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INTRODUCAD

¥anthomonas camepestris ¢ uma bactéria fitopatogénica
responsdvel  pela podridio negra de diversas espécies
vegetais: couve, feijfio, mandioca, algoddo, laranja, tomate,
pimentio, nabo, etoc. (WILLIAME, 198@¢).

0 mecanismo de patogenicidade de Xanthomonas cameesiris
vem sendno amplamente estudado principalmente na  dArea de
biologia wmolecular no intuito de se compreender a interagio
bacteéria-planta & de se detectar os genes envolvidos no
processo de infecgfo. (DANIELS gt al, 4987).

Faralelamente ao poder de infecglo em plantas, a
bactévia Xanthomonas .gjmﬂﬁﬁixjﬁ secreta  um biopolimero que
industvialmente & conhecido como goma xantana (JEANES gt al,
1941). A produgfo deste exopolissacavideo (EFS) fornece uma
alternativa importante para diversas industvrias do pais em

-

substituicio as gomas de origem vegetal, pois a goma xantana
é esstdvel & altevagdes de pH e tempevatura, compativel com
altas concentragdes de sais ¢ produz alta viscosidade mesmo
A haixas concentragBes.

Atualmente, no Brasil, & goma xantana € totalmente
importada e seu alto custo restvings o seu campo de
aplicacfo. Assim estudos de melhovramento genético e de
fermentacio estio sendo realizados wvisando, futuwramente, a

producio nacional deste biopolimero.



A mutagénese induzida por tvransposons, especialmente o
Tn-%, tem se mostvrado extrvemamente importante, permitindo
além do isolamento de mutantes, a identificacio de genes
relacionados com diferentes processos.

0 presente tvabalho teve por objetivo introduzir o
transposon Tn-% em Xanthomonas campestris pv. campestiris e
avaliar o0s diversos mutantes quanto A auxotrofia,
fitopatogenicidade e aumento de viscosidade. Com vespeito ao
wlitimo tipo de mutante citado, pretendeu-se, também,
comparar a goma dos recombinantes mMRiLe VISCOS0s COM A JOmMA

Keltvrol, utilizada comevcialmente.



2. FRevisHo de literatura

As bactérias fTitopatogénicas gram-negativas dividem-se
em quatvo gé€nevos: Agrobacterium, Erwinia, Esewdomonas e
Xanthomopas. 0 génevo Xantbomonas (DOWSON, 1939), da familia
Pgeudomonadaceae’conaiste de cinco espécies: X. albilinsans,
X. ameilina, X. axeopopodis, X. frasariae e X cameestvis.
Fata dltima, utilizada no presente trvabalho, estd dividida
em mais de 18Q@ patovares os quais sio determinados somente
apds a infecgio no hospedeivo do qual a bactéria foi isolada
(DYE gt al., 1980). As coldnias de Xanthomonas campestris
sHo amarelas, mucdides, € o didmetro destas varia de uma

linhagem para outra.

2.4 Fitopatogenicidade

A bactéria Xanthomonas campesiris € responsiavel por
varios danos causados & varias espécies vegetais de acordo
com seus patovares. 0 patovar gameestris, uwtilizado no
presente trabalho, ¢é o agente causal da podvidido negra em
cruciferas, doenga que  provoca danos considevaveis em
qualquer lugar do mundo (WILLTAMS, 1980 . 0 sinal
caractevistico desta podridio € o amavelecimento das folhas,
com postevior colorvagfo marvom no ponto de infecglo & nos
veios da folha. Flantas jovens, quando infectadas, movvem em

pPouCcos dias z ¢ muito comum o definhamento destas. Andlises

o



de veios enegrecidos, ao microscopio, mostram massas  de
bactérias em Forma de gotas ao longo de todo o vaso.
As mals variadas técnicas de inoculacBes em laboratdrio

podem alterar o tempo de apavecimento dos sintomas, Mmas

nunca o sinal cavactevistico de podvidio negra. Tecnicas
mais vapidas &  mais comuns tém sido utilizadas por
diferentes autores: infiltracio com uma seringa na

asuperficie inferior da folha de couve, plantas esborvifadas
(spray) com suspensdes de bactévias (DANIELS ef al., 1984a);
picada com agulha ou mesmo com al¢ga de platina no peciolo da
folha (SHAW gt al., 1988) ou entdo uma pequena lesio pode
ser feita na epiderme da folha com o auxilio de uma alga de
platina coberta de bactérias.

A partir do ponto de inoculagRo a bactéria penetva no
gspaco intercelular através dos estdOmatos e portanto &
imprescindivel que estes estejam bem abertos durante a
inoculagio. Fara isto, basta colocar a planta numa camara
umida povr 24 horas antes da inoculagio.

DANIELS gt al. (i984a) utilizavam a técnica de picada
com alga de platina em plantulas e o0 aparecimento dos
sintomas foi observado apds 4 ou 5 dias. Obssvrvaram também
que a progressao da doenga € idéntica & 18 °C, 2@ °C ou
32 .

No campo, Xanthomooas camepestris pv. gameestris €
dispersa por fatores tais como chuva € vento e penetra nas
plantas atraveés das aberturas naturais (SMITH, 41897; COOK

gf al., 1952).



&1}

Fouco se conhece sobre o mecanismo de patogenicidade
em  X. camepestris pv. campestris e estudos tém sido
realizados  com o intuito de se compreender melhor o

mecanismo de infec¢fo ¢ a rvelagio planta-bactéria.

Recentes trabalhos na drea de biologia molecular tém
acelerado este processo.  JAd  Foram descritos genes de
patogenicidade, genes estruturais de enzimas extraceluares
relacionadas & degradagfo da parede celular da planta tais
como  amilases, ligninases & celobiases; & genes que
contvolam a sintese & secrecio destas enzimas (DANIELS gt
al., 1987).

DANIELS gf al. (4984b) constvuirvam um banco gendmico do
DN de wuma  linhagem selvagem, portanto patogénica, de
Lanthomonas campestiris pv. campesiris e este foi
transferido pavra mutantes n8o patogénicos. 0s vrecombinantes
foram testados quanto & patogenicidade e foram isolados dois
plasmidios vecombinantes que restauwraram a patogenicidade
compieta.

[le acordo com DANIELS g al. (1984 a) existem 4 tipos
de mutantes: 1) mutante que nio causa sintomas visiveis; P)
que causa resposta localizada (civculo enegrecido e opaco a0
redor  do  ponto de inoculagBo); 3)  que causa sintomas
parciais da doenga (Area enegrecida transldcida) porém nio
s& propaga, nem causa apodrecimento; 4 gque apresenta
porcentagem de infecglo reduzida ( de 10 & 2OX).

A definigdo de um mutante pavra fitopatogenicidade,

segundo  DANIELS et al. (1987, seria aquele que nAo
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apresenta deficiéneia visivel no crescimento fora da planta,
é prototrdfico, cresce a razdes normais e, de alguma forma,
tem  sua interagdo com | plantas alterada, acarretando
modificagtes nos sintomas caracteristicos da doenca. Contudo
nao s0 0s genes vesponsdveis pela fitopatogenicidade devem
ser considevados, mas também aqueles que estfo envolvidos na
relagfo patdgeno~hospedeiro (DANIELS gf al., 1784a).

Assim, a caractervizaclo preliminar de um mutante de
patogenicidade inclui: habilidade de crescer em plantulas,
viruléncia, habilidade de produzivr certas ENZIiMas
extracelulares e de provocar resposta de hipevsensibilidade
em uma planta ndo hospedeira (DANIELS ef al.., 1984a).

Contudo hd outro critévio a ser considerado: genes de
fitopatogenicidade que mostram diferentes expressdes na
hactéria crescendo jin ou gx planta. & sabido que genes de
viruléncia de Aarobacterium tumefaciens s&0 induzidos por
substdncias da planta (STACHEL et al., 198%5) & que genes de
nodulagio de Bhizeobium s8o similarmente contvolados (SHERMAN
gt al., 1986). Fortanto, a resposta de plantas & infecgio
tem sido amplamente estudada a partir da identifica¢®o de
genes cujo nivel de expressio muda segundo a infecgfo.

OSBURN gt al. 4987) idisolaram fragmentos de DNA de
Xanthomonas campestris pv. campestris contendo promotores
que s&o0 funcionais durante o processo de infecgio.

STASKAWICZ st al. (1984) estudaram a interva¢io de
Eseudomonas sdripeae pv. alicinea com soja. Espécies deste

patdgeno sRo caracterizadas por interagBes especificas com



certos cultivares levando a compatibilidade, ou seja, &
doenga; ou incompatibilidade (vresposta de hipevsensibilidade
da planta, levando & uma rvapida intervvup¢fo na multiplica¢io
bacterviana).

DANIELS gt al. (1987) constvuivam um banco gendmico de
Xanthomonas sawmesstris pv. witians, cujo hospedeivo é a
alface, e transferivam pava Xanthomonas cameestris pv.
campestris (hospedegiro-brassicas). Os plasmidios
recombinantes foram incapazes de causar doenca em Brassica
spp, demonstrando assim, A especificidade patdgeno-
hospedeivo.

Com relagfo ao sintoma de podrid&o negra é sabido que o
patovar yesicatoria é capazg de infectar brassicas
(SHACKLETON, 1966) e embora pouco seja conhecido sobre a
relagio entve patovares gampestiis € zinoniae, DANIELS et al,
(1984a) observaram que ambos patovares causam sintomas de
podridido negra em plantulas de Zinoia elegans.

Além dos genes de Ffitopatogenicidade, certos autoves
acreditam que ha outros possiveis fatovres para a
patogenicidade, por exemplo, enzimas pectoliticas (STARR e
NASURND, 1947, xantana (SUTTON e WILLIAMS, 1970 e
substancias fitotoxicas (NODA ef al, 1980., PERREAUX et =al,
1982y .

Entretanto polissacarideos extracelulares produzidos
pov Xanthomonas cameestris pv. campestris (xantana)
mostravram-se nio muito importantes pavra a produgio de

sintomas, segundo RARRERE gt al., (19846).



TANG =L al. (19875, utilizando mutagénese com

transposon ™S, obtiveram alguns mutantes de
Xanthomonas campestris pv. sampestris deficientes na

produgio da enzima protease e analisaram a patogenicidade
destes em nabo. Concluwivam que a protease extracelular nfo &
imprescindivel na patogenicidade de Xanthomonas campestyis
pv. gampestiris, contudo pode, talvez, atuar de alguma forma
no desenvolvimento da doenga.

Muitos patovares de Xanthomonss canepesstiois produzem
proteases que degvadam o leite (DYE, 1962) ¢ REODY gt al.
(1974) sugevrem que estas enzimas tém atuaglo na degradagho
da pavede celular. Entretanto GHOLSON ¢ ESSENBERGZ (1984)
demonstvarvam que mutantes deficientes da enzima protease de
X camesstyis. py._malyvacearum mantivevam a patogenicidade
em plantas de algodio.

Fortanto, ainda nio ha evidéncias concretas sobre a
exist@&ncia de enzimas extracelulares gque atuam no papel de
patogenicidade ou se existem, quais 8o elas.

Alguns trabalhos publicados SUGRTEM que 0
exopolissacarideo (EFS), secretado por muitas bactérias
fitopatogénicas, € também um fator de patogenicidade, pois
especies deficientes em EFS sHo usualmente avirulentas

(KELMAN, 1934).

Contudo BARRERE el al. (19846), clonando genes
envolvidos na producio do polissacarideo xantana di
X. campestiis. pv. campestris, obtiveram mutantes

deficientes na producio de EFS que mant iveram A



patogenicidade. Povém este trabalho nfo pode concluiv se,
realmente, o EFS ndo atua na patogenicidade.
Assim, ndo fol registrado, ainda, uma corvelagBo diveta
entve habilidade para sintese de xantana e patogenicidade.
Estudos com gspécies de Rhizobium demonstraram a
corvelagfo entre a sintese de exopolissacarideo e a nodugio
em plantas de ervilha e feijio (BORTHAKUR gt al., 1986 &

LEIGH et al, 1985).

2.2 Goma Xantana

A producio de polissacarideo extracelular pov
microorganismos fitopatogénicos pode ter trés explica¢des
2) o polissacavideo sevve como uma barveira protetora contra
condiges adversas do meio ambiente (WILKINSON, 19%58); b)
facilita a adesfo de células bacterianas & superficie de
plantas (COSTERTON gf al., 41981); ) obstrui os vasos das
plantas (SUTTON et al., 1970} .

A goma  xantana &  um poliﬁﬁacarideo de importancia
comercial. Sua estvutura é um pentassacarideo com esqueleto
de glucose e ramifica¢8o de manose e acido glucordnico.
Radicais de acetato & pivuvato presentes na sstrutura  da
xantana alteram o fator viscosidade (CADMUS gt al., 12746;
SANDFORD e BAIRD, 1983).

A partir de 19261 a xantana passou a ser  produzida
comercialmente & em 1969 esta foi aprovada para o uso em

alimentacio humana.
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Guanto as propriedades, a wxantana produz solucBes de
alta viscosidade a baixas concentragfes; a solugfo da goma &
altamente pseuwdoplistica (viscosidade diminui com aumento de
tensio de cisalhamento - processo reversivel); & estdavel A
variagdes de tempevatura e pH; ¢ compativel com altas
concentragdes de sais (JEANES gt al., 1961). Segundo ROCKS
(1971) a viscosidade ¢ independente do pH entre 6.0 ¢ 9.0
porém ocovvem algumas alteragtes entre 1,0 ¢ 11,0.

Na drea alimenticia a goma xantana € amplamente
utilizada devido & alta estabilidade & temperatura e pH.
Fode ser adicionada & conservas, laticinios, produtos de
panifica¢io, alimentos congelados, sorvetes, molhos (como
agente espessante) . FPode ser utilizada também como agente
BUSPENSILIVO  em bebidas preparadas com suco de Frutas
(COTTRELL, 1979).

Na area industrial a xantana ¢ utilizada na formulacio
de pesticidas, abrasivos, polidores, cevamica, pigmentos,
produtos farmacéuticos, corantes e também como espessante de
pastas de impressio de téxteis (SANDFORD, 1979).

Devido & sua estabilidade ao pH e pseudoplasticidade, =
xantana também ¢ aplicada na pevfuracfo de pogos de petrdlen
(WELLS, 1977 e na recupevacio melhorada de dleos (SANDVIK
& MAERKER, 1977).

A produgio de goma xantana & efetuada através da
fevmentagio de sacavose, num  processo de duas etapas, onde
numa primeirva fase € promovido o crescimento de bactédrias em

uwim meio complexo @ numa segunda stapa, essa massa celular &
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colocads em  um meio de FermentacBo, de composicio definida
CS0W & DEMAIN, 1979,

Wal.8H zh  al., (1984) intvoduazivam o transposon  da
lactose, Tn 991, em Xanbhomoonas camepestois com o objetivo de
se utilizar a lactose como um  substrato altevnativeo. Os

recombinantes apresentaram atividade especifica da beta-

[ 2l

anlactosidade de atd £00 veres mais que o tipo selvagen,
porém sstes ndo Fforam testados pava a produgio de xantana.

Atualr nte tém sido vealizeados estudos na drea  de
gendtica moleculay  com o obisgtivo de se melhorar a producio
de  goma xantzna o= partiv da  identificagio de gENES
sasencialis b sintess desta.

HARTIING gt ol ., (1987) clonavam vivios genes ol AL R

nava ow producio de cxantans e mivtantes  n@o mucoidess e
i ,

teonlarvam wm plasmidio contendo  wm Fraamento  de 18,4 Kb oo

qual possuel o oum gyuapo  de, pelo menos, duatvo genes ligados
que participam ds biossintese da goma xantana. A introducio
deste  plasmidio na linhagem selvagem NRRL-B1459 de
Xanthomnnas cameestiis ey, oameesiils  aumentou  em  310%  a
produgio de xantana e a piruvatagfo da cadeia de xantana gm
A45%  Este fato vem confivmar a hipdtese de que os rvadicais

de pivuvato  tém infludncia na visocosidade. et trabalho

também propde 2 existéncia de oito enzimas que  estaviam
anvolvidas fna sintese o polimeyo ®antana: Coinco
transferases especificas, acetilase, ceto-transferase e
polimevase. & suposto também gue uma enzima especifica possa

estar envolvida na libervagfo do polissacarideo.
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BARRERE gt al., (i984), ja citado anterviormente,
clonaram genes velacionados com o biossintese de xantana com
o objetivo de corvelacionar goma e fitopatogenicidade.

THORNE et al. (1987) clonavam fragmentos de DNA do tipo
selvagem de Xanthomonas camepestris pv.campestris (linhagem
NRRL-F1459) em Escherichia cpli & estes foram posteviormente
transferidos para mutantes nao mucdides de
Xantbomonas campestiyis. Os fragmentos clonados quE
restauraram 2 sintese da goma xantana foram compavados de
acovrdo com o padriio de restrigiio e por complementagio de
mutactes especificas. Neste trabalho foram definidos pelo
menos tvés loci, néo ligados, com genes pava biossintese de
wantana. Linhagens do tipo selvagem carvegando copias
miltiplas de plasmidios com genes para biossintese de
xantana foram testadas pava a producio da goma e foi
vevifticado um aumento da xantana em 20%, havendo casos em
que a produciio dobrou.

MARQUET &t al. (1989) realizaram fermentagbes com
mutantes resistentes a antibidticos o) posteriormente
introduzivam um plasmidio recombinante carvegando genes
gessenciais para a sintese de xantana, ohtido por THORNE gt
al. (4987) citado acima. Os autores observaram que quando 0%
mutantes carvegavam cdpias miltiplas dos genes da xantana, a

quantidade de goma eva aumentada.
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2.3 Mutagénese com uso de transposons
A genética molecular, recentemente, tem uwutilizado
glementos transponiveis, ou transposons, como  agentes

mutagénicos. Estudos neste sentido tém demonstrado que a
inserg¢do de um elemento de resisténcia A droga no genoma de
Escherichia coli e Salmonslla Luphimurdium (KLECKNER gt al.,
1975) pode levar & uma variedade de mutagdes auxotroficas e
sugerem também gue a maiorvia, senfo todos, os genes destes
organismos podem ser mutados pov inativag¢Ro insevcional.
KLECKNER gt al. (L977) descreveram as  proprigdades
tfisicas & genéticas de varios elementos resistentes & drogas
& discubtivam seus potenciais, assim  como estratégias
especificas PRV& mutagénese numa variedade de

microrganismos.
2.3.4 [letinigio & classificacio

Elementos tvansponiveis sHo pequenos segmentos de [INA
que tém a capacidade de se inseriv em diferentes sitios do
geEnOma  de  Organismos. rEﬁtes elementos mutam genes por
insergio, alteram a expressido de genes vizinhos, provocam a
formacio de delegbes & rvearranjos no genoma, ajudam na
propagagio de genes entre espécies de populagdes bacterianas
e servem como instrumento para analise genédtica e molecular
(CALDS ¢ MILLER, 1980; KLECKNER, 1981). Guando sio pequenos

{(menos de 2000 pares bases) s8o denominados IS ou sequéncias
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de  inserc¢io. Codificam somente determinantes para ﬁuav
propria transposigio. SRo ovrganizados compactamente,
contendo  um ol mais GENES eﬁtruturais da proteina
transposase, informagio regulatdria e determinantes de

transposicio, tudo dentro de uma capacidade de codificaglo
muito limitada.

Elementos maiores, que codificam determinantes
genédticos adiconais tais como rvesisténcia A antibidticos,
#80 denominados de transposons. Estes s8c flanqueados por
sequéncias repetidas  invertidas ouw diretas. S3o0 denominados
também de elementos compostos.

0 transposon Tn-%, utilizado no presente trabalho, €
considerado um elemento composto pevtencente & classe I
(KLECKNER, 1984). Ja foi mapeado (JORGENSEN gt al., 1979) e
seu tamanho € de aproximadamente 5700 pares de bases (pb),
possul duas  sequéncias repetidas  invertidas cada uma com
1534 pb  denominados I8 SOR, ou brago diveito e IS 50L, ou
brago esquevdo (JORGENSEN gt al., 1979; BERG gf al.,1980,
1i982; ISBERG e SYVANEN, 19B1) o0s quais possuem 8 pb
terminais repetidos invertidos. Estes bragos limitam uma
vegifio central de B700 pb. Quando se tvanspde, o Tn-5% gera 9
pb na duplica¢io do ONA alvo.

0 DA do Tn—-5% codifica & enzima neomicina fosfo-
tvansferase I  também denominada de NPT II vesponsavel pela
resisténcia aos antibidticos kanamicina (Km) e neomicina
(Nm) & codifica também funcdes de transposicio (SASAKAWA st

al, ie82).



0 gene estrutural parva NPT II compreende uma vegifo de
aproximadamente 1275 bp limitada pelo sitio Hind III na
sequéncia repetida  invertida esquerda & pelo sitio Sma I na
regifio central dnica (SASAKAWA gt al., i1982).

Recentemente foi descoberto que o Tn-% carvega um
deterﬁinante para resisténcia A estreptomicina (Sm) expressa
em Mgthulobacterium organophilum (MAZODDIER gf al., 1982) e
em Bhizobium melileti (PUTNOKY_ et al., 1983; FORRAI gt al,
19833,

GENTLLOUD ef al. (1i984) reportavam que o Tn-3 codifica
resisténcia também A bleomicina (Bm). 0 gene responsdvel por
esta resisténica  foi mapeado e concluiu-se que : 1) este
gene ¢ difevente dos outros dois (Km e Sm); 2) o gene de
resisténcia & bleomicina ¢ controlado pelo mesmo promotor
que para o gene de vesisténcia A kanamicina/neomicina; 3) os
trés genes vesponsaveis pela resisténciza A Nm, Em e Sm estfo
localizados no mesmo opevon.

0 brago direito ou IS 50R codifica a enzima transposase
responsavel pela transposicio do Tn-% (LOWE gt al, 1983).

0 brago esquerdo ou I8 56l possui um alelo mutante
"ocre” do  gene da  transposase & um gene promotor  para
vresist@ncia & kanamicina (ROTHSTEIN et al, 1980¢; ROTHSTEIN e
REZNIKOFF, 1981; AUERSWALL, LUDWIG e SCHALLER, 1i980).

Mutagdes no brago esquevrdo altevam a frequéncia de
transposicio povém n3o evitam sua ocorvéncia, ou seja a
transposicio pode ocorver na auséncia deste (SASAKAWA gt al,

178e) .
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A difevrenga na capacidade de codificagfo entre os dois
bragos € causada pela diferenga de um simples pav de bases
(T/74). Este par no brago ssquerdo resulta na presenga de um
codon sem sentido no brago diveito (SASAKAWA ef al, 1982).

Segundo LOWE =t al. (1983) a transposicio pode ser
regulada por: 1) repressio da sintese da transposase; B
ligagHo de um inibidor & proteina trvansposase; 3) ligag¢io de
um inibidor & seauéncia de IDNA que a transposase deve
reconhecer quando esta media a transposi¢io. Estudos neste
sentido demonstravram que o IS 50R, sozinho, inibe =a
transposiclo, ou seja, a inibicio ¢ mediada por um produto
da transposase.

A presenga do TnS dinibe a transposi¢io de um segundo
TnS na mesma célula. Flasmidios com sequéncias somente de IS
SoR inibem a transposigio do Tn%, mostrando assim  que o
inibidor & codificado pelo braco diveito. 0 outvo brago (IS
ol ndo participa de nenhum tipo de inibig¢Eo na
transposicio do TnS (BIEK e ROTH, 419806 a,h).

LOWE gt al. (4983) determinavam que este inibidor € uma
proteina de 421 aminodcidos.

JOHNSON & REZNIKOFF  (14984) analisaram as proteinas
rodificadas pelos bragos dirveito (proteinas 4 e 2) =g
eaquerdo (proteinas 3 € 4) ¢ conclﬁiram que: 1) a proteina i
& necessaria para que ocorva a transposicio. Elementos sem a
proteina 1§ 30  incapazes de  se  tvanspor, povém s&o
igualments ativos em rveduzivr a transposiglo; 2 altas

concentragdes da proteina 2 inibem a transposigio do TnS; 3)
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as proteinas 2 e 4 do brago esquardo (I5 50L) nio contém a

transposase e também nHo possuem atividade inibitdria.

2.3.2 UtilizacBo do Tnd

0 elemento Tn% tem sido uma fervamenta muito versatil
nas andlises gendticas de algumas bactérias. A mutagénese
com TnS facilita =a clonagem de genes ou rvegides do
CYomossomo pava as quais nHo € possivel seleglo dirveta. FPode
também contribuir na constvucio de mapas genéticos de
segmentos de DNA de intevesse.

CUPPELS (41986) introduziuw o TnS em Fseudomonsas S4LIN3E
pv. tomako & analisou o aparecimento de mutantes

auxotroficos ¢ avirvulentos. Foi detectado que o Tnd se

inseriu em sitios dnicos do cromossomo € que as mutacdes,
induzidas por este, w30 relativamente estaveis nesta
hactéria. A porcentagem de auxotvdficos foi de 1% e os
mutantes de vivruléncia foram analisados quanto & capacidade
e causar NEcrose no tecido da planta e reagio de
hipersensibilidade em folhas de fumo.

NIEFOLD gt al. (4985 utilizarvam mutagénese com o Tnd
pava identificar € isolar sequéncias essenciais para
patogenicidade em Eseudononas sdringas pPY. SHMLANGRE .
Fragmentos de um mutante n3o patogénico (induzido pelo TnS)
fovam clonados em plasmidios e estes foraw intvoduzidos em
Escherichia coli. Transformantes carvegando a marca Km  do

™% foram digeridos e os Ffragmentos que supostamente
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continham o Tn% foram subclonados em outvo plasmidio. Foi
feita =n digestio dupla do Tn% neste plasmidio, os fragmentos
Foram marcados radioativamente e foi realizada hibridagio
com o banco gendmico da espécie patogénica. A partir de
andalises de mapeamento  foi detectada uwma regido  de
aproximadamente 8.% Kb que ¢ essencial para a restauwragio da
patogenicidade € resposta de hipersensibilidade no mutante
de Ezseudomonas.

SALCH e  SHAW (1988) isolaram e caractevizarvram genes de
patogenicidade em Fseudomonas sHripngae pv. Labaci, a partir
de mutagénese com TnS.

MEADE et al. (1982) analisaram mutantes simbidticos e
auxotvoficos de Bhizobium meliloti também através do uso de
ThS & concluivam que o TnS nfo se transpde facilmente para
novos sitios, uma vez que Jjd tenha se inserido. A frequéncia
de auxotvoticos detectada foi de ©.3%, de mutantes para
nodulagio (nod™), ©.07% ¢ de mutantes pava fixaclo de
nitvogénio (fix™), 0.08%.

Mutantes para diferentes fontes de carbono, a partiv da
intvoducio do  Tn%S em  Bhizobiuwg meliloti, fovam obtidos por
NUNCAN (4984). Foram detectados, pelo menos, dois mutantes:
um para manitol & outvo para xilose.

DITTA  (1986) descreveu varias técnicas para a
mutagénese com Tn%S em Bhizobium com o objstivo de se mapear

. . " . A .
genes relacionados com a fixagho de nitrogenio.
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SHAW =& BERG (1279 isolaram, identificaram &
caracterizaram mutantes auxotvoéficos de Eschervichia coli
K-18 a partir da inser¢io do Tn3.

0 Tn% também Foi utilizado para obtencg®o de mutantes em
Erwinia amilovora (STEINBERGER e BEER, 1988). Mutantes de
patogenicidade foram analisados quanto a pevda de
patngenicidade, reducfo na viruléncia, perda da habilidade
de causar reagio de hipersensibilidade em fumo, redugio
desta & diminuigio da produgio de exopolissacarideo. Os
autoves concluivam que o exopolissacarideo atua como um
fator de wviruléncia em Erwinia amulovora. Através de testes
de complementagio identificaram genes relacionados com &
inducio de reacgio de hipevsensibilidade e interagio com
hospedeiro, e evidenciaram que genes de patogenicidade e
determinantes de hipevsensibilidade estin intimamente
ligados & que sio intevdependentes.

0 comportamento do TnS tambeém foi analisado em
Xanthomonas campestris. Além da andlise de mutantes também
foi wverificadsa a frequéncia de transposi¢cdo e a sua
permanéncia na célula (TURNER gt al., 1984). 0Os autores
concluiram que o TnS se transpBe em baixa frequéncia  em
Xanthomonas cameestyis auando compavado com & transposi¢io
em Escherichia coli e que a sua pevrmanéncia na célula
veceptora depende, também, do tipo de plasmidio que o
CARYTEYR .

TANG et &l (4987) utilizaram mutagénese com Tnd para

verificar se A enaima protease atua no  processo  de
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patogenicidade em Xanthomonas cappestris. Atraveés da
insercio do Tn% em clones com atividade extracelular da
protease foi possivel a identificacfo de regides portadoras
de genes responsdveis pela produgfo desta enzima. Testes de
patogenicidade foram vealizados e foi verificado que a
protease nfo atua de forma critica na fitopatogenicidade de
Xanthomonas campestris.

RARRERE et al. (1986) utilizaram mutagénese com Tn3
para  localizar regides responsaveis pela produgio de
exopolissacarideo em Xanthomonas cameestris pv. campesivis.
A insercio do TnS em plamidios que restauram o fendtipo
exopolissacarideo (¥) e andlises de vestvigio, pevmitivam a
lncalizagfo de regifes contendo genes envolvidos na producHo
do biopolimevo.

TURNER et al. (198%) introduzivam o Tn% em um plasmidio
contendo fragmentos do ONA  de Xanthowoonas camessiris, que
restaura a produgfo de sintomas em mutantes nio patogénicos.
Fosteriormente foi feita a identifica¢lo de uma regido de
aproximadamente 1@ Kb contendo genes envolvidos nNo Processo

de infeceio.
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3. Materiais e Métodos

3.4 Linhagens:

A linhagem selvagem de Xanthomponas campesiris ev.
campsastris NRRL  B-145?2 foi  obtida de Peoria 1.5 4.3, O
mutante Sm®™  foi obtido a partir de mutagBo esponténea da
linhagem NRRL EBE-1459 (LANZA e ROSATO, 1986 .

A linhagem de Escherichiz cli contendo o transposon
™S, WR 6016 F'rg 414 lac::TnS, Km™ (SANSONETTI gt al, 1982
foli cedida pela Profa. Dra. fna Coelho da Universidads
Federal do Rio de Janeivo - UFR..

0 probe do THNS, 8@3/pKan 2, Amp®™ foi cedido pela Frofa.
[Ira. Y.B. Rosato da Universidade Estadual de Campinas -~

LUNTICAMF (dados nio publicados).

3.2 MHMeios de cultura

3.2.1 HMeio completo YHM

Extrato de malte 3. g9

Extrato de leveduras 3.9 49

Feptona 5.9 9

Sacaross i¢.0 g

Agav em pd 1%.0 g

Agua destilada 1009 ml
pH 7.0

N meio foi autoclavado & 120 °C/1 atmosfera por 20

minutos.



3.8.8 HMeio de ProducHo I (MFI)

KHeF0, 5.9 g
Maghille  FHu0 .2 g
(NHa Y wB0as 2.9 g
acido citrico 2.%¢ g
HuaB0q ®.006 g
Znfl 9.006 g
FeCla. 6Ha0 ©.0024 g
Callg Q.08 g

0 pH foi ajustado pava 7.0 com NaOH ou HC1.

3.2.3 MHMeio Completo LE (LURIA RBERTANI)D

Triptona 1.0 g
Extrato de leveduras 5.9 g
Nail 5.¢ g
Agar i5.0 g9

0 pH foi ajustado para 7.2 com NaOH ouw HC1.

3.3 Conjugacio

No processo de conjugagfo seguiu-se a metodologia

descrita por WALSH gt al., (1984) com algumas modificacbes.

A cultura doadora de Eschevichia cpli (WR 6016 ~ F' Tg

114 lac D T foi cultivada em meio LB contendo



antibidtico kanamicina na concentvragio de 290 pg/ml durante a
noite, &% 37 °C com agitacio de 180 vpm.

A cultura receptora de Xapthomonss camepeskris pv.
campestris (Sm™)  tambédm foi cultivada nas mesmas condigdes
de tempo e agitagio descritas acima descritas acima, porém A
28 L, em meio LR contendo antibidtico estveptomicina (200
pgfml).

Fosteriormente, =a cultura de Escherichiz coli foi
diluida em 100 vezes em meio LE sem antibidtico e crescida
por aproximadamente 2 horas, com objetivo de se atingir a
Fase exponsncial das células.

fpos este peviodo, 2.4 ml da cultura doadora € 2.8 ml
da cultuva rveceptora, em fase estaciondria, Fforam misturados
em um frasco evlenmeyer de iP5 ml e incubados em estufa &
28 0, sem agitaglo pov aproximadamente 20 hovas.

Fassado este peviodo de tempo, amostras da mistura
fovam removidas, diluidas (10™®, 10~%, 1¢~%) ¢ plaqueadas em
meio seletivo contendo os  antibidticos estreptomicina (100

Hg/ml) e kanamicina (20 pg/ml).

3.4 DigestHo do probe com enzima de restrig8o Hind III

Fara a digestio do probe com Hind IIT  Ffoi utilizado
sistema de 13 pl. 0 tamp8o react 2, especifico desta enzima,
gatava cinco vezes concentrado e foi adicionado 20 U
(unidades) de enzima de vestrigio por ug de DNA. O processo

de digestio durou aproximadamente 3 horas & 37 <.
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Uma  aliquota da amostra digevida foi  submetida 2
eletvoforese em gel de agarose 1% e analisada em

transiluminadory .

3.9 Hibridagi0 de coldnia por Dot Blot”

fis 15¢ coldnizs a sevem hibridadas foram inoculadas,
pelo método de ponto, em placas de FPetri com meio de cultura
LB, sem antibidtico. Foram inoculadas 50 coldnias por placa,
sendo que os conbtrolss  Foram ama linhagem sem Tnd (NRRL B~
1459) & uma com Tnd (WR6GLA) .

Foram feitas véplicas das colbnias em papel de Ffiltvo
Whatman 1 pré esterilizado pov autoclavagem. 0 papel Fficou
sobre as placas até . ficavem molhados (aproximadamente 5
minutos) com as "digitais” das coldnias, fazendo-se, de vex
em quando, uma leve pressio com o cabo da pinga.

Fosteriovrmente 0s papéis rédplicas foram rvetirvados e
colocados, com as coldnias pava cima, sobre um papel de
filtro embebido em solugio desnaturante por 19 minutos.

Em seguida as rvéplicas fovam tvansfevidas para papel de
Filtro embebido em solugfo neutvalizadora ¢ mantidas neste
por mais 15 minutos ouw até que o pH atingisse 8.0.

Fara vetivar o excesso de solugio, as véplicas foram
colocadas sobre papel de +Filtro. & seguiv, estas Fforam
lavadas 3 vezss com tampZo S$SC (2x) por 410 minutos cada, sob

leve agitagfo. Manteve-se por 2 hovas a 80°C.



3.5.4 Pré-hibridagio

Fosicionou~se as vréplicas em um saco pldstico prdprio
para Southevrn—-Blot e estas foram embebidas com 1@ ml de
gsolugio de pré-hibridagio. Retirvou-se o excesso, as bolhas e
finalmente lacrou-se o0 saco plastico. Este foi incubado por
2 hovras a 65 (.

0 sistenma de incubagio para "nick-tvanslation”
consistiu de: 10.0 pl  de DNA (aproximadamente 1-2 pg), 5.9
pl de tampio TM (iex), 2.5 pl de BSA (1 pg/ml), 3.9 pl de B-
OH <@ iM), H.@ pl de dNTF [~ATF(i@x)1, 2.0 pl de DNAse
(100ng/ml), 1.0 pl de DNA polimerase (10 V/pl), 1.0 pl de -
ATF 38R o i8.%5 ul de Zdgua destilada e esterilizada,
totalizando um volume de 50 pl.

Este sistema foi incubado por 90 minutos a L6°0C.

Fosteriovrmente, adicionou-se ao sistema 5.¢ pl de tRNA
(8¢ mg/ml), 6.0 p] de Stop Mix, 6.¢ pl de SIS 1% e 20.0 nl de
tampio de amostra. 0 sistema foi, entfo, aplicado em coluna

de biogel & coletou—-se Fragdes de 100 pl.

3.5.2 Hibridag&o

Retirou~-se a soluglo de pré-hibrida¢io. Adicionou-se
sobre as réplicas a solugio de hibvridag3o. As bolhas foram
retiradas, o saco pldstico foi selado e incubou-se & 65 °C
durants a noite. A seguir, as réplicas foram rvapidamente

lavadas por %5 minutos com 2%0 ml de solugBo I de lavagem, &



b
temperatura ambiente . l.avou-se, sob leve agitagBo, pov mais

2 horas A &% °0 com 2%Q ml de

nd

solugdo II de lavagem.
Novamente lavou-se as réplicas,

agora, com &
11

250 ml de solugio

(pré-aquecida & 65 “C) por 30 minutos & &5 ©C.

Uma dltima lavagem foi feita & tempevatura ambiente com
290 ml de solugio Il de lavagem.

fis réplicas  Foram, entio, postas sobre papel de filtro
Deixou~se na estufa & aproximadamente 60 <0,

até
secar

completamente.
Fixou-se as

véplicas sobre uma placa de vidro e fez-se
avtorrvadiogratias, expondo-as em uma chapa de raio-X.

Solugfies utilizadas para hibridagio ("DOT BLOT™)

Tampfo S50 (20x)

NaC1 17.5 %
citrato de sddio 8.8 %
pH 7.9

Solucio lespaturante
Na 2.5 M
NaCl 1.5 M

Solusio Neutralizadora

Tris-HC1

1. M - pH 8.0
MNall

1.9 H
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Solucio. de pyré-hibridacio

sarcosil i ¥
tRNA 30 yg/ml

GSC (&Hx)

Solucio de hibridacio <(para 19 ml)

sonda marcada

tRNA (Zmg/ml) 59 Fl
sarcosil 1.6 %

S50 (630
Fervery em banho-maria o tRNA, a sonda & o sarvrcosil porv
10 minutos. Colocar imediatamente no gelo e entfo adicionar

560 e Agua para completar o volume.
Solucio I de lavaaenm
GGC (2x)

sarcosil 1.0 %

Solucio Il de lavagsm

SSC (4x)
sarcosil .5 %
Golucies. para. nick-translation.

a) TampRo TH:
Tris~HC1 .5 M pH 7.5

MaCle 0.05 M



b) B-mercaptostanol B-0OH ¢.1 M

o) d-NTF (~ATF) {éx

dTTH 290 uM

dGTE 200 uM

dCTP 200 uh

Tris~HC1 1¢ mHM pH 7.5

As solu¢cdes de nucleotideos trifosfatos Toram

preparadas em soluglo levemente alcalina ou neubtva por serem

instdveis =m pH baixo.

RBGA i mg/ml

dissolvida em agua

Stop Mix

NaCl i M

EOTA 160 mM
Tris~HC1 20 mH pH 8.0

Tamefo _amestra. de coluna. de Rio-ael

glicevol L1 A
ENTa 2 mH

Azul de Bromofenol 9.1 %
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Tameflo ubtilizado  para.disesto  do INA _com. . 3. _epnzima

Hind.lll. {Bsact £

Tris-HCY 50 mM

MgCle 19 mH

NaC1 ' 50 mbi
pH 8.0

3.6 Teste de fitopatogenicidade

3.6.4 Teste “in wvitro"

Foi utilizada couve-manteiga em discos de 1.9 cm de
difmetro. Ds discos foram colocados em placa de Pebtri com
Agar .79 %.

Us recombinantes fovam crescidos em placas de Fetri,
pelo método de zegotamento, por 24 horas pava realizagio dos
testes.

O discos de couve Foram mantidos em hipoclovito de
sodio  10%, poy 5 minutos, para esterilizag¢io, com
posteriovres lavagens em agua destilada estévil.

A inoculagio foi realizada com wuma alga de platina
caberta de células lesando-se supevficialmente a epiderme da

folha, na sua parte inferior.
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3.6.2 Teste "in vivo"”

Fara este teste fToram uwtilizadas sementes de couve-
manteiga da marca Segil (Sementes Gimenes Ltdal). As sementes
foram plantadas, posteriormente transferidas para copos
plasticos & quando 3 2" folha verdadeiva atingiu o tamanho
de aproximadamentes 2.5 de larguwra, sstas fToram inoculadas

pelo método descrito no teste "in vitro".

3.7 Fermentagio dos vrecombinantes

0 teste de Fermentaclo dos recombinantes consistiu de

um  pré-indculo cvescido em £ ml de meio YHM com os
antibioticos kanamicina a concentragio de 19 ug/ml &

estreptomicina & 50 ug/ml, & 28 ©C, 18@ vpm, por um peviodo
de aproximadamente 18 hovras.

Fosteriormente, este pré-indculo foi acrescido & 2@ ml
de meio de produgfio I (MFPI)Y e incubado nas mesmas condicdes
de tempevatura e agita¢io descritas acima, povém povr 78
hovas.

Apds este periodo a viscosidade do caldo de fermentacio
foi medida em viscosimetvo da mavea Brookfield modelo RV,

utilizando—-se spindle 21 & rotagbes de 5, PO, 50 e 1i0@ vpm.
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3.8 Extrac80 de plasmidios em grande escala (BIRNEOIM e

DOLY, 1980 - modificada?

As células de Escherichia coli, contendo o probe do
Tnd, foram crescidas em 1¢ ml de meio de cultura LE,
contendo antibidtico ampicilina (100 Fg/ml), por  peviodo
apvroximado de 18 horvas e sob agitacio & 37 <.

Fosteriormente, 5 ml desta cultura foi adicionado em
©20¢ ml de meio LB, contendo antibidtico, e incubado & 37 ¢,
189 rpm por 18 horas.

Apds este periodo, a cultura foi centvifugada & 5000 g
poy 19 minutos em centyifuga da marca Beckman.

Lavou-se o sedimento com 410 ml de salina 9.9 % e
centrifugou-se novaments A 5000 g por 1€ minutos.

0 sedimento Ffoi ressuspendido em 2.5 ml da solugfo I e
agitou-se vigovosamente em agitador Vortex. Fosteriovmente
adicionou-se 2.5 ml da solugBo I acrescida de lisozima na
concentvagio de 4 mg/ml. Incubou-se por 3¢ minutos no gelo.

Adicionou-se, ent8o, 410 ml da solugfo II & o tubo foi
invertido, suavemente, por 7 vezes. Incubou-se novamente por
19 minutos & @ <.

Fosteviormente foi adicionado 7.5 ml da solug8o II17,
mistuwrando-se muito bem, porém suavemente e incubou-se por
mais 49 minutos & @ <.

Centrifugou~-se o preparado a {£000 g por 1% minutos X

4 e,



Foi adicionado, entio, ao sobrenadante igual volume de
isopropanol e deixou~se & temperatura ambiente por 5
minutos.

0 material foi centrifugado & 12000g por 20 minutos & 4
°C e o sedimento foi secado & vacuo.

Este sedimento foi ressuspendido em 3 ml de tampHo TE e
acvescentou-se 30 pl de RNAse A. Jeixou-se & tempevatura
ambiente pov 30 minutos.

A seguiy, foram adicionados 1.5 ml de solucio FPEGC 4000
30% e incubou-se no gelo pov mais 390 minutos.

0 matevial Foi centvifugado & 12000 g por £ minutos i
4 °L e o sedimegnto foi redissolvido em 1.0 ml de tampio TE.
Em seguida adicionou-se 5@ pl de acetato de sodio 2 M
(pH 7 .5) & 5@ Fl de savcosil 4@ %. Agitou-se e a mistura ¥foi
transferida pava dois tubos Eppendov .

Fosteriormente adicionou-se igual volume de clorvofane,
agitou-se e centrifugou-se & 12000 g por 5 minutos.

Ajustou~se a concentraglo final de acetato de sddio
para 39¢ mM com acetato de sddio 2 M (pH 7.%5). Adicionou-se
2.8 vezes de volume de etanol 100 % e deixou—-se precipitar
duvants & noite.

0 sedimento foi coletado por centvifugagfo & 192000 g
por 15 minutos & 4 °C e posterviormente este foi lavado com
etanol 70 % a ~BQ °C, sem ressuspender e centrifugando~se
novamente a4 12000 g por 2 minutos.

0 material foi secado & vidcuo, vessuspendido em 100 F]

de tampio R & esstocado em aliguotas 2 ~-20 <0
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Foi adicionado as  amostvas de material tampBo de
amostra TaA (3x) & estas foram aplicadas em gel de
agarose 9.7 %, Foi utilizada uma ampevagesm inicial de 20 mA
a fim de que as amostras penetrassem no gel ¢ posteriormente
esta fol aumentada para 49 ma. 0 gel foi corado com 1.9
pg/ml de brometo de etideo dissolvido em tamp8o TER (ix) por
20 minutos. A andlise deste foi feita sob luz ultravioleta

utilizando-se transiluminadory .

3.9 Extrag8o de plasmidios em pequena escala (BIRNEBOIM e

DOLY, 4980, modificado)

As culturas  de Eschevichia oolid contendo o TnS foram

g 3 oml ode medio LB contendo antibidtico kanamicina

oL pasml, B 0BF e0, 486 vepm pov aproximadamente 19 hovas

fm o lhuy oo ombinantes de Jankhomonas  oamnpestris
Foram cvescidas  em meio YM com os antibidticos kanamicina

(i@ pg/ml) & estrveptomicina (50 pas/mly e incubadas A 28 er,
nas mesmas condigdes descritas acima.

Centvifugou-se 1.9 ml das culturas por 15 segundos &
12000y em micvo centrifuga da marca Spin I ~ Incibris.

As células de Xanthomonas sameestris foram lavadas 2
vezes com solugio salina .9 % para remogio da goma.

0 sedimento foi vessuspendido em 100 Fl de solugio I e

mantido em banho de geln por 32 minutos.
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A seguir, adicionou-se PRO pl de soluglo IT, inverteu-
a2 lentamente o tubo para misturar & o prepavado foi mantido
no gelo pov 9 minutos.

Fosteviormente adicionou-se 159 pl de solugio II1I. O
prepavado  Fol novamente mantido no gelo pov 40 minutos.

Centrifugou~se & 12000 g por 5 minutos e recuperou-se o
sobrenadante . Adicionou~se a este o dobro de wvolume de
etanol @@ % da marca Mevck, misturou-se lentamente o
incubou-se no freezey durante & noite.

A seguiv, centrifugou-se a 12000 g por 10 minutos, o
sobrenadante foi retivado vapidamente = o sedimento +foi
ressuspendido em 30 pl de tampdo TE.

as amostras  foi adicionado tampio amostva TA (3x) e a
seguir estas fovam aplicadas em gel de agarose 0.7 ¥%.

Solugdes utilizadas nas extracles plasmidiais

Solusio. L

ligozima 4 mg/ml

Tris~HC1 25 mM

NaaEDTA 19 mM

glicose 50 mM
pH 8.0

Solucio LI

NaOH ®.2 N

ShG i %



Solusio TIL

ficetato de sddio 3.0 M
Acido acético 2.0 M
pH 4.8

Solucio de FPEG

FEG 6000 30 %

NaCl 1.5 M
Clornpfans

Fenol-clovoformio (iv/7iv)
B-hidroxigquinolina @ .OF K (p/vi

solugio saturadsa:

Trig—-HC1 . 29 mM pH 8.0
Nall 100 mM
EDTa i mH

Solucio. de BNAse A:

RNAse A 1% ma/ml
DNissolvida em:

Acetato de sddio 590 mM pH 4.8

(Ferver em banho-maria por 19 minutos)

Tamnpio TE

Trig-HC] 25 mh
EDTA 1¢ mi

rH B.O



Tampio. B
Tris-HG1 20 mM
EXTH .1 mM

pH 7.5

Solugtes utilizadas nas eletroforeses em gel de agarose

Tamepio. de. eletroforese TER._ 400

Tris~-RBase 108 g/1

dcido bdorico 55 g/1

EDTA 29 mM
pH 3.4

Tanedo. de anostra. TACEx)

TER <(3x}

Ficol tipo 400 co %

Azul de bromofenol @.4 %

3.40¢ Frecipitacfo da goma

Fara se avaliar a qualidade da goma produzida pelos
recombinantes foram realizados testes de viscosidade 2
varias temperaturas ¢ pHs. Fovam feitas novas fermentagles
dos cinco melhores recombinantes, parental Sm® e para cads
um utilizavam—-se cinco repeticgies.

ApoOs  as leituras de viscosidade dos caldos de

fermentagio, a goma foi precipitada a partiv da adi¢fo de
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alocool comercial, sendo que as repeticOes foram misturadas,
totalizando 100 ml.

A goma Ffoi vecuperada com o auxilio de uma bagueta de
vidro, colocada numa placa de Fetri e mantida em estufa i
37 e, até secar completamente.

A seguiv, esta fol triturada em almofariez e  foram
feitas solugbes a 1% da goma de cada uma das linhagens.

A goma xantana Keltrol da marca Kelco ((U.$.A.)  foi
utilizada como padrio, uma vez que esta j& & comeveializada

comn sspessante em alimentos.

3.10.1 Teste de viscosidade & varias temperaturas

A partiv da solugio 4 % da goma de cada uma das
linhagens, a wviscosidade foi medida as temperaturas de
1e0=(C, 75°C, Se°C e 30°C. As solugBes foram mantidas em
banko-maria da marca gtica por 15 minutos na tempevatura

desejada pava postevior leitura.

3.10.2 Teste de viscoéidade a varios pHs

A viscosidade das linhagens foi medida em pH 1.0,
pH 14.8 & pH novmal da solugio.
0 pH 4.@ foi acertado com HC1 6 N & HC1 1 %.

0 pH 11.@¢ Ffoi acertado com NaOH & N & NaOH 6.% N.
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4 . Resultados

4.1 Transferéncia do TnS para Xanthomopas campestyris pv.

campestrlis
A linhagem de Escherichia ocpli WR 46046 - Fyaiid
Tac: :Tn% foi mantida com o mutante Sm® de Xanthomonas

cappestris NRRL  B-1459 pov um periodo de aproximadamentes 20
hovas. Foram isolados 581 recombinantes em meio de cultura
YM contendo os antibidticos kanamicina = estreptomicina.
Foram vealizados dois experimentos de conjugagcio e a
frequéncia de  transposicio variow de 2.5 3 3.0 x 1@™% por
célula receptora.

Foi realizada uma andlise eletroforética, em gel de
agarose, de H5¢  recombinantes € parentails & someEnte A
linhagem de E. goli contendo o TnS, apresentouw  banda
plasmidial, idndicando, assim, um possivel comportamento
suicida deste plasmidio em Xanthomonas campestris pv.
canpssinis.

Ds vecombinantes isolados fovam numevados de 4 & 584, A
fim de se comprovar que a marca km™ gra devido & inser¢lo do
Tnd, foi realizado um teste para se verificar a taxa de
mutagio espontfnea. Aproximadamente 14 % 10® células d=a
linhagem receptora  Sm®™ foram semeadas em meio de cultura

contendn os antibidticos kanamicina ¢ estreptomicina = nio

T,

foi detectado nenhum matante espontineo Km®™ ¢ SmP-
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linhagens testadas que mostraram-se patogénicas no teste "in
vitro" também o foram no teste “in vive". Sendo assim, =
metodologia adotada  foi a "ip vitro"” devido & facilidade de
execugio com  grande ndmero de  linhagens €  ao tempo  de
aparecimento dos sintomas da doenga (no teste "ipn vivo" os
sintomas aparecem em 7 ou 10 dias € no teste "ip wvitro", em
apenas 3 ou 4 dias). As linhagens consideradas n#&o
patogénicas neste primeivo teste foram posteriormente testa
das "in wivo” para maior consisténcia dos dados.

liscos de folha de couve tipo manteiga foram inoculados
com os vecombinantes & o8 sintomas puderam ser analisados
num peviodo de trés (3) a quatro (4) dias. Inicialmente a
area  inoculada apresentou  um processo  de clovrose e
posteriormente necyrose.

Foram utilizadas oito (8) rvepetigdes para cada linhagem
& na analise dos dados foi adotado o critério de que se
dentre as oito rvepeti¢bes, pelo menos uma resultasse em
resposta positiva, com todos os sintomas caracteristicos, a
linhagem sevia considerada patogénica. Dos 581 rvecombinantes
testados, 41 mostvyaram-se nRo patogénicos no teste “in
vitro” . Estes mutantes foram testados "in vive”, com 3
repeticdes ¢ 28 destes resultaram em resposta positiva.
Fortanto no teste de fitopatogenicidade a frequéncia de
mutantes nfo patogénicos, confirmados na planta ’Fai de
2,060,

No decorrer do experimento foi observado, aindas, uma

certa alteragfo dos sintomas nos discos de couve. Algumas
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linhkagens ndo resultaram no  sintoma ‘caracteriﬁtico di
necrose & somente um  halo de coloragfo verde, mais intenso
que o verde da folha, foi obsevvado no ponto de inoculagio.
Estas linhagens quando testadas “in wvive” resultarvam em
doenga somente  apds um  periodo de tempo muito maior que o

normal.
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linhagens n#o resultaram no  sintoma cavactevistico de
necrose & somente um  halo de coloraglo verde, mais intenso
que o verde da folha, foi observado no ponto de inoculagio.
FEstas linhagens quando testadas "in wiyp” resultarvam em
dosnga somente  apds um  peviodo de tempo muito maior que o

normal.
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FIGURA 1: Teste de Fitopatogenicidade "jin wifio”
% esquerda - contvole; centro - halo verde; & diveita

halo de necrose cavacteristico da dosnga

FIGURa #: Teste de Fitopatogenicidade "in sisn”

H oesquerda - recombinants com Tnd; centro - controle;

a direita ~ vecombinante com Tnd
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4.5 Sele¢fo de mutantes para maior viscosidade

Fara avaliar 0 aumento de viscosidade, fForam
selecionados 90 recombinantes escolhidos APENAS pela
viscosidade aparente apresentada  por coldnias isoladas

destes .
Estas linhagens Ffovam divididas em seis expervimentos e
pavra cada uma delas forvam wtilizadas 3 vepetigdes.

A leitura de viscosidade das linhagens fermentadas foi

realizada em viscosimetvo em 2 votacBes: £9 rpm ¢ 100 rpm.
s dados apresentados sho rvefeventes &z medicBes

efetuadas em rotaclo de 20 vpm, utilizando-se spindle 214
(TABELAS 1,2,3,4,5, e &), uma vez que testes preliminares
mostrarvam que o decréscimo de viscosidade de 20 vpm para 100
vem @ sempre propovcional.

e valores vefevrentes ds medigdes efetuadas em 100 vpm

encontram-se nos Apéndices 18, 13, 14, 15, 16 & 17.
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TARELA &: Valores de viscosidade dos recombinantes contendo

TnS em (CPS)Y & 2@ rpm ~ Expevimento & (continug&o)
linbagens...| i= ge | g I X |
12¢ : ol e | : 187.5 : 2ie.5 : 224,47 :
meg : 2875 : 725.9 : B75.9 : B .50 :
a3z : LYoy e : 4500 : 400 .9 : 437 .50 :
PR T : 215 : Zi..0 : 2025.2 : L3667 :
Sh8 : 700 0 : &H87.5 : 2585 : 209, .00 i
34 : bl N = | : G A : aig.o : 000.84 :




A partir destes dados, foi aplicadn andlise de
varidncia e em todos os experimentos o valor de F, ao nivel
de 5% de signiticlncia, foi altamente significativo,
indicando assim, que existe, pelo menos, uma média diferente
entre eles (Apéndices 1, 2, 3, 4, 5 e 6).

Fosteriormente aplicou~se o teste de TUKEY. A TaRELa 7,
raferentse ao experimento 1, mostra que nenbhum vecombinante
apresentou uma média supevior ao parental Sm®™. Entretanto as
linhagens 5m®™, 48, 5%, 71, i8 e 4118 nfo apresentaram
diferencas significativas entre si.

A TABELA 8 apresenta os dados do experimento 2 e
podemos obssrvar  que o vecombinants 228 se destacou do
restante, apresentando =& melhor média, inclusive quando
comparado com o parental Sm™,

Na TABELA 9, referente ao experimento 3, encontramos
apenas a linhagem 302 que s destacou nitidamente. Os
vecombinantes 317, 320, 338, 357 e 342 nio apresentaram
diferengas significativas com velagdo an 302, foram
superiores & Sm™ porém participaram de um outvo gvupo de
recombinantes.

A TABELA 1@ dilustra os dados do expervimento 4 e
somente o rvecombinante 4209 apresentou a melhor média  em
relagdo ao parental e aos demais.

Ns dados do experimento 9 estfo na TABELA 11. Fodemos
observar aque os vecombinantes 432, 434. 472 e 4464 niAo
apresentaram diferengas significativas entre 51,

apresentando wvalores superioves & Sm® Contudo 08



#

recombinantes 432 e 434 fovam os  que apresentaram as
melhovres médizas Jdos valores de viscosidade.

For witimo, temos a  TABELA 12 que ilustra os dados do
gxperimento 6. Nﬁm houve diferengas significativas entre os
recombinantes 5264, 496, 501, 228, 139, 189, 49% & todos
apresentaram valores superiores ao parental, contudo os
melhores resultados foram dos recombinantes 526 & 496

Fara as analises de viscosidade & varias rotagdes,
temperaturas & pHs Toram selecionados cinco racombinantes

que apresentavram os melhores valores de viscosidade. Devido

ao Ffato do parental Sm®  tery apresentado valores de
viscosidade variados, foram selecionados APENAS 08
recombinantes  que apresentarvram os melhores valores de

viscosidade, ou seja, os qgue s destacaram nitidademente
dentro de cada expevimento. Assim, nenhum recombinante foi
selecionado no experimento 1, uma vez que a linhagem que se
destacou foi a So™, no experimento 2 a linhagem selecionada
foi a P28, no experimento 3 a linhagem sevia a 302 porém
esta foi perdida no decovrer dos expevimentos. Isto também
pcovrrew no experimento 4 com a linhagem 429. No  experimento
S as linhagens selecionadas fovam 432 e 434 & no experimento
G, a S24 & 504, A linhagem 496 n3o Ffoi selecionada porque
esta também foi pevdida durante as sucessivas repicagens.
Fortanto os recombinantes selegcionados foram: 228, 432,434,

501 & SE26.



TABELA 7. Teste de TUKEY pava as medias de viscosidade dos

recombinantes com Tn% ~ expevimento 4
Linhagsens.. nedias...| I
Sm® : gee. iz : a :
48 : VAT WA : a...b :
patal : 483,34 : N« B :
71 : &bt HE : Bl :
1.8 : 658,34 : 2SN » WO S ¢ :
148 i 408,34 : Bt B :
5.6% : S87.58 l Bl b B :
§.4.7 : 545,84 : bt . .e..f :
199 i wis.67 : oS « N . ) :
28 : 47917 : Lo « DN -, .- :
105 : L ICY A : d.e..t..a..b :
s : 459,83 : eg..t...g...h :
23 : 494 47 : (SO . T o :
Q9 : S50 .00 : S I « W :
543 { 200,00 : S I ¢ SO | :
.52 : SA45.84 : Foos b :
ol : 234557 : L= OO < W | :
165 : phh. a7 : = O w WO SO | {
159 : EAR.50 : .= V) = WO O | :
g : nnd. 83 : R :
124 : 129.84 : el :
137 i 82,58 : i :
125 : 809 : i :
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TARELA 8: Teste de TUKEY parva os valores de viscosidade dos

recombinantes com Tn% - Experimento &

linhagens L. .medias

29583

B
U
23]

=
i

529,47

oR8.34

Lge 42254

138 J29.84

299 nae.09

297

237,09

L&s. 67 gt

21 20.84

234

ASIUG SV PRUN SURTUN VIS FUUISPULIUS SUSS A IS NS SIS UGS SO WU UGS I SIS S,
DU TWPIUVEGS: SN JUUUES UV SO ORI SUTIG NS SIS ORI SRR S S UGN SN S

283

ks fim Tebras indicam grupos  dentro dos guais ndo ha
difevengas sianificativas sntre as linkhaagens,

Ao five ) ds 9% de significEncis
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TARELA 9 Teste de TUKEY para os valoves de viscosidade dos

vecombinantes com Tn® - Experimento 3

linhagens pnedias

28 8az.5he

247 7¢8.34 a....pi

62467

38 63750

21e 222,47

204

354

SOURUIUNE SIS NI WU S S R el N SR S

| {
I |
J |
! |
} !
1 1
| ]
! I
| I
! !
YA | 43750 ...ah
| !
{ |
| l
| |
| !
! |
! |
| |
! !
| !

304 TNV C
Sm® 345,47 C

nba: As letras indicam grupos dentro dos quais nfo ha
difevrengas significativas entre as linhagens,

a0 nivel de 5% de significlncia.
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TaBELA 19: Teste de TUKEY para os valoves de viscosidade dos

recombinantes com TnS - expevimento 4

linhaasns. | medias....| i
420 : 67500 : a :
S : 450,00 : b :
384 : 433 .34 : b :
377 : 4E5. 00 : b :
397 : 495, 84 : b :
GBR : 358, 684 : b :
37 : 320,84 : b ¢ .d :
401 : 30824 : b do g :
334 : B54.47. i coodl e f :
383 : 17500 : dog f :
399 : 145, B4 : e f :
a8 : 13750 : £ :

obs: As letras indicam grupos dentro dos gquais nio ha
diferenga significativa entre asgs linkagens,

a0 nivel de 5% de significlncia.



TARELA 14: Teste de TUKEY para os valores de viscosidade
dos vecombinantes com Tnd - Experimento §
linbagens..| medias....| |
438 : 245 .84 : 2 :
434 : 245.84 : a :
YA : 725,929 : a...p :
444 ; 533 .34 : X » :
Sm™ : Gi6.47 : SO o o :
438 : ART .59 : B g .8 :
S : 458,34 : ST O « N - S ) :
479 : 28084 : Lo « N SO :
405 : 305 . 47 : 4ot :
A7TH : i b7 : e._....F :
419 ; $AD .84 : I :

Obs: As letvas dndicam grupos dentvyo dos quais ni3o ha
diferenga significativas entve as linhagens,

aog nivel de 5% de signifticincia.



TABELA 12: Teste de TUKEY para os valores de viscosidade dos

recombinantes com Tn%S -~ Experimento &

Linhagsns..| mesiasg.....| i
T : RID.00 : A :
494 : ARGV AL, : a :
L7} ; ga . a4 : a_.b :
EARA } g6, 50 : a...h :
02 : gen. 2 : aho.o :
182 : geR 34 : Bkl Gt :
495 ; g0g. .34 : A bn..d :
oo : 296 .00 : |+ SR o « N - :
282 : ANV : bo..o...id & :
3he : L0000 : Bl € :
172 : 45634, : cod g f :
487 : GG, 00 : d...e...F% :
Baz : 437,50 : L :
91¢ : He2 . 1.7 : [ 2. :
b : &ib.. 60 : g . F..a..h :
423 : GO0 2 : g Fod.  h..i :
429 i 92147 : e E g Ju i :
544 ; LS VAL, : o U NUSN < Y :
481 : Y A : £t b :
34 : . 84 : L N . SO W :
ol : al2.he : b ik :
152 : 295,34 : FoeBo bt bod :
915 : a9R.34 : ot bbb d k :
o214 i 46058 : = I« YOO SO SN 4 :




TARELA 12

Teste

de TUKEY parva os valores de viscosidade

dos recombinantes com Tn%S -~ Expervimento 6

Continuagio

linbagens. l....médias...] |
mi3 : 450 .09 : S N N '+ :
a4 : 44567 : IO T 4 :
e : 498,34 : ik ;
Sm™ : 249247 : k...l
484 : 205,00 : 1:
129 : 204,47 : 1:
Obs: As letvas indicam grupos dentro dos quais ndo ha

diferenga

significativas entre as linhagens,

ao nivel de 5% de signific8ncia.
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4.5 .4 Analise dos vecombinantes quanto & viscosidade

Os cinco recombinantes selecionados, BR8, 4382, 434, 5014
e 324, e o parental Sm™ foram inoculados em meio MFI e apds
fermentagdo as  gomas fovam precipitadas com stanol e secas
em estufa. O peso seco da goma obtida de cada linhagem foi
de aproximadamente 1 grama a partir de 109 ml de caldo de
fermentacio (Apéndice 7). Uma solugfo de 1% da goma de cada
uma das  linhagens foi  submetida & rotachHes de 5, PO, 50 =
190 vpm do wviscosimetvo e a viscosidade foi medida &
temperatura ambiente.

A goma xantana, comevcial, Keltrol foi utilizada como
goma padrio para compara¢io com as demais gomas obtidas.

Na analise dos dados foi aplicado o teste nfo
pavamétyico de FRIEOMAN, uma vez 9que nfo {foi observado
homogeneidade entre as varifdncias.

A TARELA 43 ilustra os valoves de viscosidade obtidos.
1 resultado altamente significativo do teste de FRIEDMAN de
22,39 indica que ha difevengas significativas entre as
linhagens.

Na TARELA 1i3a podemos observar que a goma padrio
apresentouw os malhores valores de viscosidade., Entretanto,
de acovdo com a TABELA i3 podemos observar que as linhagens
432 2 434 apresentaram valoves muito semelhantes & esta.

Guando comparamos os vecombinantes em relagdo ao

parental Sm™ podemos observar que todos sHo superiores a
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sste & que os rvecombinantes 432 2 434 apresentavam valoves
muito supevioves.

Grafticamente estes dados resultam numa funclo inversa
do tipo Y = a/ " |, onde Y = CPS, % = ndmevo de rotagdes e =
2 K, parimetros a determinar. Portanto foi feita a conversio
dos dados pava logaritimo a Ffim de se observar o
comportamento dos recombinantes, em rvelaglo A goma padrio,
atvavés de retas (TARFLA i3b, GRAFICO 1) .

Foi realizado wum teste de paralelismo entre as retas e
observou-se que as  linhagens Sm™, 2P8, 504 e 526 n#o
apresentavam diferengas significativas, ao nivel de 5% de
signiticincia, quando comparadas com o padrio, ou seja, seus
comportamentos A varias rvotagoes Fovam semelhantes ao
apresentado pela goma Keltvol. Ja os recombinantes 432 e 434
apresentarvam difevrengas significativas guando comparados com
gzata, ou seja, embora estas duas linhagens tenham
apresentado  valores um  pouco supeviores ao padr8o nas

rotaghes de 5 & £ vpm, estes decresceram em 50 e 100 vpm,

indicando, assim, que 08 recombinantes nfo  foram tio
eataveis, As variae rotagdes, quanto & goma padrio

(Apéndice 8.
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TARELA 13: Valores de viscosidade da goma das linhagens,

em CFS, & vdrias rotagles

lTinh ! rotagdes

i 5 2o 1% ige 1. 5001
Sms : 1926 . 09¢1) : 408 Q@(i){ JEa517) @@(i): .68 75(1): 4 :
A34 : CTeT A1 A=W : 243 75(5): 412 50(5): 23k ?5(6): ne :
PER g 2] : SISV AZIR 1/ 54D : VA @0(3): 300 @@(4): 122 9@(3): i3 :
TR} : DA77 . 00(4) : 287 50(4): 248 5@(3): cag 75(4): i :
43c i BHED . Q0(7 : ieph 0@(6): 459 0@(6): o 75(5): a4 ;
1) : Dine . 0a(f) : ForaYia 5@(8): e yad) Q@(E): 184 25(8): & :
padrio : 50 005 : 1958 5@(7): 487 5@(7): 323 75(7): né :

obs

X®_ = pp. 39 wee
Nz valovres apresentados sEo médias de # repetigles.
Ds ndmevos de §{ a 7 indicam a ordem crescente das
médias
A coluna SOC indica a soma da ordem crescente das

médias
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TARELA 13a: Teste de FRIEIDMAN pava os valoves de viscosidade

A varias rotacBes

A= 14

linhagens

i |
| !
Fadr&o i 26 I a
432 : 24 : a
434 : e : a b
S : 15 : a b ¢
228 : 13 : a b «c
Sei : 28 ; b ¢
Sm* : 24 : C
obz: A 2% coluna (valores) indica a soma dos valoves da

ovdem crescente das médias.
As letvas indicam gavupos dentro dos quais nHo ha
diferengas significativas entre as linhagens, ao

nivel de 5% de significéncia.



TABELA 13b.
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Valores de viscosidade convertidos em valores

logaritmicos

linhagem | log vpm

: . 62 b f.Bef ). 14629 1 2.000 .l
Sm® : 3.229 : S A : £2.A42 : ol :
434 : L Ve : 2275 : £.615 § 238 :
jEese ] i CINCY A ; o.58e : AL T : R A :
SRé : I I AC : 2524 : JSRVIC ] : oA 114 :
A38 i Bany : 3.219 : .83 : 2.ahe :
173 : G I i R 1o : @5 : A :
padrin : I : $.005 : oGR8 : 2510 i
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4.5.2 Analise de viscosidade & varias temperaturas

Uma soluglo 1% da goma de cada uma das linhagens de

'L!f
1

recombinantes, paternal & padrio foi submetida
temperaturas de 100°C, 75<C, Ho=C =« 30°0 pov aproximadamente
i% minutos e posteriormente foi medida a viscosidade a 109
YR,

A avaliaglo dos resultados foi feita através do teste
de FRIEDMAN & o vesultado Ffoi altaments significativo
(24,75, indicando assim, qﬁe existem diferengas
asignificativas entre as linhagens (TABELA 14) .

Fela TABELA ifda podemos observar que o rvecombinante 432
apresentow os  melhores valoves de viscosidade em velagio A
am® 0 Quando compavado com a2 goma padvRo, sste apresentou,
povém, vesultados inferioves.

Analisando a TARELA 14b e o GRAFICO 2, que representam
ns valores de viscosidade linearizados, podemos pevoebsr que
todas as linhagens apresentaram valores inferioves ao
padrio.

0 teste de paralelismo revelou que nRo existem
diferen¢cas significativas entre as retas, ouw seja, embora a
Sm®™ e D% vecombinantes tenham apresentado  valores
inferiores a goma padrio, eles s comportaram muito

semelhantemente & esta (Apéndice 9).
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TABELA $4: Valoves de viscosidade da goma das linhagens,
em CPS, & vdrias tempervaturas A
19 vpm
linhagem | temperatura (°0)
: 190 25 1) i) LS00
I | I | | !
Sm® -3 N -7 O 0 2 Y4 = .7 X 0 0 3 N WY O 10 2 O X =0 -1/ X 0 D
434 : o @Q(S): 20 0@(4): o3 34(8): 133 ?4(3): 14 :
328 : i 34(2): 1) 67(2): 105 84(3): 126 67(8): g :
rA) : 28 34(3): @8 34(5): iié é?(4): 147 5@(5): 17 :
A3 : 123 é?(&): 5.5 67(6): 135 00(6): 60 84(6): 24 :
504 : 8o 5@(4): £ 17(3): 0] @0(5): 149 84(4): 1.4 :
padrio : 2R7 5@(?}: 24317 00(?): gl éé‘?): 385 83(?): o8 :

bs .

P o= 2LL75

0

]

De numeros de £ a 7 indicam a ordem crescente das

medias .

A coluna SO0C indica a soma da ordem crescente das

medias.

valoves apresentados 3o méddias de 3 repetigfes.
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TARELA 14a: Teste de FRIEDMAN para os valores de viscosidade

a varias temperaturas

linhagens valores

| {

| ]
padrio I 28 I a
43¢ : 24 : a
S : 17 : a b
S04 : i& : a b
434 : 14 : a b
ees : oY : b
Smr : 34 : b

obs: A 2™ coluna (valoves) indica a soma dos valoves da
ordem crescente das medias.
As letras indicam grupos dentro dos quais ndo ha
difersengas significativas entre as linhagens, ao

nivel de 5% de significancia.
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TARELA L4b: Valores de viscosidade convertidos em valores
logaritmicos

linhagem | log =C

: L2 LLBZ5 3..699 L.477....1
sm™ : 1.22% : 5824 : L.248 : 2.979 :
434 : 1.282 : 1254 : £2.014 : o d N o) :
o tE 2] : L. 845 : 1.238 : 0.Q85 : e.ied :
By Ed ) : 1.B24 : 1293 : 2.067 : 0. 469 :
4730 : 2.997 : 2,248 : 2.139 : 2206 :
el : i.214 : §..250 : 02.979 : 2.349 :
padrio : 2347 : £.398 : 2.A34 : L5813 :
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4.5.3 Analise de viscosidade a vdrios pHs

H

Fara ssta andlise foram selecionados os pHs 1.¢, 6.5 e

U

i4.0. Foi verificado gque nas solugdes & 1%, compostas apenas
pory agua  destilada e goma, sem qualquer adigio de solugBes
acidas ou alcalinas, o pH ¢ de aproximadamente 4.5. Fortanto
0% dados  dos valores de viscosidade a este pH encontram-se

nas TABELAS 13, 43a, 13b e GRAFICO §.

4.5 .4 Anadlise de viscosidade a pH 1.0

f TQBELA 1% apresenta os valores de viscosidade das
linhzagens em solugio de pH £.0 & o0 rvesultado altamente
significativo do teste de FRIEDMAN (23,01).

Fela TARELA {S5a podemos observar que o0s melhores
resultados Foram obtidos pela goma padvio 8 que 0
recombinante 432, embova tendo apresentado valores muito
infeviores, comportou-se semelhantement e A ssta. Os
recombinantes 228 & 432 foram 0% que apresentaram os maiores
valores de viscosidade guando comparados ao parental Sm®™.

0 GRAFICO 3 & a TABELA 1%5b ilustram as viscosidades, em
1ogaritm0, dos recombinantes em pH 1.0 e podemos observar
que todas  as linhagens, exceto a goma padrBo, tiveram a sua
viscosidade diminuida em pH Acido.

0 teste de paralelismo revelou que todas as linhagens
testadas contra a goma padrio apresentaram diferengas
significativas, ou seja, elas nio possuem comportamentos

asemelhantes 4 esta em pH de extvema acidez (Apéndice 10) .
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TARELA 4%5: Valoves de viscosidade da goma das linhagens,

em CPS, a pH §.9

1inh | rot
{
| ) 2o L) .00 sac
1 ] | |
o BES., Q8041 337 500D wamﬁﬂiﬁllmlﬁzm“@(3)l IC I
| | ]
L. B¢ 00(3)1 | 306, 2502
] | i |
oes | 5i50 005 A35. . 25¢5) pe7 BS54 . eREal R0
| I
|
i
]
|
I
|
i

j47. SRyl .24 E‘(E)I 9

|
L.
I
|
!
I
!
ek 200 Q@2 337 503 .51 196 02443 1. 3435000421 33,5
!
J
!
1.
!
|

| !
205 . 00062 ) A6 250621 24

i |
bl LA Lm.ﬁi Bndoniad (Jb).« .. S

I
J200 . 200631 475,00 40
I
........ #0204 1. 234 EL5 .
!
4450 0272 ). 4350, 007}

430

|
!
!
|
|
|
|
l
!
!
|
!

WD

padrin SR :0(7)! 2e8.25 (7)! At

X8 = p3.@L ==~

Obs: 0Os valores apresentados sfo médias de 2 repetigdes
Ds ndmeros de 14 a 7 indicam a ordem crescente das
médias
A coluna S0C indica a soma da ovdem crescente das

medias .



73

TARELA 18a: Teste de FRIEDMAN para os valores de viscosidade

linhagem

padrio

438
228
Heé
Sm®™

434

A

obs:

14

A

or
fis
di

ni

a pH 1.0

valores

1

f
28 I a
24 : a b
29 : a b «
13.5 : b ¢ d
13.5 : b o d
29 : c d
24 : d

2 coluna (valoves) indica a soma dos valores da
dem crescente das médias.

letras indicam grupos dentvo dos quais nio hé
ferencas significativas entre as linhagens, ao

vel de 5% de significancia.
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TARELA 15b: Valores de viscosidade convertidos em valores

logaritmicos.

linh | log vot

: Q.4629 frd @4 16929 £.000 1
Sm* : P24 : AT oA L : oA A 1 : 2.i05 :
434 : n.2e3 : &2.A864 : A WA : 269 :
2eg i 3.0260 : - YC b : o.A1l : 2.5.94 :
S24 : .04 : oY oA 2] : A : o N1 :
438 : 2.07% : 0577 : a.A84 : P87 :
50l : 2.629 i e .Y : 2105 : A 1) :
padrio : 3.64A8 : I 1 : B.fak : 2.Ars :
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4.5.5 Analise de viscosidade a pH £1.0

Fodemos observar pela TARELAS 16 gque o0 resultado do
teste de FRIEDMAN foi altamente significativo (22,07) & que
a goma padrio apresentou os melhovres valores de viscosidade.
1 segundo melhor resultado foi o do rvecombinante 432, sendo
que as difevengas de viscosidade sncontradas  foram  muito
PEQUENRAS .

Comparando-se o 432 com a linhagem Sm™, observamos que
eabte apresentou valores superiores ag seuw parental.

0 GRAFICO 4 e =a TABELA 4iéb ilustram oz wvalores de
viscosidade, em logaritmo, das linhagens a pH 11.0.

Mo teste de paralelismo verificou-se que =algumas
Tinhagens se compovtaram semelhantemente A& goma padrio,
apresentando wvaloves para t nic significativos quando
comparados com  esta dltima. Foram 2las:  Sm™, 5P4 e 432

(Apéndice 14).
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TARELA 16: Valores de viscosidade da goma das linhagens,
em CPFS, a pH 41.9@
linh | rot
E o I 29 ' i) : pR1% :Sﬂﬂm
Sm® Ao 3000, R0 (A2 B RN A00.003.00.1..008 2031138
154 : 1E5R5 0@(1): YA S W : 305 . 991 : §.24 Eﬁ(i): 4 .
Foa = N ; ..... ﬁﬁﬁﬂmﬂﬂﬁﬁlimmﬂﬁﬂwﬂﬂiﬁi ...... L@&QﬁmﬁﬂLﬁmﬁlimﬁﬁﬁwZ5Lﬁl%iﬁmﬁ
iyl : JEANEA @@(5): 943,755 5): 449 .00(4) i RRG.BRELAYIE 5
432 : 2485 6@(7): ZA3.2505 5): 435 @Qgﬁlwwiwaﬁﬁwﬁﬂiﬁ)iﬁﬁwﬁ
S04 : L) @@(E): GR37.50(8) : 2IE.50(2) : 193 75(8): g .
padrﬁo: a3eLE @Q(é): 1006 2572 : A60 . 007 : 2hb 85(7): ol
XBE L = 2R g7 nnn
obs: Ds valores apresentados sHo médias de 2 repetigdes.
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%. Discussio

5.4 Transferéncia do TnS para Xanthomonas campestris pv.
cameestris

A frequéncia de transposicio do Tn%S obtida atvavés do
cruzamento de Escherichia enli (F-lac::Tnd) com
L. campestris variou de 2.9 A 3.0 x i27% por célula
recepbtora.

Diferentes frequéncias de transposi¢io do TnS tém sido
detectadas por  wvarios autores. Em £. g¢oli, povr exsmplo, o
Tn% se transpde do fago lambda para © Cromossomo nUma

frequéncia de 1072 (SHAW e BERG, 1979). Uma +requéncia mais

baixa, em tovno de 41977 & 41076, tem sido detectada em

Erwinia amalovora (STEINBERGER e BEER, 1988, em
Bhizehium meliloti (RERG & BERG, 19683), em

Essudononas s4dringae  pv. tomato (CUFFELS, 19867, em
Bhizobiuwm freedii (KIM et al., 1988y, assim  como  em
Xanthomonas cameestiis (TURNER, 1984). As diferengas na
frequéncia de transposicio tém sido atribuidas a alguns
Fatores tais como o 2feito do genoma da cédlula hospedeira, a
atividade do inibidor de transposicfo codificado pelo Tn5
(BERG £ BERG, 1983) ou ainda o tipo de vetor utilizado.
TURNER gb al. (1984, analisando & frequéncia de
transferéncia do TnS em Xanbthowmonas campsstris, verificow

que se o vetor @ um plasmidio de espectvo restrito de

[i s1 Al A~ A RMAD 1
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hospedeivos a frequéncia de transposigio & de
aproximadamente 107® poy célula receptora & se o vetor € um
plasmidio de espectyo amplo de hospedeivos a frequénecia £ de
ie~% 3 j@~* PFortanto as diferengas na  frequéncia  de
transposicio podem, também, ser atribuidas ao tipo de
plasmidio utilizado.

Nas andlises eletroforéticas, em gel de agavose, os 50
recombinantes & a linhagem receptora Sm™ nfEo apresentaram
banda plasmidial;  esta sd foil detectads na linhagem de

Eanberichis ooli contendo o Tnd. Porbtanto foi suposto que o

plasmidio Flye £44 lac::Tn® apvesentou comportamento suicida
em Xanbhononsas cemepesirds & gue o TnS se dnserid no genoma
desta. 0 compovtamento suicida deste plasmidio Jj&  foi
detectado em  Shisella flexnerni (SANSONETTI gt al., 1982, 0
wuao de wvetores suicidas contendo TnS tem sido adotado pov
varios autoves pois este permite a selegio diveta de
mutaedes apenas  pelo marcador de resisténcia a antibidticos
conferido pelo elemento transponivel. MEADE gt al (4982) e
KIM gt al., (i988) wtilizaram este vecurso para obtengfo de
mutantes simbidticos e auxotrdficos em Rhizobium melilobi &
Bhizobism fresdii, rvespectivamente; CUPPELS (1i986) para
obtengio de mutantes auxotrdficos e de wvivuléncia em
Esewdomonas syrivase pv.  suriogae; SALCH e SHAW (1988) para
caractevizacio de GENES de patogenicidade &m
Eseudomonas suringae pv.  Labhacd, STEINBERGER e BEER (1983)
para analise de mutantes de patogenicidade am

Erwinisa amslovora.
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Fara wverificar A Presenga do TnS no genoma de
¥anthononas cameesiris, foi efetuanda hibridagio através da
téonica “dot  blot”. A hibridac8o de coldnias usando-se
sondas de  TnS marcadas  (PBP-ATF) foi positiva apenas  em
poucos casos (8 em 132 rvecombinantes). Uma explicagio para
este fato poderia ser o baixo ndamevo de copias de TnS pois a
presenga  deste ne  genoma de  uma bactéria inibe A
transposi¢gio secundaria (TURNER gt al., 1984).

Outra hipdtese poderia ser a técnica. As coldnias de
Yanthomnonas cameestyis possuem muita goma & esta podervia ter
interferido, por exemplo, na agio da solugio desnaturantes no

processn de hibridagHo.

5.2 Analise de auxotroficos

0D aparecimento de mutantes auxotrdficos parece ocorver
em baixa frequéncia com o uso do TnH. NRo foi detectado
nenhum mutante auxotvofico no presente trabalho e estudos
velacionados tém demonstrado uma grande variagfo na produgio
de tais mutantes. Em Esewdomopas sdrineae pv. Lomafo =
Frequéncia de auxotvoficos foi de 1§ % (CUPFELS, 1984), em
Bhizobium melilebi, de ©.3 % (MEADE gt al, 1982), em
Ehizobium freedii, de 0.5 X (KIM et al., 1988) e em
Xanthomonas campestris, de @0.2 % (TURNER gt al., 1984).
DERRUTIN &  LUFSKI (4984) jd4 observaram que o padrio de
insergio, do TnS, é completamente ao acaso, n&o havendo

nenhum ponto preferencial. Entretanto CUFFELS (1?286) sugere
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quEe A distvibui¢io nutricional de rvequerimentos entre
auxotroficos de Eseudomopas suaringae ev. tomate nfo  foi
totalmente ao acaso & observacdes similares fovam feitas com
mutagénese do  TnS no genoma de EBhizobium meliloti (MEADE
gh al., 1982), de Escherichia coli (SHAW e RBERG, 1i979) e de
Eseudomonas surinaae PY.  SMULIDARE e pv. phaseolicola
(ANDERSON & MILLES, 19895).

0 nfo aparecimento de mutantes auxotrdficos pode,

portanto, sev atvibuido ao ndmervo de mutantes testados.

5.3 Teste de fitopatogenicidade

0 teste de patogenicidade "in o xitie” utilizado,
permitiu a caractevizaglo inicial de um  grande ndmervo de
vecombinantes. Foram vegistrados casos em que, dentre as
oito repeticdes, soment e Lma apresentou sintomas
caracteristicos. Embova =a linhagem tenha sido considerada
patogénica, hd evidéncia de que existe alguma falha que pode
sy atribuida A técnica de inoculagio, & escolha das folhas
A BETEm testadas ou & wvarviachio no tipo de sementes
utilizadas. A hipdtese de falha no teste devido & idade da
folha foi descarvtada uma wvez gue DANIFLS = al. (1984a)
relatam que a vesposta de sintomas da doenga nio depende da
idade da folha inoculada.

01 apavecimento do halo wverde no ponto da inoculagio
apresentado por algumas linhagens, no teste “in witro™, Ja

foi observado em Pseudomopas SMCi0986 PV, SMILDG3E  em
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plantacdes de feijido (NIEPOLD gt al.. 1985 e em
Erwinia amslovora, em peva (STEINRBERGER e REER, 1988).
Nevido ao aparecimento de discos de couve Ccom necyoss
discos com halo verde apresentado por uma mesma linhagem,
foi suposto que este dltimo sintoma £  apenas um  PAasso
intermedidvio da doenga, pois, quando esta  linhagem foi
inoculada  "in winve, foram observados 085 sintomas
caracteristicos de infec¢io.

0 teste de patogenicidade "ip xitro” foi, portanto,
considevado valido, pois permitiu a detecgfo de mutantes nio
patogénicos num peviodo de tempo bem menor. Foi obtida uma
frequéncia de 2.04 ¥ de mutantes ndo vivulentos, o gue pode
sey considevada uma alta frequéncia. DANIELS gt al. (1984a)
obtiveram apenas ¢.3% deste tipo de mutants com o uso do
mutagénico NTG (N-metil-N"-nitro-N-nitroso-guanidina),
CUFPFELS (1986) obteve 1%, atrvavés da inser¢io do Tn5, em
Eseudomonas syriboae pv. sdringae e MEADE gf al. 1982)
obteve apenas ©.87 % de mutantes pava nodulacio ¢ .08 % de
mutantes para fixagfo de nitrogénio em Bhizohiuwn melilobi.,
usando também o TnS como agente mutagénico.

Varios autores tém isolado genes envolvidos no processo
de patogenicidade. DANIELS 2L al. (1984b) clonarvam genegs
envolvidos na patogenicidade de Xanthomonas campesirvis epv.
campesktris uwtilizando wm plasmidio de amplo espectro de
hospedeiros. TURNER =t zl. (1985) ja4 mapearam um gvupo de

JENES responsavels pela patogenicidade €m
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Zanthomonas camessinis ey, camessicis e NIEFDLD gf  al.
(1985) isolaram um Ffragmento de aproximadamente 8.5 Kb com
genes envolvidos no  processo de fTitopatogenicidade em
Fezeudomonas 400988 PY. SMIINARE.

A caracterizacio dos mutantes nio patog@nicos nio foi
efetuada no presente trabalho, entretanto resultados obtidos
pov Rosato (comunicagio pessoal) com o mutante de numero 48
indicavram que este ndo apresentou produgio de protease
extracelular. [Desconhece-se a covrelagBo existente entre a
producio desta enzima e fitopatogenicidade, entretanto TANG
ek al. (L987) apresentaram evidéncias de que o papel
desempenhado por esta enzima ¢ secundario.

A hipotese de que mutantes nfo patogénicos sio
deficientes na sintese de exopolissacarideo (KELMAN, 19%54)
nan pode serv confivmada. De 43 mutantes n8o patogénicos
apenas um  apresentou deficiéncia de viscosidade em coldnias
isoladas € por isso testes complementares com este mutante

seyviam necessarios para se verificar tal hipdtese.

5.4 Viscosidade dos vecombinantes

Fouwco se conhece sobre genss, €nzimas ow MECAanismos que
controlam a sintese da xantana. Entvetanto existe um
consideravel ndmevo de informa¢des com respeito 3 sintese de
polissacarideo de VAV ias espeécies de bactévias gram-
negativas (SUTHERLAND, {979). A sintese de dcido colénico

por Eschervichia moli K-42 apresenta semelhangas com =&
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sintese de xantana. Ambos vequervem a conversio de glucose a
UDF alucose, UDF acido glucorbnico e GDF manose. Além disto,
para a sintese de acido colfinico, o GIFF manose deve ser
convertido &  GhP fucoée e o UDP glucose em UDF galactose. D
acvido colénico é produzido do GDPF fucose, UDF galactose, UDP
glucose e UDP dcido glucurdnico; a xantana, por sua vez, &
produzida pelos dois Jdltimos agucares citados mais GOPF
manose (THORNE gt al.., 1987).

0s genes envolvidos nas vias biossintéticas destes

polissacdrides s8o frequentemente contigiios em bactérias

gntévicas. WVarios genes  essencias A& sintese de dcido
colénico Fforam detectados A 4% minutos no  mapa de

Escherichia coli e foram denominados gps (TRISLER e
GOTTESMAN, 4924).  Ja foram identificados wvarios loci
genéticos envolvidos na biossintese de dcido alginico de
Fassudomonas ascuainosa, através de clonagem de gengs
(DARZINS & CHAKRARARTY, 1984; GOLDRERG e OHHMAN, 41984) .
DARZING gh  al. (1985 ddentificaram um grupo com seis genes
envolvidos no  processo. Genes envolvidos na sintese de
exopolissacarideo em Rhizobiuwm trifolii foram clonados e
utilizados para estudos velacionados com a formagio de
nodulos (CHUKRUVORTY =t al., 41982). HARDING et al. (1987
demonstyaram, atvavés da clonagem de varios genes essenciais
a sintese da goma xantana, que alguns destes estio agrupados
no genoma de Xanthomonas campestris. Ja  foram descritos,
pelo menos, 3 loci, nfo ligados, com genes envolvidos na

sintese de wxantana (THORNE gf al., 41987y .
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0 presente  trabalho se limitou apenas em detectar
mutantes com aumento de viscosidade em relag8o ao parentatl
Sm™. Contudo esta linhagem apresentou variagio na produghio
de goma no decovver dos experimentos. A variabilidade é uma
caracteristica existente em espécies do género Xanbthomonas,
inclusive Xanthomonas camessioils. Apesar de ocrescery  com
tfacilidade &m meios de cuwlturas padvonizados, Ja  foi
constatado ocorvéncia de variabilidade tanto em meios de
cultura sdlido (SUTTON ¢ WILLIAMS, i97e), como em
fermentacio (CADMUS et al., 1974 & fermentacio continua
(STLHMAN e ROGOUIN, 1972},

A variagfo na producfo de goma pode ser associada com a
Formagio de coldnias pequenas denominadas tipo § a partir de
colfinias grandes denominadas tipo L. As colbénias tipo L
apresentam  maior produgio de goma com caractevisticas

normais, & as coldnias tipo § resultam em baixa producfo do

biopolimevo & com propriedades alteradas. A principal
difevenga estrutural detectada foi uma diminuig8o

significante da concentvacgio de piruvato no polissacarideo
produzido pela coldnis tipo & (CADMUS ef a8l., 1978y .
Normalmentes isto acarvreta wuma diminui¢fio no vendimento final
da fermentacio. Em adicfo, as variantes do tipo § apresentam
wma maior  taxa de crescimento, levando & uma rapida = sdria
deteviovagio da culturs, sHo resistentes a alauns
antibidticos , & acridina orvrange & a certos Tagos que sfo

virulentos pava coldnias do tipo L (KIDBY et al., 1977).
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Além dos casos de  fermentacio, o desenvolvimento de
coldnias variantes pode ocorrev - durante a manutenglo da
cultura. Procurandeo contornar sste problema alguns autores
tém testado diferentes formas de indculo e de manutegio de
culturas, sendo que dois Fatores podem ser importantes: a
concentracio de glucose e o numero de geragdes.

A taxa de formagRo de variantes era diminuida quando o
conteddo de glucose no meio de estoque eva suficiente para
evitar a exaustio durante a estocagem (CADMUS gb al. 19763 .
KIDRY =t al. (1977) compararam o metodo de transferéncia
comvencional de tubos de meios de cultura inclinado com o
metodo de tiva de papel e verificaram que o dltimo eva mais
eficiente, possivelmente devido ao menor mimero de gevagdes.

levido & wvariagfio apresentada pela linhagem Sm®™, os
melhores mutantes de viscosidade fovam selecionados dentro
de cada experimento.

Ns recombinantes mostraram—-se altamente estiavelis no
decorver dos ekperimentos. fAs  poucas variagdes detectadas
entve as vepeticbes, de =mlguns recombinantes, podem ser
atribuidas ao fato de que Foram uotilizados pré-indculos
individuais, ou seja, as repetigdes ndo pavtivam de um pré-
indoulo comum. Entretanto quando eﬁfe wltimo tipo de pré-
indculo foi utilizado para os cinco melhores recombinantes,
nenhuma vaviacio foi detectada.

Alguns autores Jad relatavam gue Pseudononas aglusinosa

pode ser  induzida a produzir alginato com a utilizacio de
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meios contendo  antibidticos (GOVAN gt al., 1978 . DERETIC

gt al., (19846) analisarvram a indugfo da amplificagio de genes

de  Pseudomonas asruainnsa envolvidos com a3 sintese  de
alginato por exXposicio ao antibiotico kanamicina e
verificaram aue a adiglo deste antibidtico ao meio de
cultura, leva a um  fendtipo mucdide estavel. Fortanto =
adigBo de kanamicina, tanto nas placas de vepicagem quanto
nos pré-indculos parva fermentacio, pode sev responsavel pela

gatabilidade dos vrecombinantes.

5.4.4 Andlise da goma produzida pelos recombinantes

Ds  cinco wmelhovres rvecombinantes selecionados foram

submetidos & novas fermentagdes para analise da  goma

produzida.

No teste de viscosidade A vdvias vrotagdes foram
verificados comportamentos semelhantes de alguns

recombinantes em vrelaglo &2 goma padrio, ouw seja, embova
apresentandn valores de viscosidade infeviores ao padrio, o
decréscimo  de viscosidade destes foi proporcional  ao
apresentado pela goma padrio.

Segundo RAIRD gt al. (i983) =a viscosidade da goma
xantana tende a zevo em tempevaturas acima de 135 <C. Os
dados obtidos no teste de viscosidade & varias tempevaturas
comprovam  este  fato (TARBELAS 14, ida e 14b). FPodemos
observar que a viscosidade da goma padvio diminuivu com o

aumento de temperatura, embora a medida de viscosidade tenha
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sido efetuada apenas  até aproximadamente 100 o Os
recombinantes apresentavam valores inferiores de viscosidade

contudo os  testes de paralelismo demonstrarvam que estes se
comportavam  semelhantements A goma  padvio, nfo havendo
diterencas significativas ente eles (Apéndide 9).

A goma produzida pelos recombinantes nfo sofreuw grandes
alteragbes em pH $£1.0 (TARELA 16), se comparvada com o pH 6.5
CTARELA 13) . Entretanto foi detectado um grande decrézscimo
de viscosidade em pH £.0 (TABELA 4%). Segundo ROCKS (1971),
a viscosidade € independente do pH entre 4.0 ¢ 9.0 ¢ sofre
algumas altevracdes entre 1.0 e §4.0. Os dados apresentados
pela goma padrio estio de acordo com este autor, entretanto
os vecombinantes apresentarvam um decvéscimo muito grvande de
viscosidade em pH extremamente dcido.

A viscosidade da goma xantana ¢ atrvibuida ao seu peso
molecular & & existéncia de radicaiz acetato e piruvato
(CaDMUs gt al., 1974; SANDIFORD e  BAIRD, 1983). A perda de
viscosidade em  pH dcido  pode sev, portanto, decovvréncia da

altevagio de qualquer um destes fatorves.



b.

o

ConclusBes
£ introdugio do transposon ™TnS em
Zanthomonas cameesiris epv. campesiyis proporcionou  a
obtengio de védrios mutantes.
A poveentagem de mutantes nio patogénicos  foi  de
aproximadamente 2%, num total de 581 clones testados.

~ {1 teste de Ffitopatogenicidade "jn witiyo'”, wtilizado,
permitic & analise de indmevos vecombinantes num
peviodo de  tempo bem menov, se comparado com o teste
Yin vivn' . Este método foi eficiente para  uma  pré-
selegdo de  mutantes ndo patogénicos, entretanto testes
complementares "jin vive' s8o sugevidos para confirmagio

destes mutantes .
-~ s wmutantes que CAUsaram aumento de wviscosidade
morE DT Ay A G e altament s eetivels nas diviersas
Terrmentagbes  sfetuadas. Atvavés das analises e

LT R Rm

wiscosldade, Firid vy b F Ll cado e

diferentes comportamentos. M teats A VAT RS
tempevaturas todos  os recombinantes & o parentzsl Sm®
apresentaram comportamentos similaves & goma padvrBo; no
teste & wvarias votagBes a similaridade com o padrio
goorrew nos  recombinantes 228, 50i, 5246 e do parental
Sm™; no teste em pH 1.0 todos os recombinantes € o Sm®
bivevram um decvéscimo de\ viscosidade altamente

significativo ¢ no teste em pH 11.9, oz comportamentos

aemslhantes ao padrio foram apresentados prelos



recombinantes 432, 54 e pelo parental Sm™ 0
recombinante 432 foi o unico vecombinante que

apresentou valovres de viscosidade muito proximos &, as

vezes, atd superiores A& goma padrio, exceto em pH 1.@.



94

7. Resumo

A bactéria Zanthomonas caneestris £ uma  bactéria
Fitopatogdnica responsavel pela podridio negra em cruciferas
g produtora da goma wantana.

Este trabalho Ffoi realizado com o objetivo de se

avaliar diversos mutantes gquanto a auxotrofia,
fitopatogenicidade e aumento de viscosidade Bpos a
intvrodugio do transposon  TnS 2| um mutante Sm®™  da

Xanthowonas cameestyris (NRLL B-14359) .

O estudos revelaram que nenbhum mutante auxotrdfico foi
detectado.

Foram vealizados testes de Fitopatogenicidade "in
vitiro”. Este método permitin a seleglo de mutantes nfo

patogénicos num peviodo de tempo bem menor que o teste dn
diwo” . Estes mutantes Toram, posteviovrmente, testados  in
vivn”, para confirmagio dos dados. De um total de %81 clones

testados, foi detectada uma Frequéncia de aproximadamente 2%

de mutantes nfo patogénicos.

Fara o teste de viscosidade, foram testados 90
recombinantes, selecionados apenas pela caracteristica

mucoide apresentada  povr suas coldnias. Dentve estes, Toram
selecionados cinco recombinantes  que  apresentavam altos
valores de viscosidade. Eles foram submetidos a testes de
viscosidade & varias rotages do viscosimetyo, de

tempevatura € pH e comparados com a goma Keltvol, utilizada



comevoialmente Foi verificado L 0% vecombinantes
apresentavam compovtamentos difeventes. No teste &2 varias

rotagdes & em pH 6.9 os recombinantes 208, G046, 91 & 0

parental Sm®™ nao apresentavam diferencas em relagfo 3 goma
padrio. Jé s  recombinantes 432 434 apresentaram
diferengas significativas. HMNo teste de tempevatura todos os
recombinantes e o parental Sm™  Ffovam gimilares a0

comportamento da goma Keltrol. No teste de viscosidade em pH

1.9 foi wverificado que os valorves de viscosidade da goma

produzida pelos recombinantes 2 pela  Sm™  cofvevam um
decréscimo muito grande, em velag8o ao padvio.

Em pH 141.¢, os vecombinantes 432, 526 & o pavental Sm®
apresentaram comportamentos semelhantes ao padrBo, sendo que
o mesmo nao foi  verificado com os vecombinantes 288, 434 e

501
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8. Summary

Zapthomonas campestris is a  phytopathogenic bacteria
which causes the black rot in corucifers and produces the
wanthan gum.

The purpose of this study was obtain several different
mubtants in  respect with three characteristics: auxotvophy,
phuytopathogenicity and wviscosity after the introduction of
transposon Tnd  dn a  muatant So™  of Xanthononsas cameestiris
{NRRLL B-1459%)

No auxotrophic mutant could be detected.

Fhatopathogenicity tests performed "in wifio” enabled
nonpathogenic mutants selection in a shorter peviod of time
than the uasual "jin  wive” tests. These mutants were, then,
tested "in wivg” to confirm the vesults obtained. Five
hundred sighty-one (H81) recombinants weve tested and =a
frequency of 2% lost the phytopathogenicity chavacteristic
was detected.

Ninety (99) recombinants, selected by their mucoid
characteristic, were tested for the viscosity broth culture.
Among them, Five recombinants showing the highest values of
viscosity were analysed in different rotation, temperature
and pH. It was found that these recombinants presented
different behaviowr comparved to the Keltvol gum, except for
the strain 438 which showed similarity in most

characteristics.
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Jratamentos

ppdndice 3. Andlise de varifincia - Experimento 4

Causas. variacio |l GL. 1. Soma Quadr. .l . Quado. Hédio 1. F

295104 .29

2834529

3

168437 .27

B84245.22

)
O

|
|
|
!
|

B735482. .17

e



Apdndice 4

Cansas. variasio L. 6L L.

Iratanentos

fanalise de

varifincia -

Soma. Quadr....

Ziains B3

¢ A= To Ry

Experimento 4

Medio

204468 .35

s

2.4 4menn

g o, { iy

Heled. 39

33RE A58

Tobald

SRS 43

I
l
|
!
l
!
|

fipéndice 9.

Causas variasio. 1 Gl

ITratamentios

= warifdncia

Soma. Quads

- Experimento 5

Quady

o

Médio

F oetee

0469343

RE44693.43

Residuos

£7292548.3¢0

i2278.10

Iotal

AR WAL N Y

fpendice &1

Gausas. Mariacio. L. Gl 1. Sona. Quad...

Iratamentos

fdn#lise

de varifnocia -

DEANERL 10

e

Experimento 6

Medio

151407 .48

. -

B Qs

Residuns

128594.49

214174

Total

G IRE R Y AW I L )

SN SECU U SN S
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Apéndice 7. Feso seco da goma das linhagens num total de 100

ml de caldo de fermentagio

linhassns . FEso S860. S0.90aN8s

JERAR S : ot .

432 : 25 _

434 : L B8 N

504 : 120

S : i.e8 _
!

Sm® 1 -
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Apéndice B: Teste de paralelismo entre as vetas obtidas na

andlise de viscosidade & vdrias rotagdes

Fara 4 GL ao nivel de 5% temos 2.776

team™, ragr@er = 0.8% n. sign. tiesme.rmarke: = .31 n.sign.

Lcana, radvKad> = 2.3 " tcaome., roadr®or = 3.7 "
b epme, radr®os ®  L1L.868 n. sigan. t(wes.mrmdrker = .98 n.sign.

Retas obtidas

Yam®™ =  3.8416 - 0.8134 X
Yana = A4 14649 -~ @.9041 X
Yaeo = 3.9785% -  0.8426 X
Yeuma = 3.974%5 -~ 0.8342 X
Yame = 4 4977 - @.9i24 X
Yoes = 3.8957 -~ @.8168 X

Ypmdr“o = 4.@4@1 . @ .7800 X



Apéndice 9

ii18

Teste de paralelismo entre as retas obtidas na

analise de viscosidade & vdrias temperaturas.

Fara 4 6L ao nivel

Fe
t(ﬁm

tcana

P Ko )

PR F-EL ¢- ]

t(E&ﬁ.PudrKo)

Retas

Y&mm
Y434
Yﬁ&&
Yﬂ&é
Y43ﬁ

YﬁOi

obtidasg:

Yemndar e =

3t]

xs]

' 6736
7809

L9E5S
7889
8569

3.03546

i

a3

e

m

sign. tcomeae. PadrKod = .24 n.sian.
sian. tcame. rmdr&e: = ©.6%9 n.sian.

Sign. t(gjoi,p’-gdruo> = 4 .50 n.Sj.gr\.

H5297 X
3790 X
4528 X
5078 X
3887 X
4728 X



aApdndice 10

Fara 46L ao nivel de 5% de significlncia temos 2.

st

t CEm

tcama,

teman,

Retas

s Pwel e W 2

Fady Ko

Fuwmdyr Ko

Teste de pavalelismo entre as retas

analise de viscosidade em pH 1.0

L3523

.A1946

CH121

L2378

CEH358

obtidas:
= 3
=3
= 3
=34
= 3
=3

.iig80

.eB70

.67
7.60""
7.1

- @ 46386
- @.7309
- Q6577
- 0. .55461
- @.6486
- @.591¢
- @.9014

b comma, radrdes = 14.

P

bcamm, podros = f N

bcwotr.radreos = i4.

> X

119

obtidas na

776

?®ﬂ~

44'"



Apfndice 14: Teste de paralelismo entre as retas obtidas na

andlise de viscosidade em pH 11.0

Fara 4 GL ao nivel de 5% de significlncia temos P.774 .

Fcaom™, pagrdes = 1.42 n.sign. tispe.rmdarker = .85 n.sign.

t<q34,WadrKo> = g.ee =" tcame.redrke> = £.44 n.sign.
tcors, radr®Kor = 4.80 * bcowos, radgres = .89 %

Retas obtidas:

Yam™ = 3.9372 -~ @.79%59 X

-
»
@
H
31
w

1 LSE59 - 0.745% x
Yeme = 3.8868 -~ 0.75ip X
Yese = 4.0%69 - ©.8371 X

Yaase = 4 1427 -~ @ .8840 X

-
@
$
»
G

3.8375% - @.7793 X

Yemarke = 4.0990 -~ @.8407 X



Apéndice 12: Viscosidade dos vecombinantes contendo TnS (em
CPEY & 100 vem - experimento §
linbhagens. . Lo LS b e : e : m,édﬁi«amm't.
Sm™ : 220.9 { 259.9... 242.9....) 3o oZ. ..
733 : 25.8 : Q7.5 ,: 1R7.5 : 102,08 :
99 : i85 : 142.9 : 1385 : B -4 :
.8 : and.8 : 1285 : 187.5 : 006,00 :
e3 : 45,0 : 1892.9 : ing.e : 158,34 :
oAz : i385 : 1.29.9 : 1.97.5 : i2e.20 ;
48 : 245 .9 : adn.8 : ann .9 : 238 .34 :
nE : pee.9 : i8e.9 : LR85 : 192.59 :
24 : LA42.0 : 2458 : 125 .2 : 2o6..b67 :
25 : 552 : 1409 : 140 .9 : 158.34 :
28 : 359 : 1659 : 1575 : JER.EY :
194 : 80.9 : 550 : 9.9 : 7367 :
385 : 185.9 : 185.9 : 1852 { 145,09 :
147 i 170.8 : I 1 ; V275 : $im..84 {
118 : 125, : 189.9 : 159.¢ : 128,34 :
149 : 1358 : LB25.9 : i0@. .9 : 158,00 :
.85 : 25.9 : 208 : 30,9 : 32.909 :
37 : 45.9 : ) : 45.9 : 45,34 :
343 : 185.9 : 1452 : ige.5 : 1372.59 ;
358 : 195.6 : 185 : 87,5 : 101.67 :
159 § 17285 : IRz2.5 : 154,90 : 142,99 :
165 : 759 : 58.9 : i95.9 : 3.4 :
.69 : 1285 : £ee.o : 1.29.9 : 187.59 :
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apéndice 13: Viscosidade dos vecombinantes contendo TnS (em

CRSY & 100 vpm -~ expervimento @
linhagens. l.....4i% I - Bereb iAol
SmF : 155.0 : RS9 : 1575 : 179,47 :
Qe : i8e.9 : 1225 : nez.5 : 188 .34 :
5o : 22.9 : A : VA : 334 :
24 i 4¢.9 z 45.5 : 35.9 : 3247 :
138 : i42. .2 : 1385 : 1259 : iR2.59 :
s : AT : 2ao.9 : 2312.9 : £230.84 :
233 : 3059 : 27 : 125 : en..84 :
e8e : i5e.5 : i45.2 : o9 : 108,84 :
283 : 159.9 : g ) : 12.9 i io.B4a :
a0z : 1125 : ileg. 5 : 20.9 : QhH..67 :
So8 : 459 : &5 .8 : 14725 : 22.59 :
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Apéndice i4: Viscosidade dos vecombinantes contendo TnS

(em CPFS)Y & 1900 vpm -~ Experimento 3

RepetigOes

linhagens..| i= | ge | 3 bemédia.....L
S : iie. .0 : 1.89.9 : 1ie. .9 : Li6. 67 :
204 : 80,9 : 2Z.5 : §30.9 : 25, .84 :
Jep : so7.5 : 2859 : a9 : 247 .59 :
6151 : 375 : 150.0 : 132.9 : L. 59 :
Sie : 1.29.9 : nue.9 : 1.22.9 : 124 .67 :
234 : 130.9 : L55.0 : LAZ.G : 27259 :
337 : 0459 : 18759 : a3z 5 : Q.34 :
ape : 035 .9 : 125.9 : a5 : ot S A WA :
238 ; 1682.5 : 235,90 : 1.90.90 : 1.95.84 :
357 : 285 .0 : i2e.5 ; 2ES5.2 : 29759 :




Apéndice 19:

Vigscosidade dos recombinantes

em DFSY a {00 vpm -

Repetigdes

contendo Tn3

Experimento 4

linbagens. | I | oy S— T S— meédia |
SmB : YA : 6. @ : H5.9 : 65.84 :
2hb : i3 : 1e7.5 : ig2e. 9 : 113,34 :
222 : 1425 : 14¢ .9 : 14¢.¢ : 14¢.84 :
SL8 : 185.9 : g2 .5 : 125 @ : iga.17 :
S82 : i2e.2 : i8z.5 : i25.¢ : igZ. .59 :
383 : 225 : 25,9 : 85.9 : 79.37 :
384 : 15753 g 1475 : 135.9 : 146,67 :
85 : ZRE ; RE.5 : S5 : 6237 :
327 : 182725 : 142.5 { J32.5 : i49.84 :
329 : 12,5 : 375 : 29.2 : ag .34 :
424 : 147.5 : L8752 : QL5 : 1£90.84 :
429 : £299.2 : 2hE.5 : 3i0.9 : 28758 :

iga



Apéndice 14: Viscosidade dos vecombinantes contendo Tn%

(em CFS)Y & 100 vpm ~ Experimento %

Repetigbes

Linhagsens. to.. . 1® | i I o Le.médiza.....L
B L pise | 1756 | is66 | 190 00 |
3CT) : 575 : R ; 129.9 : LaR..34 :
405 : .97 .5 i iaen.n : WA : 1.92.47 :
ALY i WL 7] : 89.9 : .2 : 4334 :
430 : 259,90 : 2EHn.9 : ity 4 S : a5, 54 :
Yl : B § o) : i 9 : e 34 ;
GiE : BEZ.5 i Y 5 e G 14547 i
| | | J {

464 A F . ; VAR A T N ./ X 0 W A |
A7 ; 15e.2 : S0 .9 : i .9 : npe. o8 :
478 : 1909 : 5.2 : g7.5 : 20,584 :
azre ; 889 : 35,9 : 13175 : 24,17 :
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255
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1
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1
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129
17¢.9
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127
205
iog
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545
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139
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Apdndice 17 Viscosidade dos vecombinantes contendo TnsS

{em CPS)Y & 100 vpm ~ Experimento &

(continuagio)

Repetigdes

Linhasgsens. | is { ot i e b BE A B
.99 : LO0.5 : 1.09.9 : 1959 : 1o . 5 :
Gt : 117 Yol : 350.9 : 3359 : 30937 :
ICVA : 0a5..9 : 269.9 : 25,9 : 240,00 :
oee : 2009 : ok YA : 2209 : 2350 ;
3AE : oo .9 : 125.9 : 2075 : Co0 84 :
34 : 675 : 1272.5 : 17¢.9 : 173,62 :




