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1. INTRODUCAO

Os biopolimeros microbianos tém sido amplamentedasios, principalmente,
devido as suas vantagens frente aos polimerosicistépor se tratar de produtos
biodegradaveis e capazes de oferecer melhoresigages reoldgicas na aplicacao
industrial. Dentre eles, alguns como xantana, deatr gelana, alginato e outros
exopolissacarideos (EPS), tém sido utilizados imdlmente. Contudo, a goma
xantana representa o polimero mais rentavel pdreagfo industrial, destacada por
suas propriedades pseudoplasticas (ou seja, asiddade diminui com o aumento da
deformacgédo do fluido), alta viscosidade em baixascentragoes, estabilidade em
amplas faixas de pH e em altas temperaturas e tampbka producdo em larga escala.

A xantana € um biopolimero produzido por bactédiasyéneraXanthomonas,
com estrutura priméaria constituida de duas unidatkegylicose, duas unidades de
manose e uma unidade de acido glucurdnico. Suasibiese é determinada pela
codificagcdo de um grupamento génico denominaion”, composto por 12 genes,
designados de gumB” ao “gumM”. Um promotor unico,upstreamao gumB, é
responsavel para o desencadeamento da sinteseliderppapesar dos 12 genes
apresentarem diferentes fungbes na sintese da nmantBato que permite
guestionamento de um padrédo de expressao génarertifado desses genes, ja que a
goma xantana pode apresentar propriedades pargisulguando produzida por
linhagens e condic¢des diferentes.

O géneroXanthomonascompreende espécies fitopatogénicas, bacilos Gram-
negativos e méveis por flagelo Gnico. A taxonomoagdupo, principalmente dentro do
género tem gerado diversas revisdes, com basemaldwia do DNA. Uniformidades
morfologicas e fisioldgicas dentro desse género dédioultado o estabelecimento de
uma taxonomia estavel, tanto na diversidade feicatiguanto nas relacdes evolutivas.
Algumas espécies sofreram alteragbes em sua ncehnagl comoXanthomonas
arboricola pv prunique ja foi classificada com$anthomonas campestris pv pruAs
bactérias classificadas como do génEemthomonasapresentam-se em sua maioria
como fitopatogénicas. A producdo de EPS esta o#lada com sua sobrevivéncia,
protecdo ao dessecamento, concentracdo de mimerairientes, reducao do contato
com moléculas hidrofébicas ou carregadas, e aumeatfixacdo na superficie do

vegetal hospedeiro.



A analise da expressao diferencial pelo métodotgativo de amplificacédo por
PCR em tempo real, ou PCR quantitativo em tempb(REgPCR), representa um
grande avanco nos métodos moleculares atuais. Earesgdo da PCR em tempo real
consegue-se monitorar a amplificacdo durante catlada reacdo da PCR, e os niveis
de transcritos (RNAmM) de uma determinada amostact&iza a quantificacdo da sua
expressao.

No intuito de enriquecer o conhecimento a respat@roducao de xantana por
linhagens deXanthomonasrelacionando as tendéncias moleculares de d¢tagsb e
caracterizacdo, desenvolveu-se o estudo do grupameg@nico gum e seu
comportamento de expressdao por RT-gPCR, e a comsegyroducdo da goma
xantana, onde foram realizados testes para a edragi@o estrutural, quimica e
propriedades reoldgicas.

O presente estudo esta estruturado em dois capituitecedidos pela revisao de
literatura. O primeiro capitulo apresenta os reslalé obtidos no estudo do grupamento
génicogum com determinacado de possiveis regides promotarasntese da xantana e
os iniciadores correspondentes para um estudo geessdo génica. No segundo
capitulo, encontra-se a caracterizacdo das linlsaganterianas estudadas e de seus
respectivos EPS, seguida da analise de expressiémagélacionada com a sintese de

xantana por RT-qPCR.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Exopolissacarideos microbianos

Os exopolissacarideos (EPS) séo definidos comsesgaaiarideos extracelulares,
produzidos por alguns fungos e bactérias, os @a@misencontrados ligados a superficie
das células ou séo excretados para o meio exttacé®UTHERLAND, 1998). Os
exopolissacarideos, também denominados de biopolénoe gomas, tém a capacidade
de formar géis e solucdes viscosas em meio aqgMSKREIRA, 2003) e apresentam-se
como alternativa as gomas tradicionais, com unvelishteresse por suas propriedades
reoldgicas, sendo utilizados amplamente como eapess gelificantes e estabilizantes

nas industrias de alimentos, farmacéutica, quimisatroquimica (PACE, 1991).
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Na producdo de EPS por bactérias Gram-negativasstratura de muitos
polissacarideos é relativamente simples, formados ldomopolissacarideos
(normalmente polimeros compostos de D-glicose)eterbpolissacarideos. Este ultimo
€ normalmente composto de unidades repetidas badis desde dissacarideos até
octassacarideos, compostos de dois a quatro tiposiahossacarideos diferentes e
muitos contém grupos acetila e piruvato. Dentreesegolissacarideos varios sao
economicamente viaveis e bastante utilizados, comoxantana e a gelana
(SUTHERLAND, 2001).

Os biopolimeros microbianos apresentam algumasagans em relacdo as
gomas vegetais, tais como: producdo independente catedicbes climaticas,
possibilidade de utilizacdo de matérias-primasores, maior rapidez na obtencéo do
produto acabado e necessidade de espaco relatiampequeno, além de ser um
produto biodegradavel (SUTHERLAND, 2001). Atualmeest xantana € o EPS com
maior estabilidade entre os existentes no merqamloformar solu¢cdes aquosas de alta
viscosidade, extremamente pseudoplasticas, ou aejdscosidade diminui com o
aumento da deformacéo do fluido (FORESTI, 2003)is&osidade, como parametro de
qualidade, é influenciada pelo tipo das cepas, csig@o do meio de fermentacéao e
pelas condi¢des operacionais utilizadas na prod(B@ANDAO, 2008).

O progresso na utilizagdo, caracterizacéo e idest#io de exopolissacarideos
sintetizados por micro-organismos vém sendo obdervaas Ultimas décadas e
inimeros tém sido produzidos e utilizados comearmalte, entre eles: dextrana,
xantana, curdulana, alginato bacteriano, zanflolange welana, escleroglucana,
pululana, celulose bacteriana, entre outros (CAMEBEet al, 2003;
KALOGINANNIS et al, 2003; GIAVASISet al, 2003; MAUGERI, 2001;; SA-
CORREIA, 2002). Além disso, polissacarideos comigdde floculante, sintetizados
por micro-organismos, tém sido extensivamente eaglss para aplicacdo industrial
(YOKOI, 1997), no intuito de substituir grandesipmros organicos floculantes, como
a poliacrilamida que nédo é facilmente degradadabde ser prejudicial ao homem
(PRASERTSAN, 2008). Entre os floculantes microbg@noalguns tém sido
investigados, como: polissacarideo-proteina, gtmeinas, acido poliglutamico e a
xantana (YOKOI, 1997), e caracterizados como sememluzidos por uma Unica
espécie ou género, como EPS obtido de um novalsaleEnterobacter cloacgecom
elevada atividade de floculacdo (PRASERTSAN, 2006).
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Como exemplo de bactérias produtoras de HP.Scloacaeé uma Gram-
negativa, anaerébia facultativa (NAIK, 2012) e dun um EPS composto por glicose,
manose e galactose (XU et al., 2009), além da pgasdo grupo piruvil (WANG,
2012). Contudo, sua estrutura difere, em parte,edasituras apresentadas por outros
autores como Meade (1994), que inclui glicose,ajadz, acido glucurdnico, fucose e
acetil; e Hua (2010) que propde repetidas unidddeglicose e galactose, ilustrada por

ele, a estrutura esta representada na Figura 01.

Figura 01. Estrutura monomérica do EPS extraid&.deloacae com repetidas unidades glicose (2) e

galactose (2), proposta por HUA (2010).

2.2. A goma xantana

A xantana é um polimero do tipo pgHcl—4)-D-glicopiranose, assemelhando-
se a celulose, mas com ramificacdes alternadapasagbes C-3 (PRADELLA, 2006).
Possui estrutura primaria formada por unidadestidg®e de pentassacarideo, onde a
cadeia linear € formada por duas unidades de glieoe trissacarideo das ramificacdes
por duas unidades de manose e uma unidade de d&flidmurénico. Em
aproximadamente metade das unidades de D-manasmmdérum residuo de acido
piravico estéa ligado nas posicoes 4 e 6, ja a deidie D-manose ndo terminal carrega
um grupo acetil na posicdo 6 (NERY, 2008). A Fig0®y adaptada de BECKER

(1998), representa a estrutura monomerica da gamiana.
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Figura 02. Estrutura monomérica da xantana (adegtadBECKER, 1998), apresentando duas moléculas
de glicose na cadeia principal; a cadeia secundéraduas manoses, sendo uma interna e outra axtern
e uma molécula de acido glucurdnico ao centro. Adésso, a xantana pode apresentar em sua estrutura,

residuos de acetato e piruvato ligados as manosgea e externa, respectivamente.

Os acidos glucorénico, piravico e acético conferenicidade a xantana e o que
esta relacionado a conformacao molecular (MISARR3). O contetdo de piruvato e
acetato na xantana influenciam diretamente asaigies intra e intermoleculares da
Xxantana e, conseguentemente, interferem nas soasigolades reolégicas, como a
viscosidade (GARCIA-OCHOA et al.,, 2000). Segunddvesia (2008), o grau de
acetilacdo e piruvatacdo, bem como a viscosidadejemta com o tempo de
fermentacdo. Porém, como afirma Pinto (2011), algantores consideram que a
presenca dos grupos acetil e piruvil aumenta aosidade da solucdo (CHEETHAM,
1989; TAKO, 1984; SMITH, 1981), enquanto outrogsraim que nao ha influencia ou
papel significante desses grupos com relacdo diget&iscosidade da xantana
(SHATWELL, 1990; CALLET, 1987; BRADSHAW, 1983). Ass, ainda sao
necessarios estudos que esclarecam os verdadefdis pdesses grupos nas
propriedades reoldgicas da xantana, permitindo soeplicacbes para esses
biopolimeros (PINTO, 2011).

O peso molecular da xantana varia de 2 a 12 Ra)dependendo da preparacéo
da amostra e do método utilizado na andlise. Euzidd pelo cultivo d&anthomonas

em meio contendo carboidratos e pode sempre sda usa presenca de eletrolitos.
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Embora néo seja um agente de geleificacdo, a gamtana pode formar gel elastico e
termorreversivel quando combinado com outro tipogdma, como a locusta. Altas
viscosidades sao encontradas quando combinadaa gmma guar. A goma Xantana €
completamente solivel em agua, apresenta altagsuiscles a baixas concentracdes e
excelente estabilidade ao calor e variacbes deAp¥iscosidade permanece inalterada
variando a temperatura de 0 a 100°C e em valorgdddentre 1 a 13 (PRADELLA,
2006).

Do ponto de vista econbmico, a xantana € o pobs&kn microbiano mais
importante, com uma producdo mundial de cerca da 80 mil t/ano, movimentando
um mercado de aproximadamente 270 milhdes de dGdemaalmente, e 0 crescimento
da demanda esta estimado a uma taxa continua @6% ao ano (PRADELLA, 2006).
Segundo Rosalam & England (2006), as maiores vansaga xantana frente a outras
gomas sao: (1) alta viscosidade em baixas concéeisa (2) estabilidade em amplas
faixas de pH, em altas concentra¢cfes de eletrdite8g.L-1 NaCl) e em temperaturas
acima de 90°C; (3) grande escala de producéo eto espaco de tempo por processo
fermentativo e (4) suas propriedades pseudopléstica

Apesar do grande mercado consumidor de xantana esuds diferentes
aplicacdes e potencialidades, poucos séo os ppises produzem. A xantana utilizada
no Brasil ainda é importada na sua totalidade,etrito o pais possui 0s insumos
basicos utilizados durante o processo, como o0 aglgcaana e o etanol, o que o torna

potencial centro para a producao deste polimerdR@ES, 2009).

2.2.1. Biossintese da xantana

A biossintese da xantana consiste, principalmemieja montagem passo a
passo da estrutura e a ligagdo das subunidadesspacaridicas para posterior
polimerizacao e exportacdo (IELPI, 1993). As enziragigidas para esse processo Sao
codificadas por uma regido do genomaXa@dmthomonasnomeada “xpsl” ou “gum”
(KATZEN, 1998). Esta regidao é composta por 12 gedesignados degumB” ao
“‘gumM”, com aproximadamente 12 kb (Figura 03). A traigger do grupamento
génico gum apresenta-se dirigida por um promotor localizagstreamao primeiro
gene, yumB (KATZEN, 1996; VOJNOV et al., 2001; VORHOLTER at, 2008).
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Figura 03. Mapa genético do grupamento gégicm denominado quanto a organizagao dos genes. A
localizagéo e designagéo dos genes sdo indicadasquema de caixas e setas, evidenciando tamanho e
direcdo da transcricdo (BECKER, 1998).

A producdo de precursores UDP-glicose, UDP-acidacugbnico e GDP-
manose a partir da conversdo de acucares simplas ppacursores derivados de
acucares nucleotideos, precede a etapa inicialntese da xantana. Assim, ocorre a
transferéncia dos monossacarideos, a partir doeatitéo correspondente para o
lipideo carregador, para formar a unidade pentassita. As subunidades de
pentassacarideos sao fixadas no interior da membi@m a ligacdo do fosfato
poliprenol e a adigcdo dos grupos acetil e piruvatddo ocorre a polimerizacao de
unidades repetidas de pentassacarideos e a sedeely@polimero (IELPI et al, 1993).

Segundo Vorholter et al. (2008), a sintese daaxenbcorre na face interior da
membrana celular, onde repetidas unidades pengaigtiaas definidas em glicose-
glicose-manose-glucoronato-manose sdo formadas air pala acdo das
glicosiltransferases. Estas enzimas sao codificadlss genesgumbD, gumM gumH
gumK e guml As unidades de manose podem ser acetiladas, Badas graus, por
enzimas codificadas pelos gergsnF (manose interna) gumG (manose externa); e
apenas a manose externa pode sofrer piruvilacaotia ga codificacdo do gene gumL.
Essas proteinas envolvidas na sintese de unidadespdticdo j4 apresentam funcdes
estabelecidas com base em dados experimentais (KWNTe&t al., 1998), porém ainda
existe necessidade de validar a exata funcao desgeimBCEJ, apesar de se conhecer
a relacdo desses com a exportacdo e polimerizag&ardana (VORHOLTER et al.,
2008). Ainda segundo o modelo de Vorhdlter et2008), representado na Figura 04,
0 genegumJeé responsavel pela exportacdo das unidades moicasmé&rmadas, para a
face externa da membrana celular interna. Aqui oeggumE pode realizar a

polimerizacdo, enquanto em contato congumC e gumB ancorados na membrana
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interna e externa, respectivamente, permite a &g#w da xantana para 0 meio externo
(VORHOLTER, 2008; VOJNOV, 1998; BECKER, 1998).
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Figura 04. Modelo do metabolismo da sintese daaxantproposto por Vorholter et al. (2008). As
proteinas codificadas pelos gene@) ), demamstreacfes de glicosiltransferases gomD, que
transfere a glicose-fosfato a partir da UDP-glic$BP-glc); quatro reacdes subsequentesguonM,
gumH, gumK e guml adicionando sequencialmente o segundo residudliciesey dois residuos de
manose e o residuo de acido glucurénico de UDP@P-manose (GDP-man) e Udp-glucuronato
(UDP-gIcA) para formar a estrutura de carboidrads tepetidas unidades de xantana; a ultima manose
adicionada piruvatada pelgumL, e ambas as manoses acetiladas quonF e gumG; as repetidas
unidades transportadas pgumJpara a face externa da membrana interna; xantalvagpizada por
gumE unidades de repeticédo translocadasgat@C determinando o tamanho da cadeia; exportacéo da

xantana madurpor gumB proteina da membrana externa.

De acordo com Sutherland (2001), o processo desdst polimerizagédo e
secrecao do exopolissacarideo (EPS) pela membetularc passagem pelo periplasma,
membrana exterior e excrecdo para o meio extracelainda deve ser melhor
elucidado. Apesar de alguns autores descreveremoaegso de polimerizagcdo das
unidades pentassacaridicas ocorrendo no interiaxéhlda para em seguida ocorrer a
secrecao do biopolimero para o meio externo (SUTIHRRND, 2001; KATZEN et al.,
1998), Koplin et al. (1992) apresenta as unidadedassacaridicas sendo secretadas e

polimerizadas no ambiente extracelular, ocasionanfdomacao do biopolimero.
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2.3. Aplicacdo da goma xantana

A goma xantana € largamente empregada na indualin@enticia como
espessante, geleificante, estabilizante, agenigessiyo e auxiliar de emulsificacéo.
Em cosméticos e produtos farmacéuticos em geratjlidgada principalmente como
espessante e estabilizante (PRADELLA, 2006). Nastréa petrolifera, sua utilizacéo
se tornou crescente como fluido de perfuracdo degpe na recuperacéo tercidria do
petrleo (ROSALAM & ENGLAND, 2006; BORGES, 2009).

O petroleo, atualmente, responde pela maior patertgrgia consumida no
mundo e sua procura tem levado a exploragdo, cemlanaior, em fronteiras de dificil
acesso Criando assim, uma tendéncia de valorizzgguetroleo, em geral, devido ao
acelerado aumento do risco de sua escassez (MUSTR683). Na maioria dos
reservatorios ativos ja foram implementados métgoms aumentar a producédo e
recuperar mais petrdleo do que suas energias afeamitiiam. Estes métodos,
basicamente injecdo de agua ou gas natural, caldsecomo recuperagcdo secundaria,
tém tecnologias dominadas e de largo uso. Porémprsseguem recuperar uma fracao
do total existente nas jazidas, elevando a recg@ermédia. O restante do 6leo fica
retido nos poros das rochas, a menos que sejamegatms métodos especiais de
recuperacado (MUSTAFA, 2003).

Métodos especiais de recuperacao de petroleo, deadas EOR (Enhanced Oil
Recovery), tendem a ter cada vez maior importaneiaexploracdo de pocos de
petroleo, principalmente, devido a valorizada buseamaior rendimento dos pocos.
Dessa forma, torna-se necessario a aplicacdo dwldgtas avancadas, como a
recuperacdo terciaria com base na adicdo de polsmaragua de injecdo para
transforma-la em um fluido que se desloque dentrangio poroso onde o 6leo se
deposita. Aumentando entdo, a recuperacdo do @etedplorado, a partir da atuacao
em pontos onde o processo convencional ndo faz2{RAMKRISHNA, 2008).

Nos chamados pocos surgentes, a producao de Glaatelw primeiro estagio é
obtida devido a pressao natural do reservatoriguantidade de Oleo produzida pela
energia do reservatorio, assim como pelo bombeam@atpocos para auxiliar no
escoamento natural, € conhecida como recuperacéodri@. A eficiéncia da
recuperacdo de Oleo nesse primeiro estdgio sealimitma faixa entre 10 e 30% do
volume total de petréleo disponivel, dependendoatareza do reservatério. Portanto,

mais de 70% do Oleo inicialmente contido no redén@ estdo disponiveis para
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técnicas secundarias e terciarias de recuperacatedeDurante o segundo estagio de
recuperacdo, agua ou gases podem ser injetados fioalidade de extrair o 6leo das
rochas porosas. Porém, esses fluidos tendem arpgres regibes mais permeaveis,
deixando quantidades substanciais de 6leo na fé@ngyOSSOUGHI, 2000;
MOGHADASI et al., 2004). Pode-se dizer que um meétedpecial de recuperacédo é
empregado para atuar nos pontos onde o processenmonal falhou. As baixas
recuperacoes resultantes de um processo convehdmngecéo de fluidos podem ser
creditadas basicamente a dois principais aspediltia: viscosidade do o6leo do
reservatorio e elevadas tensoes interfaciais entitgdo injetado e o 6leo. No caso de
um reservatério com Oleo de alta viscosidade, padaedicionar polimeros a agua de
injecdo para transforma-la em um fluido que seodes dentro do meio poroso com a
mesma mobilidade que o 6leo (THOMAS et al., 2001).

Quando a viscosidade do fluido injetado € muito aneque a do fluido a ser
deslocado, o primeiro se move muito mais facilmerdgemeio poroso, encontrando
caminhos preferenciais e se dirigindo rapidameata poc¢os de producgdo. O 6leo fica
retido porque o fluido injetado ndo se propaga adégmente no reservatorio, ficando
grandes volumes de rocha nos quais o deslocama&atsenprocessou. No caso de altas
tensdes interfaciais, a capacidade do fluido idetde desalojar o 6leo do reservatério
para fora dos poros é bastante reduzida, deixaatdoag6es residuais elevadas de Oleo
nas regides ja contatadas pelo fluido injetado (WAS et al., 2001).

E facil vislumbrar que, no quadro mundial atual, rnétodos especiais de
recuperacdo (EOR) tenderdo a ter cada vez maiarianzia. Assim exige a aplicacao
de tecnologias avancadas e dispendiosas que frequamte inibem suas aplicacoes.
Com relacdo ao Brasil, para sustentar a atual wamse de producédo de petréleo da
Bacia do Recbncavo Baiano, que vem sendo explarach@rcialmente desde a década
de 50, a industria petrolifera devera ampliar odesotécnicas especiais de recuperacao.
Estudos realizados por técnicos da industria pedral brasileira, em relacdo as
propriedades das rochas e dos fluidos existentesaservatorios baianos, concluiram
gue os métodos de recuperacao avancada de patrdls@dequados para estas jazidas
sao: injecdo de diéxido de carbono (E@m sua forma miscivel e de solucdes de
polimeros. Ambos os métodos jA vém sendo utilizagosém em pequena escala
(MUSTAFA, 2003).

Fluidos a base de agua sdo os mais utilizados mariandas perfuracbes em

todo mundo, por serem considerados ecologicameepturas, biodegradaveis,
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apresentarem baixa toxicidade e baixa bioacumul@8&RGES, 2009). A principal
funcdo da agua neste tipo de fluido é prover o ndeialispersdo para os materiais
coloidais, principalmente argilas e polimeros. Rst@ 0s polimeros como a xantana,
devem apresentar alta viscosidade em baixas coacéas, comportamento
pseudoplastico e estabilidade da viscosidade aidadie, temperatura e condi¢des
alcalinas; de modo que apresente facil injecao,tenaia os cascalhos em suspenséo,
facilitando a remocgdo destes e estabilize as parddepoco. Os polimeros mais
utilizados na formulacéo do fluido de perfuracdbage de agua (como CMC, PAC e
PHPA) séo polimeros muito sensiveis as condi¢cOealtdesalinidade, baixando sua
eficiéncia. Desta forma, a goma xantana passou amsplamente utilizada para este
proposito, pois suas solucdes sdo estaveis a &ardw pH, forca ibnica e temperatura
(BORGES, 2009).

2.4. O géneraXanthomonas

A taxonomia do génerXanthomonagem sido extensivamente revisada com
base na homologia do DNA, gerando muitas vezesfusfes de nomenclatura
(MAYER, 2008). De acordo com a moderna classifioafifbgenética de bactérias,
baseada em comparacdes de sequéncias nucleotfioagyalmente do rRNA 16S, o
género  Xanthomonas pertence ao filo Proteobacteri, classe
“Gammaproteobacteria ordem ‘“Xanthomonadalése familia “Xanthomonadaceéae
(GARRITY, 2005; MHEDBI-HAJRI, 2011).

O géneroXanthomonascompreende espécies Gram-negativas, classificadas
como bastonetes, com 0,4-0,7 um de largura e 8,p4h, de comprimento, e moveis
por flagelo unico (1,7-3 um de comprimento), a maiodas espécies sao
fitopatogénicas (WIERZBICKI, 2004). S&o quimio-ong#réfico e estritamente
aerdbio, com um tipo de metabolismo respiratorie epguer oxigénio como aceptor de
elétrons terminal e resistentes a estreptomicinAR@GA-OCHOA, 2000). Suas
colénias sdo normalmente amarelas, lisas e VisC(R&TTAVA, 2005). Sao
essencialmente fitopatogénicas, com excecaXatwhomonas maltophiléGARCIA-
OCHOA, 2000). Sao capazes de provocar importaresghs numa extensa variedade
de plantas cultivadas (herbaceas e lenhosas), e em plantas nativas. As espécies

desse género podem provocar doencas em pelo melbsespécies de plantas
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monocotileddéneas e 268 de dicotiledéneas (CHAN &OBWIN, 1999), incluindo
arvores frutiferas, solanaceas, brassicaceas drgras com uma grande variedade de
sintomas, incluindo necroses, cancros e pintas, afjelam varios 6rgaos da planta
(CRUZ, 2009).

A maioria dos membros do géneXanthomonagproduz um pigmento amarelo
ligado a membrana chamado xantomonadina (STARR/)19%¥mbora seja uma
caracteristica importante para identificacdo doeg&nalgumas linhagens podem né&o
apresentar a pigmentacdo. A auséncia da xantormanadio exclui o organismo do
género se outras caracteristicas estdo de acoARREY, 2005).

InUmeras espécies deanthomonas sendoXanthomonas campestrg mais
comumente estudada, produzem exopolissacaride®.(BBr serem, em sua maioria,
bactérias essencialmente fitopatogénicas, a proddefEPS esta relacionada com sua
sobrevivéncia, protecdo do dessecamento, conc@&atrde minerais e nutrientes,
reducdo do contato com moléculas hidrofébicas oegadas, e aumento da fixagdo na
superficie do vegetal hospedeiro, pois este € ubieame ndo favoravel a sobrevivéncia
da célula bacteriana (DUNGER, 2007; ROTTAVA, 20EBREWIN, 1991). Além
disso, o EPS esta relacionado com a invasédo eoggmatidade, atuando nas interacdes
planta-bactéria auxiliando o movimento da bacté&ieavés dos tecidos vegetais,
promovendo seu crescimento nos espacos intercesudanpjudando na protecao contra
as defesas da planta (DUNGER, 2007; ROTTAVA, 20@%)goma xantana, EPS
produzido por espécies do génexanthomonas é um polissacarideo de grande
interesse nas industrias de alimentos, farmacéeititeapetréleo.

Na classificagdo descrita por Vauterin et al. (3998m que 0 género
Xanthomonagra formado por apenas 20 espécies, as linhageteriana pertencentes
a espécieampestrisseriam somente aquelas oriundas de cruciferaggma disso, a
bactériaXanthomonas campestris pv prymgissou a ser identificada coidanthomonas
arboricola pv pruni Esse patovar é o agente causal da mancha baataria dos mais
importantes doencas do péssego, nectarina, amapangsa, damasco, e améndoa
(RITCHIE, 1995). A xantana produzida pganthomonas arboricoldoi classificada
por Borges (2009) como sendo de baixa concentraigisais e comportamento
reolégico esperado para aplicagdo em fluido deupsgéio de pogos de petrdleo quando
utilizadas em solucao salina, independente da tertyre.

Uniformidades morfoldgica e fisioldégica dentroXi@nthomonasem dificultado

0 estabelecimento de uma taxonomia estavel tantiveasidade fenotipica e quanto
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nas relacdes evolutivas dentro do género (HAYWAHRDB93; STARR, 1981). A
taxonomia proposta por Vauterin (1995) foi fundatada e refinado por Rademaker
(2005). Com base na genotipagem molecular, 20 Espégrupos gendmicos) sao
reconhecidas, em que cada um compreende diversmvapes. Neste ambito,
encontram-se exemplos tanto de evolugdo converggratieente no que diz respeito a
caracteristicas patogénicas, quanto de evoluca@rgiinte (RADEMAKER, 2005). Ao
estabelecer relagdes genéticas moleculares entsedmd 40 membros conhecidos do
género com caracteristicas patogénicas distintdax@omia atual esta direcionada
para comparacbes que identificam determinantes asinicelacionadas com a
especificidade ao tecido do hospedeiro, bem comorem de patogenicidade
(BOGDANOVE, 2011).

No inicio de 2008, o estudo gendmico de Vorhol2d08) apresentou o
sequenciamento completo da ceya campestris pv. campestrB100 e relatou a
existéncia dos sequenciamentos dos genomas des @disa cepas d¥anthomonas
Dentre essas, estdoXa campestris pv. campestisSTCC 33913 (da SILVA et al.,
2002), X. campestris pv. campestrB004 (QIAN et al., 2005),X. campestris pv.
vesicatoria85-10 (THIEME et al., 2005) X. oryzae pv. oryzakACC10331 (LEE et
al., 2005),X. oryzae pv. oryza®lAFF 311018 (OCHIAI et al., 2005) X. axonopodis
pv. citri strain 306 (da Silva et al., 2002). Todos esse®mas estdo depositados nos
bancos de dados, compreendem um cromossomo cjrquiarvaria de 4.940.217 a
5.178.466 pares de base (pb) e alto conteddo de d&+€3.7-65% (VORHOLTER,
2008). Pouco tempo depois, Salzberg (2008) apmsemtgenoma completo dé.
oryzae pv. oryzaBX099A, com 5.240.075 bp e 63.6% de contetdo d&.G+

2.5. Andlise de expresséo génica por PCR quantitati (QPCR) em Tempo Real

Estudos de expressdo génica por diversos métodosy enicroarranjos de
DNA, Northern blot, recombinacdo genética, sequanento e PCR quantitativo, tém
permitido a analise de genes envolvidos em varigosessos biologicos, desde o
desenvolvimento dos organismos a suas interag@edatores ambientais (DONSON,
2002; BREYNE & ZABEAU, 2001; SAMBROOK & RUSSELL, 2a). De acordo
com Gachon (2004), o método melhor empregado paleéaedo da expressao génica é

a amplificacdo quantitativa de transcritos reversosPCR guantitativo em tempo real
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(RT-gPCR). A amplificacdo por PCR em tempo real,auvariante do PCR
convencional, representa um grande avan¢co nos Dpe®todoleculares atuais,
principalmente por permitir sensivelmente a quaagdo da expressao génica
(LADEIRA, 2011), em diferentes tipos de amostrasoadices ambientais, com alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidadeEID, 1996; BUSTIN, 2000;
SHIPLEY, 2008).

No PCR em tempo real existe a detec¢cdo da amghifccde um PCR comum,
por meio da captacdo de um sinal fluorescentepeaf especifica (sondas marcadas)
ou nado especifica (intercalantes de DNA). O Sylme@ré o exemplo de deteccdo nao
especifica, no qual fluor6foros se ligam a fitalduge DNA, emitindo fluorescéncia. O
TagMan e o Molecular Beacon sdo exemplos de soaftamente especificas a
sequéncia alvo, liberando fluorescéncia apenasresepca do produto de PCR de
interesse. Dentre eles, o Sybr Green é 0 maissin@nente utilizado devido ao baixo
custo e a facilidade no desenvolvimento do ensaklFLEY, 2006). A captacdo do
sinal de fluorescéncia ocorre progressivamente adeda com o numero de ciclos,
devido a progressao de copias de DNA. Assim, fatmtieres do aparelho de qPCR
captam os sinais de fluorescéncia e convertem afitgs por unsoftwareque captura
e analisa os dados (VALASEK, 2005). Contudo, Wd@b) acrescenta a importancia
de ser utilizado um fluoréforo passivo (ROX) a fite corrigir possiveis flutuacdes no
sinal de fluorescéncia da amostra.

A reacdo da PCR em tempo real consegue monitqresdaicdo dos resultados
da amplificacdo durante cada ciclo da reacao, que gopias de um molde de DNA de
forma exponencial, seguindo quatro fases demorastrad Figura 05: linha de base
(baseline), exponencial, linear e platd (platedA)linha de base corresponde ao
momento em que o sinal de fluorescéncia esta abdoxanivel detectavel pelo
equipamento, enquanto que a fase exponencial éreengida pela detec¢do inicial do
sinal de amplificacdo até a taxa exponencial maxoma determina threshold Este
limiar, em que todas as amostras podem ser conmgsreekulta no valor de Cq (ciclo
de quantificacdo) ou Ctycle thresholll que representa o numero de ciclos suficientes
para gerar fluorescéncia que atinja esse ponto.fdsa linear, a eficiéncia da
amplificagcdo comeca a cair discretamente, apeskmitareta, até a fase platd, que tem
a amplificacdo cessada nos ciclos restantes (SHPLEO06; WONG, 2005;
GINZINGER, 2002).
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Figura 05. Curva de amplificacdo de um gene alvoRIGqPCR, representando as fases de amplificacdo
(linha de base, exponencial, linear e platé)hresholde o ciclo de quantificacdo (Cq) para a amostra
(BORGES, 2011).

Os métodos de quantificacdo do PCR em tempo reddnpcser classificados
como absolutos ou relativos. A quantificacdo aldsohecessita da construgdo de uma
curva padrdo baseada em um numero de cépias cdohdai molécula, enquanto a
guantificacdo relativa se baseia num grupo expeatahecontrole para calcular a
diferenca de expresséo (PEIRSON, 2003; BUSTIN, 2002

Na analise da expressao génica, com base nos da/¢ianscritos (RNAmM) de
uma determinada amostra por RT-gPCR, deve haveretapa inicial em que ocorre a
sintese de cDNA. Este é produto da acdo da enramsctiptase resversa (RT) sobre as
moléculas de RNAm da amostra, que pode tambémtesarac o termo RT-PCR em
tempo real (BORGES, 2011). O método para gerar MAchclui o uso de random
hexamer, oligo-dT ou um gene especifico iniciadmando um dos varios tipos de
transcriptase reversa (GINZINGER, 2002).

A padronizacdo de alguns parametros para a quag#o por RT-gPCR é
necessaria, como a qualidade e quantidade de RN&ici&ncia do cDNA e sua
amplificacédo, atividade transcricional e o uso dmeas referénciahfusekeeping
adequados (BUSTIN, 2002; GINZINGER, 2002).
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2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo estudar e comperermd bioprocessos
envolvidos na biossintese de goma xantana, atdavégpressao génica por RT-qPCR,

visando a otimizacdo da producéo deste biopoliperdinhagens dXanthomonas

2.1. Objetivos especificos

* Analise in silico do grupamento génicgum quanto a expressao diferencial dos
genes inseridos nessa regiao;

* Desenho dogrimers, selecionados a partir da predicdo de regidesqimras
envolvidas com a biossintese de xantana, parasanddi expressao génica em
PCR em tempo real;

 Estudo da producdo de xantana utilizando proced&iso-quimicos de
otimizagdo nas linhagens danthomonas

» Andlise da expresséo diferencial de genes insernidogrupamento géniogum
durante a fermentagao e produgéo da xantana.
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Capitulo I.
Estudos in slico e para expressao génica de promotores secundariom
grupamento génicogum, relacionados a produgédo de goma xantana.

RESUMO

A goma xantana € um biopolimero largamente utlbzanas industrias
alimenticias, farmacéuticas e de petroleo, e ét&zada, naturalmente, por bactérias do
género Xanthomonas A biossintese da xantana envolve 12 genes imseritb
grupamento génicgum (denominadoggumB a gumM), contudo, o estudo de sua
expressao génica pode ser baseado apenas nas regfd®toras que conduzem sua
transcricdo. Baseado em estudassilico de bioinformatica, foram determinados
promotores inseridos em seis regidgsstreamaos genegumB C F H Le M. Primers
para estas regides foram entdo desenhados e zsEdteti com base em parametros
aplicados a PCR em tempo real e verificados pertésnica, utilizando a sequéncia de
uma linhagem dXanthomonas arboricolaomo molde. Foi observado a especificidade
dosprimersdesenhados para os gegamB C e M, que representam-se essenciais para
estudos da expressao de genes que codificam meméeldhcionadas com a estrutura e a

reologia da goma xantana.

ABSTRACT

Xanthan gum is a biopolymer widely used in foothapmaceutical and oill
industry, it is synthesized naturally by bactegathe genuXanthomonasThe xanthan
biosynthesis involves 12 genes inserted at the geme cluster (callegumBto gumM),
however, study of its gene expression profile camésed only on the promoter regions
that drive its transcription. Based on studies cwoted by bioinformaticsn silico,
promoters inserted into six regions were investidathe upstream gengamB, C, F,
H, L andM. The primers for these regions were then designddsgnthesized based on
the parameters applied to real-time PCR and weniece by this technique using the
Xanthomonasstrain sequence as template. It was observedfigggcior the primers
designed to thgumB, CandM genes that are important for studying genes egjmes
encoding by structural proteins, related with ttrecture and rheology of the xanthan

gum.
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1. Introducéo

A goma xantana é largamente empregada na indialin@enticia como
espessante, geleificante, estabilizante, agenigessiyo e auxiliar de emulsificacéo.
Em cosméticos e produtos farmacéuticos em geratjlizada principalmente como
espessante e estabilizante (PRADELLA, 2006). Nastréa petrolifera, sua utilizacéo
se tornou crescente, sendo empregada como fluidpederacdo de pocos e na
recuperacao terciaria do petréleo (ROSALAM & ENGLBN2006; BORGES, 2009).
A producdo de goma xantana na natureza € realipadabactérias do género
Xanthomonas familia “Xanthomonadacede que compreende espécies Gram-
negativas, sendo na maioria espécies fitopatogefiddERZBICKI, 2004). Entre as
caracteristicas mais relevantes desse género,aept@ducdo do exopolissacarideo
(EPS) xantana (ROTTAVA, 2005; DUNGER, 2007). A gomantana apresenta
capacidade de formar solugcbes viscosas e geéis sbmlfveis que representam
propriedades reoldgicas unicas (LUVIELMO, 2007; FRANIELLA et al., 2002).

A goma xantana € um biopolimero que possui esaytumaria formada por
unidades repetidas de pentassacarideo, onde a tiagdar é formada por duas unidades
de glicose, e o trissacarideo das ramificacbesdpas unidades de manose e uma
unidade de acido glucurénico (NERY, 2008). A biossde da xantana consiste,
principalmente, numa montagem passo a passo ddaueate a ligacdo das subunidades
pentassacaridicas para posterior polimerizacagerecao. As enzimas exigidas para
esse processo sao codificadas por uma regido dongedeXanthomonasnomeada
gum composta por 12 genes, designados dpmB” ao “gumM’, com
aproximadamente 12 kb. A transcricdo do grupame@éitico gum mostrou-se, até
entdo, dirigida por um promotor localizadgpstreamao primeiro gene, gumB
(KATZEN, 1996; VOINOV et al., 2001; VORHOLTER et,£008).

No intuito de simplificar uma analise de expresdas genes relacionados a
biossintese da xantana, este trabalho prop6e doedaipossiveis promotores inseridos
na regidagum com auxilio de ferramentas da bioinforméatica.dagerma, objetivou-se
determinar possiveis regifes promotoras inseriglasgem e a sintese derimers

correspondentes, especificos paamthomonagspara analise por RT-PCR.
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2. Material e Métodos

A linhagem bacteriana CCMICS 482 estudada nestergmento, utilizada em
estudos anteriores para a producdo de goma xaataeatificada com&Xanthomonas
arboricola, estd depositada na Colecdo de Culturas de Migansmos do ICS
(CCMICS).

2.1. Determinacao de promotores secundarios

A fim de inferir regides que podem sofrer variag@oexpressao no processo de
biossintese da goma, a selecdo das regides pdiseaq#aanto a expressao génica foi
baseada em possiveis regides promotoras insera@supamento génicgum Para
isto, a regidagumfoi analisadan silico (BPROM e SAK) (GORDON et al., 2003), que
permitem o0 reconhecimento de regibes promotorasaréir plo fator sigma70 em
bactérias. Também chamado de fator sigma pringipd), subunidades da RNA
polimerase séo responsaveis por reconhecer sega@uisenso do DNA em familias
de promotores especificos (GRUBER & GROSS, 2003).

As sequéncias analisadas foram obtidas com basgterdiferentes linhagens
com genomas completos registrados em bancos des damldicos: Xanthomonas
campestris pvcampestrisstr. ATCC 33913 (da SILVA et al.,, 2002Xanthomonas
campestris pv. campestrggr. B100 (VORHOLTER, 2008)<anthomonas campestris
pv. campestristr. 8004 (QIANet al., 2005) Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
str. 85-10 (THIEME et al., 2005Xanthomonas oryzgev. oryzaeKACC10331 (LEE et
al.,, 2005), Xanthomonas oryzaepv. oryzae PXO99A (SALZBERG, 2008),
Xanthomonas oryzae pv. oryzAFF 311018 (OCHIAI et al., 2005) ¥anthomonas
axonopodis pwitri str. 306 (da SILVA et al., 2002).

Seis regides promotoras foram indicadagstreamaos genegumB, gumC,
gumF, gumH, gumle gumM (Figura 01) e esses genes, selecionadas para o desenho

dosprimers .
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Figura 01. Desenho ilustrativo com as seis possitagides promotoras indicadas para este estudo do

grupamento génicgum.

2.2. Desenho doprimers

Os genes selecionados para o desenho dos prineenstierm-sedownstreanas
regidoes promotoras preditas anteriormentepaers especificos aos gengsmB Ce
M foram desenhados para amplificacdo por PCR em teeghoA fim de se obter maior
fidelidade ao géneraXanthomonasnos primers desenhados, suas sequéncias se
basearam no alinhamento das oito linhagenXatehomonasegistradas em banco de
dados publicos, as mesmas descritas no item infeatra predicdo dos promotores.

As sequéncias, para cada gene selecionado de a@mtho as regides
promotoras, foram alinhadas por ClustalW e desatha® acordo com parametros
ajustados para aplicacdo em PCR em tempo realmpetura demelting 6tima foi
ajustada para 60°C (variando de 59°C a 61°C), oligieotideos com 20pb (variando
de 18pb a 23pb), amplicons com 70 a 160 pb e ctrag@o de GC de 50% (variagéo
de 30-80%). Oprimers foram desenhados e selecionados quanto a hondagme
estabilidade em relacdo as oito sequéncias anatis&wbr fim, os selecionados foram
verificados quanto a especificidade ao gén€amthomonaspor Primer-BLAST. A

Tabela 01 apresenta as sequéncias desenhadas.
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Tabela 01. Sequéncias referentes@onersdesenhados dos gerdsynstreanas seis
regides promotoras preditas neste estudo, aléraqigscia do gene referéneiepP.

Primer Sequéncia (56— 3’) Tm (°C) Amplicon
gumB F GTTCGACCTGACCGAGATCG 61°C

gumB R TCAGTTCCAGCATGGTGC soec  119pb
guUNCF  GATCAATGGCGAAGTCATCA 59,6°C

QUNCR  TGAGCATGTTGTAGCGGATG 60,8°C  1°2pb
gumF F GGGTTCGTTGATGGTGATCT 59,8°C

gUMFR  CGCAACACCAGACAGTACAAA 59,8°c  130pb
gumH F GGACCATGCTGTATTTCGGG 62°C 109pb
gumH R GCAATGATCAACCGCCATTG 60°C

gumL F AATCCTTGCCGAAGCCTATG 60°C

gumLR  TCGTACTTGAAACGGTCTTCG 61cc  4pb
gumM F ACCGACCTGATTCCGTACCT 60,7°C

gumM R GCCATACCCATCGCACAT 60,3°c  190pb
acpP F GGAAGAGGAAGTCACCACCA 60°C o,
acpP R CGCACTCGAACTCTTCTTCC 60,1°C P

O programa BioEdit versao 7.0.9.0 foi utilizadogandlise das sequéncias que
fundamentaram o desenho dpsmers e o software online ‘Primer3” v.0.4.0 foi

utilizado para o desenho dpsmers(YOU, 2008).

2.3. PCR em tempo real e eletroforese em gel de agse

A técnica do PCR em tempo real foi utilizada a file validar osprimers
determinando a especificidade e a eficiéncia dosmmus. Utilizando o cDNA da
CCMICS 482, Xanthomonas arboricola,os primers foram analisados quanto a
especificidade na curva de dissociacao, no temzoediciéncia de amplificacéo.

Todas as reagdes de gPCR foram realizadas em ataplim aparelho ABI 7500
da Applied Biosystems. As reacfes da PCR seguimraeguintes parametros: pré-
aquecimento a 50° por 2 minutos, desnaturacdo @520 minutos e 40 ciclos de
amplificacédo e quantificacdo, sendo 15 segundds® @ 80 segundos a 60°. Por fim, foi

seguido de um periodo de dissociacdo de 60 segan@s%para certificacdo de que os
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pares de oligonucleotideos usados produziram umo(prioduto e apresentavam um
produto especifico desejado (temperatura 80-8578)LERA, 2006).

As reacgfes de PCR em tempo real foram realizadaoddt SYBR Green PCR
Master MIX (Applied Biosystems), que contém SYBRe&r dye, AmpliTag Gold
DNA polimerase, dNTPs (dUTP), referéncia passiv@XlRe tampao otimizado. Para
reacdo de PCR, foram adicionados 10ul de SYBR GRs&R Master MIX, 4ul de
agua, 0,5ul de cadarimer a ser estudaddofward e reversg@ e 5ul de cDNA da
amostra, diluido 5 vezes. As reactes foram reaza&dn placas de polipropileno para
96 reacOes (96-Well Optical Reaction Plate — ApblB®iosystems) cobertas com
adesivos para microplacas (MicroAmp Optical Adhedfim — Applied Biosystems).
As placas foram centrifugadas a 25°C por 3 minatd®00rpm, e entdo submetidos a
reacao. Curvas de amplificacdo e dissociacdo geraela sistema foram usadas para a
analise. Em todos os casos, 0s controles negatiwosagua ao inveés de cDNA, para a
transcricdo reversa foram incluidos. Além dissoarfo acrescidos controles negativos
com RNA de cada amostra, ao invés de cDNA, parafiosr a auséncia de
contaminacao por DNA nestes.

A eficiéncia de amplificacdo para cagamer foi realizada com cDNAs da
linhagem CCMICS 482. As amostras de cDNA passaramum processo de diluicao
seriada (0x, 2x, 4x, 8x, e 16x) e foram submet&@amplificacdo. Para cada tratamento,
os valores de Ct, representados em funcdo do logodeentracdo do valor inicial,
determina a construcdo de uma reta de regressapeqguonte estimar as eficiéncias de
amplificacdo. O resultado da validacdo da efic&mcdado por um valor chamado de
slopeque deve estar entre -3,1 a -3, 7. Estes val@s®perefletem uma eficiéncia de
amplificacéo satisfatoria entre 85 a 115% (FERNAISDEO06).

A fim de observar os amplicons dos DNAs amplificadfoi realizada uma
eletroforese em gel de agarose a 3%, com adic&3wrateeto de etidio (0,5ug/mL,
concentracao final), em tampdo TBE 0,5X (Tris-bevADTA e &gua ultra pura). As
amostras foram adicionadas ao gel num volume de j6pio a 2uL do tampéo de
carregamento (2,5mg/mL de azul de bromofenol e 40®m de sacarose). A imagem
do gel foi revelada em fotodocumentador sob luraulbleta, podendo observar as

bandas correspondentes aos amplicons pargociaaer.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Selecéo dos genes baseados na localizacdaegies promotoras

A selecdo dos genes, relacionados com a producagouia xantana, para
andlise da diferenca de expressédo foi realizada lzase na localizacdo das regides
promotorasupstreamaos genes inseridos na reg@iam As seis regides promotoras
determinadas, de acordo com registros em bancakadies publicos e descritas por
Vorholter et al. (2008), estao relacionados corerdiites funcbegumB (proteina de
exportacaol/inicio da biossintese da xantarg)mC (proteina determinante do
comprimento da cadeia); gumF (acetiltransferase); gumH
(manosiltransferase/glicosiltransferase); gumL (piruviltransferase); gumM
(glicosiltransferase).

As possiveis regides promotoras inseridas noagnepto génicaum estao
apresentadas no esquema da Figura 01, o que pitssitberir que alguns genes como
0 gumB o gumLe ogumMsé&o transcritos isoladamente por promotores dgpmeciO
gumC, gumDe gumE tém o0 mesmo promotor; assim comogomF e gumG sao
transcritos juntos; da mesma forma que a regiam@iara parsgumH, gumle gumJ,
tambémé a mesma.

A possibilidade de existirem seis regibes promatdreseridas engum nao
corresponde, em parte, aos resultados apresentadpsn (1996), Vojnov (2001) e
Vorhdolter et al. (2008), que sugerem a existéneiagkenas duas regides promotoras na
regido gum umaupstreamao gumB e um promotor mais fracapstreama gumK
Contudo, diferentes resultados sédo apresentado&Eior(2008) em seu estudo com
Xanthomonas oryzae pwryzae, quando apresenta a existéncia de doisopooes
internos no grupamento génigam, upstreama gumHe agumM.LEE (2008) também
baseou suas analises de predi¢cdo de promotorefap@lgigma 70.

3.2. Amplificacdo por PCR em tempo real, eficiéncia analise por eletroforese em

gel de agarose.

Dentre osprimers sintetizados neste estudo, quatro pares, induendo gene

referénciaacpP, e dos genesipstreamas regides promotoras determinadmsnB,
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gumCe gumM obtiveram amplificacdo e especificidade esperawl@CR em tempo
real. Esses quatmorimers foram amplificados no PCR em tempo real e aprasamt
curva de dissociacao especifica com a formacaardénico pico. Nas Figuras 02 a 05
sao demonstrados os resultados do PCR em temppamatadgrimer, utilizando o
cDNA diluido 5x, da linhagem CCMICS 48Xanthomonas arboricolJacomo molde.
Os demaigprimersdesenhados, utilizando os mesmos parametrosemgdsraos genes
gumF (ndo houve amplificacdogumH (apresentou-se comarimer-dime) e gumL
(ndo obteve amplificagdo especifica), ndo apresmntaresultados adequados aos
parametros para PCR em tempo real (APENDICE A).
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Figura 02. Curvas de amplificacdo e curvas de diasédo do PCR em tempo real plimer acpP, com
amplificacdo média detectada de 13,5 ciclos.
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Figura 03. Curvas de amplificacdo e curvas de diagdo do PCR em tempo real gigmer gumB com

amplificacdo média detectada de 25,8 ciclos.
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Figura 04. Curvas de amplifica¢do e curvas de diasdo do PCR em tempo real plimer gumG com

amplificacdo média detectada de 29,6 ciclos.
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Figura 05. Curvas de amplificagéo e curvas de diasdo do PCR em tempo real gidmer gumM com

amplificacdo média detectada de 31 ciclos.

De acordo com Luu (2010), valores de Ct abaixo @erepresentam fortes
reacoes positivas indicativas de acidos nucleibasabundantes na amostra; valores de
Ct entre 30 e 37 representam reacdes positivasativhs de quantidades moderadas de
acidos nucleicos alvo; por fim, Cts entre 38 e 80 eeacdes fracas, indicativos de
guantidades minimas de acido nucléico alvo querfdepresentar uma contaminacao.
Um valor de Ct de 38 ou superior néo significa dincpktao e este valor ndo pode ser
incluido nos calculos.

Sendo assim, gsrimers podem ser considerados validos para o uso desanali
de expressdao pela técnica de PCR em tempo realsideoando ainda, a
correspondéncia dos amplicons indicados no deseélsgrimers apresentada na

Figura 06.
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gumC  gumC gumM gumMm

Figura 06. Gel de agarose representando a amphificem tempo real esperada dos amplicons

correspondentes apsimers desenhados, com marcador de peso molecular the 50p

Os primers desenhados obtiveram produtos de amplificacdo amarthos
esperados, sendo: 104pb pacpP,119pb parayumB,152pb pargumCe 150pb para
gumM Além disso, oprimersapresentaram eficiéncia de amplificacdo dentrtnaite
de 85% a 115% (FERNANDES, 2006), ondaapP apresentou eficiéncia de 108%, o
gumBde 114%gumCde 98% e gumMde 92%. Determinando assim, a indicacéo dos
primerspara uso em PCR em tempo real e estudo parcextptassao génica com base

em trés regides promotoras determinadas.

3.3. Primers determinados para uso em RT-gPCR, envolvidos na dssintese da

Xantana

Para o presente trabalho, foram estudaulormers relacionados a trés genes
dowrstream a regides promotoras determinadas anteriormenéde(@ 02). Além
desses, foram sintetizadas sequéncias iniciadavagede referénciacpP, para o
género Xanthomonas Os primers para 0 geneacpP também foram desenhados de
acordo com os parametros ja descritos para PCReemot real. Este gene ja foi
descrito como gene referéncia em estudo d@seudomonagpor Lenz (2008) e
representa uma proteina transportadora de acidgo®gmna biossintese dos mesmos,
presente também em espéciexdathomonagDA SILVA, 2002; HUANG, 2000).
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Tabela 02. Sequéncias dpsmers para 0 estudo de genes relacionados a produca@rdana em

Xanthomonaspor PCR em tempo real.

Genes Sequéncia dogrimers

alvos:  Forward (5° — 3') Reverse (5— 3’) Referéncia
gumB  GTTCGACCTGACCGAGATCG TCAGTTCCAGCATGGTGC Nesteuaio
gumC  GATCAATGGCGAAGTCATCA TGAGCATGTTGTAGCGGATG Nestestudo
gumM  ACCGACCTGATTCCGTACCT GCCATACCCATCGCACAT Nestetedo
gumB  GAGAAAATGGTGGCCGAC CTTCTCAATCTCGGCCAG Yoon, 2007
gumC TGTCCGAATCAAGGCCGA GTCCAGCAACGTATCGGT Yoon, 2007
gumM  AATGCCACGTCTCTTCGG GTATTGGCGAAGAACACCC Yoon, 2007
gumB  ATCCTGAGATCTATGGCGG GCCACACCATCACAAGAGG Palmieri,010
gumM  GCATATGGAATGGATGTATCG CAGGTGCGGAAGAACACC Palmier2010
gumD  GGCGCAGGTGAATGGTTT TCGTACTGGATACGCTTCTTCATC  Golmohmanadi, 2012

Sequéncias dprimers correspondentesgumB C e M, para aplicacdo em RT-
PCR, foram também apresentadas em YOON (2007).u@ord especificidade desses
oligonucleotideos, para o génekanthomonas foi indicada exclusivamente para
linhagens d&Xanthomonas oryzae pv. oryzam analise n®rimer-BLAST (NCBI). Os
primers desenhados no presente estudo apresentaram aorpddagio, indicando
identidade com diferentes cepas d@nthomonas campestris pv. campestris,
Xanthomonas campestris pv. raphani, Xanthomonaspesims pv. vesicatoria,

Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xanthomonas aggodis pv. citrumelo,
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, Xanthomonas eryga oryae. Estes resultados
podem estar relacionados ao uso de diferentes rs@gaéno desenho dgwimers
como descrito na metodologia, item 2.2, deste estud

A andlise de expressao por outras tecnologias gesmmbinacdo genética ou a
técnica domicroarranjo de DNA,sdo também utilizados e consequentemente, uma
grande parte dos trabalhos que apresentam o des#mipyimers para estudos
relacionados com a producdo de xantana, ndo si@adgs a anélise por RT-PCR. Pieri
(2003) apresentoprimerspara o estudo de expressaogdanCem Xyllela, para analise
por clonagem da regido de interesse para transg@omarE.coli. Aléem disso, a técnica
ndo se restringe a analise de expressdao, como ®@6@pH), que utilizouprimers

especificos para deteccdoXnthomonas campestper PCR em tempo real.
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4. Conclusao

Com base na hipGtese apresentada, foi possivetvabsgie alguns genes sao
transcritos isoladamente por promotores especjfienguanto outros tém o mesmo
promotor ou sdo transcritos simultaneamente. Gs gemesgumB, gumGCe gumM,
caracterizados comdownstreamde regides promotoras, inseridas no grupamento
génicogum desenhados neste trabalho, podem ser estratégioastudo da expressao
génica na producao de xantana por bactérias dog&aathomonasApesar de que,
outros trés genegumF, gumH e gumL, ndo estudados em mais detalhe neste trabalho,
sdo essenciais para complementar estudos de adélisxpressdo na producdo de
xantana. Além disso, foram desenhadogmers para o gene referéncacpP, que

respondeu como esperado nas analises de ampldicagdCR em tempo real.
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Capitulo II:
Estudo de linhagens bacterianas na producdo de gomantana e a andlise da
expressao génica diferencial por PCR em tempo real

RESUMO

Exopolissacarideos oriundos de micro-organismogeseptam uma alternativa
aos polimeros tradicionais, devido as vantagersuide propriedades reologicas além de
ser um produto biodegradavel. A goma xantana € s mblimeros de maior
importancia utilizados, por exemplo, para aplicagaandustria petrolifera atuando em
MEOR (Recuperacdo Melhorada de Petroleo por Micgasnismos). A biossintese da
xantana consiste na codificacdo de uma regido dongg deXanthomonasiomeada
gum composta por 12 genes designados gienB” ao “gumM”. A partir do estudo
comparativo entre duas linhagens bacterianas CCME2SXanthomonas arborico)a
e CCMICS 351 Enterobacter cloacde desenvolveu-se uma analise da expressao
génica diferencial (por RT-gPCR) de trés regidesjghadas comosptreande regides
promotoras no grupamento génguanm gumB, gum gunM. No intuito de relacionar
os resultados de melhor expressao génica com ar rmpeosducédo e qualidade do
exopolissacarideo, este estudo visou uma propost@doidgica para selecdo de
linhagens produtoras de xantana. Dessa forma,osipel determinar a quantificacéo
relativa das regidegumB, gumG gunM pelaX. arboricolaem diferentes tempos de
fermentacdo, e confirmar a ordem metabdlica doegaitados B, C e M. Os
resultados obtidos a partir de técnicas espectraragtmostraram que apesar de ser
observada uma estrutura analoga entre as gomasizptad pelas bactériaX.
arboricola e E. cloacae quando estudado por ressonéancia magnética nufdear
confirmado que os biopolimeros sdo diferentespbomnando os resultados encontrados
através do RT-qPCR.

ABSTRACT

Exopolysaccharides from microorganisms represerdlt@nnative to traditional
polymers, due to their rheological properties besidhe advantage to be a
biodegradable product. Xanthan gum is one of thetnmoportant polymers used, e,g,,

for application in the oil industry acting in MEQ[Rlicrobial Enhanced Oil Recovery).
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The xanthan biosynthesis consists by the codingomegf Xanthomonasgenome,
comprising 12 genes designategufnB to "gumM'. From the comparative study
between two bacterial strains CCMICS 48alithomonas arboricojaand CCMICS
351 Enterobacter cloacgean analysis of differential expression gene PIGR) was
developed in three regions, designatediggreamof promoter regions igumcluster:
gumB, gum@ndgumM In order to relate the best gene expressiontsesith a better
production and qualification of exopolysaccharitiés study aimed to use methods for
selecting strains that produce xanthan. Thus, i wassible to determine relative
quantification of genegumB gumCandgumM from X. arboricolaby fermentation in
regular time, and confirm the metabolic order o thenes B, C and M). The results
using spectrometric techniques revealed an anatogtvucture was observed between
gum produced b¥. arboricolaandE. cloacae although the biopolymers are different
as confirmed by nuclear magnetic resonance andmarated by the findings of RT-
gPCR.

1. Introducéo

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polissacaridemcelktares, produzidos por
fungos e bactérias, os quais podem ser encontigghios a superficie celular ou
liberados no meio externo extracelular (SUTHERLAND98). A goma xantana esta
entre os polissacarideos economicamente viaveidilieados nas indulstrias de
alimentos, farmécia, quimica e petréleo (SUTHERLANIO1; PACE, 1991). Os
biopolimeros, também conhecidos como EPS ou goapassentam a capacidade de
formar géis e solucdes viscosas em meio aquoso @®IRWKR 2003), e sao utilizados
como uma alternativa aos polimeros tradicionaialgemte de origem quimica, devido
a vantagem de suas propriedades reoldgicas em odutprbiodegradavel (FARIA,
2005; SUTHERLAND, 2001; PACE, 1991).

Podemos apresentar uma vasta variedade de biopatingeie vem sendo
produzidos e utilizados comercialmente, entre etxtrana, xantana, curdulana,
alginato bacteriano, zanflo, gelana, welana, esglecana, pululana, celulose
bacteriana, entre outros (CAMPBELg4t al, 2003; KALOGINANNIS et al, 2003;
GIAVASIS et al, 2003; MAUGERI, 2001; SA-CORREIA, 2002). Além siis

polissacarideos com atividade floculante, sintdbisapor micro-organismos, tém sido
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extensivamente explorados para aplicacado indudfvi@KOl, 1997), no intuito de
substituir grandes polimeros organicos floculantesno a poliacrilamida que nédo é
facilmente degradada e pode ser prejudicial ao ramibiente e aos seres humanos
(PRASERTSAN, 2008). Entre os floculantes microbg@noalguns tém sido
investigados, como: polissacarideo-proteina, gtmeinas, acido poliglutamico e a
xantana (YOKOI, 1997), e caracterizados como sememuzidos por uma Unica
espécie ou género, como EPS obtido de um novalsaleEnterobacter cloacgecom
elevada atividade de floculacdo (PRASERTSAN, 2006).

A goma xantana é um dos polimeros de maior impodapor exemplo, para
aplicacdo na industria petrolifera atuando em MEQ®crobial Enhanced Oil
Recovery). A goma apresenta capacidade de formarcé®s viscosas e Qéis
hidrossoltveis que Ihe fornecem propriedades rézdéginicas, sendo completamente
soluvel em agua gelada ou quente, produtora des altscosidades a baixas
concentracdes e apresentando excelente estabilgtadalor e variagcdes do valor de
pH. Essas sdo as maiores vantagens da xantana &renitras gomas, além da grande
escala de producdo em curto espaco de tempo poessm fermentativo e pelas
propriedades pseudoplasticas. Dessa forma a gomarnearepresenta um biopolimero
de aplicacdo ideal a recuperagdo terciaria em paf@spetrdleo, auxiliando,
principalmente, na extracdo do Oleo retido nas a®dfROSALAM & ENGLAND,
2006; BORGES, 2009). Dentre as aplicacdes da g@ntamxa, atualmente, a industria
de petroleo tem ganhado destaque por respondemaéba parte da energia consumida
no mundo civilizado e sua procura tem levado a aragbo cada vez maior em
fronteiras de dificil acesso (MUSTAFA, 2003). Pes& motivo, métodos especiais de
recuperacdo, denominadas EOR (Enhanced Oil Regovengiem a ter cada vez maior
importancia na exploracédo de pocos de petréleqlidagdo de tecnologias avancadas,
como a recuperacgdo terciaria, com base na adi¢c®iopelimeros, como a xantana, a
agua de injecdo para transforméa-la em um fluidosgugesloque dentro do meio poroso
onde o 6leo se deposita, torna-se fundamental (\G&ESHI, 2000; MOGHADASI et
al., 2004).

Os microrganismos responsaveis pela producédo o gantana sdo bactérias
do género Xanthomonas da familia Xanthomonadacede (GARRITY, 2005;
MHEDBI-HAJRI, 2011). Caracterizam-se como espédedactérias aerdbicas, Gram-
negativas, sendo, em sua maioria, fitopatogénivddkeRZBICKI, 2004). Inimeras

espécies do géneroXanthomonas como Xanthomonas campestrigproduzem
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exopolissacarideo (EPS) denominado como goma xantpre serve como um fator
relacionado com a patogenicidade e também comoesiraégia de defesa, quando na
superficie do vegetal (DUNGER, 2007; ROTTAVA, 200BREWIN, 1991). Na
classificacdo descrita por Vauterin et al (1995), gue o génerdXanthomonasera
formado por apenas 20 espécies, as bactérias éaiespmpestrisseriam somente
aquelas oriundas de cruciferas, por conta disbactériaXanthomonas campestris pv
pruni passou a ser identificada condanthomonas arboricola pv pruritsse patovar é

0 agente causal da mancha bacteriana, um dos mp@stantes doencas do péssego,
nectarina, ameixa japonesa, damasco, e améndoaCKRE] 1995). A xantana
produzida pela&Xanthomonas arboricoloi classificada por Borges (2009) como sendo
de baixa concentracdo de sais e comportamentogieolésperado para aplicacdo em
fluido de perfuracdo de pocos de petroleo quandizagdas em solucdo salina,
independente da temperatura.

A biossintese da xantana consiste, principalmemieja montagem passo a
passo da estrutura, inclui a ligacdo das subunsdpdatassacaridicas para posterior
polimerizacdo e exportacdo (IELPI, 1993). As enziragigidas para esse processo sao
codificadas por uma regido do genomaXamthomonasnomeada “xpsl” ou “gum”
(KATZEN, 1998). Esta regido é composta por 12 gedesignados degumB” ao
“‘gumM”, com aproximadamente 12 kb. A transcricdo do gnugnto génicogum
mostrou-se dirigida por um promotor localizagiesstreamao primeiro gene,gumB
(KATZEN, 1996; VOJNOV et al.,, 2001; VORHOLTER et.,al2008). Segundo
Vorhdlter et al. (2008), a sintese da xantana eauarface interior da membrana celular
interna, onde repetidas unidades pentassacariifiagdas em glicose-glicose-manose-
glucoronato-manose sao formadas a partir da ac&ogleosiltransferases. Estas
enzimas sao codificadas pelos gemesnD, gumM, gumH, gum&guml As unidades
de manose podem ser acetiladas, em variados grausnzimas codificadas pelos
genesgumF (manose interna) gumG (manose externa); e apenas a manose externa
pode ser piruvilada a partir da codificacdo do ggmal. Essas proteinas envolvidas na
sintese de unidades de repeticdo ja apresentandefirestabelecidas com base em
dados experimentais (KATZEN et al., 1998), poréndaiexiste necessidade de validar
a exata funcdo dos gengamBCEJ apesar de se conhecer a relacdo desses com a
exportacdo e polimerizacdo da xantana (VORHOLTEBQ82 Ainda segundo o
modelo de Vorholter et al. (2008), o gegemJ é responsavel pela exportacdo das

unidades monomeéricas formadas, para a face ext&xnaembrana celular interna.
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Neste ponto o gengumE pode realizar a polimerizacédo, enquanto em cortamho o
gumCe gumB ancorados na membrana interna e externa, respeemnte, permite a
exportacdo da xantana para o meio externo (VORH®,TH08; VOJNOV, 1998;
BECKER, 1998).

Estudos de expressdo génica por diversos métodopdémitido a andlise de
genes envolvidos em variados processos biolégilastie o crescimento de organismos
a suas interacdes com fatores ambientais (DONSOOR)2De acordo com Gachon
(2004), o método melhor empregado para avaliacdoexjressdo génica é a
amplificacdo quantitativa de transcritos reversms PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR). A amplificagdo por PCR em tempo real,auvariante do PCR
convencional, representa um grande avan¢go nos Dp®todoleculares atuais,
principalmente por permitir sensivelmente a quaado da expressao génica
(LADEIRA, 2011), em diferentes tipos de amostrasoadicbes ambientais, com alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidadeEID, 1996; BUSTIN, 2000;
SHIPLEY, 2006). A andlise da expressao génicaRIegPCR, é baseada nos niveis de
transcritos (RNAm) de uma determinada amostra, &jgeantificada pela emisséo de
fluorescéncia detectada no aparelho (SHIPLEY, 2006)

No intuito de contribuir com estudos relacionadodiassintese da goma
xantana, o presente trabalho propde uma analisexgeessdo génica dos genes
relacionados a essa sintese, a fim de sugerir utnodméimplificado de selecéo de

bactérias produtoras de xantana.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo e caracterizagao das linhagens bacateras

As linhagens bacterianas para o presente estudm feelecionadas da colecao
de culturas do Laboratério de Biotecnologia e Egi@lale Microrganismos (LABEM),
na Universidade Federal da Bahia (UFBA). Foram isadé&s quatro linhagens da
colecdo de culturas “CCMICS” (Colec&o de culturasMicro-organismos do ICS), a
fim de selecionar linhagens, principalmente, agéoeroXanthomonasu produtoras

de exopolissacarideos, com énfase na goma xantana.
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As bactérias foram reativadas em meio de cultladrgp para o género
Xanthomonaglenominado YM (Yeast-Malt), com a seguinte comgisiem g.l: 3g
extrato de levedura, 3g extrato de malte, 59 pep&h0g glicose. Apds a obtencao de
cultura pura, as linhagens foram analisadas quantmrfologia, coloracdo de Gram,
caracterizacdo das colonias e formacdo de exopcdissleo (EPS). Em seguida, as
linhagens previamente selecionadas, foram subrset@aandlise molecular, por
sequenciamento. E entdo, identificadas a partirsidalaridade entre sequéncias
descritas em bancos de dados publicos, como o Ni&gt//www.ncbi.nlm.nih.gov/),
sendo CCMICS 48Xanthomonas arboricola CCMICS 35X Enterobacter cloacae

2.2 Estudos de producao e caracterizacdo da gomartana utilizando as linhagens
bacterianas CCMICS 482 Kanthomonas arboricola) e CCMICS 351 Enterobacter

cloacae).
2.2.1. Curva de crescimento

A curva de crescimento foi realizada pelas linhageecionadas, CCMICS 482
e CCMICS 351, para a producédo e andlise do biopotire o estudo comparativo de
expressao génica. Para a construcdo da curva.evimento foi realizado em triplicata,
utilizando o meio YM liquido, incubacédo em agitadobital (Shaker - Innova 4080),
com temperatura controlada de 28°C + 2°C e rotagid20rpm. O inoculo inicial
(D.Osgonm = *+- 0,2) foi de 1,5mL (1%) em 150mL do meio déuma. Foram retiradas
aliquotas a cada 4 horas, inicialmente, prosseguiath retiradas a cada 12 horas a
partir do periodo de 24 horas de crescimento.

A avaliagdo do crescimento celular foi realizada feitura de absorbéncia e
contagem expressa em Unidades Formadoras de Col@uiC). Para a analise da
densidade Optica, foi utilizado o Espectrofotome®®-22, (Bioespectro), num
comprimento de onde de 560nm e um branco reprekeipio meio de cultura YM
sem inéculo. Para a contagem de UFC, foi utilizadmo de cultura YM agar para a
semeadura das culturas e diluicdo seriada com&wlsglina 0,9%. A contagem das
colbnias foi feita ap6s um periodo de 16 a 24 hapgs a semeadura. A construgcdo das
curvas foi realizada de acordo com os valores dmrhBncia e da contagem por

diluicdo seriada (dados em Log).
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2.3. Caracterizagdo e andlise da goma xantana

2.3.1. Producao de goma xantana

As linhagens foram analisadas quanto a producagode xantana, a fim de
quantificar e qualificar o polimero sintetizadord@#&to, seguiu-se 0 seguinte protocolo:
a cultura bacteriana foi incubada por 24 horas eeionde cultura YM, a uma
temperatura de 28 °C e rotagdo de 120rpm; em segaidultura foi re-inoculada em
meio YM sob as mesmas condi¢cdes e periodo; ap@ideoras de crescimento, a
cultura foi, entdo, inoculada em meio de producadka producdo de xantana por 72
horas. O meio de producédo foi MPIl, com a compasigéferente a 1 litro: 1,59
NHsH.PO,; 2,59 KHPO,; 0,29 MgSQ.7H,O e 20g (2%) sacarose (BORGES, 2008
modificado). Apds o in6culo da cultura bacterianarmeio de producdo, o mesmo foi
incubado em estufa a 30°C, sob agitacdo de 1800prviohoras. Em seguida, a goma

foi extraida para quantificacdo e qualificacao.

2.3.2. Extracao e quantificacdo da xantana

Apés a producdo, a goma xantana foi extraida do pmi centrifugacéo a 5500
rpm por 40 minutos a 4°C, a fim de separar as agldh goma; o sobrenadante foi
colocado em um novo tubo e adicionado alcool etilabsoluto (99,5%) numa
proporcdo de 1:3 e armazenado sob refrigeracdd@ gor um periodo de 12 a 18
horas; e posteriormente a amostra foi novamentgiftgiada a 7000 rpm (4°C por 30
minutos); entdo o sobrenadante foi descartado epellet” recuperado para
quantificacdo apos transferéncia para placa de pagjuena. A goma foi submetida ao
processo de secagem em estufa a 50 °C (x 5 °C}&boras, e levada ao dessecador
até peso constante e quantificada por peso (grarkms)seguida macerada para

armazenamento.
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2.3.3. Andalise da viscosidade

As andlises da viscosidade das amostras foramzadak em Re6metro
Brookfield rotacional, modelo DV-IIl ULTRA, a tempsura de 25°C. As solucdes
aquosas foram preparadas na concentracédo de @& /@2000ppm, em agua destilada,
solubilizadas por agitacdo sob aquecimento e amadzs a 4°C até o momento da
andlise. Para a andlise, foram utilizados 8mL diac8o, com Spindle n°18 (SC4-18) e
0s parametros ajustados saftwareRheocalc. A taxa de cisalhamento foi de 01 a 71 s
! com intervalos de 05'sem 15 ciclos, num intervalo de tempo de 10 segsin®s
ensaios foram realizados em triplicata, nos tenfpd, 24 e 72 horas, para ambas as
linhagens, CCMICS 482 e CCMICS 351.

2.3.4. Andlise de Espectrometria na regido do infrermelho

A espectrometria € um processo instrumental deighedbaseado nas
propriedades de absorcdo e emissdo de energia AFARIO5) e através da
espectroscopia no infravermelho podem-se identificempostos organicos e
inorganicos. Esta analise tem sido amplamente eyagee para identificacdo de
biopolimeros, entre outras utilidades, como ana@lesenisturas complexas. A radiacao
infravermelha (IR) corresponde aproximadamenterée o espectro eletromagnético
situada entre as regides do visivel e das micrasn8l porcdo de maior utilidade esta
situada entre 4000 che 400 crit (SILVERSTEIN et al., 2006).

As amostras de goma, produzidas pelas duas linkagtudas, foram analisadas
a partir da trituracdo com brometo de potassio JKBn po, preparadas pastilhas por
prensa a vacuo e levadas para andlise no espégtngfivo (BOMEM, MB-102). Como
padréo foi utilizado goma xantana comercial. Umadeterminados 0s espectrogramas
das gomas pesquisadas e da xantana comercial, pa@géo dos varios picos, e a
consulta em tabelas constitui boa prova de ideatiio das estruturas moleculares do
composto (FARIA, 2005).
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2.3.5. Andlise por Espectroscopia de Ressonancia feética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das mpaierosas técnicas
espectroscopicas no estudo de aspectos estrutudaimicos de moléculas organicas
em solucdo (KAISER, 2000). Para a quimica de cdrhtos se tornou uma ferramenta
largamente utilizada; e com os avancgos de técmieaBMN bidimensional, se torna
imprescindivel sua utilizagdo, principalmente naucielacdo estrutural de
polissacarideos com estruturas complexas (SOUZAQ)20A Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) estuda a nstmatera dos polimeros, de
forma versétil e confidvel. Esta técnica permitirar estudos de polimeros tanto em
solugdo, como em gel ou no estado sélido (CANEVARQR2003). Dentre as técnicas
de RMN utilizadas estdo a do hidrogénitH)( e de carbono™{C), correlacées
homonucleart-*H) e heteronucleatC-'H).

Os EPSs estudados, produzidos pela CCMICS 351 ef@@2n avaliados pela
técnica da Ressonancia Magnética Nuclear de PriRdaN 1H) sendo, portanto,
identificados em ultimo estagio por deslocamentdgsmgos § ppm) comuns ao nucleo
de hidrogénio como a presenca de prot@@moméricos e protons de carborfoge
hexoses ou pentoses, protons de carbonos conecadrgénio, protons de acidos
glucurénicos, proton de H6 de ramnose e prétornspeentes ao grupamento acetila.

Os espectros de RMN-H das amostras de EPS, preduzac condicbes
otimizadas, foram determinados em EspectrometrakeéBriDRX-500, operando a
500MHz para 1H e agua deuterada como solvente.ndksas foram realizadas em
temperatura de 70°C e o procedimento adotado constaaproximadamente 5 mg de

amostra foi solubilizada em 0,6 mL de agua deute(BQO).

2.4. Andlise da Expresséao génica

As amostras para extracdo de RNA foram coletadagntii a producdo de
xantana em meio MPII, nos tempos de 0, 12, 24 leovas, das linhagens CCMICS 351
e CCMICS 482. As amostras tiveram o RNA extraiadmvertido em cDNA e entéo
amplificadas em RT-gPCR para o estudo da expregsdoa.
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2.4.1. Selecdo dos geneprmers estudados

As regides analisadas no presente estudo est@mreldas com a biossintese da
goma xantana, neste caso, inseridas no grupaménicogumem bactérias do género
Xanthomonas As sequéncias génicas utilizadas para o deseob@ridners foram
selecionadas e caracterizadas no Capitulo |, ded@omom a predicdo de regides
promotoras da regidgum Trés genesgdownstreamas regides promotoras, foram
selecionados @rimers especificos a eles foram desenhadpsnB, gumCe gumM.
Além destes, a Tabela 01 apresenta os genes raterétilizados na analise da

expressao, por quantificagao relativa.

Tabela 01.Sequéncias dgwimers utilizados no estudo de genes relacionados aipdodde xantana e 0s
genes referéncia utilizados.

Primer Sequéncia (5— 3) Enzima
Genes alvos:
gumB F AAAAATGATTGCGCGGTTC Proteina exportagdo na

gumB R CATCCGAGCGATACACCAC biossintese da xantana

gumC F GATCAATGGCGAAGTCATCA
gumC R TGAGCATGTTGTAGCGGATG

Proteina determinante do
comprimento da cadeia

gumM F ACCGACCTGATTCCGTACCT
gumM R GCCATACCCATCGCACAT Glicosiltransferase

Genes referéncias:

AcpP F ggéﬁg?ﬁgﬁ:‘g;gf}cciﬁ%%&‘ Proteina transportadora de
AcpP R acidos graxos.

proC F CAGGCCGGGCAGTTGCTGTC Pirrolina-5-carboxilato
proCR GGTCAGGCGCGAGGCTGTCT  redutase

O gene referénciacpP, ja foi descrito em estudo coRseudomonagpor Lenz
(2008) e representa uma proteina transportadorcides graxos na biossintese dos
mesmos, presente também em espéciesadthomonagDA SILVA, 2002; HUANG,
2000). O segundo gene referéncia, gdheC (pirrolina-5-carboxilato redutase),
envolvido na biossintese de aminoacido, ja foi sif@sado com estavel em outras
espécies (SAVLI, 2003).
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2.4.2. Extracdo de RNA

As amostras foram coletadas durante o intervalprdéucdo em frascos do tipo
Erlenmeyers sob agitacdo e temperatura descritos anterioepams tempos de
crescimento entre 0 a 72 horas, com intervalo2de 24 horas. A cada aliquota, foram
retirados 1,5mL da cultura, centrifugados a 14000g 2-5 minutos para coleta das
células e lavadas duas vezes com tampao PBS (bx)sdguida, as mesmas foram
submetidas a extracdo de RNA e purificacdo comt®@KiTotal RNA Isolation System
Promega, que inclui a etapa da DNAse, conformastsuicdes do fabricante. O RNA
extraido foi armazenado em ultra freezer, -80°C.

Apds a extracdo e purificacdo, a quantidade e didgde do RNA foram
estimadas por leitura em espectrofotometro “SmpeeS Bio-Rad”, medindo a
absorbancia nos comprimentos de onda 260nm e 28Qrgnantidade de RNA total
presente nas solugdes foi estimada esvh NO comprimento de onda de 280nm
mediu-se a quantidade de proteinas e polifendisuastras. A pureza das amostras foi
determinada pela razdo espectralsoM2s0, que deve compreender um intervalo
recomendado de 1,8 a 2,0 para garantir a qualidade@NA extraido na sintese do
cDNA (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).

A fim de verificar a integridade do RNA extraids, amostras foram observadas
em eletroforese em gel de agarose a 1%, com adedoometo de etidio (0,5ug/mL,
concentracdo final), em tampédo TBE 0,5X (Tris-beBDTA e agua ultra pura). As
amostras de RNA foram adicionadas ao gel num voldenguL junto a 2uL do tampéao
de carreamento (2,5mg/mL de azul de bromofenolOeng@mL de sacarose). O gel foi
observado em sistema de fotodocumentacao no esplechnz ultravioleta, podendo ser
observado as respectivas bandas correspondergebuasdades 16S, 23S e 5S do RNA

ribossomal.

2.4.3. Conversao de RNA para cDNA

Apds a obtencdo do RNA, foi realizado a sintesecBNA com o Kit

SuperScript 1l Reverse Transcriptase - Invitrogeeguindo os passos conforme o
protocolo otiginal, utilizando Randomrimer (IDT), dNTPs, DTT, 5X First-Strand
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Buffer, Superscript [I® (200 WL) e agua ultra pura tratada com DEPC. Apés a

conversao, o cDNA foi armazenado em temperatur2@fe.

2.4.4. PCR quantitativo em tempo real

Todas as reacdes de qPCR foram realizadas encatgsi técnicas, no aparelho
ABI 7500 da Applied Biosystems. As reacfes da P@&Ruisam o0s seguintes
parametros: pré-aquecimento a 50° por 2 minutaaderacdo a 95° por 10 minutos e
40 ciclos de amplificagdo e quantificacdo (15 segsna 95° e 60 segundos a 60°),
seguidos de um periodo de dissociacdo de 60 segan@ls® para certificacdo de que os
pares de oligonucleotideos usados produziram uoo jomoduto.

As reacfes de PCR em tempo real foram realizadasodit SYBR Green PCR
Master MIX (Applied Biosystems), que contém SYBRe&r dye, AmpliTaq Gold
DNA polimerase, dNTPs (dUTP), referéncia passiv@XlRe tampao otimizado. Para
reacdo de PCR, foram adicionados 10uL de SYBR GR&&RR Master MIX, 4ul de
agua, 0,5ul de cadarimer a ser estudado (sense e anti-sense) e 5uL de a&NA
amostra, diluido 20 vezes. As reacdes foram retdz@m placas de polipropileno para
96 reacOes (96-Well Optical Reaction Plate — ApblBiosystems) cobertas com
adesivos para microplacas (MicroAmp Optical Adhediim — Applied Biosystems).
As placas foram centrifugadas a 25°C por 3 minatd®00rpm, e entdo submetidos a
reacdo. Curvas de amplificacdo e dissociacdo geraela sistema foram usadas para a
analise. Para todas as amostras testadas, contedesivos com agua, ao invés de
cDNA, para a transcricao reversa foram incluidos.niesma maneira, foram também
acrescidos controles negativos com amostras de BNido, de cada tratamento, a

fim de verificar a auséncia de DNA nestes.

2.4.5. Expressao diferencial

A eficiéncia de amplificacdo para cagamer foi realizada com unpool de
cDNAs de cada tratamento das amostras, diluidos&2@s. As amostras de cDNA, em
triplicatas técnicas, passaram por um processaulea seriada (0x, 2x, 4x, 8x, e 16x)

e foram submetidas a amplificacdo. Para cada douigs valores de Ct, representados
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em funcéo do log da concentracdo do valor inidatermina a constru¢cdo de uma reta
de regressdo que permite estimar as eficiénciasngglificacdo. O resultado da
validacdo da eficiéncia é dado por um vakloge que deve estar entre -3,1 a -3, 7,
calculado na férmula; E= £85°P®) Estes valores dsloperefletem uma eficiéncia de
amplificacéo satisfatoria entre 85 a 115% (HELLENMR\BK al., 2007).

Para analise de estabilidade dos genes referéfugiajtilizado o software
geNormque calcula o coeficiente de variacdo (CV) e mwvde estabilidade do gene
(M), baseado na média geométrica dos genes testadasmédia da variacdo de um
gene contra o outro nas diferentes amostras (VANDMBELE et al., 2002). Genes
com alta estabilidade entre todas as repeticOoeBgimas e tratamentos devem
apresentar valor do geNorm#/0,5 (HELLEMANS et al., 2007).

A quantificacdo da expressdo génica entre as amsasinlogicas foi dada pelo
método de quantificacdo relativa, onde um calibrdamostra controle, correspondente
ao tempo Oh) é comparado as amostras tratadasogeb®, 24h e 72h) e a razdo da
expressao entre elas é calculada. Para determppaerdificacdo relativa do gene alvo
em relacdo ao gene referéncia, foi utilizado o fwdwatematico descrito por PFAFFL
(2001). A relacéo da expressao relativa do gere@lsalculada com base na eficiéncia
(E) e a variacdo de Ct de uma amostra tratada racstea controle, e expressa em
comparacgao ao gene referéncia.

A andlise estatistica foi realizada apos uma foamacdo logaritmica dos
dados de expressao relativa normalizados. Os dddogPCR ndo sao lineares e,
tipicamente, sofrem uma variacdo heterogénea sabreplicatas biologicdRIEU &
POWERS, 2009). Dessa forma, os dados referidosftr@ansformados em logaritmos
na base 2 para, entdo, possibilitar o estudo s#tatipor analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Dunett, com signifamacdos dados a 5% de
probabilidade.

3. Resultados e Discussao

3.1. Obtencéo e caracterizagao das linhagens bacateras

A partir das linhagensoladas da colecéo de culturas de micro-organisinos
ICS (CCMICS) a CCMICS 35IEnterobacter cloacgee a CCMICS 482Xanthomnas
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arboricola) foram selecionadas, sendo a primeira com baixaygdo de EPS e a
Gltima com alta producdo. No intuito de uma anaksenparativa da producao e
caracterizacdo da goma xantana em relacao a e&prgésica diferencial, essas duas
linhagens delinearam um desafio para esse estuBlguba 01 apresenta a imagem das
colbnias caracterizadas das linhagens CCMICS 3®Pe

Figura 01. Aspecto das col6nias crescidas em nmeeiulilura YM &agar, a 28°C +£2°C, por 24h, sendo (A)
CCMICS 351 e (B) CCMICS 482. As colbnias apresamtase viscosas, com aspecto brilhoso, com
morfologia celular em bacilos curtos e Gram negativ

3.2. Estudos com as linhagens bacterianas selecidaa: CCMICS 482
(Xanthomonas arboricola) e CCMICS 351 Enterobacter cloacae).

3.2.1. Curva de crescimento

As bactérias estudadas, CCMICS 39. (cloacag e CCMICS 482 X.
arboricola), obtiveram curvas de crescimento similares, cafdds com base na
absorbancia por densidade 6ptica (D.O.) (Apéndicen@m comprimento de onda de
560nm, e com base na contagem em placas por usiftatieadoras de colénia (UFC),
demonstradas na Figura 02. As duas linhagens apaese fase lag de 0 a 4 horas e
uma fase Log (exponencial) até, aproximadamentehdds de crescimento. Neste
momento se inicia a fase estacionaria, que se maaté 72 horas de crescimento.
Apesar de estarem em mesmas condicfes de cresgjnmm& corroboram com o0
comportamento das linhagens ¥anthomonasstudadas por Rottava (2005) que s6
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alcancam a fase estacionaria com 40 horas de mestd. Diferente de Ponce (2007)

gue ao trabalhar cof. cloacaeobteve curva de crescimento semelhante a aprédsenta

Curva de crescimento: CCMICS 351 X CCMICS 482
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Figura 02. Curva de crescimento das linhagens CEAVBE1 e CCMICS 482, crescidas em meio de
cultura YM liquido sob as seguintes condicdes, 282CC e agitacdo de 120rpm, dados obtidos da
contagem em unidades formadoras de colbnias fefvalores em Log.

A analise das curvas de crescimento mostrou quehagem CCMICS 351
apresentou um numero de células maior que a limma@EMICS 482. A linhagem
CCMICS 351 apresentou um nimero de células de impadamente I8 u.f.c./mL no
tempo de 24 horas de crescimento, enquanto a CCM82Sapresentou 1@u.f.c./mL
no mesmo tempo, que representa 0 momento de in@eauwkp a producdo de goma
xantana. Com base nisso, procedeu-se 0s ensaigsodacdo de goma xantana,
considerando a coeréncia no crescimento das linsagabalhadas, o que permitiu uma
padronizacdo do inéculo inicial da producdo, e egithento do comportamento

metabdlico.
3.3. Caracterizagdo da goma xantana
As amostras foram submetidas a analises de produga@macterizacdo padrao

para bactérias do génedanthomonasque produzem xantana. Essa padronizacéo

permitiu relacionar o estudo das linhagens comadissnmolecular.
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3.3.1. Producéao e quantificacdo da goma xantana

Utilizando as mesmas linhagens CCMICS 351 e CGMB2, foram realizados
0s ensaios de producdo de goma xantana em condigdiares, 30°C sob agitacéao
orbital (180rpm). Na Figura 03 esta representadaraglucdo de goma pelas duas
amostras, a partir dos seus valores médios dedaxaroducdo. Fica evidente a alta
producéo do biopolimero por CCMIC 482 em relac@CMICS 351, chegando a ser

20 vezes maior no periodo de 72 horas de cresawnemtrelacéo ao periodo inicial.

=== CCMICS482

==@==CCMICS351

0,5

0,25
0 12 24 36 48 60 72

Tempo de crescimento (horas)

Figura 03. Avaliacdo da producdo de goma, em temyper de 30°C e 180rpm de agitacdo para as
linhagens CCMICS 351 e CCMICS 482.

Para verificacdo da producdo de xantana, em meid, MBm 72 horas de
fermentacdo, a CCMICS 482 alcancou 5,88g.torroborando ao encontrado por
Mayer (2008) emXanthomonas Contudo, a producdo de biopolimeros pode ser
influenciada pela linhagem e condi¢des utilizadagproducado, tornando comum taxas
de produtividade maiores no mesmo meio de ferm@&atacomo encontradas por
Rottava (2005). O comportamento de producdo da @3W82 condiz com Borges
(2008), que obteve a maxima producdo de xantanarepctp também na fase
estacionaria de crescimento, que neste caso, pon@su ao periodo posterior a 24
horas de crescimento. Contudo, CCMICS 351 se mosSBtavel apds o periodo de 12 a
24 horas.

A linhagem CCMICS 351 obteve uma taxa de produgétente inferior quando
comparada com a 482, com 72 horas de fermentag@todacao apresentou uma taxa
de 0,9g.*. Num meio de producéo variado, por diferentesef®mte carbono, e sob as

condicbes de inducdo, 30°C e 200rpm de agitacdaseRsan (2008) variou sua
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producdo de EPS pdE. cloacaede 2,23 a 7,28 gL A baixa produtividade de
CCMICS 351 pode estar relacionada as condicOesaaipls na producéo e crescimento,
direcionadas para producdo de xantana por bactirigéneroanthomonas

Antes da secagem e maceragdo da goma para pedagpossivel no aspecto
visual observar a diferenca entre a producéo nas lthhagens (Figura 04).

K_T‘ 78 ../ C’-‘_;‘“

of CCMICS 482 . CCMICS 351

Figura 04. Aspecto visual dos biopolimeros preagns apds extracdo com etanol, das linhagens
CCMICS 482 em (a), e CCMICS 351 em (b).

A E. cloacaerepresenta uma bactéria Gram-negativa, morfolbgieilos e
anaerobia facultativa (NAIK, 2012), produz um EE#nposto por glicose, manose e
galactose (XU et al., 2009), além da presenca dpogpiruvil (WANG, 2012). O que
difere, em parte, das estruturas apresentadas paddV(1994), que inclui glicose,
galactose, acido glucurénico, fucose e acetil; ou lHua (2010) que propde uma

estrutura de repetidas unidades de glicose e gataapenas.

3.3.2. Andlise da viscosidade da xantana

Ambas as amostras analisadas apresentaram um itamento pseudoplastico,
de acordo com a Figura 05, como é caracteristiamuts biopolimeros, em especial
da xantana. Os valores apresentados sao infeamesormalmente encontrados em
goma xantana comercial, pois o intervalo sobrexa te cisalhamento aplicada no
fluido foi elevado (53), com o intuito de evidenciar a diferenca da \s&dade entre as

amostras.
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Figura 05. Dados da viscosidade aparente (mRersysTaxa de deformacéo{s a 25°C das solugdes
de EPS (0,2 % (p/v) ou 2000ppm), nas amostras: “@3VB51” e “CCMICS 482",

A viscosidade aparente das gomas analisadas entliehagens obteve uma
discreta diferenca entre as amostras no final daefetacdo, sendo 19,04mPa.s a
viscosidade referente a CCMICS 351 e 23,24mPa.sasrdade da CCMICS 482,
ambas numa taxa de cisalhamento de 56A%m das andlises comparadas entre as
amostras no final da producao, foi possivel avaiadiferenca da viscosidade nos
periodos de 0, 12, 24 e 72 horas do tempo de iagrarh cada linhagem. A Figura 06
apresenta a progressdo da viscosidade das duagdimd) evidenciando a alta da
CCMICS 482 no tempo 24 horas.

B =R, R NNNN
U J O = WU,

—o— CCMICS 351
=&— CCMICS 482

-
O -
»

Viscosidade (mPa.s)
~ ®

(9]

0 12 24 36 48 60 72 84

Tempo de produgdo (horas)

Figura 06. Viscosidade aparente (mPa.s) vs Temguatkicdo (horas), das solu¢des de EPS (1,0 % p/v),
nos tempos 0, 12, 24 e 72 horas das amostras: “CSNdb1” e “CCMICS 482",

As analises de viscosidade apresentadas mostraommento da viscosidade

proporcional ao aumento da producdo da goma xantaieeira (2008) também
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observou esse comportamento da xantana, onde e viscosidade ocorre junto
ao tempo de fermentacdo, pganthomonas spem meio de producdo. Importante
destacar os maiores valores da CCMICS 482 fren®CMICS351. Meade (1994)

comparou o comportamento do EPS produzidoEpazloacaee xantana, onde aquela
apresentou menor viscosidade e estabilidade emediés condi¢coes, em relacédo a

xantana.

3.3.3 Caracterizagédo da goma xantana por espectragua de IR.

Apesar de ndo representar uma espécie do géfamrthomonasa linhagem
CCMICS 351 produziu um EPS muito semelhante a geamana por analises de
Espectrometria no infravermelho em relagcdo a gowraeccial e aXanthomonas
arboricola (CCMICS 482). A Figura 07 apresenta a similariddde gomas produzidas
pelas linhagens CCMICS 351 e 482 em relacdo a gomarcial.

Uma vez determinados os espectrogramas das gormaqsigslas e da xantana
comercial, a comparagdo dos varios picos, e a ttansm tabelas constitui boa prova
de identificacdo das estruturas moleculares do ostapO espectro de infravermelho
permitiu detectar similaridades ou diferencas rieugsa quimica da goma produzida

no laboratério e da comercial.

Goma comercial
—— CCMICS 482
o CCMICS 351
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Figura 07. Espectrometria no Infravermelho das gopraduzidas pelas linhagens bacterianas CCMICS
351 e 482 em comparacao a goma xantana comercial.
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Analisando os espectros das gomas produzidas lpgtagens CCMICS 351 e
482 e da goma comercial, foi possivel observar laiidades entres 0s picos
determinados. Na Figura 07, pode-se observar amda@@o axial de grupos hidroxilas
em bandas formadas entre 3200 e 3450, sugerindo a presenca de alcoois e fendis
associados por ligacado de hidrogénio. Mostra-sdeet® também as bandas em torno
2850 e 2960cih que atribuem deformac&o axial da ligacdo C-H (@amb primérios e
secundarios). A banda caracteristica da deformagabda carbonila (C=0) de ésteres,
acidos carboxilicos, aldeidos e cetonas apareceli7é® cni a 1730 crit. Na regi&o
entre 1530 a 1650 chobservou-se a banda caracteristica de deformai@loda C=0
de endis ff-dicetonas). Em 1050 a 1150 ¢motou-se uma deformacéo axial de C-O,
tipica de éteres, alcoois, fenois, acidos graxsigreés e anidridos. As similaridades séao
evidentes na espectrometria na regiao do infraleom#ge goma xantana apresentada
por Barbosa (2007), contudo, as espectrometrigdSR# produzido poE. cloacaenos
estudos de Naik (2012), Jin (2010) e Prasertsaf6(28presentaram significativas

diferencas.

3.3.4 Caracterizacdo da goma xantana por espectragga de Ressonancia
Magnética Nuclear de Préton (RMN'H)

Por analise da Espectroscopia de Ressonancia Negridticlear de Proton
(RMN 'H), foi possivel determinar que, apesar dos pobmeapresentarem-se
semelhantes, sdo considerados produtos diferertdazidos pelas linhagens CCMICS
351 e CCMICS 482, Figuras 08 e 09 respectivamente.

Na figura 08, foi possivel observar protons de @aos 3 de hexoses (4,663;
4,677; 4,707 ppm); prétons de carbonos conectadagyénio (4,176 ppm); protons de
acidos glucurénicos (1,800; 2,265; 2,400; 2,524 ypmroton de H6 de ramnose (1,239
ppm); prétons podendo representar o grupamentdea(ef39; 1,800 ppm).



60

4.085

2.524

Figura 08. Espectro de Ressonancia Magnética NudeaPréton (1H-RMN) para amostra de EPS
produzido pela linhagem CCMICS 351, em condi¢cdémipadas, obtido em agua deuterada (D20) a
70°C.

A figura 09 demonstra a presenca de Prétons demasi de hexoses (4,667;
4,670; 4,680; 4,684; 4,710 ppm); Protons de carbaumectados a oxigénio (4,044
ppm); Prétons de acidos glucurdnicos (1,839; 2,260600 ppm); Préton de H6 de
ramnose (~1,300 ppm); prétons podendo represenignupamento acetila (~1,300;
1,838 ppm).

|
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6.4 5.5 st 5 “ 3.5 3.0 2.5

Figura 09. Espectro de Ressonancia Magnética NudeaPréton (1H-RMN) para amostra de EPS
produzido pela linhagem CCMICS 482, em condi¢cdémipadas, obtido em agua deuterada (D20) a
70°C.
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Apesar de apresentarem picos com valores correspteg] alguns sinais
obtidos na andlise da CCMICS 351 ndo sao evideme482, como 5,782 e 5,721 ppm
também registrados em espectro de RMN-HEdeloacaepor (WANG, 2012). Todos
0s sinais detectados sdo compativeis com os olgmiosaria (2009), de goma xantana
produzida potXanthomonas campestridpesar de encontrarmos, comumente, estudos
que utilizam o RMN'H para caracterizar teores de acetato e piruvatoxameana
(FARIA, 2009, CHEETHAM, 1992) a espectroscopia d&NR é a técnica que
proporciona um maior numero de informacoes, tan@itgtivas quanto quantitativas,
sobre a microestrutura dos polimeros (ESCHER, 2004¢cnica por RMN pode ser
ainda estudada para outros nacleos além do hidm{ESC, 19F, 31P), tendo o estudo
de *C em polissacarideos permitir obtencdo de informsgstruturais mais claras,

como a variagdo da composicdo quimica (OSIRO, 2011)

3.4. Andlises da expressao génica

3.4.1. Anélise doprimers

A eficiéncia de amplificacdo dgsimersapresentaram-se dentro do limite de 85
a 115% (HELLEMANS et al., 2007), sendoacpP com eficiéncia de 108%groC
108%, gumB 114%, gumC 98% e ogumM 92%. Além disso, ogrimers foram
avaliados quanto a estabilidadesuftwaregeNorm, e ogenes referénciacpPe proC

foram selecionados com melhor estabilidade, séhdd,5 (Tabela 02).

Tabela 02. Valores de estabilidade dos primers estados em analise pelo software geNorm.

Gene Referéncia M CvVv
acpP 0,496 0,164
proC 0,496 0,181
Média 0,496 0,173

3.4.2. Caracterizagdo do RNA extraido

Na extracdo do RNA obtiveram-se amostras com badidgule, onde a razéo

A260/280 variou de 1.8 a 2.0, indicando ausénciacalgaminagcao protéica e/ou



62

composto fendlicos. O RNA observado em gel de agase apresentou integro,
evidenciando as duas subunidades, e ndo houve:detde DNA aparente. Além disso,
0 RNA extraido foi submetido a amplificacdo em P&@R tempo real, em que nao
houve deteccdo de amplificacdo das amostras. Dessa, sem contaminacdo nas
amostras de RNA extraido, ndo existiu possibilidddeinterferéncia nas reacdes de
transcriptase reversa e RT-gPCR.
A concentracdo dos RNAs extraidos variou de @& a 300ug/mL, sendo

utilizado para a sintese de cDNA um valor padraiozde 1pg de RNA para cada
amostra. Sendo assim, a amplificacdo quantitatoraRCR em tempo real péde ser

estudada para relacionar as taxas de expressao.

3.4.3. Quantificacdo da expresséo relativa da CCMIE 482

Andlises de transcricdo mostraram que 0s gguoessao, sobretudo, expressos
em conjunto a partir de um promotgpstreamao primeiro gene, gumB(KATZEN,
1996; VOINOV, 2001; VORHOLTER, 2008). Contudo, odesnais genes estudados
gue integram o grupamento génigom respondem de forma particular na sintese do
polimero xantana, com fun¢Bes diferenciadas. O gpmaB codifica a proteina
responsavel por exportar a xantana para o meiornext@/ORHOLTER, 2008;
VOJNOQV, 1998; BECKER, 1998).

De acordo com a analise de expressao diferemeiaib os tempos (tratamentos)
0, 12, 24 e 72 horas, foi possivel verificar quexpressao do gemgimB apesar de nao
apresentar diferenca significativa (assim comagemCe gumM), respondeu de acordo
com a taxa de producdo e viscosidade da goma araamentando em relacdo ao
namero de células e fermentacdo. A relacdo do aenanviscosidade junto a taxa de
producao foi apresentada em alguns trabalhos, amsnde Silveira (2008) e Garcia-
Ochoa (2000), e estao relacionados com a expreksgomB porém nao diretamente
comgumCe gumM A Figura 10 apresenta uma correlacao positivgutoBentre os

quatro tratamentos.
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Figura 10. Quantificagdo da expresséo relativguieBem CCMICS 482.

De uma forma linear, com comparacdo ao tempo zewo) 12 horas de
producadogumBapresentou uma taxa de expressdo 1,1x maior, ddmras 2,2x mais
expresso e com 72 horas 2,6x mais expresso. Cqrawattélise das médias dos valores
de expressao, pelo teste de Dunnett, os tratamariosapresentaram diferenca
significativa em relacdo ao tempo zero. Apesar\agisres de producdo de goma em
24h e 72h serem considerados diferentes signifenagnte.

O genegumCrepresenta a fungéo da proteina determinante mipramento da
cadeia e antecede a acdo damB no transporte para a membrana externa
(VORHOLTER, 2008. Importante ressaltar que o pesteaular ou comprimento da
cadeia esta diretamente relacionado a viscosidadgogolimero (LUVIELMO, 2009).

A Figura 11 apresenta o comportamento da expregéad@a dogumC onde os

tratamentos de tempos 12 e 72 horas mostram-seel]2¥x menos expressos que o
tempo zero, respectivamente. Com 24 horas de piiodfegmentacdo e crescimento
celular, a expressdo apresenta seu maior valogosérbx mais expresso que 0

calibrador.
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Figura 11. Quantificacdo da expresséo relativgueCem CCMICS 482.

O calibrador, representado pelo crescimento bacierem meio de cultura YM
por 24 horas, sem a inducao dos nutrientes do desjroducéo, obteve maior taxa de
expressdo que os tratamentos 12h e 72h (em megwodacdo), assim como 24h em
meio de producdo também foi mais expresso. O qtexeima relacdo de maior
expressao desse gene estar relacionada ao tencpesdamento em 24 horas. A relacéo
do gumC com a viscosidade, € reforcada quando os valogesvidcosidade,
demonstrados na Figura 06, apresentaram destagque24ohoras, que mantém um
discreto aumento até 72h. A maior inducadagdmCocorreu em 24h, apesar da maior
viscosidade ocorrer em 72h. O que qualifica a dstable da goma em manter a
viscosidade, entre outros fatores, no uso paraagalo industrial (BORGES, 2009). A
xantana é o polissacarideo com maior estabilidatte es existentes no mercado, em
especial, por formar solu¢des aquosas de altasidame (FORESTI, 2003).

De acordo com os resultados apresentados no Gafpijtos genegumG gumD
e gumEséao induzidos a partir de uma mesma regiao pramogoportanto, de forma
conjunta, respondem ao mesmo comportamento de ss§mreCom a maior indugao
ocorrendo em 24h, gumbD codifica glicosiltransferases, envolvidas na pirmetapa
da sintese da xantana (VORHOLTER, 2008; GOLMOHAMMARO12), e ogumE
antecede a acdo damCna polimerizacao do exopolissacarideo (VORHOLTHER)S;
KATZEN, 1998).

A analise dogumM apresenta, em relacdo ao calibrador, maior exgwess

também em 24 horas, com 1,8x a mais, e o0 tratam&ifiohoras apenas 1,1x mais
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expresso. Contudo 12h obteve uma expressao reprienid-3,7x em relacdo ao tempo
zero (Figura 12). Importante ressaltar queguonM é responsével pela sintese de
glicosiltransferases, com ac¢do no inicio da sintisebiopolimero, junto agumD
(VORHOLTER, 2008).
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Figura 12. Quantificacdo da expresséo relativguieMem CCMICS 482.

Apesar de Katzen (1996) sugerir a presenca de wmgtor secundario
upstreama gumK que correlacionaria gumLe M a mesma inducéo, no Capitulo | o
gumM foi caracterizado com um promotor isoladmstreama ele, sem expressao
conjunta de outros genes. Contudo, o metabolisnmoadscricdo de glicosiltransferases
pelos genegumMe gumD, iniciando a sintese da xantana, ocorre mais sg@mente
em 24 horas de fermentacdo da goma.

A Tabela 03 apresenta um resumo dos perfis de &sgowalos genegim B, Ce
M, relacionando-os as taxas de producdo e viscosidade cada tratamento,
representados pelos tempos 0, 12, 24 e 72 horagré@bse a coeréncia da maior taxa
de producéo corresponder a maior expressaguduB (em 72h), apesar de ndo serem
proporcionais. Enquanto issgumCe gumM obtiveram maiores valores de expresséo

em 24h, n&o correspondendo diretamente a outrosegal
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Tabela 03. Relac&o da producéo de xantana, vismissida xantana e expressdo génica dos gemeB,
C e M,da linhagem CCMICS 482.

N , . Expressao génica
Tratamentos  Producdo  Viscosidade

gumB gumC gumM

Oh 1x 1x 1x 1x 1x
12h 3x 1,1x 1,1x -1,2x -3,7X
24h 6X 2,3X 2,2X 1,5x 1,8x
72h 20x 2,6X 2,6X -1,1x 1,1x

Por outro lado, a andlise desses resultados caammboom o modelo sugerido
por Vorholter et al. (2008), considerando os vaale maior expressao associados ao
tempo de crescimento das células. Na ordem dectigég, gumM, gumGCe gumB,a
Figura 13 representa esta associacdo, senudoM apresentando maior expressao em
24h, seguido pogumG porém, ogumBs0 apresenta sua expressao de maior valor em
72h.

—— > Glicosiltransferase

Polimerizagao
r —>Exportacdo

gumM gumC > gumB >

Figura 13. Metabolismo de transcricdo dos gemesM gumC e gumB em Xanthomonas arboricola
(CCMICS 482).

3.4.4. Quantificacao da expresséo relativa da CCMIE 351

A linhagem CCMICS 351, apesar de nao represemsr e@spéecie do género
Xanthomonas produziu um biopolimero similar a xantana e obteamplificacdo
positiva dogprimers referentes a trés genes envolvidos na biossidéesantanagumB
gumCe gumM Porém, os perfis de expressado foram, em pageéntdis em relacéo a

linhagem CCMICS 482, o que é esperado, inclusivereediferentes espécies de
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XanthomonasAlém disso, os valores de Ct da CCMICS 351 fonaais tardios que os
de CCMICS 482, chegando a ter até sete ciclos s muan mesmo tratamento.

O valor de Ct (cycle threshold) corresponde ao erdntde ciclos necessarios
para detectar o sinal de fluorescéncia emitido eommplificacdo da amostra alvo.
Assim, os niveis de Ct sdo inversamente proporisanguantidade de acido nucléico
alvo e, consequentemente, a expressao. Isto étoqoanor o valor de Ct, maior a
guantidade de acido nucléico alvo na amostra (DORZK6; LUU, 2010). De acordo
com Luu (2010), valores de Ct abaixo de 29 reptaserfortes reacOes positivas
indicativas de acido nucleico alvo abundante nastrapvalores de Ct entre 30 e 37
representam reagdes positivas indicativas de glztds moderadas de acido nucleico
alvo; por fim, Cts entre 38 e 40 sdo reacoes frandiativos de quantidades minimas
de acido nucléico alvo que poderia representar conéaminacdo. Um valor de Ct de
38 ou superior ndo significa amplificacdo e estrvado pode ser incluido nos
calculos. A linhagem CCMICS 482 obteve maioressanaproducédo e viscosidade em
relagdo & CCMICS 351, e apresentou uma meédia dosesade Ct de 26,9 ciclos,
enquanto a CCMICS 351 obteve uma média de 34,dscighriando de acordo com o
gene analisado.

Na analise da expressdo génica da CCMICS 351mpatamento pargumB
apresentou-se similar ao da CCMICS 482, apesaaltissvalores de Ct. Em relagdo ao
calibrador, com 12 horas, a expressao foi 1,8x maim 24h, 2,5x maior expressao e
com 72 horas, 4,2x mais expresso (Figura 14). Nezte, apenas o tratamento de 72h

obteve diferenca significativa pelo teste de Dunnet
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Figura 14. Quantificacdo da expresséo relativguaBem CCMICS 351.
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Os valores de expressédo representados na Figurdd4apresentam relacéo
direta com as taxas de producdo da goma pela CCMN3&IS que teve a maior
producdo, mesmo que discreta, com 24 horas de ri¢gagdo. Porém, os valores de
viscosidade se equivalem, com o maior valor emdfash A Tabela 04 possibilita essa
observacdo com maior clareza, assim como paratassaenes.

A andlise da expressdo dgumC obteve o maior valor com 24 horas,
apresentando uma diferenca de 4,5x maior expregsio tempo zero; em 12 horas foi
1,7x maior e em 72 horas houve um aumento de 2y0relacdo ao tempo zero (Figura
15). Os valores apresentados, assim comogamM nao apresentaram diferenca

significativa em relagcéo ao calibrador com bas&este de Dunnett.
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Figura 15. Quantificacdo da expresséo relativgueCem CCMICS 351.

A andlise de expressdo gomCem CCMICS 351 reforca a discusséo feita para
CCMICS 482, em que a maior inducdo ocorre com 2dshmantendo o metabolismo
para uma maior viscosidade em 72 horas de ferm@mt&pntudo, outros genes como
gum F, G e Lresponsaveis pela acetilagdo e piruvatacdo dmea (KATZEN et al.,
1998; VORHOLTER, 2008), estdo também, diretamemntdacionados com a
viscosidade da goma (GARCIA-OCHOA et al., 2000;\&#IRA, 2008). Sendo assim,

a variacao da viscosidade nos tratamentos (ou ®ngstudados ndo pode ser baseada
apenas pela inducdo damG nem t&o pouco, é possivel sugerir o grau deénflia do
mesmo na viscosidade, sem uma analise conjuntapsautros genes.

O comportamento dgumMmostrou-se estavel nos tempos 12 e 24 horas, sendo

ambos 2,6x mais expresso que o calibrador (Oh). Tbimoras a expresséo apresentou
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aumento de 3,6x em relacdo ao tempo inicial (Fig@a desviando dos resultados da

CCMICS 482.

umM
6,40 _g

3,20 -
1,60 -
0,80 -

0,40 -

Expresséo Relativa (Log )

0,20 -

0,10

12h 24h 72h
Tratamentos

Figura 16. Quantificacéo da expresséo relativguieMem CCMICS 351.

O genegumM é responsavel pela codificacdo da enzima glicas#fierase
(Vorholter et al., 2008), devendo ser, diferente dpresentado, diretamente
proporcional a producédo de EPS, que apresentasgliem sua estrutura (HUA, 2010).
A Tabela 04 apresenta um resumo dos perfis de £sgwedos genegim B, Ce M, em
CCMICS 351, relacionando-os as taxas de produgéscesidade em cada tratamento,

representados pelos tempos 0, 12, 24 e 72 horas.

Tabela 04. Relacéo da producéo de xantana, visasida xantana e expressdo génica dos gemes,
C e M,da linhagem CCMICS 351.

~ . _ Expresséo génica
Tratamentos  Producdo  Viscosidade
gumB gumC gumM

Oh 1x 1x 1x 1x 1x
12h 2,6X 1,3x 1,8x 1,7x 2,6x
24h 2,8x 1,6x 2,5 4,5x 2,6x
72h 2,7x 2,7X 4,2 2,0x 3,6x

Em todos os genes estudados na CCMICS 351, o ctanpento nao foi
coerente com as taxas de producao e viscosidaoke valores de Ct apresentaram-se
muito tardios em relagédo a linhagem X@nthomonasApesar de haver amplificacédo

dos genes relacionados com a produgao de uma gontar 2 xantana por CCMICS
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351, Enterobactercloacae, os baixos valores de producao e viscasidaddizem com
a amplificagdo tardia detectada e também ndo ammaab os estudos de expressao,
sendo necessarios novos trabalhos para elucidaesernga de genes similares ou

mesmo com fun¢des homologas na linhager.ddoacaeCCMICS351.

4. Conclusao

Apesar de bastante defendida a teoria de existipremotor Unico para a regiao
gum upstreama gumB foi possivel observar que os genes estudadoseayaen perfis
de expressao génica diferenciados. Por conta dispossibilidade de existir regides
promotoras secundarias é fortalecida e deve sex emplorada. A técnica de RT-qPCR
foi eficiente no estudo de expressao diferenciadagenes envolvidos na sintese de
xantana, porém pode ser associada a outras técmioca® recombinagdo génica
bacteriana, permitindo melhores conclusdes.

Além disso, a expressdo dos genes selecionada® paesente estudgymB, C
e M), relacionados a sintese da goma xantana, naseapaen uma relacdo direta com a
producdo e viscosidade da goma em 72 horas de rf@gd®. Implicando num
comportamento de expressdo diferenciada e antadometabolismo de sintese e
polimerizacdo da xantana. Nao apenas desses, goovayvelmente, nos demais genes

inseridos no grupamento génigom
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise de expressao diferencial dos genes oelados a producdo de
xantana, com base em possiveis regides promotosasidas no grupamento
génico gum representa uma boa estratégia metodoldgica m@aetni de
linhagens produtoras de xantana por RT-qPCR.

A compreenséo da taxa de expressao nos genesmpesemdem o grupamento
génico gum permite novos direcionamentos no melhoramentcétgen em
bactérias que possibilitem altas producdes e alidpade de xantana.

O uso da técnica de RT-gPCR mostrou-se eficientanddise de expressao
diferencial de genes relacionados a producao damxan

Enterobacter cloacagproduz um exopolissacarideo similar, em estrutira
genética, a goma xantana, porém com diferentes adampentos,
principalmente nas caracteristicas de expressécagéapesar do trabalho ter
sido realizado com primers pakanthomonasspp., propriedades reoldgicas e
informacé&o por IR e RMN foram importantes para sspas duas gomas.
Sugere-se, para uma analise completa e conclusieafudo das seis regides
promotoras preditas como inseridas no grupamentc@gum por RT-qPCR,
em diferentes linhagens ad@nthomonas.

Torna-se necessario um aprofundamento nos estudiezutares relacionados
ao EPS produzido pdnterobacter cloacapara que haja melhor compreensao

de seu comportamento.
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Curvas de amplificacdo e curvas de dissociacao@R &m tempo real dgsrimers
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Figura 01. Resultados dos primergumFE N&o houve amplificacdo de produto

especifico.
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APENDICE B
Sequenciamento das regides estudadas

Para isolamento do DNA bacteriano a extracdo do Di&eriano foi realizada
de acordo com o protocolo adaptado de Zhou (1996 fragmentos de DNA extraidos
foram amplificados por Reacdo em Cadeia da Polsee(RCR) em termociclador
Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)tilizando um protocolo de
reacao padrao (ou MIX) com volume final de 25 plb. tdrmociclador, a amostra foi
submetida ao seguinte programa para amplificagg®C por 3 minutos, 35 ciclos para
as etapas seguidas de 95°C por 45 segundos, 5046 pegundos e 72° por 1 minuto, e
por fim, 72°C por 5 minutos. Os produtos da PCRrfo purificados utilizando a
enzima ExoSAPIT (USB) de acordo com as instrucfes do fabricante.

A verificacdo da qualidade das sequéncias geradasdicdo de acordo com o
eletroforetrograma gerado foi realizada pelo sa#waequenchels.0. Estas foram
submetidas a analise de similaridade de nucleatidem o bancos de dados publicos,
como o0 GenBanKNCBI ("National Center for Biotecnology Informatigne a
ferramenta utilizada para esta consulta foi o BLASdal - “Basic Local Alignment
Search Tools Os primers utilizados para analise de sequenciamento inclpemers
universais  de Eubacteria fd1-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG e rp2-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT, para confirmacdo da identidadas linhagens;
primersdesenhados no Capitulo I, relacionados com assiitke xantanay(mB, gumC
e gumM para conhecimento e correlacdo das sequénciadadsis nas linhagens

CCMICS 482 e CCMICS 351.
Tabela 01: Sequenciamentos realizados para ideg#fo das linhagens CCMICS 482 e 351, e para

conhecimento das sequéncias amplificadas pelogpidegumB, gum@ gumM

Gene Linhagem Identidade Correspondéncia N° acesso
Euba 16S  CCMICS 482 K. arboricolg 94% Xanthomonas sp. HE652100.1
Euba 16S  CCMICS 351 E. cloacag 99% E. cloacae AB609039.1
gumB CCMICS 482 K. arboricolg 96% Xanthomonas sp. AF427012.1
gumB CCMICS 351 E. cloacag 81% E. cloacae CP002886.1
gumC CCMICS 482 K. arboricolg 92% Xanthomonas sp. AF427011.1
gumM CCMICS 482 K. arboricolg 92% Xanthomonas sp. NC_010688.1

gumM CCMICS 351 E. cloacag 86% E. cloacae CP002886.1
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APENDICE C

Curva de crescimento construida por densidade 6pticdas linhagens CCMICS 351
e CCMICS 482.
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