge 2.5 volumes de etanol 100X, deixando-se
precipitar durante a notte.

O precipitado fot coletado através de centrifugag3do a
15000g,em microcentrf{fuga resfriada em c3mara fria, por 15 minu-
tos, e a seqguir lavado com etanol 70X a -20CC, sem ressuspenslo,
centrifugando-se novamente a 15000g por 2 minutos. O material,
apés secagem a vicuo, fol ressuspendido em 100 FJ de tampZo R, e
estocados em alfquotas a -20°C.

A estimativa da concentrag¢®o do DNA, foil realizadas
através de espectrofotometria, medindo-se 2 absorb8ncia a 260 e
280 nm, e obtendo-se a concentraclo de Acidos nucléicos por meio
da tasbela de Warburg (UARBURG & CHRISTIAN, 19312).

3.5.2.) Extra¢Bo em Pequena Escala

As extragBes em pequena escala também foram feitas se-
gundo o método de BIRBOIM & DOLY (1980), com as seguintes modifi-
cacBes para X.campestrig:

- partiu-se de 3m] inicials de suspen¢¥o bacteriana para cada
amostra;

- a lavagem das células foi efetuada energicamente com NaCl 3.0X
para se retirar o polissacarfdeo extra-celular (EPS) aderido &
parede bacteriana;

- apés a ressuspens¥o final em tamp¥3o R (50 Il J, centrifugou-se
a 12000g por 30 segundos para a sedimentac¥o dos restos celula-
res.

3.6.) Digestco do DNA com Enzimas de Restrig¥c e Anélise dos
Fragmentos

Para a digestSo com enzimas de restriglo foram utiliza-
dos sistemas de 15- 50 1l , aos quais os tamples das enzimas fo-
ram adicionadeos a partir de estoques cinco vezes concentrados
(5X). Os sistemas continham 5-10 U de enzimas de restricfo por [g
de DNA. Asg digest8es se processaram por 2-3 has a 37°C, e foranm
interrompidas, quando necessdrio, ou por aquecimento a 65°C por 5
ninutos ou por extrac¢%o da enzima com clorofane.

As amostras digeridas foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose 1X (p/v). 0 gel foi preparado, disscolvendo-se a
agarose em tampdo TEB 1X, fervendo-se a mistura e colocando-se
para =solidificar em placas de vidro formando uma camada de apro-
ximadamente 0.5cm de espessura.

As amostras foram aplicadas em "slots” feitos no gel.
Para tanto, era retirada uma alfquota de cada eistema de diges-
t8o, com aproximadamente 0.5-1.0 lilg de DNA, misturada com 1/3V de
TA 3X. A seguir, o gel fol colocado em uma cuba, submerso em tam-
p3o TEB 1X. A eletroforese se processou d temperatura ambiente,
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aplicando-ge uma amperagem inicial de 10-20 mA, que foi aumentada
para 40-50 mA, apds as amostras terem penetrado no gel. Apés a
corrida, o gel fol corado com 1.0 ig por m! de brometo de etfdeo
dissolvido em tamp¥o TEB 1X por 30 minutos e descorado com o mes-
mo tampdo por 10 minutos. Em seguida, o gel fol analisado sob luz
ultra-violeta, wuttlizando-se um transiluminador GT-300-8 da Ger-
metec Ltda, e fotografado com filme Kodak Plus-X, usando-se fil-

tre laranja.

3.7.) Conetru¢¥o das molécules Hibridas de DNA

0O matertal clivado com enzimags de restrig¢fo, fot colo-
cado para ligar apés a inativag¥3o da enzima, na presenca de 40 U
de T4-DNA-ligase, 60mM de Tris-HClI pH 7.8, 5mM de MgCls,, 10mM de
DTT e 1mM de ATP. A mistura de ligac3o foi ent¥o incubada a 37°C
por 30 minutos e a 16°C por uma noite. O sistema fol utilizado
posteriormente para trangformar E.colt HB101 e/ou 5K.

3.8.) Traneformac¥o de Escherichia col!

O método utilizado para transforma¢¥o de E.coli fot o
descrito por DARGET & EHRLICH (1973%), com algumags modificagBes.
Células utilizadas como indculo foram cultivadas em 5 ml de melo
L a partir de uma coldnia isolada e incubadas a 37°C com agitag¥o
durante a noite. Ilnoculou-se em seguida 0.5ml em 50Oml de meio L.
A cultura foi incubada a 379C com agitac3o, até se atingir uma
densidade populacional de aproximadamente 2 x 10/ células por ml,
© que equivale aproximadamente a 0.3-0.4 unidades de abeorbincia
a 540nm.

As células foram coletadas por centrifugac¢fo a 2000g
por 15 minutos a 4°C, ressuspendidas em 15 ml de soluglo Tris-Ca
a 4°C. As células foram mantidas em banho dgua-gelo por 30 minu-~
tos, e em seguida coletadas a 2000g por 15 minutos e ressuspendi(-
das em im] de solug¥o Trim-Cas gelada. A suspensBio era utilizada
apés 60 minutos de incubag®o em banho &gua-gelo cu até no méximo
24 horas.

Para a transforma¢¥o, as células competentes foram mig-
turadas com DNA em tubos de vidro estertilizados, numa proporg¢do
de 100 1l de suspenslo de células para 20 il de DNA dilufdo enm
tamp¥o TR, ou no préprio sistema de liga¢Bo. A seguir o sistema
era incubado a 0°C por 30 minutos , apds o que fol submetido a um
choque térmico a 42°C por 5 minutos. Adicionou-se a seguir iml de
melo L por 100 il de células, incubando-se por mais uma hora a
37°C. As células foram entXo espalhadas em placas contendo o meio
de selec¢¥o adequado, na propor¢3o de 10-100 Il da suspensio de
células por placa. As placas foram incubadas a 37°C por uma noite
e oe transformantes anal isados pera se detectar a presencga de
plasmfdios recombinantes,.
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3.9.) Transformag¥o de X.campestris

A transformac3o de X.campestris fot baseadas nas técni-
cas da MUROOKA et al (1987), com algumas modifica¢Bes.

Ag bactérias a serem utilizadas como indculo foram
crescidas em 5 ml de mejo L complexo com o devido antibidtico.
Incubou-se a 30°C por 24h, com agitag¥o aproximada de 180 rpm.

Inoculou-se 4dml! em 40 ml de meio L e acompanhou-se o
crescimento em unidades Klett. Quando atingiu-se 80-90 unidades
Klett, correspondendo & fase logarftmica média, a2s células forem
coletadas por centrifugag¢¥o a 0°C, a 2.500g, 10 min e lavadas com
20 ml de MOPS 10mM (pHE6.5). Apds serem ressuspendidas em 20 ml de
MOPS 100mM (pH 6.5) + CaCls 50 mM, as bactérias foram Iincubadas
no gelo por 60 minutos. Centrifugou-se a 2000g, 10 minutos e a
Q°C, ressuspendeu~-se em 1ml da solu¢¥o anterior e incubou-sge por
2 horas em gelo. Colocou-gse em tubinhos de vidro estéreis 100 Jil
da solu¢¥o de HNOPS-PEG e adicionou-se os plasmfdios em quantidade
variando de 1 a 4 llg . Colocou-se as células competentes em volu-
me de 200 il e incubou-se no gelo por 1 hora. O choque térmico se
deu a 37°C por 2 minutos, apés o que acrescentou-se 0.7 ml de YH
lfquido. Ae células foram incubadas durante 5 horas psra permitir
a expressio dos genes de resist@ncia a antibidticos, a 30°C com
agitagd3o branda. Volumes de 100 e 200 U1 foram espalhados em pla-
cas contendo os antibidticos adequados. As placas foram colocadas
em estufa a 30°C e observou-se os transformantes apés 3 a 4 dias.

3.10) ConJjugacl¥o

A transferéncia de plesmfdios pasra X.campestrig por
conjugagc®o processou-ge em duas etapas. A primeira congistiu no
cruzamento de linhagens de E.coli, uma delas contendo o plasmidio
"helper” (pRK2013) e a outra o plasmfdio a ser mobilizado (pMFY40
ou pAP1). Na segunda etapa realizou-se a conjuga¢¥o de uma E.co-
11, contendo o© "helper” e o plasmidio de interesse, com uma
X.campesirig, contendo marca seletiva cromossbébmica.

3.10.1) Primeira Etapa de Conjugacle

Em uma placa contendo meio L 8dlido foram estriadas
bactérias da linhagem contendo o "helper” e sobre esta alguns
clones da linhagem contendo o pMFY40 ou o pAP1l, espalhando-se
exaustivamente. Incubou-se durante 3h a 37°C . Do crescimento
bacteriano raspou-se a placa com uma alga de platina, transferin-
do, pela técnica de esgotamento um pouco da massa celular para
piacas contendo os marcadores seletivos (Km, Ap, Tc). Para con-
trole, as linhagens parentais também foram estriadas em placas
seletivas. Incubou-se a 37°C por 24 horas. 08 clones resultantes
foram analisados por extrag¥%o em pequena escala de DNA plasmidial
e eletroforese,.
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3.10.2.) Segunda Etapa de Conjugac¥o

As linhagens de X.campestris receptoras e de E.coll
doadoras foram cultivadas em 5 mil de meio L, contendo os antibid-
ticos especificos, por 24 horas a 309C. Semeou-se 0.2ml da cultu-
ra de Xanthomonas e 0.1m) da de E.coli em uma placa de meio L e
espalhou-se muito bem. A placa foil incubada a 30°C por 6 horas.
Em seguida, com a alga de platina, espalhou-se por esgotamento um
pouco da massa celular em placas contendo os antibidticos para a
selegcdo dos conjugantez (Ap, Tc e Cm ou Nal). As placas foran
deixadas em estufa a 30°C por 3-4 dias, e dos clones resultantes
foram extrafdos os plasmfdios, os quaig foram digeridos com enzi-
mas de restrigdo e as bandas analisadas por eletroforese.

3.11.) Tesmte de Estabilidade do‘pHFY40 em X.campestris

A estabilidade do plasmfdio pMFY40 fol analisada nas
linhagens REF Cm¥ e 280 Nall, através da compara¢¥o do crescimen-
to de bactérias recombinantes mantidas com e sem a press¥o de se-
le¢g30 para a manuteng¥o do vetor (resisténcim aos antibidticos
anmpicilina e tetraciclina). Para tanto, um clone da linhagem REF
Co e um das linhagem 280 Nall, ambos contendo pMFY40, foram {no-
culadose em 5 m] de meio L adicionado dos antibidticos, cujasg mar-
cag genéticas de resisténcia estavam localizadas no plasm(dio e
no cromossomo. Apés 24 horas de incubag¥o a 30°C a 180 rpm, 0.5
m]l] da suspenslo celular era transferida para outros 2 tubos de
meio L, um deles contendo apenas o antibidtico correspondente &
marca genética cromossSmica (Cm ou Nal) e o outro, além deste, os
antibidticos cujos genes de resisténcia s%o plasmidiais (Ap e
Tc). Este procedimento fol repetido a cada 24 horas. No primeiro
dia de passagem, e a seguir a cada 2 dias, as células apés cada
tratamento foram plaqueadas em melo contendo as duas variagBesg da
compogiglio de antibidticose, em triplicatas e em diluigBee de
1049, 10-% ¢ 1078. Apsée Incubac¥o das placas a 30°C por 3 dlas,
as colbniass foram contadas e as médias tabuladas. Os coeficientes
de sobrevivéncia do teste (TST) e do controle (CTL) correspondenm,
respectivamente, ao crescimento das culturas mantidas em meio 1f-
quido sem e com a presencga de ampicilina e tetraciclina. 0 coefl-
ciente de sobrevivéncia de cada passagem analieada foi resultante
da raz¥%o entre 8 média (M) do numero de colénias obtida do_cres-
cimento no mejio contendo os tré&s antibidticos e da média (M) ob-
tida do crescimento no meio com apenas o antibidtico correspon-
dente & marca gendtica cromossomal.

Os coeficientes foram calculados segundo as fdrmulas:

CTL = M cels. cultivadas c/ selec3o, plagueadas ¢/ selegdo
M cels. cultivadae ¢/ selecHo, plagqueadas s/ seleglio

v TST = § cels. cultivadas s/ seleg¢do, plaqueadas ¢/ selegdo
M cels. cultivadas 8/ selegBo, plaqueadas 8/ seleglo
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OBS: selegBo = presgen¢a dos antibldtlcoé corregpondentes &8s mar-
cag genéticap plasmidiais; M = média.

Estes coeflctientes foram multiplicados por 100 para se
obter a porcentagem de células mantendo os plasmfdios, nas condi-
¢c8es de controle e de teste.

3.12.) Anélise dos Halos de Amilolise om Nelo Sdélido dos Recombi-
nantes Contendo pAPl.

Para a ansdlise da secregfo da alfa-amilase de B.subti-
118 pelos recombinantes uttlizou-se meio L contendo 0.4X de ami-
do, adicionado dos antibidticos Ap e Tc, para a manuten¢do dos
plasmfdios. Os8 clones foram inoculados por pontos na placa, e es-
tas foram incubadas a 30°C por 3 dias. A revelac¢3o foil feita dei-
xando as placas invertidas sobre outra placa contendo cristais de
iodo. 0O vapor de iodo interage com o amido do meio de cultura,
resultando numa coloragio azulada. Pode-se observar um halo t{pil-
co ao redor dos clones nas regies onde ocorreu hidrdlise.

3.13.) Avaliaclo da Atividade da Amilase em Meio Liquido.

Os clones recombinantes e controles foram inoculados em
5 ml de meio L, contendo oe antibldticos adequados, e Incubados
durante 24h a 30°9C. Inoculou-se 1.0 ml da suspensz%o bacteriana em
50 ml de meio L contendo 0.4X de amido, adicionado de 5 g /ml de
Tec no caso dos recombinantes.

0O crescimento das culturas foi estimado através de me-
didas de absorbincia a 500nm em intervalos de 2 horas para E. co-
11 e de 4 horas para Xanthomonas. Sempre que o cregcimento fol
estimado, alfquotas de meio de cultura foram utilizadas para a
deteccgl0o do teor de amido e de agucar redutor.

3.13.1.) Consumo de Amido do Meio de Cultura

A dosagem de amido do meio de cultura fol baseado no
método de CARAUAY(1959). As amostras de 250 il de sobrenadante do
meio de cultura foram adicionados 250 Ul de soluc¥o de lodo 0.01N
e 2 ml de adgua destilada para perfazer um volume de 2,5 ml. A se-
guir, mediu-se a absorbfncia a 660nm e com isso estimava-ge o
teor de amido através de uma curva padr3do com concentragBes co-
nhecidas de substrato.

3.13.2.) Formaglo de Acgucar Redutor no Meic de Cultura

A formag3o de agiucar redutor no mejo de cultura fol
acompanhada segundo o método descrito por SUMHNER (1925).

As amostras de 1 m] de sobrenadante do meio de cultura
adicionou~-se 1 ml de Reativo de DNS. Apds agltar-se a soluglo,
esta fol colocada em banho de 3dgua fervente por 5 minutos. A sge-
guir, completou-se o volume para 10 m! e mediu-se s absorbfncia a
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550nm, estimando-se o teor de acgucar redutor através de uma curva
padr¥o de glicose.

3.14.) Fermentac¥o ds Xantana

3.14.1.) Preparo das Amostraes

A partir de placas contendo bactérias de 3 dias de
creecimento, aproximadamente, as células foram inocuijadas em er-
lenmeyers de 125 m! contendo mejio YN lfquido com os antibidticos
adequados. Incubou-se a 28°C a 180 rpm por 24 horas.

Alfquotas de 2 ml foram inoculadas, em quadruplicatas,
em erlenmeyers de 125 ml, contendo 20 ml da Solu¢%oc Basal 1
acrescida da fonte de carbono, sacarose e/ou amido, nas concen-
tracBes adequadas. As amostras foram incubadas a 28°C, a 180 rpm
por 72h.

3.14.2) Medicg¥o da Viscostidade

A viscosidade da goma produzida pelae amostrag foil ea-
timada por duas técnicas: tempo de escorrimento e andlise em vis-

cosfmetro.
Para a medida do tempo de esgcorrimento, empregou-se uma

pipeta de 5 ml, na qual o tempo de escorrimento de 5 ml de Hs0
fosse de aproximadamente 7 segundos. A medida consistiu no tempo
er que O menisco da amostra fosse da marca zero & marca quatro da
plpeta.

Para a medigc8o da viscosidade em visecosimetro, uttli-
Zou-sge um aparelho Brookflelds (RV Serles Viascometers) com adap-~
‘tador para pequenas amostras e um ”"spindle” numero 21. Foram to-
madas as medidas das rotag¢les de 5, 20 e 100 rpm, as qualg foram
convertides nosg valores finaieg (CPS = centipoise), multiplicando-
se, regpectivamente, por 100, 25 e 5, conforme as especificaclesn
do fabricante.
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4.) RESULTADGS

4.1.) Caracterizacio da Produglc de Amilase em Meio Sélido por
Diferentes Linhagens de Xenthomonag campestrig :

Os resultados obtidos quanto ao tamanho das col8nias e
dos halos de amilolise das linhagens de Xanthomonas encontram-se
na Tabela 4.1. Segundo estes resultados, a maloria das linhagens
testadas apresentaram a capacidade de degradar o amido.

Verificou-se wuma certa correlag%o entre os halos de
amiloiise e os tamanhos das col8nias em relagio ad patovar ao

qual a linhagem pertencia.

Tabela 4.1.: Caracterizag¢3o da produgfo de halos de amilolise por
diferentes linhagens de X.campestris. As medidas (em
mnm) foram obtidas da média de tré&s repetic8es.
DIAM. MeDIO DAS COLOGNIAS | DIAM. MeEDIO DOS HALOS

24h 36h 48h 24h 36h 48h

LINHAGENS:

X.c.cam.REF 3.00 5.83 7.67 12.67 19.00 20.83

” 104 3.50 6.67 7.00 13.37 18.00 20.83
* 247 2.67 7.17 7.50 12.17 19.67 23.33
" 254 3.33 6.67 7.67 12.83 19.17 23.17
” 472 3.17 .50 6.67 12.50 18.33 22.50
” 485 2.00 6.83 7.83 11.50 18.67 23.00
X.c.cit.220 1.50 3.33 3.33 6.00 15.00 13.83
" 222 1.67 3.17 3.83 7.50 14.33 13.83
” 223 1.83 3.33 4.16 6.33 14.33 13.66
” 245 1.00 3.33 4.50 3.67 11.33 14.50
” 256 2.00 2.67 3.83 6.33 11.00 14.16
" 283 1.75 3.17 4.00 7.00 12.00 15.00
X.c.man.280 2.50 7.00 4.25 % x X
” 285 2.50 6.00 7.50 4.67 7.00 8.50
" 287 2.25 4.83 5.25 * * *x
" 289 3.25 5.00 5.25 X * %
” 2390 .2.00 4.25 4.00 2.50 7.00 7.83
" 320 3.00 5.33 6.00 X % X
X.c.cas.272 2.83 8.67 8.17 10.00 17.67 18.67
" 275 2.33 6£.83 7.67 7.17 14.50 18.67

X.c.ves 310 1.67 3.17 4.50 - - -

” 317 2.67 4.67 5.67 7.33 13.67 16.83

(-): auséncia total de halo (%): auséncia de halo tfpico
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Os patovares campestris, citri e cassavae apresentaram
linhagena amilolfticas, sendo que tanto os halos de hidrdlise de
amido quanto os diSmetros das coléntiae do patovar campestris sfo
sensivelmente mailores do que os do patovar cttri. O patovar véai-
catoria apresentou uma linhagem amilolftica e outra sem nenhum
traco de amilolise (310). Do patovar manihotis apenas duas linha-
gens apresentaram halos t(picos, os quais, entretanto, foram pe-
quenos. As demais linhagens do patovar manihotis apresentaram
apenas um clareamento sutil ao redor e/ou sob a colfnia.

A partir destes resultadoes foram escolhidas duas linha-
gens para o prosseguimento deste trabalho, que s3¥o:

REF: pv campestris; linhagem bem caracterizada (NRRL-B1459); ami-
lolftica; plasmfdios n3%c detectados (STRIPECKE & ROSATO,
1986).

280: pv manihotig; uma das melhores produtoras de xantana do la-
boratdrio (ROSATO - comunicac¥o pessoal); nlo amilolftica;
apresenta tréeg bandas plasmidiais (STRIPECKE & ROSATO,
13986).

4.2.) Clonagen do Gene da Alfa-amilase no Plasmfdio pNFY40

O plasmfdio contendo o gene da slfa~amilase empregado
neste trabalho foi construfdo segundo o esquema apresentado na
Figura 4.2., a partir do plasmfdio pABC1 contendo o gene da alfa-
amilase de Bacillus gubtillis (SOUZA, 1986) e do plasmfdio pHFY40
(FUKUDA & YANO, 1883%), o qual possul a origem de replicaglio do
RSF1010, functional em uma grande gama de bactérias gram-negat{-
vas, ligada ao plasmidio pBR313. Os plasmidios encontram-se esB-
quematizados na Figura 4.1. '

Aproximadamente 3.0 )Jig dos plasmfdios purificados forsam
digeridos com 20 U de Eco RI (Figura 4.2.). Juntou-se o material
doas dois sistemas de digestlo e, apds a extra¢l3o da enzima, res-
suspendeu-se em 10 liIl de solu¢3o tamp¥o TR. A este sistema adi-
cionou-se o tamp¥o de ligac¥o e 40 U de ligase de T4. ApdSs 8 i~
gagdo, este sistema fol usado para se transformar E.coli HB101;
8 selec¥o foi felta em placas contendo 1.5% de amido e 10 Jig /ml
de Tc. Foram obtidos vérios transformantes, os quais foram trang-
feridos para placas contendo amido (1,5%) e Te¢ (10 lig /ml), para
86 comparar a atividade amilolftica entre os clones (Figura 4.4.
>. A priori se deduziu que os clones que contivessem o gene da
alfa-amilase na orientag¥o correta no plasmfdio, a qual possibi-
litaria maior express¥lo génica, produziriam mator halo de amilo-
lise. Os clones maie amilolfticos foram ent3o transferidos para
placas contendo 10 g /ml de Km, para se eliminar os possiveis
pABC1 remanescentes ou recombinantes do fragmento maior do pABC1.
Sets clones Km® foram selecionados. Foi realizada uma extrac3o
plasmidial em pequena escala, e os plasmfdios foram analisados,
intactos e digeridos com Eco Rl, por eletroforese. Um dos clones
foi selecionado, do qual se fez uma extra¢3o plasmidial em grande
escala. Os plasmfdios foram clivados com as enzimas de restrig3o
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EcoRl e HindlIIl, e os fragmentos anal isados em gel de agarose 1X
(Figura 4.5.). Verificou-se que dois fragmentos foram |iberados
com a digest8o com EcoRl, um deles correspondente ao plasmfdio

pMFY40, e o outro ao fragmento AM! do pABC1; no gel estesg frag-
mentos foram estimadog para cerca de 11.9 e 2.4 Kb, respectiva-
mente. Da clivagem com Hindlll, obteve~se uma banda de menor mi-

grac3o eletroforética que o pMFY40, estimada por eletroforese pa-
ra 14.4 Kb.

0 plasmfdio recombinante foi denominado de pAP1 (plas-
mfdio com Alfa-amilase Promfscuo 1), e foi posteriormente subme-
tido a duas duplas digestBes, a saber, com as enzimas Hpal/BamHI
e Hpal/ Pstl, para se verificar a orientag3o da inser¢%o do frag-
mento AMI . Segundo CASTRO (1988), que analtsou a orientag¢3o do
fragmento de AMI no plasmfdica pABCl, had um sftio de Hpal a apro-
ximadamente 200 pb depois do sftio de EcoRl, na extremidade em
que se inicia a transcricdo do gene. A digest3o de pAP1 com Hpal
resultou em dois fragmentos de pesos moleculares de aproximada-
mente 9.0 e 5.0Kb (Figura 4.6.), demonstrando a presenca de dois
Bftios para esta enzima: um deles dentro da porg¢3o contendo AMI e
o outro no plasmfdio pMFY40. A digest%o com Hpal/Pstl produziu
trés Dbandas de aproximadamente 8.0, 5.0 e 1.0 Kb, significando
que o sftio de Hpal no fragmento contendo AMI estava préximo ao
sftio de Pstl. Isto fol comprovado com a digest¥o com Hpal/BamHl,
que produziu dois fragmentos de cerca de 9.0 e 2.5 Kb. Como eranm
esperadas tré&s bandas, deduziu-se que duas delas tenham o mesmo
tamanho de 2.3 Kb, das quais uma equivalente a uma parte do frag-
mento contendo AMI. Logo, o sftio de Hpal neste fragmento situa-
Be mails proximo so sftio de Pegtl do que ao de BamHl do plasmfdio
PMFY40. A partir destas Informac®es e de dados da literatura,
construiu-se um esquema do pAP1, o qual encontra-se na Figura
4.7. '
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pMFY4p®
11.6Kb

Plasmf{dios wusados para a introdug¢o
fa-amilase (AMI) de B.gubtillie no plasmfdio
mfscuo pMFY40.

Localizac%o de sftios de enzimas de restri¢8o: E

EcoRl, H = HindIll, H = Hpal, P = Pstl, B = BamHI,
= Sau3A, EV = EcoRV, Sa = Sall, Hc = Hincll], Pv
vull, St = Stul, Bs = BstEll, Bg = B 111.

do gene da al-
pro-

Rwn
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FIGURA 4.2.: Estratégla pars se Inzerir o gene da alfa-amilase no
plasmidio pMFY40. Os esquemas dos plasmidios apre-
sentam apenas os sftios de restri¢3o empregados no
trabalho: E = EcoRl, Hp = Hpal, P = Pstl, H = Hindil~
I1 e B = BamHll.
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FIGURA 4.3.: Andlise eletroforética da restric3¥o com EcoRl dos
plasmidios pABC1 e pMFY40 . A: DNA de A /Hindlll e
EcoRl: B: pABC1 intacto; C: pABC1/EcoRl; D: pMHFY40

intacto; E: pMFY40/EcoRI.
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Placa contendo Te (10 Jlg /HMl) e 1.5% de amido, cora-
da com {odo, para se selecionar os clones contendo
moléculas recombinantes pMFY40-AMI de malor capaci-
dade de amilolise. O clone escolhido foi o N2 1 (sge-
ta).
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FIGURA 4.5.:
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Andlise eletroforética de restricfo do plasmfdio re-
combinante produzido pela ligag%o do fragmento AMI
de PpABC1 com o plasmfdio pMFY40. A: pABCi1 intacto;
B: PpMFY40 intacto; C: pAP1 intacto; D: DNA de 4
/HindIIIl; E: pABC1/ EcoRIl: F: pMFY40 / EcoRI; G:
pAP1/ EcoRl: H: pAP1/ Hindlll.
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FIGURA 4.6.: Andlise de resirig3o do pAPl para verificaglo da
orientag¥o do inserto contendo AMI. A: pAP1 intac-
to: B: DNA de A / EcoRI- Hindlll; C: pAP1/ Hpal; D:
pAP1 / Hpal-BamHIl; E: pAP1/ Hpal- Pstl; F: DNA de d
/ZJHindIIll: G: DNA de A /EcoRI-HindlllI.
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Mapa de restrig¢¥o do plasmrfdio pAP1 (plasmfdio com
Alfa-amilase Promfscuo 1).

Fragmento origindrto do plasmfdio pABCl1, contendo
AMI (EZZZ2Z3): fragmento origindrio do plasmfdio
PMFY40 (). Os cédigos usados para os gftios de
restri¢do encontram-se na Fig. 4.2.
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4.3.) Introduglo de Plagmfdios em X.campestris

Os plasmfdios pMFY40 e pAPl1l puderam ser (ntroduzidos
nas linhagens de Xanthomonas campestris 280 Nall e REF CHNT,
tanto por conjugaclo, quanto por transformagZo.

4.3.1.) Conjugacglio

As duas etapas da conjugaglo estdo esquematizadas na
Figura 4.8. Na primeira etapa o plasmf{dio "helper” foi transferi-
do para a cédlula contendo o plasmfdio vetor, e a seleg¥o fol fel-
ta através dos antibidticos correspondentes s marcas seletivas
dos dois plasmfdios. Na segunda etapa o plasmidio vetor fot mobi-
lizado para X.campestris pelo plasmfdio "helper”, & a selegdo fol
feita através doa antibidticos correspondentes ae marcag plasmi-
diais do vetor e s marcas cromossbBmicas da bactéria receptora.

Ec Ec
12 Etapa @ X
v
Ec
Selegao . KmApTc v il
Ec Xc
22 Etapa @ X Q‘*
vVH
Xec
Selegdo ; AC Ap Tc | C‘P‘“—

FIGURA 4.8.: Representa¢%c esquemdtica da conjugacdo para a in-
trodug¥o de pMFY40 ou pAP1 em X.campestris.
(H) plasafdio "helper®”, pRK2013; (V) plaemidio ve-
tor, PpHFY40 ou pAPl: AC = antibidttco corresponden-
te ao marcador genético cromossbmico; Ec = E.coll

HB101; Xc¢ = X.campestris.
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Na primeira etapa da conjugag3o, os transconjugantes
selecionados em Km Ap Tc foram obtidos em grande quantidade, en-
quanto que as linhagena parentals n¥%o demonetraram crescimento na
presenga destes antibidticos. Apds o isolamento dos plasmfdios
das linhagens parentais e transcojugantes, efetuou-se a restrigfo
com EcoRIl e analisou-se os fragmentos em eletroforese; constatou-
se a presenga simult3nea de pMFY40 e de pRK2013 nos transconju-

gantes (Figura 4.9.).

FIGURA 4.9.: Andlise eletroforética dos plasmfdios isolados dos
clones Apl Tcl e Km' resultantes da primeira etapa
da conjuga¢®o . A e B : plasmfdios de doieg transcon-
Jugantes /EcoRl; C: pRK2013/EcoRl; D: pMFY40 / Eco-
Rl; E: pMFY40 intacto: F e G: plaemfdioa intactoe de
dois transconjugantes ; 1: pRK2013 intacto.
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Na segunda etapa da conjugacdo, os clones obtidos de
X.campestris resistentes a Ap e Tc, além do antibidtico cujas mar-
ca era cromossbmica, foram examinados quanto & presenca de plas-
mfdios.

Os transconjugantes de X.campestris demonstraram-se
sensfveis & Km (10 llg /ml). Além disso, a andlise eletroforética
do DNA 1isolado desses clones indicou somente a presenga do
pMFY40, constatando a infuncionalidade de pRK2013 em X.campestris
(Fig. 4.10. colunas E e F). Como também pode ser observado na

Figuree 4.10. e 4.11., os plasmfdios pAP1 e pMFY40 extrafdos de
X.campeetrig e linesrizasdos, nEo indicaram variaciesg no comporta-
mento de migrag¥8o0 eletroforética em relaglo aog extrafdoe de
F.coll.

A B C D E F

FIGURA 4.10: Andlise eletroforética de restri¢cdo dos plasmidios
dos transconjugantes de X.campestris e das doadoras.
A: HB101/pRK2013 intacto; B: HB101/pRK2013 - diges-
t3o com EcoRl; C: HB101/pMFY40 intacto; D:
HB101/pMFY40 - digest3o com EcoRl; E e F: transcon-
Jugantes REFCm"/pMFY40 - digest¥o com EcoRI.
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4.3.2.) Transformac¥o

As técnicas experimentadas para se transformar Xantho-
monas foram as de HANAHAN (1985), CHAKRABARTY et al (1975), COHEN
et nl (1972) e MURODKA et, al (1987). Destae, apenas obtivemos su-
cesso com a Ultima, transformando-se as linhagens REF Cm" e 280
HalT, tanto com o pMFY40 como com o pAP1. N¥o apenas o8 plasmf-
dios isolados de X.campestris, mas também os isolados de E.coli,
foram capazes de transformar as }inhagens utilizadas de Xanthomo-

A eficiéncia de transformag3c obtida fol baixa, osci-
lando, em alguns casos, entre zero e aproximadamente 160 trans-
formantes/ Jlg de DNA. Pelos experimentos n¥o pudemos concluir se
a eficiéncia de transformag®o com plasmfdios oriundos de X.cam~
pestris teria sido maior do que se provenientes de E.coll.

A andlise dos plasmfdios isolados das 1inhagens de
X.campestris transformadas também n¥o revelou alterac¥%o de tama-
nho quando comparados com plasmfdioe tscladoa de E.coli (Fig.
4.11.).

A linhagem 280 que contém plaemfdios cripticos, quando
transformada com pAP1 revelou, sob ansdlise de restric¢lo dos seus
plasmfidios com EcoRl, além de vérioe fragmentos derivados dos
plasmfdios nativos, a presen¢a do fragmento contendo AMI (Fig.
4.11., colunag H e 1),
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FIGURA 4.11:
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Andlise do plasmfdio pAPl1 e dos plasmfdios nativos

da linhagem 280 de X. campestris. A: HB101/pAP1; B:
REF CmP/pAP1; C:280 NalT/pAP1; D: 280 NalT; E: DNA
de A digerido com HindIIIl e EcoRIl;: F,G,H e I: plas-

mfdios isolados, respectivamente, de HB101/pAP1, REF
Cm™/pAP1, 280 NalF/pAP1 e 280 NalT e digeridos com
EcoRl. A flexa indica o fragmento contendo AMI.
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4.4.) Estabilidade de pMFY40 em Xanthomonss campestria

0O plasmfdio pMFY40 revelou-ge haatante estavel na 1li-
nhagem REF CmT, como pode ser verificado na Figura 4.12. Ra 11!-
nhagem 280 NalT, entretanto, observou-se uma alta frequéncia de
perda de plasmfdios, que se manifestou logo durante as primeiras
passagens sem o8 antibidticos cujas marcas eram plasmidiais (Fi-
gura 4.13.),

O plasmfdio pAP1 também teve sua manuteng®o na linhagem
280 observada (resultados n%o apresentados), e verificou-se que
ele também era eliminado da populag3o em alta frequéncia (maior
que 50X), logo nas primeiras passagens.

A partir destes resultados procurou-se verificar a es-
tabilidade de pMFY40 e de pAP1 na linhagem 280 em condig¢lies de
fermentag3o da xantana, cujo tempo é de 72h (vide ftem 4.7.).
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FIGURA 4.12: Estabilidade do plasmidio pMFY40 em X.campestris
REF Cm™. (0) populagBc controle, mantida sob press3o
seletiva; (@) populacBo teste, mantida na auaséncta
de pressdoc seletiva.
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FIGURA 4.13: Estabilidade do plasmfdio pMFY40 em X.
280 Nalf. (0)populag¥o controle, mantida sob pressdo
seletiva. (@) populagdo teste, mantida na aus@ncia
de pressdo seletiva.

4.5.) Producg¥c de Amilase em Moio Sélido pelos Recombinantes
Contendc pAP1

A presenga de um halo t{pico de amilolise, com excegdo
& linhagem REF que é originalmente amilolftica, 86 fol observada
nag linhagens recombinantes contendo o plasmfdio pAP1 (Figuras
4.14 e 4.15.).



FIGURA 4.14:

FIGURA 4.15;:
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Placa corada com vapor de 1odo, contendo col8nias de
(A):HB101, (B):REF Cm", e (C):280 NalT, crescidas em
meio L sdélido contendo amido.

Placa corada com vapor de 1odo, contendo col8&nias de
(A) :HB101/pAP1; (B) :REF Cm" /pAP1 e (C):280
NalT/pAP1, <crescidas em meio L sélido contendo ami-

do.
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4.6.) Atividade da Alfa-amilase em Meio Lfquido.

0O consumo de amido e a produg¥o de agucar redutor pelas
linhagens HB101, REF e 280 originais e as derivadas destas, con-
tendo pHFY40 ou pAP1, est¥o nas Figuras 4.16., 4.17 e 4.18, res-
pectivamente. ‘

Como pode ser observado nas Figs., 4.16. e 4.17., as li~
nhageng originalmente n%o amilolfticas HB101 e 280 contendo pAP1
foram capazes de degradar o amido do mefo e de produzir agucar
redutor.

A linbhagem REF originalmente amilolftica portando pAP1
no demonstrou, em fung3o do tempo, um aumento da degradaglo do
amido e da produgfio do agucar redutor, se comparada com & meegma
linhagem original ou contendo o vetor pMFY40 (F1g.4.18.). Analtl-
gando-ge esgges regultados em fun¢g¥o da densidade celular (Abs 500
nm) entretanto, verificou-se que a linhagem REF Cm*/pAP1l tem a
major taxa de degradag3o de amido (Fig. 4.19.) e de produg¥o de
agucar redutor (Fig. 4.20). Segundo estas figursse, tragando-se
uma linha perpendicular ac eixo daa ordenadas onde o consumo de
amido e a produ¢¥o de agucar redutor equivalem a 50X dos valores
maximos, verificou—-se no eixo dag abscigsas valoreg crescenteg de
densidade celular, na ordem REF/pAPl, REF/pHFY40 e REF Cml.
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FIGURA 4.16:
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Degradaglc de amido e formac¢H3o de acgucar redutor no
sobrenadante de culturas de E.col{ HB101: (A) E.co-
li receptora; (B) e (C) transformada com os plasmf-
dios pMNFY40C e phPl, respectivamente.

C = crescimento, indicado pela medida da absorbfncia
a 500 nm.; B = concentrac3o de acucar redutor em Jig
/ml; A = concentrac¥o de amido em g/ 100 ml. Curva
de crescimento (0—0); forma¢Zo de acucar redutor
(e—e) e concentracBo de amido (a—a ).
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FIGURA 4.17:

Andlise da degradacBo de amido e formag¥o de agucar

redutor no sobrenadante de cultura de X.campestris,

}Jinhagem 280: (A) 280 NalT; (B) e (C) contendo, res-
pectivamente, os plasmfdios pMFY40 e pAPi.

C = crescimento, indicado peia medida da absorbfncia
a 500 nm; B = concentra¢3o de a¢ucar redutor em g
/ml; A = concentra¢do de amido em g/ 100 ml. Curva
de crescimento (0O—0);: formag¥o de acucar redutor
(o—e) e concentracgiio de amido (a—a).
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FIGURA 4.18:

Anélise da degradag¢Bo de amido e formac¢¥o de agucar
redutor no sobrenadante de cultura de X.campesgtrisg,
linhagem REF. (A) REF; (B) REF CmT; (C)> e (D) con-
tendo, respectivamente, os plasmfdios pMFY40 e pAP1.
C = crescimento, indicado pela medida da absorbincla
a 500 nm: B = concentrac8o de agucar redutor em Mg
/ml; A = concentrac¢¥o de amido em g/ 100 mi. Curva
de crescimento (0—0) ; formac¥o de aglucar redutor
(6—@) e concentraglio de amido (&—a),
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FIGURA 4.19: Efeito da presenga de plasmfdios na atividade amilo-
l1ftica de REF Cm": consumo de amido versus turbidez

do nmelo (Abhe BOOnm). Aa linhagens eatio repreasenta-
das por: (0—0) REF Cmf; (e—e) REF CmT'/pMFY40 ;

{4#—a) REF Cm"/pAP1.
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FIGURA 4.20: Efeito da presenga de plasmfdios na atividade amilo-
lftica de REF Cmf: produ¢¥o de agucar redutor versus
turbidez do meio (Abs 500nm). As linhagens est¥o re-
presentadas por: (0—0) REF Canf; (®—e) REF Cnf/
pPMFY40; (a _a) REF CmT/pAP1.
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4.7.) Produglo de Xantana em Meic contendo Amido

A produ¢Bo de xantana, verificada pela viscoasidade do

caldo de fermentag¢Bo, fol observada para as linhagens REF e 280

, © sguas respectivas derivadas contendo reststéncia cromossOmica

2 antibidticos e os plasmfdios pMFY40 ou pAP1.

Apde ensaios preliminares, as concentragies das fontes
de carbono a serem testadas foram estabelecidas para: sacarose
2X, ssacarose 1X, sacarose 1X + amido 1X e amido 2X. Os resultados
obt idos para estes quatro tratamentos para cada linhagem encon-
tram-se nas Figuras 4.21.(A, B, Ce D) e ¢4.22.¢A, B ,C, De EJ,
onde =se observa a viscosidade produzida nos caldos de fermenta-
¢%0, usando-ge ag diferentes combinag¢Bes de acgucar e de amido. A
utilizag¥%o de pacarose a 2X propicla og malorea valorea de vigaco-
gtdade, indicando a melhor uttilizagB8o degsta fonte de carbono
quando comparada aoc amjdo, principalmente para a linhagem 280,
porém tambdm para a linhagem REF que & naturalmente amilolftica.

Na Fig. 4.21. pode se observar que:

% Tanto a linhagem REF mutante (CmF), quanto as recombinantes de
REF produziram goma mais vigscosa do que a linhagem original;

X Em meio com amido 2X a produ¢¥o de goma por REF Cm" e por REF
Cm™/pAP! fol mais ou menos equivalente, enquanto que a produc¥o
‘por REF CnT/pMNFY40 foi menor;

X Em meio contendo 1X de amido + 1X de sacarose, porém nlo en
meio contendo somente amido, a 1inhagem REF Cm"/pAP1 produziu
goma mais viscosa do que a linhagem REF CmT.

Ha Fig. 4.22. pode ge obszervar que:

* A linhagem 280 mutante (NalF), e as linhagene 280 recombinantes
produziram goma mais viscosa do que a linhagem original;

X A linhagem 280 NalT/pAP1 foi a que produziu goma mais viscosa
nos meios com 2X de amido e com 1X de amido + 1X de sacarose;

X A adic¥0 de 1X de amido ao meio contendo 1% de sacarose causa
um aumento na viscosidade do meilo fermentado pela linhagem 280
NalT/pAP1.

Apdse o© tempo de fermentag¢¥o (72h), verificou-se a por-
centagem de perda plasmidial doe recombinantes de 280, na qual ae
havia detectado Iinstabilidade do plasmfdio vetor. Para tanto,
plaqueou~gse amostras, em triplicatas @ em diferentes diluicBes,
de 280 NalT/pMFY40 e de 280 NalT/pAP1, que realizaram a fermenta-
¢8o em meio com 2X de amido, em placas com e sem o8 agentes sele-
tivos plasmidiais. Da média de tré&s placas foi obtida a porcenta-
gem de manuteng¥®o plasmidial de 57X(113) para a linhagem com ©
PMFY40 e de B0X(t15) para a linhagem com o pAPl.



53

I
. 1] 1]
i
Y
/
1 a0 «»
/ q& / 1
| % LiZiLi7 a7 INRY
19 ;é Zg fg § h §
5 o
sZAREnsaEn/Nlng N NN R

i
H

REF 7pMF 140 RFT /pAPY her

a
-
2
-
[13
3

FIGURA 4.21: Viscosidade do caldo de fermenta¢¥o produzida pela
linhagem REF e derivadas em Scolug3o Basal |. Barras
a esquerda: medi¢Bes _em viscosfmetro a 100 rpm (=),
20 rpm(} > e 5 rpm ( . Barras & direita: tempo de
escorrimento do caldo de fermentag#o em pipeta ().

FIGURA 4.21. (A) com adi¢3o de 2X de sacarose ao melo,.
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FIGURA 4.21. (B) com adiglo de 1X de sacarose a0 melo.
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(D) com adic¥o de 2X de amido ao meio.

FIGURA 4.21.



VISCOSIDADE (CPS)

SO T EHTIRT T T T EE T ETE S S S =

RENEENE

57

g

g
(b28) OdWAL

e

NN N N NN N NN NN NN A NN NN
L L P 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7K

SO TN T T T T T T T T T T T S T T S S S -

T 77777777777 T AT TFFT

T T T T T =
T T T B
EEEREEERCY

L FTTT

NN RN NN RN

FIGURA 4.

F1GURA 4.

22:

22.

Viscosidade do caldo de fermenta¢¥o produzida pela
linhagen 280 e derivadas em Solug¢g¥o Basal 1. Barras
a esquerda: medidas em viscosimetro a 100 rpm (Eﬁ),
20 rpm (EB) e 5 rpm ( |). Barras & direita: tempo_de
escorrimento do caldo de fermentac3o em pipeta ().

(A) com adicg3o de 2% de gacarose ao melo.



58

TEMPO (meqg)

g s )
Ui
i
it
== NN AN
SSE
M
S
¢l 1"
= NAANANNANNNRNNN
: _ m _ .,

(5dD} AAVAISOISIA

(B) com adic¢Xo de 11X de sacarose ag meio.

FIGURA 4.22.
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5.) DISCUSSXO

0 presente trabalho fol iniciade com o objetivo de ser
desenvolvido um eistema de clonagem molecular para Xanthomonas
campestris, para posteriormente se inserir um gene de alfa-amila-
se nesta bactéria.

35.1.) Produg¥% de Amilase em Meloc Sé6lido por Diferentes Linha-
gons de Xanthomonas campestris

Conforme se verificou na caracterizag¥o da producdo de
amilase por virios membros da espécie (Tabela 4.1.), o cardter
amilolftico parece estar ligado ao patovar em que a linhagem se
encontra. Este resultado é interessante, pois pode estar relacio-
nado com a Iinterag¢g3o da bactéria com a planta hosgpedeira. Destes
resultados e de outros obtidos quanto A produgio de goma xantana
por estas linhagens analisadas (ROSATO - comunicac3o pessoal),
foram escolhidas as linhagens REF e 280 para o prosseguimento do
trabalho. A linhagem REF do pv campestris (NRRL-B1459) & uma li-
nhagem bem estudada por virios grupog que interessam—-se pela xan-
tana e é originalmente amilolftica. A linhagem 280 é uma das me-
lhores produtoras de goma do laboratdrio e produz quantidades de
amilase insignificantes, somente nas Jdltimas fases do crescimen-
to bacteriano, podendo ser, para efeitos praticos, considerada
ndoc amjlolftica.

5.2,) O Sistema de Clonagen

5.2.1.) O Plasmfdio Vetor pMFY4O

Apesar de serem citados na literatura alguns plasmfdios
Jd testados como vetores de clonagem para X.campestris, resolve-
mos exXperimentar o plasmfdio pMFY40 (FUKUDA & YANO,1985), o qual
pessui um tamanho razodvel para se clonar genes de procariotos
(11.6 Kb, & multicdpia, funcional em uma grande gama de bacté-
rias Gram-negativas, n%o auto-transmissfvel embora mobilizdvel
por plasmfdios "helper”, poesui marcas de resisténcia 3 Ap e Tc,
e contém gitios de restriclo Unicos para viriag enzimas.

0O fato do plasmfdio pMFY40 n3o ser auto-transmissivel &
um cariter importante do pontec de vista ambiental, devido & pro-
priedade fitopatogénica de Xanthomonas campestris.

9.2.2.) Introdug3c de pMFY40 em X.campesiris

A introdug3oc do pMFY40 em Xanthomonas foi feita por
conjugag3do através do plasmfidio "helper” pRK2013 , construfdo por
FIGURSKI & HELINSKI (1979), e por transformac¥o.

A conjugagic consiste em um método simples, envolvendo

um bom sistema de sBelegio dos transconjugantes, Neste trabalho,a
conjugacdo sempre foi feita em duas etapas, na primeira o "hel-
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per” fot transferido & céluia contendo o vetor,e na segunda o ve-
tor foi mobilizado pelo heiper a Xanthomonas. Quando tentou-se
realizar o processo em uma etapa, pela mesma técnica, n3¥o obitive-
mos transconjugantes. A conjugag¢3o em duas etapas requer, portan-
to, mais tempo para se obter os recombinantes, porém na maioria
dos experimentos obtivemos bons resultados.

A transformag3o é um método que consiste apenas em uma
etapa, entretanto, para Xanthomonas & mais trabalhosa e, por en-
quanto, com resultados relativamente imprevisfveis. Com relagHo 2
eficiéncia de transformagfo, repeti¢g8es de um mesmo experimento,
com as mesmas linhagens e plasmfdiosg, forneceram resultadog dife-
rentee. Além do matlag, a eficiéncia de transformagido obtida ¢ ain-
da inexpressiva, para se contar com esta técnica na constru¢3o de
bancos genbmicos e outros procedimentos de clonagem em X.campes-
tris. MUROOKA et al (1987) relata que obteve eficlé&ncia de atée
3x10% transformantes/ Hg de DNA, porém o seu sistema contava com
uma linhagem diferente, pertencente ao pv citri, e de um plasm(-
dio menor, contende 7.8 Kb. A tédcnica deverd ser melhorada, en-
tretanto, para se poder introduzir nestas linhagens de Xanthomo-
nas vetores de clonagem especf{ficos, n%o mobilizidveis. De maneira
andloga a MUROOKA et al (1987), também conseguimos introduzir em
Xanthomonag plasmfdios que foram extrafdos de E.coli. Este resul-
tado difere do obtido por ATKINS et al (1987), cuja técnica per-
mitiu introduzir apenazs plasmfdios que haviam sido extrafdos do
préprio fitopatdgeno. Estes dols grupos atribufram 3 existéncia
de =sistemas de restri¢¥o o fato da n¥o permenéncia de plasmfdios
exdgenos na bactéria. Meemo assim, a técnica empregada para a
transformac8o também ¢ um ftem importante, e as técnicas descri-
tas por ambos os autores deveriam ser comparadas experimentalmen-
te. Os tratamentos diferem totalmente quanto 3s solu¢Bes emprega-
das, que sdo MOPS, PEG e CaClp ou RbCl no primeiro e MgClp, Ca-
Ciz, Tris e NagEDTA no segundo caso. Apesar de introduzirem em
A-campestiris plasmfdios oriundos de E.coli, MUROOKA et al ratifi-
caram a hipétese da existéncia de sistemas de restrigfo, pois ve-
rificaram um aumento de 103 a 104 na eficiéneia de transformag¢do,

quando do uso de plasmfdios isolados de Xapthomonags. Além destes
resultadosg, é conhecida a presen¢ga de endonucleases de restrigio

no género (KESSLER & HOELTKE, 1986). E como se explicaria o fato
deste sistema de restri¢¥o n3o Interferir tanto na conjugagHo
quanto na transforma¢3o? A possfvel explica¢3o ¢ que, na trans-
formag3o o DNA é tranferido por fita dupla e na conjugag¥o por
fita simples. Sendo ag enzimae de restrigfio especfficas para fi-
tas duplas, por conjugac3o o DNA ficaria menos Bujeito & degrada-
¢¥3o. O0Os sistemas de restricg¥o nZo tém uma explica¢Bo definitiva
quanto & sua utilidade na célula. Além de proteger as bactériae
da invas3o de fagos, supBle-se que a restrig3o desempenharia im-
portante papel na recombinagdo génica (PRICE & BICKLE, 1986).

5.2.3.) Establlidade de pNFY40 em X.campestris

Apds a introdugBo do pMFY40 nas linhagens REF Cm" e
280 NalT, o prdximo passo foi verificar a estabilidade do vetor
nas mesmas. Observou-se que o pMFY40 mantém-se estivel em REF CmP
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(Figura 4.12.), eendo que, mesmo apés 9 dias de passagem em melo
lfquido sem o8 antibidticos seletivos, cerca de 40X da populagdo
bacteriana ainda o manteve. Por outro lado, na linhagem 280 NalT,
o PpHFY40 mostrou-se bastante instdvel (Figura 4.13.), sendo que
aproximadamente 50X da popula¢¥o o perdeuw logo na primeira pasaa-
gem sem a presslo de seleg¥o. Esta instabtilidade deve-se, prova-
velmente, & presenga de outros plasmf{dios nativos nesta bactéria
(STRIPECKE & ROSATC, 1985; Fig. 4.11.), © que poderia criar pro-
cessos de Incompatibilidade plasmidial. Esta hipdtese poderlia ser
testada com isolados os quais sofreram cura de plasmidios (STRI-
PECKE & ROSATO, 1987). A estabilidade do plasmfdio pAP1 na linha-
gem 280 também fot analisada, dando resultados semeihantes ao
comportamento do plasmfdio pMFY40 (resultados n3o apresentados).
Para se verificar se nas condig¢Beg de fermenta¢3o da xantana esta
instabilidade também ocorria, plaqueou-se amostras de 280
NalT/pMFY40 e de 280 NalT/pAP!, crescidas durante 72 horas em
meio Basal-I com 2% de amido. Foram obtidas as porcentagens da
manuten¢do plasmidial da ordem de 57X(%13) para pMFY40 e de
80%(+15) para pAPl. A explicag¢3o para a maior estabilidade dosg
plasmidios nestas condig¢Bes, & que a Solugdoc Basal 1 & especffi-
ca para a produglo de goma, e n¥%o para o crescimento celular, o
qual & um dos fatores da perda plasmidial. Outro ponto interes-
sante, €é que, aparentemente, o amido também serviu de fonte de
carbono e, portanto, de press¥o seletiva para a manuteng3o do

plasmidio pAPl.

5.3.) 0 Plasmfdio Hfbrido pMFY40-AM]: pAP1

0O objetivo seguinte deste trabalho fol o de Inserir no
piasmidio pMFY40 o gene da amilase, o qual, além de ter no caso
um interesse pratico, também é de fdacil ansdlise de expressdo . O
gene egcolhido fol o da alfa~am]lase de Bacillug subtilis, isola-
do em Brasflia (DF), e gque foi tema da tese de mestrado de SOUZA
(1986). Este gene pode ser isolado facilmente do plasmfdio pABCl,
pois esitua-se entre dois sftios de restriciio de EcoRl. A estraté-
gia wutilizada para a introducdo de AMI no pMFY40 encontra-se es-
quematizada na Figura 4.2., onde o fragmento contendo o gene foi
inserido no gftio de EcoRl do pMFY40. O plasmfdio recombinante
selecionado foi denominado de pAPl (plasmidio com Alfa-amilase
Promfscuo 1), o qual contém cerca de 14.0Kb.

Conforme se observou na andlise de restrigdo do pAP1
(Figura 4.6.) e baseando-se em dados da restrigdo do pABCi (CAS-
TRQ, 1888 e do sequenciamento do gene AMI (VALENCIA et al,

1988), concluiu-se que o 0 gene da alfa-amilase é transcrito no
mesmo sentido que o gene que expressa resisténecia & tetraciclina
(tet). Se o gene da amilase for inseride no sftio de restricgdo

de EcoRl segundo a ortentag¥o inversa da transcrigdo de tet, so-
mente o promotor original do gene, o qual provém de B.subtilis, &
operante, e a produg¥o de amilase ¢ pequena. Porém, se o gene ¢é
ingerido no mesmo sentido da transcrigdo de tet, um suposto pro-
motor residual deste gene, que teria ficado & montante ("ups-
tream”) do gene da amilase seria capaz de aumentar notavelmente a
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expressdo de produ¢3o da enzima. Fol esse o efeito que se obser-
vou dentre os clones Kmf Apl Tcl selecionados: alguns clones pro-
duziam malorese e outros menores halog de amiloliege, rattficando a
observagdo de CASTRO (1988), que a orientac¢3o do gene AMI no
plasmf{dio exerce influéncia na express3o génica.

5.4.) Express¥o de AMI em E.coli e em X.campestrie

Apdés se inserir o gene da alfa-amilase em pMFY40, a pré-
xima etapa fol introduzir o plasmfdio recombinante em Xanthomonas
campestris. O pAPl foil introduzido nas linhagens REF Cml e 280
NalT, por conjuga¢3o e por transformac3o (Figura 4.11.).

A formagdo de halos de amilolise em meio sdélido (Figu-
ras 4.14. e 4.15.) demonstrou que, com excessHdo aovs resultados
obtidos para a }linhagem REF Cm'’ que j3 era originalmente amilolf-
tica, o8 resulitados obtidos para as linhagens HB101 e 280 conten-
do pAP1 diferiram dréasticamente das linhagens originais.

A hidrdlise de amido e a formag3c de agucar redutor en
meio lfquido foram verificadas nas linhagens originais de E.coli
e de X.campestris e nas linhagens contendo pMFY40 ou pAP% (Figu-
rag 4.16.,4.17. e 4.18.),

0O plasmfdio pAPl expressou o carater amilolftico nas
linhagens HB101 e 280 Nall e amplificou este caridter na linhagen
REF Cm¥ (Figuras 4.19. e 4.20.),

A produg¥o de halos de amilolise em placas e a degrada-
¢330 do amido em melo de cultura lfquido pelos recombinantes con-
tendo pAPl poderiam ser explicados: pela secre¢3o da amilase, ou
pela lise celular e consequente liberag¥o da enzima ao meio. Ape-
sar de exames citoldgicos ntio terem sido realizados para se tes-
tar estas hipdteses, informacles da literatura apdiam o primeiro
caso. CORNELIS et al (1982) clonou o gene da 2alfa-amilase de
B.coagulang em E.coli, e mostrou que a sequ@ncia sinal de uma
bactéria gram-positiva era eficiente para promover o transporte
de protefnas através da membrana de E.coli. O gene da amilase de
B.subtilig, ora introduzido em E.colt e em X.campestris, possui a
sequéncia codificadora do peptfdio sinal (VALENCIA et al, 1988>,
respongdvel pela secrec¥o do produto. Logo, é providvel! que este
peptidio sinal promova a secre¢3o de amilase no meio de cultura.

Segundo es medidas espectrofotométricas, a linhagem 280
consumiu o amido do meio 16h apds a inocula¢g3o. Entretanto, uma
observacg¥o importante & que, visualmente, anteg de se diluir as
amostras das Ultimas leituras para se fazer a dosagem espectrofo-
tomeétrica, ainda se detectava uma colorag3o mais forte do que a
do "Branco”. A explicac¢lo para isso & que, pelo fato da enzima
clonada tratar-se de uma alfa-amilase , lembrando-se que esta
cliva apenas as ligacBes alfa-1,4, o amido n¥o deve ter sido to-
talmente degradado. Alguns oligossacarfdios podem ter restado na
amostra, os quais ainda se coraram fracamente com o iodo. Quanto
aos resultados da produ¢®o de agucar redutor pela 280 NalT, deve
ser considerado que n¥%o somente a glicose, mas também os oligos~-
sacarfdios com terminacBes redutoras s3%c capazes de se reagiren
com © DNS.




66

Um fato observado, por enquanto sem explicag3o, € que a
simples presenca do plasmfdio pHFY40, especialmente nas duas li-
nhagens de X.campesiris, aumentou a atividade amilolftica das es-
tirpes, mesmo no caso da 280 que € apenas residual.

A presenga de plasmfdios nas linhagens analieadas in-
terferiu no crescimentec celular, conforme se obsgervou nasg curvas
de <crescimento. Isto pode estar relacionado com a administragdo
do antibidético Tc ao meio, que foil utilizado como press¥o seleti-
va para a manuten¢¥o do plasmfdio, ou com a presenca dos plasmf-
dios, propriamente. Os plasmfdios requerem um sistema replicativo
para sua manuten¢3o na bactéria, o que envolve gasto energético.

Um problema que se tem observado na clonagem do gene de

alfa-amilase em E.coli 6 a interferéncia deste gene no crescimen-
to celular. Esta observa¢¥o estd de acordo com o que foi ora ve-
rificade. Um trabalho que demonstra a alterag¢3o do crescimento

foi realizado por WILLEMOT & CORNELIS (1983), que observaram que
células de E.gol| recombinantes contendo o gene da alfa-amilase
de B.coagylang apresentam Inibi¢3o de crescimento quando a uUnica
fonte de carbono era maltose ou glicerol, permanecendo normal
quando se utilizava glicose. Um aumento da sfntese de alfa-amila-
se podia ser observado no mejo contendo um desses dois primeiros
agucares, indicando que estes afetavam & sintese da enzima. Dois
tipos de mutac¢3o espontinea revertiam este processo; uma mutaglo
local1zada no plasmfdio, que acarretava a tnativag3o do gene da
alfa-amilase, e outra no cromossomo da célula hospedeira. Isto
Bugere que a expressfio acentuada desse gene interfira de alguma
forma no crescimento celular. No presente trabalho, a presenca de
AM! em E.coli HB10l e em X.campestris REF também causou uma redu-
¢330 da taxa de crescimento celular. Porém, comparando-se a pre-
senca de PpMFY40 e de pAPl na linhagem 280 de X.c.pv manihotis,
verificou-se uma correlac3o positiva entre a presenga de AMI e o
crescimento. Este resultado poderia estar relacionado com a uti-
lJizag3o do amido como fonte de carbono adicional pela bactéria.

5.5.) Produc¥o de Xantana em Meio Contendo Amido

Chegamos, finalmente, ao Jdltimo tdépico, que & a compa-
rag%o da produglo de xantana entre as linhagene recombinantes e
ndo.

Neste trabalho, a produg%o de xantana foi verificada
através da viescosidade do caldo de ferment.ag¥o, conforme foi des-
crito na literature (SILMAN & ROGOVIN, 1970: JEANES et _al, 1976).
Entretanto, é importante se ressaltar dois aspectos desjantajosos
do método, que s%o: 1.) a viscosidade pode refletir o grau de po-
limerizagdo da xantana, que pode estar sujeita a fatores diferen-
tes aos da produgfo do biopelfmerc: 2.) em situagBes em que o
caldo de fermenta¢do encontra-se em extremos de viscosidade as
medidas tornam-se menos precisas. Para se obter resultados mals
seguros da produ¢3dio de xantana, portanto, uma alternativa seria
verificd-la através de medidas de peso seco da goma purificada a
partir de um volume fixo da amostra. Esta metodologia forneceria
dados quantitativos da produgdo. Para se avaliar a gqualidade da
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goma, diferentes solugles da goma purlficada seriam fettaas com

base em diferentes concentragBes da mesma, determinando-se a se-

guir as respectivas viscosidades. Devido ao carster prelininar
desta etapa do trabalho, esses experimentos n%o foram realizados.

Nestas condi¢Bes, portanto, o termo "produg¥o” referir-ge-3 ape-

nas & viscosidade do caldo de fermentag3o.

Foram testados quatro meios de fermentac3o: com 2X de
sacarose; com 1X de sacarose; com 1X de sacarose mais 1 % de ami-
do e com 2Xde amido. Seqgundo os resultados obtidos, varias consgi-
deracBes devem ser feitas:

(1> Quanto 3 )Jinhagem REF e derivadas (Figura 4.21. A, B, C e D):

X Foi notado nos quatro tratamentos que a linhagem mutante REF
Cm' e as recombinantes produziram mais goma do que a linhagem
original. Estes resultados s3oc concordantes com os obtidos por
LANZA & ROSATO (1986), que observaram o mesmo comportamento.

X Em meio com amido 2X a produ¢3o de goma por REF CmI" e REF
CaT/pAP! foi mais ou menos equivalente, enquanto que a produg3o
de REF Cm"/pMFY40 fot menor. A presenga do plasmfdio vetor, sem
© gene da amilase, na célula que estava crescendo somente com
amtdo como fonte de carbono, provavelmente poderia estar cau-
gando um gasto energético b bactéries pars a sua manutengfio, sem

. contudo trazer nenhuma vantagem ao metabolismo celular. J& no
caso de pAP1, quicd a amplificag¥o da produglo de amilase deva
compengar a energia gasta para se manter o plasmfdio na cdlula.

X Em meio com 1X de amido + 1X de sacarose, a linhagem contendo
PAP1 fermentou mais do que a REF Cm'", resultado que diverge do
que =se verificou em meio com 2X de amido. leto poderia sugerir
algum mecanismo de regulagBo g&nica diferencial entre a produ-
¢Ho da amilese clonada e a originalmente produzida por X.cam-
pestris. Na presenga de sacarose, o gene original de produgso
de amilase poderia estar sendo reprimido, diminuindo a degrada-
¢30 do amido, e consequentemente o fornecimento de substrato
para a célule. O gene da amilase de B.subtilis, por sua vez,
poderia ser insensfvel a esta regula¢Bo, propiciando um melhor
aproveitamento do substrato.

(2) Quanto & linhagem 280 e derivadas (Figura 4.22.A,B,C,D e E):

X Assim como ocorreu em REF, a linhagem 280 mutante Nalf¥ e as re-
combinantes, também produziram mais goma do que a linhagem ori-
ginal, em todos os tratamentos.

* Em melo com sacarose 2X e com sacarose 1X, a !inhagem NalT pro-
duziu mals goma do que as bactérias recombinantes, mostrando
que os plasmfdios podem interferir ns fisgiologia bacteriana.

* Em mefo com sacarose 1% mais amido 1%, a linhagem 280 NalT/paAP1
produziu mais goma do que a 280 Nall e 280 Nall/pMFY40. Isto
demonstra maig uma vez a relac3o da presenca de amilase e a
produ¢%o da goma em meio com amido.

X No meio com amido a 2X, a produgio de goma & muito pequena, po-
rém a viscosidade da goma produzida pelo recombinante contendo
pPAP1, ¢é pelo menos o dobro das demais. Conforme foi verificado
na andlise da express¥o da alfa-amilase em meio lfquido, a al-
fa-ami)ase exdgena deve quebrar o amido parclalmente, resultan-
do em muitos oligossacarfdeos ramificados e alguns monossacar(-
deos. Pelo fato de ser a glicose o substrato que entra na via
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biossintética da xantana, os oligossacarfdeos sertam de pouco
©ou nenhum uso nesta via. Qutra possibilidade para se explicar a
discrep8ncia da produ¢do de xantana em meio contendo 86 amido e
em meio com amido e sacarose, & que, a gacarose, 20 ger clivada
resulta em glicose e frutose. Segundo SOUW & DEMAIN (1979), a
frutose , a baixas concentrac8es estimula a produ¢io de xanta-
na. A linhagem 280, portanto, poderia estar necessitando de
frutose, a qual & produzida juntamente com a glicoese, como re-
sultado da clivagem da sacarose.

* Nos caldos de fermentag3o contendo apenas a sacarose como fonte
de carbono a linhagem 280 NalT/pAP1 verificou-se viscosidade
ligeiramente superior do que a da linhagem 280 NalT/pMFY40. Es-
te resultado pode ser efeito ou da presenga de AM! em pAP1 ou
da ausé@ncia deste gene em pHFY40. Para a primeira sugest3o &
diffcil se ter uma explicag¢gSo a priori. A segunda sugest3o po-
deria ser explicada pelo maior niumero de cdplas que poderiam
ser produzidag do plasmfdio pMFY40, pelo fato deste ser menor,
© que poderia causar um gasto energétlico & bactéria, o qual re-
fletiria na menor produg¢3o de goma.

5.6.) Conclus¥o e Perspectivas

Concluindo, podemos dizer que o gene da alfa-amilase de
B.gubtilis clonado em Xanthomonas campestrig sumenta a capacidade
desta em produzir a xantana a partir do amido.

Apesar de se verificar que a substitui¢Bo total de sa-
caroge por amido n¥o seja vantajosa para REF Cm'/pAPl1 e invidgvel
para 280 NalT/pAP1, a substituig¥o de 50% da sacarose pelo amido
Ja fornece resultados razosvets.

Com este trabalho, assim como o de WALSH et al {1984),
esperamos ter fornecido subsfdijos para se repensar a utilizag3o
dos substratos tradicionalmente usados na produ¢tio de xantana.
Além disto, outras perspectivas foram abertas, tais como:

X Usar o plasmfdio pMFY40 para se construir bancos genfmicos ou
para se clonar genes em Xanthomonas campestris;

* Verificar a expressio da alfa-amilase de Bacilus subtillis em
vérias bhactérias gram-negativas, usando-se o plasmfdio pAP1;

*x Empregar o gene da alfa-amilase do pAP1 como marcador para se
selecionar plasmfdios com insercBes neste gene, a exemplo do
que 8 faz com o gene da beta-galactosidase dos plasmfdios da
famflia pUC. Entretanto, este recurso 86 sers visdvel na andlise
de Dbactérias originalmente n¥o amilolfticas e que possam ex-
pressar o gene B.subtills. Oferece, por ocutro lado, a vantagem
de ser um método mais barato, pols o amido € bem mais acessfvel
do que o X-gal. Este ftem J3 foi realizado por IKUTA et al
(1387) com o gene da alfa-amilase do plasmfdic pABC1, digerin-
do-se o plasmfdio com BstEIl e introduzindo-se fragmentos de
DNA do fago Lambda. Demonstrou-se que o gene da alfa-amilase &
um bom marcador de selec¥o direta para a clonagem molecular de
genes;

* Introduzir na linhagem 280 além da alfa-amilase, outra enzima
amilolftica (por exemplo, beta-amllase ou glucoamilase) com ca-
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pacidade de desramificar o amido, decompondo-o até monossacarf-
dios. Desta forma, talvez a produ¢¥o da xantana, por esta 1Ji-
nhagem, a partir do amido, torne-se mais vidvel;

Introduzir ou amplificar outroe genes em X.campestris, para se
possibilitar a produ¢3o da goma a partir de outros substratos,
talis como a celulose e a lignina. Viarias Xanthomonas produzen
originalmente a celulase e a ligninase, e existe inclusive uma
linhagem de Xanthomonas sp, que é considerada a melhor bactédria
produtora de ligninase (KERN & KIRK, 1987);

Verificar o papel da frutose na produ¢%o de xantana pela !inha-
gem 280/pAPl em meio contendo somente amido adicionado de con-
centracgBes especfficas da frutose;

Verificar o papel da amilase exdgena que fol clonada em X.cam-
pestris na fitopatogenicidade de linhagens originalmente amilo~
lfticas e n¥o. Para que 1880 sgeja possfvel, devem ser estabele-
cidos o8 biloensaios adequados aos respectivos patovares.
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6.) RESUMO

A bactéria Xanthomonas campestris ¢ um fitopatdgeno que

produz a goma xantana, de grande importéncia econ8mica, devido ao
seu variado potencial de utilizag¥o na inddstria e na agricultu-

ra.

Com o objetivo de se verificar a express3o de um gene
de amilase exdgenoc em X.campestris, estabeleceu-ge um sistema de
clonagem para esta bactéria. Este zistema constiulu-se no plaa-
mfdio promfscuo pMFY40 ao qual se Inseriu o gene da alfa-amilase
de BPBacillug gubtilie, resultando no plesmfdio pAP1. Este plasmf-
dio possul aproximadamente 14.0 Kb, é mobilizdvel por plasmidios
"helper” e & razoavelmente estivel, em condic¢Beg de fermentaglo,
em X. campestris.

O pAP1 foit tntroduztido por transformag¥o e por conjuga-
c¥%o em duas linhagens de X.campestris, uma delas originalmente
amilolftica (REF) e outra n¥o-samilolftica (280) mas que & uma boa
produtora de goma.

Apds se verificar a secre¢3o da enzima em meio sdlido
pelos recombinantes, analisou-se o consumo de amido e a produg%o
de acgucar redutor em meio lfquido. Verificou-se que a Ilinhagenm
280/pAP1 foi capaz de degradar o amido do meio @ que a linhagem
REF/pAP1 teve seu cariter amilolftico amplificado.

A produ¢Bo de xantana em meios contendo diferentes com-
posices de substratos foi verificada através da viscosidade da
goma, para se analisar as potencialidades da substituicglo do
substrato tradicional, que é a sacarose, pelo amido. Foi observa-
do um acréscimo de produc¢3o nas 1inhagens contendo o pAPl em melo
com 2% de amido e em melo com 1X de amido e 1X de sacarose. Ape-
sar da substituic¢3o total da sacarose pelo amido ser inviavel pa-
ra a fermentag¢3o pelsa linhagem 280/pAPl, verificou-se que a com-
posicdo de 1X de sacarcse e de 1X de amido J& fornece bonsg resul-~
tados.
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8.) ABSTRACT

Xanthomonas campestris is a phytopathogenic bacteria,
which produces the xanthan-gum, a biopolimer of economical impor-
tance due to its great possibilities of utilization in the indus-
try and in the agriculture.

A cloning system for the analysis of expression of the
extracellular amylase was stablished. The alfa-amylase gene fron
Bacillus subtilis was introduced in the promiscuous plasmid
pMFY40, giving rise to the hybrid plasmid pAPl. This plasmid con-
tains approximateily 14.0 Kb, 18 mobilizable by helper plasmids
and 18 reasonably stable, in fermenting conditions, in X.campes-—
tris.

The plasmid pAP1 has been introduced by transformation
and by conjugation into two strains of X. campestris, one of thenm
originally amylolytic (REF), and the other not-amylolytic (280)
but a very good gum producer.

Besides the observation of the enzyme production by the
recombinants in solid media, the starch consumption and the redu-
cing-sugar production in liquid media were also analysed. It was
verified that the strain 280/pAP1 was able to degradate the star-
ch of the media and that the strain REF/pAP1 had its amylolytic
character ampliifted.

The xanthan production in media containing different
gubstrates compositions was analysed, to evaluate the potencia-
lities of the substitution of the traditional substrate, sucro-
se, by starch. The strains bearing the plasmid pAP1 showed visco-
sity enhancement of the media containing 2X starch and also 1X%
starch plus 1% sucrose. Although the total substitution of sucro-
se by starch was not successful for the fermentation of 280/pAP1,
good results were observed In the media containing 1X starch plus
1X sucrose.
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