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PLASMIDIOS CONJUGATIVOS E FUSAO DE PROTOPLASTOS EM

Streptomvces felleus

Autora: JANETE MAGALI DE ARAUJO

Orientador: PROF. DR. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

RESUMO

Diferentes espécies de Streptomyvces,

isoladas de amostras de solo do Estado de Pernambuco,
mostraram-~se produtoras de actinomicina, apresentando
formagio de pigmento soluvel amarelo-laranja, uma
caracteristica de linhagens produtoras desse antibiético.
Trés dessas espécies foram ensaiadas em diferentes
concentragdes de acriflavina e revelaram elevada
instabilidade na produg¢io de actinomicina. Em Streptomvces
felleus IA-M3079 os mutantes antibiético-negativos obtidos
através do tratamento com o agente intercalante mostraram
inicialmente um Unico tipo morfolégico, enquanto que os
mutantes antibiético-negativos de 8. regensis IA-M3053

apresentaram diferentes caracteristicas fenotipicas. Foram,
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também, observadas variantes de 8. felleus TIA-M3079 com
produgdo de pigmento amarelo-laranja mais intenso que o das
linhagens selvagens. As variantes de S. regensis IA-M3053
mostraram-se estaveis para esta caracteristica e as de S,
felleus IA-M3079 eram instaveis, vindo a desaparecer o
pigmento apés algumas transferéncias. Contudo, entre as
variantes de S. felleus IA-M3079 destacou-se uma estavel
com intensa pigmentacdo. Foi observada, através do. fenétipo
"pock", nas trés linhagens em estudo - S. felleus IA-M3079,
S. parvulus TA-M3042 e S. regensis IA-M3053 - a presenga de
plasmidios conjugativos. A fusdo de protoplasto entre S.
felleus TIA-M3079 e a variante AF-3079(90/57) mostrou
setores recombinantes com formagio de pigmento azul-
violdceo, que apdés estabilizacio e testes antimicrobianos
apresentaram elevada atividade antifingica. As culturas
estabilizadas provenientes dos referidos setores
segregantes, mostraram estreita similaridade com as
parentais quanto as caracteristicas bioquimicas,
micromorfolégicas e culturais e ao comportamento
eletroforético. O antifingico produzido pelos setores foi
preliminarmente caracterizado _através do espectro de

absorcgcdo na luz ultravioleta.



Xvi

CONJUGATIVE PLASMIDS AND PROTOPLAST FUSION IN

Streptomyvces felleus

Author: JANETE MAGALI DE ARAUJO

Adviser: PROF. DR, JOAO LUCIO DE AZEVEDO

SUMMARY

Different Streptomvces species, isolated

from soil samples of Pernambuco State, Brazil, produce
-actinomycin and present the formation of yellow-orange
soluble pigment: a characteristic of strains producing that
antibiotic. Three Streptomvces species were tested in
different concentrations of acriflavine and showed high
instability in the actinomycin production. In Strepiomvces
felleus IA-M3079, the negative antibiotic mutants obtained
through the treatment with the(intercalant agent showed a
single morphologic type, the negative antibiotic mutants of
S, regensis IA-M3053 presented .different phenotypical
features. Besides, it were observed variants of S. felleus

JA-M3079 with yellowish-orange pigment production more
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intensive than that of the wild strains. The 8. regensis
IA-M3053 variants showed" themselves. stable .. for this
character and the S. felleus TA-M3079 variants were
unstable, disappearing its pigment after some
subcultivation. However, among the S. felleus IA-M3079
variants one appeared with.intensive and stable pigment.
Through the pock phenotype it was observed
the Presence of conjugative plasmids in the three strains
under study: S. felleus IA-M3079, S. parvulus IA-M3042 and
S. regensis IA-M3053. The protoplast fusion between S,
felleus IA-M3079 and the variant AF-3079(90/57) produced
recombinant sectors with formation of bluish violaceous-
pigment. Such sectors, after stabilization and
antimicrobial tests present high antifungal activity. The
purified and stabilized cultures obtained from ‘the
recombinant sector showed to be very similar to the
parental cultures regarding to biochemical,
micromorphological and cultural characteristics as well as
to the electrophoretical patterns. The antifungal compound
produced by  the sector recombinant cultures was
characterized through wultraviolet spectra (UV) and by

antimicrobial spectra.



1. INTRODUCAO

Entre os actinomicetos s3o encontrados mais
de 30 géneros de bactérias Gram-positivas e, entre eles,
encontra-se o género Streptomvces que apresenta micélio
aéreo _.e6m grande ramificacdo.

Streptomvces sdo bactérias filamentosas,
aerébicas que se assemelham as eubactérias com relac3o ao
seu metabolismo e fisiologia e, aos fungos, com relagdo a
presenga de micélio vegetativo e micélio aéreo com
esporulacgiao reprodutiva apés crescimento em meio sélido.

A grande importancia destas bactérias é a
sua versatilidade na elaboracdo de intmeros antibiéticos,
enzimas e vitaminas. Entretanto, é na produgdo de
antibiéticos que estes microrganismos se destacanm.
Aproximadamente, 6.000 antibiéticos de origem microbiana ja
foram caracterizadds e cerca de 60% deles sdao prodiuzidos
por actinomicetos. Vale salientar que o género Sireptomvces
é responsavel por 90% destes compostos com grande aplicagéo
prdtica na medicina humana ou veterindria, na agricultura e
na indastria de alimentos.

"As actinomicinas pertencem ao grupo dos

b icos antitumorais com atividade relevante. Este

e
-
O\
ﬁ
s

ant



grupo de antibiéticos é constituido de cromopeptideo:
vermelho com diferenca na parte peptidica da molécula.

Em decorréncia da importancia destes
metabdélitos secundarios, estudos basicos de microbiologia
e genética tém sido conduzidos visando o melhoramento de
linhagens produtoras. Por conseguinte, o conhecimento da
localizagdao, estrutura e fungdo de genes que determinam a
produc3o, a regulagdo e a resisténcia a antibidticos &
indispensavel para o desenvolvimento de eficientes
programas de melhoramento.

Com vistas ao melhoramento de linhagens de
Streptomyces produtoras de antibiéticos, este trabalho teve
como objetivos: 1) determinar a ocorréncia de plasmidios em
Streptomyvces felleus IA-M3079, S, parvulus IA-M3042 e S.
regensis IA-M3053, verificando a instabilidade da producgzo
de actinomicina por tratamento com agente intercalante; 2)
através de cruzamento com S, lividans TK24, caracterizar a
presenca de plasmidio conjugativo pela formagcio de zigose
letal; 3) verificar, por fusdao de_ protoplastos entre a
linhagem selvagem de S. felleus IA-M3079 produtora de
actinomicina e a variante AF-3079(90/57) n3do produtora de
actinomicina, a transferéncia do carater produgido de
actinomicina pela formagdo do hale de inibic¢do para

Bacillus subtilis ; 4) realizar ensaios antimicrobianos dos



setores segregantes obtidos por fusdo de protoplastos,

visando determinar o tipo de antibiético produzido.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Actinomycetales: caracteristicas gerais

Actinomicetos é o nome genérico atribuido a
um grupo de bactérias pertencentes & ordem Actinomycetales
(BUCHANAN, 1917), cuja caracteristica comum é a formagdo de
hifas em algum estiagio do seu desenvolvimento. Estes
microrganismos comegaram a ser estudados em 1872 com o
isolamento de Streptotrix foersteri e Actinomvces bovis por -
F: Cohn e C.O0. Harz, respectivamente, sendo atribuido a
C.0. Harz a denominacdo de Actinomvces para designar as
formas anaerdbicas, originalmente estudadas por ele. O
termo Actinomvces surgiu na época de Pasteur e Koch e em
grego significa. "fungos radiados" ("ray-fungi"), sugerindo
que estes microrganismos eram cultivados e estudados como
fungos. Segundo o Bergey's Manual 72 edigdo, na gordem
Actinomycetales séo encontrados diversos géneros que
apresentam caracteristicas associadas a fungos, como
pleomorfismo e formagdo de micélio aéreo. A formacgdo de
hifas em alguns géneros é rudimentar, havendo rapida
fragmentagcdo. A ocorréncia de. uma densa populagdao de
actinomicetos no solo foi . muito cedo evidenciada por

WAKSMAN & CURTIS (1916), sendo mais tarde adotado ¢ nome



genérico de Streptomvces (WAKSMAN & HENRICI, 1943) para
designar o grupo predominante desses microrganismos cuja
caracteristica fundamental é a produgdo de micélio aéreo.

Atualmente, a .posicd3o taxondmica destes
microrganismos esta bem definida dentro do reino
Procarioto, baseada na proposta de Chattonil , 1937 (citado
por MURRAY, 1974), que classifica os microrganismos quanto
a sua-— organizagiao celular, levando em consideracdo
.evidéncias bioquimicas, fisiolégicas e microscépicas.
Fundamentados nestes critérios €& que varios estudos fbrgm
realizados com os actinomicetos, comprovando sua. natureza
procaridtica.

As caracteristicas essenciais de natureza
procariética dos actinomicetos s3o: auséncia de membrana
nuclear, auséncia de organelas citoplasmaticas e presencga

de ribossomos do tipo 70S.

2.1.1. Posic¢io taxondmica de Streptomvces

Os Streptomvces sdo bactérias filamentosas,
Gram-positivas, gncontradas principalmente no °solo em
condigdes de aerobiose estrita..

Do ponto de vista biotecnolégico, os

estreptomicetos sao morfolégica e quimicamente mais

‘1 CHATTON, E. (1937) Titres et Travaux Scientifiques, Seéte,
Soltano



versidteis do que a bactéria Escherichia coli. O crescimento
de Streptomvces em meio sélido sofre’ um ciclo de
desenvolvimento que inclui uma fase de micélio vegetativo,
seguida de formagdo de micélio aéreo e esporulacgdo
reprodutiva.

Além desta complexidade morfoldégica, os
Streptomyvces sdo0 diferentes da E. coli ou de Bacillus
subtilis pela riqueza do contetido de seu DNA em guanina e
citosina {(G+C), além de possuirem genoma 3 vezes maior que
os dessas bactérias (BENIGNI et alii, 1975).

A diferenciacdo morfolégica nestes
microrganismos é de interesse relevante por causa da
ligagfio regulatéria existente entre esporulagso e produgdo
de antibiéticos (HOPWOOD, 1981b).

O género Streptomvces era incluido na
familia Streptomycetaceae e podia ser distinguido de uma
variedade de outros géneros de actinomicetos por meio de
propriedades quimiotaxondmicas e micromorfolégicas.

O ¢ritério quimico utilizado para a
classificagdo de actinomicetos aerdbicos esta fundamentado
nos estudos. realizados por BECKER et alii (1964) e por.
YAMAGUCHI (1965), os quais caracterizam quatro tipos de
parede celular para os actinomycetos. Estes tipos de parede
sdo diferentes em seus contetidos de aglicares e aminoAcidos.

Nos Streptomvces a parede celular é do tipo I, com a



ocorréncia de 4&4cido-2-6-diaminopimélico (DAP) em suas
formas LL e DL, além de conter alanina, &4cido glutimico e
glicina. Entre as bactérias Gram-positivas, os
estreptomicetos s8o as Gnicas que apresentam micélio aéreo

.bem desenvolvido em decorréncia do alto conteiddo de DAP
(LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1970);

Em recente revisdao, DIETZ (1986) enfatiza
que a”/g;mbosigao quimica do hidrolisado celular total
constitui um excelente critério taxonomico para diferenciar
Nocardia de Streptomvces.

Micromorfologicamente, este género mostra
cadeias de esporos (esporéforos) que se apresentam longas
ou curtas, em espirais ou retas. Baseadas nesta
micromorfologia, vArias chaves de classificagdo foram
sugeridas (KUSTER, 1972).

Em decorréncia de Streptomvces produzir uma
grande variedade de antibiéticos de interesse comercial,
durante muito tempo a descrigdo de espécies era arbitriria
e nem todas as culturas descritas na literatura eram
encontradas nas chaves de classificagdo de Streptomvces.
Por causa da ‘"criagao" de - varias espécies, foram
padronizados métodos para caracterizar as espécies de
Streptomvces e, entre 1966 e 1974, o "International

Streptomyces Project" (ISP) redescreveu cerca de 450



éspécies, hbmogeneizando os critérios para a determinagdo
das mesmas (SHIRLING & GOTTLIEB, 1968a,b, 1969, 1972).

Os critérios adotados pelo ISP para os
Streptomvces levam em consideragdao caracteristicas de
micélio aéreo, reverso e pigmento, quando crescidos sobre
varios meios contendo agar, a micromorfologia da cadeia de
esporos e a superficie dos mesmos revelada ao microscépio
eletrdmico. Estas caracteristicas, adicionadas da
capacidade de crescimento em meio sintético com fontes de-
carbono diversas e a metabolizagido de certos substratos,
foram a base para a distingdo entre espécies neste género,
proposta por SHIRLING & GOTTLIEB (.1966)}.

Segundo DIETZ (1986), os métodos adotados
prelo ISP, associados a critérios quimiotaxondmicos e a
diferentes chaves de classificagiao morfolégica (NONOMURA,
1974; KUSTER, 1972; SZABO et alii, 1975) e chave de
classificag¢do numérica (WILLIAMS et. alii, 1983; KURYLOWICZ
et alii, 1976), possibilitam a descrig&o de uma espécie.

Atualmente, métodos moleculares envolvendo
sequenciamento e reassociagao de macromoléculas,
especialmente 4cidos nucleicos,. estdo revolucionando a
classificagdo de Procariétos, incluindo os Stireptomvces
(SCHLEIFER & STACKEBRANDT, 1983).

A Gltima edicio do Bergey’s Manual (1989)

divide 0s actinomicetos em dez grupos através da



classificacdo supragenérica. Esta classificag¢io foi baseada
na distancia fenética entre diferentes linhagens de
bactérias filamentosas, calculada através da analise
comparativa dos oligonucleotideos da fragdo ribossomal 168
resistentes a ribonucleases (SCHLEIFER & STACKEBRANDT,
1983). Esta macromolécula foi utilizada por apresentar
sequéncia altamente conservada e elevada estabilidade
genétfeg (STACKEBRANDT & WOESE, 1981).

Dentro "destes grupos supragenéricos
encontram-se os estreptomicetos com cinco = géneros
diferentes que tém entre si tipos de parede e
peptidoglicano semelhantes, porém diferem nos seus
contéudos de acidos graxos, menaquinonas e fosfolipideos.

No Bergey's Manual (1989) siao descritas 142
espécies de Streptomvces, 68 resultantes de um estudo de
taxonomia numérica feito por WILLIAMS et alii (1983) e 74
baseadas no "International Streptomyces Project" (ISP)
(SHIRLING & GOTTLIEB, 1968a,b, 1969, 1972).

Os dados resultantes da taxonomia numérica e
da taxonomia molecular vieram fortalecer a taxonomia
convencional utilizada desde WAKSMAN (1961) e reforgada

pela quimiotaxonomia, como foi enfatizado por DIETZ (1986).
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2.2. Genética de Streptomyces

A engenharia genética de microrganismos
indastriais alcanga hoje um grande desenvolvimento, gragas
as técnicas de genética desenvolvidas nos microrganismos
‘utilizados nos trabalhos de interesse académico, como E,
coli e Bacillus subtilis, 9que sdo importantes hospedeiros

nas pesquisas que utilizam a técnica com o - DNA

’,:/
recombinante.
As linhagens §S. coelicolor A3 (2) e S.
lividans, pertencem ao seleto grupo de microrganismos com

uma genética experimental bem definida, sendo bastante
utilizados nos trabalhos para estudos moleculares e de
clonagens.

Até 1955, os estudos genéticos com
Streptomvces eram relacionados com as observagdes sobre
mutagénese. Somente, apés a descoberta da recombinagdo
genética em Streptomyces coelicolor A3(2) por SERMONTI &
SPADA-SERMONTI (1955) e HOPWOOD (1957), intensificaram-se
as pesquisas na &4rea da genética desses microrganismos.
Entretanto, os avangos sé foram atingidos quando HOPWOOD
(1959); HOPWOOD & SERMONTI (1962) determinaram o grupo de
ligagdo genética de S. coelicolor A3(2) e, posteriormente,
a andlise genética mostrou que este grupo de ligagdo era

circular (HOPWOOD, 1967).
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2.2.1. Estrutura gendmica

Observagdes feitas ao microscépio eletrdnico
em S. gcoelicolor A3(2) mostraram que, como em outras
bactérias, o DNA est4d ©presente na célula em forma
condensada, frequentemente em mltiplas cépias por célula
hifal, porém somente em dnica cépia nos esporos hapldides
(HOPW?QP,&; GLAUERT, 1960). Segundo WESTPHELING (1980), a
molécula circular de DNA .em S. coelicolor esta organizada
em estrutura superhelicoidal associada com proteinas e
outras moléculas necessarias para estabilizacdo da
estrutura, igualmente, como foi observado em nucleéides
isolados de Escherichia coli e Bacillus subtilis por WORCEL
& BURGI (1974) e GUILLEN et alii (1978).

A quantidade de DNA em microrganismos,
geralmente, é determinada através da cinética de reasso-
ciagdo e, segundo BENIGNI et alii (1975), o conteddo de DNA
no genoma de E., ¢colj estd em torno de (2,28 * 0,19) x 109
daltons, enquanto gque, no genoma de S. coelicolor este
valor é cerca de trés vezes maior, isto é: (7,23 * 0,51) x
109 daltons.

Experimentos realizados por varios pesqui-
sadores, mostram que o tamanho do genoma em Sirepiomvces
variou de 3,69 x 109 a 7,3 x 109 daltons (Tabela 1).

Estes experimentos eram diferentes quantc ao

método utilizado e quanto ao‘ cadlculo do conteido de DNA,
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Entretanto, vale salientar que esta heterogeneidade no
contetido de DNA no esporo "e no micélio pode decorrer da
auséncia de segregac¢ao nos nucleéides irmdos apds repetidas
duplicacdes da regido hifal ou, possivelmente, auséncia ou
presenca de DNA extracromossomal (KRETSHCMER & KUMMER,
1987). A analise dos resultados . constantes da Tabela 1,
realizada por HUNTER & ECKHARDT (1988), mostra que o DNA
genamiio/_,em Streptomvces variou de 3,69 x 109 a 7,3 x 109
daltons, significando um aumento de 1,5 a 2 vezes em
relacdo a E. coli e ndo trés vezes, como foi sugerido por

BENIGNT -(1975).

Tabela 1

Determinag¢do do DNA genf6mico em Streptomvces (HUTTER & ECKHARDT, 1988)

) _ Tamanho‘do genoma :
Linhagem c ) Referéncia
S (dalton) x 109

S. goelicolor A3(2) - 7,09 £ 0,73 (micélio) BENIGNI et alii (1975)-
7,23 ¥ 0,51 (esporos) - )

$. rimosus ATCC 10970 6377 % 0,26 (micélio) ~ BENIGNI et alii (1975)
’ . 6,33 10,30 (esporos) o '

S. coelicolor A3(2). 5,2 ' a 7,3 . ANTONOV et alii (1978)

Streptomveeg (13 li~ . S

nhagens) e. - - 3,69 a 5,15 GLADEK & 'ZAKRZEWSKA:

Streptoverticillium S (aesey :

(2 linhagens) - ' : .

'S. goclicolor ISP 5049 3,28 © GENTHNER et alii (1985)

S. chrvsomallus A590 . 5,54 . KURDEDOV et alii (1985)
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2.2.2, Complexidade gendmica

A distribuigdoc irregular dos diferentes
tipos de nucleotideos ao longo do DNA cromossomal em
Streptomyces constitui uma caracteristica marcante nestes
microrganismos. Esta irregularidade pode influenciar a
cinética de reassociagcdo, sendo um fator que dificulta a
determinagdo do tamanho do genoma em Sireptomyvces.

O contelido de guanina mais citosina (G+C) em
Streptomyces varia de 70 a 74%, (TEWFICH & BRADLEY, 1967;
BENIGNI et alii, 1975) enquanto que, em E. coli este
percentual é de 51%, como observado através de varios
trabalhos (FRONTALLI et alii, 1965; USDIN et alii, 1984).
Em actinofagos, bem como em plasmidios, a porcentagem de
G+C se apresenta similar-ao observado em DNA cromossomal
(BIBB et alii, 1977; BIBB et alii, 1981; PERNODET &
GUEERINEAU, 1981).

Este alto conteddo de G+C pode ter um
significado evoluciondrio e, consequentemente, envolver o
processo de mutaciao espontdnea e induzida (BALTZ, 1986).
Segundo SINGER & AMES (197C), esta distribuicio irregular
de guanina e citosina pode reduzir a probabilidade de
mutagdo pelos raios ultravioleta (UV) em decorréncia da
baixa frequéncia de timina adjacente. Outra consequéncia do
alto percentual de G+C € a selegéo para enzimas de

restrigcdo que cortam o DNA em sitios de reconhecimento com



baixo teor destas bases .nitrogenadas, " como as enzimas
EcoRl, Hind III, Hpa I, Kpn I que cortam o DNA em grandes
fragmentos, enquanto ’que BamH1, PstI e Sall, cortém
predominantemente em sitios ricos em G+C dando assim
pPequenos fragmentos (CHARTER & HOPWOOD, 1983).

Um aspecto interessante em Strggzomyéeg é o
comportamento do DNA total digerido por enzimas de
restri¢io. Geralmente, eletroforese em gel agarose do DNA
total bacteriano digerido com enzimas de restricido, mostra
arrastes longos ‘da formagdo de fragmentos tuUnicos de DNA
presente ‘em ﬁnica cépia no cromossomo. Entretanto, a
djgestéolcom enzimas de restricio de DNA em §L§géiggzgg§
freqlientemente revela intensas bandas superpostas,
indicando a presenga de multiplas seqiiencias repetidas
(SCHREMPF, 1982a; 1982b; ONO et alii, 1982; ROBINSON et
alii, 1981). Foi devido a este comportamento eletroforético
que as andlises de S. coelicolor A3(2) e de S, chrysomallug
revelaram que cerca de 5% do genoma destas bactérias
filamentosas consistem de seqliéncias de DNA repetido
(ANTONOV et alii, 1977). O estudo realizado por USDIN et
alii (1984) com 14 diferentes. linhagens de Sireptomyces.
mostrou que entre elas cerca de 4 a 11% do genoma apresenta
seqiliéncias repetidas e que estas seqiiéncias caem dentro de
uma classe distinta com baixo percentual de G+C. Entre as

linhagens examinadas por USDIN, apenas §. inosus NRRL
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24455 nio apresentou seqiiéncias repetidas. A complexidade
gendmica em Streptomvces ©pode resultar em+ linhagens

carregando extensas delegdes ou amplificagdes de DNA.

2.2.3. Ocorréncia de plasmidios

Em geral, estreptomicetos possuem elementos

extracggmossﬁmicos de tamanhos variados, desde 4 kb até
-

mais de 200 kb e o nimero de cépias por cromossomo varia
desde uma unidade até centenas. Os plasmidios tém atraido a
atencido de muitos pesquisadores em decorréncia de sua larga
distribuig¢do, podendo estar envolvidos na fertilidade, na
produgidao e resisténcia de antibiético; na diferenciagao e
também no rearranjo do genoma. Com o rapido desenvolvimento

da engenharia genética, os plasmidios tém se tornado um

instrumento indispensidvel na clonagem e transferéncia de

genes.,

Varias investigagdes revelam que elevada
proporgao, aproximadamente 23%, das linhagens de
estreptomicetos, abrigam plasmidios .como revelado pela

anidlise dos.diferentes trabalhos. OKANISHI et alii (1980)
mostram que das 32 linhagens analisadas, 7 (22%) possuem
rlasmidios; e mais, segundo HOPWOOD et alii (1981), 11 das
44 1linhagens (25%) abrigam plasmidios; OMURA et alii
(1981), verificaram que entre 21 linhagens analisadas, 5

(24%) tinham plasmidios; TOYAMA et alii (1982), verificaram
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que 16 de 69 linhagens (23%) continham plasmidios, e DANIEL
& TIRABY (1983) de 120 linhagens analisadas constataram que
21 (17.5%) abrigavam plasmidios. Estes relatos mostram a
proporgao média de linhagens de Streptomvces  que
naturalmente possuem plasmidios.

Em geral, os plasmidios sdo detectados na
forma de DNA circular covalentemente fechado (CCC), porém
ocasionalmente elementos lineares como pSLA 2 de S. rochei
(HIROCHIKA et alii, 1984) com 17 kb e o SCP 1 com 340 kb
(KINASHI & SHIMAJI, 1987) podem ser detectados, através da
técnica de eletroforese ortogonal (OFAGE).

A linhagem selvagem de S. coelicolor A3(2)
possui pelo menos dois plasmidios sexuais, SCP1 (VIVIAN,
1971) e SCP2 (BIBB et alii, 1977). Estes plasmidios se
encontram em estado autdnomo (SCP1 + SCP2 + ), sendo que
cada plasmidio é perdido espontaneamente em cerca de 0,03%
a 1,0% dos esporos originados de uma cultura contendo
plasmidio (VIVIAN & HOPWOOD, 1970; BIBB et alii, 1977; BIBB
& HOPWOOD, 1981) ou em alta frequéncia (2 a 25%) apés
obtengdo e regeneracio de protoplastos (HOPWOOD, 1981a,b).

Outros plasmidios _como SLPl.1 a SLP1.6 foram
identificados apés cruzamento pela transferéncia de DNA da
linhagem de S. goelicolor A3(2) SCPt - SCP2 - para S,
lividang 66. Essa familia de plasmidics autdénomos SLPl.1 a

SLP1.6 foi revelada em S, lividans 68 e se origina de uma
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seqiiéncia cromossdémica de S, coelicolor (BIBB et alii,
1981a). Igualmente os plasmidios autdénomos piJ1l0 e piJ408
provavelmente se originam dos cromossomos de S. parvulus e
S. glaucescens respectivamente apds cruzamento dessas
linhagens com S, lividans 66 (HOPWOOD et alii, 1984a).
Esses plasmidios:'e talvez outras seqiiéncias
de DNA, ocorrem naturalmente em forma integrada no
cromﬁgg;mo, ocasionalmente formam algas ("loop out"),

duplicam-se autonomamente e sdo detectados em hospedeiros

como S. lividans 66.

2.2.3.1. Transferéncia de plasmidios

Muitos dos plasmidios isolados ou detectados
em estreptomicetos s#o "cripticos", isto é, nio estio ainda
associados .a um fenétipo. Entretanto, na maioria das vezes,
os plasmidios podem estar associados a fertilidade,
assegurando sua.'ppépria transferéncia e a mobilizagdao de
marcas cromossomais no cruzamento.

Os plasmidios de S, coelicolor A3(2) e de
outros estreptomicetos sdo conjugativos e pela anadlise da
regido de transferéncia (Lxé) desses plasmidios, estas
regides podem ser geneticamente mais simples do gque a
‘regido tra em E. coli . Os experimentos iniciais mostrando
que plasmidios pequenos como SLP1.6 de 9,4 Kb (BIBB et

alii, 198la) e o plasmidio piJ101 de 8,9 Kb (KIESER et
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alii, 1982) sdo autotransmissiveis, comprovam gque O
mecanismo de transferéncia em estreptomicefbs é mais
simples que em outras bactérias. Estudos genéticos e
moleculares realizados por KIESER et alii (1982) com o
plasmidio piJ101 mostram que um segmento de 2,1 Kb
compreende a regido de transferéncia desse plasmidio,
enquanto que no plasmidio F de E, coli a regido tra tem 35
Kb A(WfﬁLETS & SKURRAY, 1980). Os plasmidios pequenos
mostram grande vantagem para serem utilizados como vetores
de clonagem.

Além destes plasmidios, outros, . isolados de
Streptomyces sdo - autotransmissiveis e incluem pSF689 e
pSF765 com 13,7 e 7,2 kb, respectivamente (MURAKAMI et
alii, 1983); piJ110 e piJ408 tém 13,6 kb e 15 kb,
respectivamente (HOPWOOD et alii, 1984a); e pTA 4001 (5,9
kb) (KOBAYASHI et alii, 1984). Todos estes plasmidios sdo
transferiveis quando ensaiados em S. lividans 66 SLP2 -
SLP3 - e também em outras linhagens como S. goelicolor
A3(2) e S. chartreusis Em decorréncia da elevada .
frequéncia de plasmidios conjugativos entre os
estreptomicetos, foi sugerido por HOPWOOD et alii (1986)
que algumas fungdes do hospedeiro necessdrias para a
transferéncia de plasmidios encontram-se espalhadas entre

estas bactérias filamentosas.
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2,2.3.2, Zigose letal

Observagdes iniciais realizadas por BIBB et
alii (1977) mostraram que o desenvolvimento confluente de
uma linhagem de S. coelicolor A3(2) SCP2 - era retardado,
pPrincipalmente o micélio aéreo, por um ou dois milimetros a
partir do ponto de contacto com uma coldonia contendo o
plasmié}p SCP2* (variante do plasmidio SCP2 com elevada
frequéncia de transferéncia). Este fendmeno foi chamado de
"zigose letal" por analogia com o plasmidio F de E. coli K-
12 em que as células F - podem ser mortas por conjugagao
simultanea com 1linhagens Hfr (SKURRAY & REEVES, 1973).
Segundo BIBB et alii (1977), um inibidor difusivel poderia
ser a causa desta zona de inibig¢do. Visando esclarecer este
fato, BIBB et alii (1978) obtiveram esporos tinicos de uma
linhagem SCP2*%¥ e espalharam dentro de uma cultura
confluente da SCP2 - tendo observado pequenas coldnias
com zonas circulares de inibig¢do, as quais foram chamadas
de "coldénias pock"..

Os plasmidios de Streptomyces que mostram
este efeito, atualmente siao descritos como fendétipo zigose
letal (Ltz). Este fendétipo ndo é confinado apenas a SCPl e
SCP2%*, mas a inlimeros plasmidios que se mostram
conjugativos.

A mudanga fisiolégica responsavel pela

reagdio "pock" visivel ainda n3o & entendida, porém, segundo
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HOPWOOD et alii (1986), uma hipétese favoravel seria que
possivelmente ocorre uma desrepressio temporaria-de algumas
fungdes de transferéncia  dentro do micélio 1livre de
plasmidio.

O uso deste fendétipo Ltz é muito atil para a
Genética de Streptomvces -apresentando-se como um
instrumento importante no sistema de transformagdo por DNA

prlasmidial em protoplastos de Sireptomvces

2.3. Produgao de antibiéticos

A ~distingdo entre antibiéticos "sensu
strictu" e bacteriocinas de E. coli ou toxinas "killer" de
levedura, baseia-se sobretudo na formagdo dos antibidéticos
que é mais de natureza genética (HOPWOOD, 1978). Enquanto a
sintese das tetraciclinas ou de um antibiético macrélido é
codificada por varios genes, as colicinas e as toxinas
"killer" sdo proteigas que se originam da informagdao de um
inico gene estrutural.

Os antibidéticos sao produzidos por
diferentes grupos -de microrganismos cujo processo
regulatério ainda nao é completamente entendido. Estes
metabdlitos secundarios surgem a partir da modificag¢do dos
intermedidrios do metabolismo primario que reunem

metabélitos primadrios e formam estruturas complexas pela
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agdo de enzimas especificas, as ‘quais sdo expressadas sob
determinadas condigdes de crescimento.

A transformacdo da populagdo de crescimento
celular (tropofase) em populagdc produtora de antibiético
(idiofase) é um tipo de diferenciagdo celular andlogo 3
diferenciagio morfolégica do micélio a esporos que. ocorre
em meio sélido (SENO & HUTCHINSON, 1986).

O estudo genético do processo biossintético
constitui um sistema muito bom para a investigagdo do
mecanismo regulatério envolvido na diferenciagdo celular

destas bactérias filamentosas.

2.3.1. Importancia de Streptomyces na produgso de

antibiéticos - Actinomicina

Uma das propriedades mais importantes em
Strevtomvces é sua capacidade em elaborar uma variedade de
estruturas quimicas com grande valor social e econdmico.

Estas bactérias comumente isoladas do solo,
tém atraido a atengdo de muitos microbiologistas, porque
cerca de 50% das linhagens isoladas apresentam agéo
antimicrobiana.

Na . década de 1940 o microbiologista Selman
Waksman, realizando isolamento de bactérias a partir de
solo, descobriu o primeiro antibiético - actinomicina -

produzido por um estreptomiceto que foi dencminado
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Streptomvces antibioticus por causa da sua potente
atividade antibacteriana. Entretanto, em decorréncia de sua
elevada toxicidade, a substancia nao mereceu atengido na
época. Posteriormente, foi isolado S. griseus, produtor da
estreptomicina, o qual causou um grande impacto porque n3o
era téxico e apresentava agao antimicrobiana, para
Mycobacterium tuberculosis, sendo utilizado com eficacia na
cura da.-tuberculose (WAKSMAN & WOODRUFF, 1941).

Em decorréncia desse sucesso, as pesquisas
se intensificaram na busca do isolamento de amostras de
Streptomyces que produzissem outras substiancias ativas. A
versatilidade desse género foli surpreendente e diversas
linhagens foram isoladas visando & producdao de antibiéticos
com diferentes estruturas quimicas.

Em recente revisdo, QUEENER & DAY (1986)
enfatizam que aproximadamente 6000 antibiéticos de origem
microbiana foram caracterizados e cerca de 60% destes s3o
produzidos por actinomicetos, enquanto que os restantes sao
metabdélitos de fangos e ou eubactérias. Entre os
antibidéticos isolados de actinomicetos, 90% s3o originarios
de Streptomvces e encontram aplicagio na medicina
veterindria e humana, na agricultura e na indastria de
alimentos.

As actinomicinas compreendem um grupo de

cromopeptideos vermelhos que diferem na parte peptidica da
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molécula. A condensagdo de duas moléculas do A&cido 4-
metil-3 hidroxiantranilico origina actinocin que é o
croméforo da actinomicina (WAKSMAN, 1968). O bpapei
terapéutico das actinomicinas foi descoberto  a pértir dqs
trabalhos de HACKMANN (1968) no fratamento : d;
linfogranulomatose maligna (doenga de Hodgkin). | |
As actinomicinas sao produzidés.por véfias
espécies. de Streptomvces, como S. antibioticus, S.
felleus, S. regensis. S. spadicis. entre outras. Diferentes
tipos de actinomicinas sao produzidos durante a
fermentaqéo,' dependendo da linhagem utilizada e da

composigdo do meio.

2.3.2. Genética da produg¢ido de antibiéticos

0 conhecimento da genética de Stireptomvces é
'de fundamental importancia, considerando-se principalmente
é producio de metabélitos secunddrios cuja investigacgdo
podera influenciar ; producdo de antibiéticos e a obtencgdo
de novas estruturas biossintéticas.
| As observagdes “realizadas por varios
pesquisadores buscam conhecer a localizagio e a organizacgio
dos genes estruturais na bioséintese de antibiético das

varias linhagens produtoras (HOPWOOD, 1978; OKANISHI, 1979,

1980; SCHREMPF, 1982; HOPWOOD et alii, 1983). 0



envolvimento de plasmidios em muitas linhagens produtoras
de antibiéticos foi sugerido em decorréncia de véarias
observagdes: a) a fofmaqéo de antibidticos em algumas
linhagens era instdvel; b) a freqiiéncia de wmutantes
antibiético-negativas aumentava apos tratamentc com
corantes intercalantes; c) transferéncia por infecc¢do do
cariater producgdo de antibiético.

e Entretanto, HUTER & ECKHARDT {(1988), fazendo
uma andlise detalhada dos trabalhos realizados nos uGltimos
anos mostram que genes estruturais biossintéticos estao

localizados principalmente em cromossomos, como pode ser

resumido na Tabela 2.



Tabela 2

Localisagdo cromossosal e extracromossomal de gemes estruturais .
para a biossintese de antibidticos (HGTTER & ECEHARDE, 1988)

Controle Antibidtico Linhagen Referéncias
genético produtora
Crowossomo  actinorrodina $, coelicolor A3(2)  WRIGHT & HOPWOOD
(1976b); RUDD &
o HOPHOOD {1979); et alii(1986b)
Cromossomo  etildimetiletil-and- §. coelicolor A3(2)  HOPROOD & WRIGHT (1983)
~ nio-brometo (CDA) , . _ o
Cromossomo  cloranfenicol §. venezmelae AKAGARA et alii (1979);
' AKED & VIRING (1983)
eritromicina Saccharopolvspora WEBER et alii (1985)
" Cronossumo - - holomicina 8, clavuligers KIRBY (1878)
Cromossomo  hidroxiestrep- 3. glacescens CRAKERI et alii (1983);
- tomicina UTHTER-KAYN et alii (1984)
Crosossomo  oxitetracicli- §. rinosus ~ DBORORIN & NIRDLIE (1971);
na (linhagen soviética]  PIJAR & ALACRVIC (1979)
8. rizosus . RHODES ef alii {1981, 1984)
Crovossomo  rifamicina Axzcolatopsis (H.) SCHOPP & KIIRSCE (1979);
o : -gediterranei GHISALBA et alii (1984)
Cromossomo  “pigeento ver- 8. mﬂuﬂm_ A3(2}  RUDD & HOPHOOD (1980)
' relho" :
Crowossomo sorbamicina §. bikiniensis COATS & ROBSER (1971)
130, forboensis
_Plasmidio - metilenonicina §. coelicolor ¥RIGH? & HOPWOOD (1976a)
” 5. violacens-ruber KIRBY & HOPROOD (1976a);
SABE 95570 AGUILAR & HOPWOOD (1982);
] , KIRASHI & SHINAJT  {1987)
Plasmidio* - tilosina £, [radie BALTY et alii (1981, 1982); -
(discutivel) ' BALTZ (1982); SENO &
‘ . HUSCAINSOR (1986);

. , ‘ .  STONBSIRER et alii (1986)
Plasmidio  aureowicina e- . coelicofor A3(2) : TRODST et alii (1979)
(andlise estreptomicina A e B ' . .
incompleta) ' - . S e

" Plasmidio  aureotricina e 8. kasugaensis ORARISED et alii(1979); ORARISHL
(indicativo) kasugamicina : & ONBZARA (1979); RURUIIAI ef
o , alii 1982)

Plasmidio  cefamicina S_.,ms_e_u © PARAG (1979) .
(indicativo) _ R
Plaswidio  gingfenguicina g, mgfgnmggnm‘ LHBNG et alii (1982)

" (indicativo) . , , : B
Plassidio  espiramicina 8 ummim, CTREDA ef alii (1982)
{indicativo) ’ : o S
Plasufdio  estreptomicina 8, grisens LHUARG et alii (1080); RUR et
(indicativo) : alii (1981,1088) = -

¥ De acordo cos BALTL (1980) o gene Tyl A pode estar localisado cmdssoiahehtg'.'

25
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2.3.2.1. Papel dos plasmidios na produgdo de

antibiéticos

A tUnica evidéncia genética da_ocorfénqia de
genes estruturais em plashidio foi demonstrada na produgdo
de metilenqmicina A. O plasmidio SCPl foi demonstrado
geneticamente . em S. 'gggligglgx A3(2) ,peias' suas

propriedades de recombinagdao (VIVIAN, 1971). A 1linhagem

/‘(

SCP1+/ produzia uma substancia »difusivei gue,*inibiav a

' iinhagemA SCPl'; posteriormente esta substancia fgi 
céracterizada como métilenomicina A por WRIGHT &'HQPWOOD,

1976a,b). Em relacdo ao plasmidioAcénjugétivd és iinﬁagens‘
apresentam-se em trés fofmasr 'SCP1+ (autanoﬁo);‘_SCPl’

(integrado),_ou SCP, - (ausente), (HOPWOOD et alii, 1973);
Fuﬁdamentédds nestes estudos, KIRBY & HOPWOOD (1977)

concluiram que SCP;~ ndo produz métilenomicina e .& sensiQeI

a adicdo exégena deséer antibiaticb. Igualmente;- pelés
.propriedades conjugativas dessas'linhagens, eles obsefvaram :
que, cruzamentos com S. lividans 66 e S. parvulus lATCC

_-12434' ndo produtorés e sensiveis a- metilenohicina 1A;‘
moétravam transconjugéntes'~résistenté5'e produtores dessé'
‘antibiético. S

| | Investigééaqi Eimilér foi ;fealizéda'lpop'
| AGUILAR & HOPWOOD (1982) com a 1inhagem;§;,xiglﬁgggzuhgz_
.SANK795570, também‘prqdutora de meﬁiiendmicina; Através da

microscopia eletrSnica, agueles pesquisadores detectaram



‘nesta . linhagem um plasmidio pSV1 de  110 Mdal que
hibridizava com uma sonda contendo o gene para codificar
metilenomicina A.

O plasmidio SCP; de S. coelicolor, embora
tenha sido o primeiro plasmidio detectado geneticamente,
foi durante muito tempo refratdrio ao isolamento fisico,
mesmo pelo uso de diferentes métodos. Entretanto, em
comuniciagio recente, KINASHI & SHIMAJI (1987) e KINASHI et
alii (1987), utilizando a técnica OFAGE, conseguiram isolar
um grande plasmidio linear com cerca de 340 kb,. o qual
contém genes de resisténcia e de biossintese a
metilenomicina A.

Embora ndo existam ainda trabalhos
conclusivos, varias linhagens de estreptomicetos produtoras
de antibiéticos sugerem a ocorréncia de plasmidios na
producio de alguns metabdlitos secundarios.

O plasmidio SQP; de 3S. gipngfengmveceticus
pode conter genes estruturais para a biossintese de
gingfengmicina (ZHENG et alii, 1982), enquanto que o
plasmidio pSGl pode ser o responsidvel pela sintese de
estreptomicina em uma linhagem.de 8. griseus (ZHUANG et.
alii, 1980; XUE et alii, 1981), entretanto a anidlise ainda
é incompleta.

Igualmente incompleta é a demonstrag¢do da

ocorréncia de plasmidios em S. antibicticus e S. Rarvulus,
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ambos produtores de actinomicina, postulada por OCHI & KATZ
(1978; 1980), apdés a fusao de protoplastos entre linhagens.
auxotré6ficas. Eles observaram que a fusao entfe linhagens
auxotréficas prodqtoras (actt) e n3o produtoras (act~) de
actinomicina mostravam alta freqﬁéhcia da traﬁsferéncia (84:;
a 95%) do» caréter"siﬁtese Qe actinomicina entre os

recombinantes prototréficos, sendo que nenhum réco&binante

prototréfico produtor de ‘actihomicina foi detectado na

lifuséo com linhagens auxotréficas e nd3o produtoras. Em

recente investigagéo,v KINASHI‘ & SHIMAJI (1987) isolaram,

através de eletroforese ortogonal, tréé plasmidios lineares

(_ie‘520 kb,' 56.0 kb é 580 kb em S, parvulus ATCC 12434,_

entretanto ainda‘néo é.cqnﬁecido.se‘sﬁo encontrados nestes

plasmidios genes para a sintése de actinomicina.

| v Situagao conflitante tem sido observadé'com

os estudos realizados emi-ﬁ; kéﬁugﬁ§n§i§4 produtor de
kasugamicina : e.> aureotricina. Investigagﬁes A iniciais
realizadas por OKANISHI et alii (1970) e OKANISHI (1979,
v1980) postulam - a ocorréncia de__ gehes_' estruturais
vbioséintéticos sobre elementos extracromossﬁmicos. Contqdo,
trabalho realizado posteriormente pdr‘ FURUMAI et: gliir'
(1982)‘demonstra que pelo meno; em aiguns clones obtidos de
‘_protoplastos regeneradds, os genes ‘»estruturéis © para
‘biossiﬁtese ae ': aureotricina . sio 'codificados

cromossomalmente. Igualmente confusas sdo as observagdes:
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realizadas com a linhagem de S. fradiae produtora de
tilosina. BALTZ (1980) atribui a ocorréncia do gene Tyl A
sobre cromossomo, enquanto que trabalho postefior do mesm6
autor (BALTZ, 1982) postula que genes estruturais est3o em
plasmidio, embora nenhum CCC (Circular Covalent Closed) DNA
tenha sido detectado. -

Estes estudos inconclusivos decdfrem
~possivelifiente -de rearranjo cromossémico ocasionado por
delegdo e amplificagdo nestes microrganismos q?é alteram
muitas propriedades fenotipicas.

O uso de técnicas mais sofisticadas como
OFAGE e a clonagem moleqular‘ poderdo -avangar estas
investigagdes e esclarecer estas questdes fundamentais para

o melhoramento de linhagens de importéncia industrial. °

2.4. Novos métodos pafa obtengdo de antibiéticos

As'r?centes investigacgoes da'técnologia dq
DNA recombinante mostram que a manipulagio genética dé &ia
biossintética de microrganismos produteres de antibidéticos
conduz ao aparecimento de novas éstruturgs antimicrobianas,
aumento de ©produtividade, estabilizacdo de broducab,
alteracdo na regulacdo fisiolégica e também eiimihaéaé-de

reagdes indesejéveis.



30

A biossintese mutacional ou mutassintese
constitui um dos primeiros métodos para obtengao de novos
antibiéticos. DAUM & LEMKE (1979) bbservaram que linhagens
mutantes bloqueadas na via biossintética foram alimentadas
durante a fermentagdo com precursores niao comuns & reagio,
originando a produgdao de novos andlogos estruturais.
Baseados nestas experiéncias; mutantes idiotréficos de S.

fnadiagﬁproduziram novos andlogos de neomicina.
-

2.4.1. Fusao de protoplastos

Os protoplastos conétituem um instrumento
indispensdvel nas pesquisas genéticas de Streptomvces, nio
apenas pela transformagdo de DNA, mas também‘porque podem
ser utilizados em processo de fusdao entre parentais cujo
sistema conjugacional ndo é conhecido ou detectavel.

As técnicas de formagdo e regeneracgido de
protoplastos em estreptomicetos foram utilizadas a partir
dos relatos de SAGARA ef alii (1971) e OKANISHI et alii
(1974). Subsequent;mente, técnicaé e métodoé melhoradoé
para regeneragdo de protoplastos foram introduzidos por
HOPWOOD et alii (1977), BALTZ (1978}'e SHIRAHAMA et alii‘
(1981). Esses trabalhés sao fundamentad6$ no tratamento éém
enzima litica, wusualmente ‘1isozima,' de Célﬁlas .que 
preferencialmente saovpré—éﬁlﬁivadas em.um meio com glicinabv

para facilitar a digestdo da parede celular.
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Fusgo de protoplastos em células animais e
de plantas foi um processo utilizado- muito antes de se
realizar fusdo microbiana. O ©progresso da fusdo de
protoplasto foi mais radpido com células microbianas em
decorréncia da facil manipulacdo e de crescimento rapido.

FERENCZY et alii (1972) realizaram a
primeira fusdo de protoplastos em condig¢des controladas com
fungoyﬁilamentoso, Geotrichum candidum , utilizando para o
processo de fusdo forga centrifuga para aglutinagdo dos
protoplastos. |

Somente apés 'a descoberta de que o
polietilenobélicol (PEG) atuava como agente fusoéénicd émi
p;otoplastos de piantas (KAd & MICHAYLUK, 1974; WALLIN et
alii, 1974) é gque este compoéto foi usado com sucessoxém
experimentos com bactérias Gram-positivas. FODOR & ASTOLFI
(1976), usando mutantes auxotréficos duplos de Bacillus
 megaterium e usando PEG, obtiveram pfoautos de fusdao
'nﬁtricionalmente complementares. Em seguida, HOPWOOD et
aiii (1977) realizaram fusaao de protoplastos com diferentes
linhagens de Streptomvces utilizande PEG e Dimetil
sulféxido (DMSO) com sucesso., A partir -de entdo, -a
transferéncia de genes entre Streptomvces de imﬁortancia
econdmica tornou-se viévei, principalmeﬁte éntre linhagens

onde o sistema de conjugac#@o n3o estava bem estabelecido.
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Os brotoplastos também - sdo excelentes
receptores de plasmidio exdégeno ou DNA de bacteriéfago,
servindo como eficiente sistema de transformacgao e
transfecgio. O primeiro trabalho de transformaciao por DNA
plasmidial em bactérias Gram-positivas foi realizado por
BIBB et alii (1978) utilizando ‘Streptomyces , seguido do
relato de CHANG & COHEN (1979) com i . Estas
descobertas foram de grande importéncia, principalmente em
Sxxgpiémxggs s porque nenhum sistema de transformaciao era
conhecido em linhagens de interesse comercial.

| A aplicagdo da fusiao de protoplastos em
microrganismos de interesse economico tem se mostrado
eficaz para obtengdo de novos antibiéticos, para os
programas de melhoramento de linhagens importantes
industrialmente e também tem contribuido para melhor
entender as vias do metabolismo secunddrio na biossintese
de antibiéticos.

A fusdo interespecifica entre ﬁ;
teniimariensis prodﬁﬁor de istamicina e 8. griseus produtor
de estreptomicina foi relatada por HOTA et alii (1985),
YAMASHITA et alii (1985) e originou um recombinante que.
produzia um novo antibiético; indolisomicina, que era
diferente dos aminoglicosidicqs produzidos pelos parentais.
YOUXIA et élii (1986) também observafam umlnovo antibidtico

em um  recombinante = obtido da  fusdo entre S
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‘aingfengmyvceticus e S, hvgroscopicus var. Jjinggangensis. A
ﬁova substéncia designa&é RVA18 era distinta daquelas
produzidas pelos parenﬁais, sendo sugerida pelos autores a
obtengdo de um antibiético "hibrido".

IKEDA et alii (1983) observaram que
linhagens de S. ambofaciens ¢ S. fradiae produtores,
respectivamente, de espiramicina e de tilosina, aumentaram
a produtividade em cerca de 3,6 vezes em relagio & linhagem
original apés regenera@&é de protoplastos. Igualmente
ARAUJO et alii (1984/85) observaram que protoplastos
regenerados'de S, capoamus IA-M3122 aumentaram em cinco
vezes a produgdo de ciclamicina em relagdo & linhagem
parental. Segundo IKEDA et alii (1983) e KURYLOWICZ et alii
(1987), o aumento da produgdo de antibiético por
protoplastosbregenerados pode ser ocasionado por variagdes
genéticas proporcionadas pela liberagdo de plasmidios
ligados &s proteinas das membranas, causando mudangas
intracelularés que s3o expressas na variacgdo da producdo de
antibiéticos.  o |
| OCHI (1982), com o objetivo de determinar a
transferéncia da propriedade d&.produgao de actinomicina -
(act?) em_S_._ annhm;gns vs. S, rparvulus, realizou fusido
intraespecifica déntrp . destas  linhagen§v _e' detectou,
respecfivaménte, 68% e 48% de tra.nis_feré'r'lcia desta

propriedade, apés fusdao de protoplastos.
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A selegdo de linhagens wutilizadas para
recombinagdo por fusdo de protoplastos deve ser conduzida
~com base no conhecimento da via biossintética de linhagens
produtoras de compostos ativos. Segundo NORMANSELL (1982),
o sucesso para obtengdo de um novo antibiético por fusdo de
protoplastos depende do wuso dg linhagens que produzam
antibiéticos pertencentes ao mesmo grupo estrutural. Isto
provavs}mente aumenta a chance de que uma enzima

o : ,
introduzida em um novo hospedeiro encontre. um substrato
quimicamente diferente do seu substrato normal,'porémbseja
capaz de converté-lo a um analogo estruturai»noon HOPWOOD
(1981b) enfatiza que a informagdo genética estruturaikpéfa
a;formaqao do novo produto.pode<se originar de uma ﬁnicg
linhagem pela ativagio de genes silenciosos ("silent
genes") ou, ainda, genes ‘estruturais procedem de ambos os
parentais para produzir um antibiéticd "hibrido". A
hibridizagdo entre linhagens da mesma espécie ou grupos de
espécies relacionadbs constitui um; dtima estratééia para
descobrir novos  antibiéticos através da éliminaégo da
regulagdo do gene estrutufaIAque‘passa_a sevexpressar'ém

outra linhagem.

2.4.2. Tecnologia do DNA recombinante

Os recentes avangos da clonagem molecular de

genes biossintéticos de antibidéticos em Sireptomyces
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mostram que é possivel obter novos antibiéticos através da
tecnologia do DNA recombinante promovendo assim um grande
avango para a Biotecnologia.

| HOPWOOD et alii (1985a) desenvolveram vArias
estratégias para cionagem molecular e anadlises de genés em
Streptomyces . Os vetores foram‘ construidos a partir de
rlasmidios endégenos de Streptomvces pela insergido de
deterqigantes de resisténcia a antibidéticos obtidos de
linhagens produtoras destes metabdédlitos (HOTA et alii,
1985). Estes vetores com resisténcia a_tioestreptqn (tér)
de S. azureus ATCC 1492; com resisténcia a neomicina
(aminoglicosideofosfo—transferase) de S. fradiae ATCC
10745; com resisféncia a viomicina (viomicinatransferase)
de S. vinaceus NCIB8852 e com resisténcia a higromicina de
S:. hyegroscopicus foram desenvolvidos para seleg¢do de clones
ou para reconhecer clones pela inativagdo insercional
quando presente como uma segunda marca (THOMPSON et alii,
1980; 1982a; 1982b; MALPARTIDA et alii, 1983).

‘ A aplicagdo da genética molecular e da
engenharia genética em Streptomvces tem se mostrado
eficiente em levar fragmentos de DNA de wuma linhagem
doadora para uma linhagem receptora estdvel. Com o dominio
de todaé estas técnicas tem sido possivel clonar genes
biossintéticos e de resisténcia de véarios antibiéticos:

bialofos, metilenomicina, estreptomicina, actinorrodina,
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entre outros (MURAKAMI et alii, 1986; CHATER & BRUTON,
11985); OHMUKI et alii, 1985; DISTLER et alii, 1987; TOHYAMA
et alii, 1987; MALPARTIDA & HOPWOOD, 1984, 1986).
Estas investigagdes mostraram qﬁe genes
'biossinféticos de antibiéticos se encontram formando uﬁ
agregado génico, ndo éstapdo, portanto, esﬁélhadés
aleatoriamente no cromossomo, como era a idéié'ofiginal;

MALPARTIDA & HOPWOOD (1984) desenvolveram um

.~
—%/

vetor piJ2303 contendo genes biossintéticos de
getinorrodina de S. coelicolor que, trgnsformava e
complementava mutantes ndo produtoras de abtinorrodina{ be@ ,
como.dirigia a sintese desse antibidético em S. ngxulgg ngoi
‘produtor de acfinorrodina. | ‘

~Actinorrodina, como_granaticidina é medermif 
cina, pertence ao grupo quiﬁico isomanequinona;ros trés 550 
derivados biossinteticamente de unidades de_acetato atrévés‘
da via poliacetidica (GORST-ALLMAN et alii, 1981). _'

A partir destes cdnﬁecimeﬁtos HOPWbOD ét
alii (1985b).utilizaram o clone piJ2363, bem com6 subcloneé
que conduziah.diferentes unidades transcriciohais da.régiao_
act e | introdﬁzirém . por traﬁsforhaqﬁq- ém diferentes
-linhagens de ﬁ;xgpigmxggs- produtorés de bmedermiéina 'e.
granaticina.  Entre . os  clones }seleciohadoé -'pelér‘

' transformagao da ’1inhagemb _produtora - de medefmiciha _‘

observaram coldnias que formavam pigmento plirpura e
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produziam medermicina e um novo composto denominado
mederrodina, enquanto que a transformagdo da linhagem
produtora de granaticina originou culturas com pigmento
azul-purpura, que produziam graniticina e um novo composto,
dihidrogranaticina.

Segundo HOPWOOD et alii (1985b), estes novos
produtos surgem de vias biossintéticas hibridas pela
interacdo de enzimas codificadas em genes estruturais das
duas linhagens e ndo pela ativagcdo de genes silenciosos na
linhagem receptora,

A construg¢doc de 1linhagens hibridas pela
engenharia genética mostra a grande utilidade desta técnica
como um instrumento valioso na descoberta de novos

antibiéticos mais eficientes terapeuticamente.



3., MATERIAL E METODOS

Sma, Sob, Smc,
Smcd, Suce

8. livifans

S. livid
pilJ702(5,8kb}

S, livid

S, felleus IA-M3079
' X AF-3079(80/57))

John Innes

John Innes

John Innes

piJ943 (20,6 kb)

'Institute

1n§titute

Institute

Institute

ndo produtora de actinomicina

maior produ¢ido de actinomicina
estreptomicina resistente
Tioestrepton resistente, tirosina

S.. lividans John Innes
piJ303(10,7kb)

act” =

actH B

str? =

ThioR 'l'yr+ =

Phe” = Fenilalanina
ade” = Adenina )

. Thio®

ade~

stel

ThioR Tyr’

Thio®

3.,1. Linhsgens utilizadas v
Linhagens Origens Fenétipe relevante
S.felleug
IA-M3079 selvagem produtora de actinomicina
AF-3079(9%/57) tratamento por acriflavina prototréfica act” .
AF=-3079(51/50) tratamento por acriflavina prototréfica act-
AF-3079(l14/18) tratamento por acriflavina prototréfica act~
AF-3079(096) tratamento por acriflavina fenilalanina phe”
AF-3079(128/32) tratamento por acriflavina fenilalanina phe”
AF-3079(55/63) tratamento por acriflavina fenilalanina phe
AF=3079¢183) tratamento por acriflavina prototréfica act*?
E- 3079(353c) espontinea prototréfica act”
E~ 3079¢(Thc) espontanea prototrofica act
S.regensiis . . -
IA-M3053 selvagen produtora de actonomicina
AF-3053(%3/5) " tratamento por acriflavina prototréfica act-
AF-3053(141/2) tratamento por acriflavina prototr6fica act~
AF-3053(134/8) tratamento por acriflavina prototréfica act-
AF-3053(105/4) tratamento por acriflavina prototréfica act-
AF-3053(128B) tratamento por acriflavina prototréfica act++
E ~-3053(G&6c) esponténea prototrafica act-

. rd

S.parvulng
1A-3042¢G/1) selvagen produtora de actinomicifia
AF-3042(6/1) tratamento por acriflavina prototrofica act-
AF-3042¢48/2) tratamento por acriflavina prototréfica act~
Recombimantes fusdo de protoplastos produz antifingico
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3.2. Meios de Cultura

3.2.1. Meio de esporulacio (ME} (KURYLOWICZ)l

Este meio ccnsiste de extrato de 1levedura
0,4%, extrato de malte 0,8%, glicose 0,4%. Ajustado a pH

6,8-7,0 com solugdo de hidréxido de sédio.

3.2.2., Meio minimo (PONTECORVO =t alii, 1953)

O meio minimo consiste dg:nitrato de sédio
0,6%, dihidrogénio fosfato de potassioc 0,15%, cloreto de
potassio 0,05%, sulfato de magnésio ketahidratado 0,05%,
sulfato ferroso 0,001%, sulfato de =zZihwco 0,001%, glicose
1,0%, agar 1,5%. pH 6,8 ajustado comhhdréxido de sédio a

40%.

3.2.3. Meio completo sélido {POTENCORVO et alii,

1953, modificado por AZNEDO :& COSTA, 1973)

Ao meio minimo (iém. 3.2.2) foram
adicionados .peptona 0,2%, caseina hidrolisada 0,15%,
extrato de levedura 0,05%, solugdo dde vitaminas 0,1 ml
(v/v) (item 3.3.1). Ajustado o pH para6{8 ‘com hidréxido de

sédio a 40%.

1 KURYLOWIZ, W. (Instituto dé'Higiene,Varsévia—Polénia)
Comunicacgao Pessoal, 1982.



3.2.4.. Meio. nutriente agar (NA)(Difco)

O meio desidratado (2,3%) foi preparado,

distribuido pzra volumes de 300 ml e autoclavado.

3.2.%. Meio "Tryptic Soya Broth" (TSB) (Difco)

O meio hidratado foi distribuido em frascos

Erlenmeyer de 125 ml com 25 ml de meio e autoclavado.

3.2.6. Meio de Sabouraud

Este meio consiste de peptona 1,0%, glicose
4,0%, extratew de carne 0,35%, cloreto de sédio 0,75%. pH

ajustado para 6,8-7,0 com NaOH.

3.2.7. Meio RoYE (THOMPSON et alii, 1980)

Sacarose 0,3M, sulfato de potassio 0,025%,
cloreto de magnésio 0,6M, glicose 1,0%; caseina hidrolisada
0,01%, soluci#o de elementos tragos (3.3.12) 0,2% (v/v),
extrato de levedura 0,5%, tampdao TES 0,25M. Em Erlenmeyer
de 250 ml foram colocados 2,2 g de 4agar (Difco),
adicionados 100 ml da solug¢gdo acima, sendo o .méio
autoclavado. No momento de usar, foi adicionado 1,0 ml de

fosfato 4cide de potassio (0,5%), 0,4 ml de cloreto de
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cdlcio (5M), 1,5 ml de L-prolina (20%) e 0,7 ml de

hidréxido des$dio (1N).

3.288.Meio semi-sélido (overlay) (IKEDA et alii,
"1983)

Gelatina 0,1%, sacarose 0,3M, cloreto de
magnésio 0,684 cloreto de calcio 0,02M, tampdao HEBES foi

substituido sor tampdo TES 25 mM, a4gar (Difco) 0,65%.

3.2,%9. Meio 1ISP1 Triptona-extrato de levedura

(PRIDHAM & GOTTLIEB, 1948).

Triptona 0,5% e extrato de levedura 0,3%. O
pPH do meio ifxi ajustado para 7,0-7,2; em §§guida, o meio
foi distribuiido em porg¢des de 25 ml, para Erlenmeyers de

125 ml.

3.2.16. Meio ISP2 - Extrato de levedura-extrato de

malte-agar (PRIDHAM et alii, 1956-57)

Extrato de levedura 0,4%, extrato de malte
1,0%, glicose 0,4%. O pH foi ajustado para 7,3 e entdo
adicionado é&gar (Difco) 2,0%. O meio foi autoclavado e

distribuido em por¢des de 25 ml por placa de Petri.
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3201, Meio ISP3 - Aveia-agar (Difco) (KUSTER, -
- 1959)

O meio desidratado (2,2g%) foi preparado e o
pH ajustado para 6,8-7,0 com NaOH 40%, Sendo autoclavado e

distribuido em porgdes de 25 ml por placa de Petri.
3.2.12. Meio ISP4 - Amido-sais minerais-agar
(Difco) (SHIRLING & GOTTLIEB, 1966)

0] méio desidratado (3,7 g%) foi procedido

como no ‘item 3.2.11,

3.2"13.'Méio ISPS - Glicerol-asparagina—-agar
(Difco) (SHIRLING & GOTTLIEB, 1966)
: —

e

(0] méio desidratado (2,2g%) foi adicionado de

1g% de glicerol e'procedido como no item 3.2.11.

3.2.14. Meio ISP6> - Peptona-extrato de levedura- -
ferro-agar (Difco) (TRESNER & DANGA, 1958)
Ao méio - desidratado peptona iron-agar
(3,6 g%) foi adicionado 0,1 g% de extrato de levedura,
sendo entdo fervido para liquefazer o agar e, em seguida,

distribuido em tubos e autoclavado.
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3.2.1%. Meio ISP7 - Tirosina- Agar (SHINOBU, 1958)

O meio desidratado (2,3 g%) foi fervido para

liquefagiao do d4gar, distribuido em tubos e autoclavado.

3.2.l186. Meio ISP9 - Para fontes de carbono (PRIDHAM
& GOTTLIEB, 1948 modificado por SHIRLING

& GOTTLIEB, 1966)

Este meio, apdés autoclavacio, foi adicionado
assepticaments de diferentes fontes de carbono na
concentragcio de 1%. As fontes de carbono: glicose, L-
arabinose, sacarose, D-xilose, I-inositol, D-manitol, D-
frutose, rammese e rafinose foram esterilizadas com_éter
etilico livre de acetona durante trés dias consecutivos.

Ap6s evaporagdo de todo o éter, cada um foi adicionado a um

Erlenmeyer comtendo o meio ISP-9 e distribuido em tubos.

3.2.17. Meio de tolerancia a cloreto de sédio

(PRIDHAM et alii, 1956/1957)

Meio ISP2 1iﬁem\Q,2.10). A quatro diferentes
porcdes deste meio foi adicionado clorzto de sédio para as

concentragdoes de 4%, 7%, 10% e 13%.
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3.2.18. Meio de gelatina- agar
Peptona 0,5%, extrabo de carne 0,3%,
gelatina 0,4%, agar (Difco) 1,5%; pH aystado para 7,0.
3.2.19. Meio de Producgio de smibidético (MP)
Farinha de soja 2,0%, odreto de sédio 0,5%,
éliCQ§§w2,0%, carbonato de calcio 0,2%.pH 6,8-7,0 ajustado
com NaOH 40%.

3.2.20. Esterilizacdo dos meiss

Todos os meios foramesterilizados por

autoclavagdo a 121°C durante 15 minutes.

3.3. Solugoes utilizadas

3.3.1. Solugdo de vitaminas

Biotina 0,2 mg
Acido- p —-aminobenzdico 10,0 mg
Tiamina 50,0 mg
Piridoxina 50,0 mg
Ac. nicotinico 100,0 mg
Riboflavina 100,0 mg

Agua destilada 100,0 ml
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A solugdo foi aquecida em banho-maria
durante 15 minutos e mantida em frasco escuro no

refrigerador a 4°C.

3.3.2. Solugdo de caseina hidmd:iisada

Caseina hidrolisada 100,0 mg

Agua destilada esterilizada 10,0 ml

-

/:’/‘
A solug¢do foi aquecida por 15 minutas: em banho-maria e

mantida no refrigerador a 4°C.

3.3.3. Solugdo de acido nucleix@:

Solugdo A: &acido nuclei®: de levedura 2,0 g
em 15 ml deé#iddo cloridrico 1N.
Solugdo B: &4cido nuclerocode levedura 2,0 g
em hidréxidodeér sédio 1N,
Cada solugdo foi aquedila: separadamente em
banho-maria durante 20 minutos. A segdtrforam misturadas e
o pH ajustado para 6,0 com NaOH 40%. A mistura foi
filtrada e o volume completado para 40,0 ml com A&gua

destilada.
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3.3.4.. Solugdes—-estoque dos suplementos adicionados

ao meio minimo

O estoque dos suplementos foi preparado pela
adigdo de cadla um deles em 4gua destilada esterilizada. As
solugdes fomam aquecidas em banho-maria e conservadas no

refrigerador.

3.3.%. Solugio-estoque de acrilamida (30% de
acrilamida e 0,8% de N’,N’-metileno-bis-

acrilamida) (LAEMMLI, 1970)

Acrilamida 75,0 g, bis-acrilamida 2,0 g
dissolvidas em 250 ml de &4gua desmineralizada. A solucgdo

foi filtrada e armazenada a 4°9C.

3.3.%. Solugdo reveladora da atividade esterase

(SHAW & PRASAD, 1970)

Substratos: - alfa-naftil acetato 1,0% dissolvido em
acetona e agua.
- beta-naftil acetato 1% dissolvido em acetona.
Ambas as solug¢des foram conservadas a 4°C.
Colorag3o: "Fast blue RR" 50 mg, tris.HC1] 0,5 M (pH 17,1)
5,# ml, alfa e beta naftilacetato a 1%, 1,5 ml,

agua destilada 43,5 ml.
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3.3.7. Solugdo Fixadora PAGE

Esta solucdao contém 45 ml de metanol, 10 ml
de 4cido acético e 45 ml de &agua destilada.
Corante: Azul Comassie ("Brillant Blue

R250") 50 mg dissolvidos em 50 ml do Fixador PAGE.

3.3.8. Solucgdo de glicina (20%)

Glicina (10 g) foi solubilizada para 50 ml

com agua destilada e em seguida autoclavada.

3.3.9. Solugdo de sacarose 0,3M

Esta solug¢do foi preparada, distribuida em

tubos de ensaio e autoclavada.

3.3.10. Solugdo de lisozima (1,5 mg/ml)

No momento de usar foi preparada solugido de
lisozima por dissolug¢do da mesma em tampdo P (item 3.4.1.)

e esterilizada por filtracgdo.

3.3.11, Solucdo de PEG 1000 (50%)

Foi autoclavado 1,0 g de PEG em um tubo de

ensaio e no momento de usar adicionado 1,0 ml de tampdo P’

(item 3.4.1.).
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3.3.12. Soiugﬁo de elementos tragcos (OKANISHI et

alii, 1974)

Cloreto de zinco 40 mg; cloreto férrico 200
mg; cloreto de cobre 10 mg; cloreto de’ ' manganés 10 mg;
borato dissdédico 10 mg; molibdato de aménio 10 mg. A
solucido preparada para um litro de &4gua destilada e

conservada no refrigerador.

3.3.183. Solugdo de dodecilsulfato de sédio (SDS)

1,5%

Solugdo estoque de SDS a 10% (p/v) foi
diluida em tampdo TE (item 3.4.3.) e ajustada a pH 12,45

com solugdo de hidréxido de sédio 10N.

3.3.14. Solugdo fenol-cloroférmio

Volumes de fenol e cloroférmio foram
utilizados na proporgdo de 1:1 e adicionado 0,05% de 8-
hidroxiquinolina. Esta solucg¢do foi saturada com tris-HC1l 50

mM (pH 8,0).

3.3.15. Solugdo de bicloreto de mercdrio (15%)

Bicloreto de merciirio foi dissolvido em

adcido cloridrico a 20%.
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3.3.16. Solugdes—estoque de antibidticos utilizados

Actinomicina D 10,0 mg/ml em metanol;
Anfotericina, Eritromicina, Eqﬁreptomicina, Gentamicina,
Penicilina ® Rifampicina 10,0 mg/ml em &gua destilada e
esterilizadas por filtragdao; Tetraciclina 10 mg/ml em 50%
de etanol; Tioestrepton em Dimetilsulféxido (DMSO) 5,0

mg/ml.

3.4. Tampoes

3.4.1. Tampdo P (protoplastos) (OKANISHI et alii,

1974) ”

/)l

Sacarose 0, 3M, dihidrogénﬁo fosfato de
potassio 0,005%, sulfato de potassio 0,025%, cloreto de
‘magnésio 0,01M, cloreto de cédlcio 0,025M, TES (N-tris
(hidroximetil)(metil-2- &4cido aminoetanosulfdénico) 0,25M,

solugdo de elementos tragos 0,2% (v/v) (item 3.3.12.).

3.4.2. Tampao borato (TEB)

Tris-base 89mM, &4cido bérico 89mM; EDTA 20

mM; pH 8,0.
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3.4.3. Tampao TE

Tris-HC1l 50mM, EDTA (pH8,0) 20 mM (pH8,0).

3.4.4. Tampdo da amostra para gel agarose

Azul de bromofenol 0,1%, Ficoll 20% (p/Vv)

dissolvido em EEB 3x.

3.4.5, Tampao do gel separador (LAEMMLI, 1970)

Tris-base 45,75% em agua desmineralizada. A
solugdo foi titulada para pH 8.9 com A&4cido cloridrico
concentradd®, em seguida o volume foi completado a 100 ml e

filtrado.

3.4.6. Tampdo do gel empilhador (LAEMMLI, 1970)

Tris-base 7,475% em agua desmineralizada e
em seguida titulada com HCl 1N para pH 6,8, procedendo-se

igualmente como a solugio anterior.

3.4.7. Tampdo eletrélito ou tris-glicina pH 8,9

(LAEMMLI, 1970)

Tris-base 63,2 g, glicina 39,9 g foram

dissolvidos para um litro de Agua desmineralizada. O tampdo
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foi filtrado e armazenado a 4°C. No momento do uso diluido-
1:10 em agua desmineralizada.

-

3.4.8. Tampao da amostra para o gel poliacrilamida

Este tampao consistiu de 5,0 ml de glicerdl,
2,5 ml do tampdo do gel empilhador (item 3.4.6), 2,5 mg de
azul de bromofenol. O volume completado para 25 ml com ‘4dgua

desmineralizada e armazenado a -20°C,

3.5. Manutencgio

As linhggens de Streptomyces -~ foram
cultivadas em tubos inclinados com meio de E§porulaq§o (ME)
{item 3.2.1), incubadas a 30°C por 5 a 7 dias. Em seguida
foram conservadas a 4°C ou usadas para a preparaciao da

suspensio de esporos.

3.5.1. Suspensdao de esporos (HOPWOOD et alii,

1985a)

Suspensoes foram preparadas a partir AdeA
cul turas bem esporuladas, usando-se agua destilada
esterilizada e Tween 80.a 0,01%. Com auxilio de uma pipeta,
03 esporos foram desagregadas e a suspensao filtrada em

filtro com quatro camadas de tecido de nylon esterilizadas.
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Em seguida este material foi centrifugado a 5.000 rpm/10
minutos. O sedimento ressuspendido em glicerol a 20%, de
modo a conter 108 a —109 células/ml. Esta suspensao foi

mantida a -20°C.

'3.5.2. Manutencio dos microrganismos-teste

Para os ensaios antimicrobianos foram utili-
zados Bacillus subtilis 9-TA-16, Staphvlococcus aureus IA-
01 e Escherichia coli cultivados em tubo inclinado de
nutriente &gar (Difco) (item 3.2.4) por 24 horas a 37°C,
enquanto que Candida albicans IBB-50 e Neurospora crassa
IA-2084 foram cultivados em tubo inclinado de Sabouraud-
agar (Difco) (item 3.2.6) a 30°C por 24 e 48 horas,

respectivamente.

3.5.3. Suspensio microbiana para os ensaios

De cada amostra- de bactéria, fungo ou
levedura, apés o peripdo de crescimento, foi feita
suspensao pela adigdo de 4 ml de salina e a suspensdo
diluida de modo a se obter uma suspensio homogénea, no

momento da realizacdo do teste.
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3.5.4, Leitura de cores

A leitura das cores do micélio aéreo,
reverso e pigmento soliivel -foi realizada através do
dicionario de cores adotado pelo International Streptomyces
Project: Color Harmony Mannual (JACOBSON et alii, 1948) e

da Tabela de cores de Baumanns Farbtonkarte Atlas I

(PRAUSER, 1964).

3.6. Tratamento com agente intercalante

3.6.1., Linhagens

S. felleus IA-M3079; §. regensis TA-M3053 e
S. parvulus IA-M3042.

3.6.2. Cultivo

Frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 25 ml
de "Tryptic Soya Broth" (item 3.2.5) foram adicionados de
concentragdes variadas de acriflavina (0 a 40 ug/ml)
e inoculados com 0,2 ml da suspensdo de esporos (item
3.5.1). Os cultivos foram mantidos sob agitagdao a 160-180
rpm durante 3 dias a 30°C.

A acriflavina foi utilizada com base nos

trabalhos de OCHI & KATZ (1978) e OGURA et alii (1986).
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3.6.3., Determinagao da concentracgdao de acriflavina

Para avaliagdo do efeito da acriflavina
sobre o crescimento das diferentes linhagens de
Streptomvces foi adotada a metodologia preconizada por
OGURA et alii (1986)., O percentual de inibigdo foi
determinado através do volume de sedimentagdo da massa
celular. Aliquotas de 5,0 ml do cultivo controle foram
centrifugadas a 4.000 rpm/5 minutos (centrifuga excelsa
Baby) e o volume da massa celular considerado como 100% de

crescimento.

3.6.4. Ensaio antimicrobiano
-~

A massa celular obtida do tratamento por

/71

acriflavina foi finamente homogeneizada eﬁ'homogeneizador
de tecido manual, seguindo-se de dilui¢des sucessivas e
plagqueamento em meio ME (item 3.2.1). Apdés crescimento
individual das coldnias, estas foram retiradas com um
Vfurador de rolha de 4 mm de didmetro e colocadas sobre
placas de NA (item 3.2.4), onde havia sido espalhada com
alga de Drigalski uma suspensdao bacteriana de Bacillus
subtilisg (item 3.5.3). Estas placas foram para estufa .de
37°C por 18-24 horas, quando entdo foi observada a formagédo

ou nao de halos de inibicido.
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Usando a mesma metodologia, com modificagdes
no meio de cultura (item 3.2.6) e utilizando discos de
papel embebidos nos 1liquidos fermentados (item 3.2.19)
pelos setores segregantes, foi ensaiada a atividade
antimicrobiana para Candida albicans IBB50, Neurospora
crassa IA-2084, Staphvlococcus aureus IA-01, Escherichia
coli N, Mycobacterium smegmatis,

3.7. Extracio de DNA plasmidial

3.7.1. Linhagens utilizadas

S. felleus TIA-M3079; AF-3079(90/57); TIA=
3079(53c) e 1linhagens-padrdo de S. lividans piJ702 e

PiJ943.

3.7.2. Cultivo

O meio de cultura e as condig¢des de cultivo
como descrito no item 3.6.2. Para as linhagens-padrao de
S. lividans piJ702 e piJ943 foi adicionado tioestrepton
(5,0 ug/ml).
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3.7.3. Obtencdo de massa celular

A
Aproximadamente 1,0 ml do crescimento foi
centrifugado em uma microcentrifuga (Spin II), para

obtencdo de 200 mg de células umidas.

3.7.4. Extraciao (mini-preparacgdo)

A extragdo foi realizada por lise alcalina
segundo a metodologia de KADO & LIU (1981) modificada.
Foram usados 0,2 a 0,3 g de células umidas (item 3.7.3),
lavadas com sacarose 0,3M e ressuspendidas em 100ul de
tampdo TE (item 3.4.3) contendo 2,0 mg/ml de lisozima. Este
sistema foi incubado a 37°C por 30 minutos com agitagdo
ocasional. Em seguida foram adicionﬁgps 4001l de
dodecilsulfato de sédio (SDS) (item 3.3.13), sendo o
sistema agitado em vortex e incubado a 65°C/15 minutos.
Apés resfriamento, o material foi tratado com
fenolcloroférmio (item 3.3.14) por 3 vezes e o sobrenadante

foi usado para aplicar no gel agarose.

3.7.5. Eletroforese em gel agarose (horizontal)

Minigéis foram preparados com agarose tipo
II (Sigma) na concentragio de 0,8% em TEB (item 3.4.2)
contendo brometo de etidio na concentrag¢io de 0,5 pg/ml. As

amostras misturadas ao tampao (item 3.4.4.) foram aplicadas
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no gel e em seguida realizada a corrida por aproximadamente
60 minutos (1% v/cm). Para a corrida foi utilizado tampao
TEB (item 3.4.2). Os géis foram revelados no
transiluminador UV, fotografados com camara acoplada com

filtro alaranjado e filme panatomic X (Kodak) ASA 32.

3.8. Caracterizaciao de- plasmidio conjugativo pela forma-

¢ao do fendétipo "pock"

3.8.1. Linhagens utilizadas

‘ S. felleus TA-M3079; S, regensis IA-M3053;
S. parvwlus IA-M3042; S. lividans piJ303 e a .lihhagem
testadora S. lividans TK24 (strR).

3.8.2. Cruzamento com S. lividans TK24

Os cruzamentos foram realizados a partir de
culturas bem esporuladas de S. lividans TK24 strR e das
linhagens em estudo, bem como de S. lividans piJ303 como
controle positivo. Foram misturados 0,05 ml de wuma
suspensao de esporos de S. lividaps com 0,05 pnl da
suspensiao de esporos de cada linhagem. Os esporos foram
espalhados sobre a superficie de agar ME inclinado (item

3.2.1) e incubados durante 5 a 7 dias. Decorrido o periodo
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de incubag¢do foram preparadas, a partir de cada cruzamento,

suspensdes espordégénas comc no item 3.5.1.

3.8.3. Expressdao do fenétipo "pock"

A partir das suspensdes de esporos de cada
cruzamento foram realizadas diluig¢des seriadas até 103 e
colocado 0,1 ml sobre a superficie de placas contendo meio
RoYE {item 3.2.7) acrescido de estreptomicina (50 pg/ml).
Em seguida 0,05 ml de uma densa suspensdo de esporos (109
esporos/ml) de S, lividans TK24 foram adicionados ao
indculo anterior e espalhados com alga de Drigalski sobre a
superficie do meio, sendo as placas incubadas-a 30°C por 72
horas. A cada 24 horas foram realizadas obSeranGes com

lupa estereoscédpica (Olympus. Modelo CHS/CHT). Zonas

./“/

circulares de inibigio do micélio aéreod caracterizam a

expressao do fendétipo "pock".
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3.9. Formagao, regeneragcao e fusiao de protoplastos

(HOPWOOD et alii, 1985a)

3.9.1. Linhagens utilizadas

S, felleus IA-M3079 produtora de actinomi-
cina (actt) e a variante AF-3079(90/57) n&o produtora de

actinomicina (act™).

2.9.2. Cultivo

Meio de cultura e condig¢des de cultivo como
‘no item 3.6.2. Apenas foi adicionado assepticamente ao meio
TSB 0,6% de glicina (item 3.3.8) e o tempo de cultivo foi

de 18-20 h. ‘ ' T

3.9.3. Formagao de protoplastos (HOPWOOD et alii,

1985a)

O crescimento obtido foi centrifugado a
4,000 rpm/5 min. e lavado .duas vezes com sacarose 0,3M
(item 3.3.9). Em seguida foram adicionados 4,0 le de
lisozima na concentragdo de 1,5 mg/ml em tampido P kitem‘
3.4.1) e o sistema levado para estufa a 37°C durante 20 a
30 min. Apés o periodo de incubag¢iao foi adicionado tampao P
e filtrado através de um funil com quatro camadas de tecido

de nylon em um tubo de ensaio esterilizado. Os protoplastos
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foram obtidos por “~sedimentagdo através de centrifugacgdo

(3000 rpm, 7 minutos) e ressuspensos em 10 ml de tampdo P.

3.9.4. Regeneracdao de protoplastos

Visando verificar o percentual de
regeneragao dos protoplastos, foi utilizada a metodologia
de IKEDA et alii (1983) que consiste em adicionar 0,1 ml da
suspensdao diluida em tampdao P até 10~6 sobre placas com
meio RZYE (item 322'7)' As placas foram deixadas na camara
de fluxo laminar por 20 minutos para evaporagdao das gotas
de 4gua da superficie. Em seguida os protoplastos foram
recobertos com 5 ml de &gar hiperténico semi-sélido gitem
3.2.8) fundido e mantido a 45°C. Igualmente, a suspensao de
protoplastos foi diluida em Agua destilada esterilizada até
1074 & 0,1 ml foi semeada sobre meio ME (item 3.2.1) para
verificar a formagdo de células ndo protoplastizadas. A
frequéncia de regeneragdo foi calculada pela determinacgio
do nidmero de coldnias nas duas condig¢des. A incubacgdo foi a

30°C por dez dias.

3.9.5. Inativacgao de protoplastos

Uma suspensidao de protoplastos da linhagem de
S. felleus IA—M3079\ contendo aproximadamente 12,1 x 108

protoplastos/ml foi inativada em banho-maria a 65°C durante
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10 minutos. Em seguida os protoplastos foram semeados como

no item 3.9.4.

3.9.6. Fusdo de protoplastos

A fus3do de protoplastos foi realizada
utilizando 0,5 ml da suspensdo de protoplastos inativados
(item 3.9.5) mais 0,5 ml da suspensio - de protoplastos da
Variaﬁfg’AF3079(90/57) contendo aproximadamente 9,8 x 108
protoplastos/ml. Para fusdo foi usado polietileno glicol
(PEG) 1000 a 50% (item 3.3.11) de acordo com HOPWOOD et
alii (1985a). Apés 2 minutos do tratamento com PEG a 30°C
foi adicionado 1,0 ml de tampdo P (item 3.4.1), a suspensao
centrifugada e o sedimento ressuspenso suavemente em tampao
P seguido da semeadura em meio RZYE come no item 3.9.4.
Apés 10 dias de cultivo a 30°C as coldnias regeneradas

foram analisadas.

3.9.7. Caracterizagdo dos produtos de fusdo

Apés a regeneragio as coldnias foram
transferidas para placas - com meio ME (item 3.2.1) e os
produtos de fusio caracterizados quanto a formagio de
pigmento e halo de inibig¢do para B. subtilis IA-16 (item
3.6.4).
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3.10. Estabilizac@do dos setores

Os setores observados apés a fusdo de
protoplastos foram estabilizados em placas com meio ME

(item 3.2.1) por inoculagdo em gquatro pontos.

3.11. Caracterizacao do fenétipo "pock" dos setores
segregantes

A metodologia utilizada seguiu a técnica

descrita no item 3.8, sendo analisados os setores

segregantes apdés cruzamento com a linhagem testadora S.

lividans TK24.

3.12. Caracteristicas fisiolégicas e mg;folégicas dos
setores segregantes
3.12.1. Linhagens utilizadas
Os setores segregantes Sma, Smb, Smc, Smcd,
Smcé e as linhagens S, felleus IA-M3079 e AF3079(90/57).
3.12.2. Suspensao de esporos

Cultivos bem. esporulados de cada linhagem em

tubos com 7 dias foram utilizados para preparar a suspens&o
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de esporos pela . adigdo de 3,0 ml de 4gua destilada

esterilizada.

3.12,.3. Caracteristicas fisiolégicas

3.12.3.1. Inéculo lavado para ensaio em
fonte de carbono (SHIRLING &

GOTTLIEB, 1966)

Meio liquido ISP, (item 3.2.9) foi inoculado
com, 0,2 ml de uma suspensdo de esporos (item 3.12.2) de
cada linhagem e incubado por 48 horas sob agitagdo de 160-
180‘ rem a 30°C. Em seguida a massa celular foi
centrifugada, agitada com pérolas de vidro e lavada 3 vezes
cém solugdo salina. O seaimento foi ressuspé£§6 em 10 ml de

solugdo salina e utilizado para inocular os tubos com

-diferentes fontes de carbono.

3.12.3.2. Utilizagcdao de fontes de carbono

(SHIRLING & GOTTLIEB, 1966)

Tubos contendo o meio agar ISP-9 inclinado,
com fontes de carbono diferentes (item 3.2.16), foram
inoculados com uma gota do indculo lavado (item 3.12.3.1) e
“incubados a 30°C, por 16 dias. As leituras foram realizadas

no 102 e 162 dia de incubagédo.
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3.12,3.3. Produgido de melanina (SHIRLING &

GOTTLIEB, 1966)

A produgdo de .pigmentos melanéides foi
verificada nos meios ISP-6 (item 3.2.14) e ISP-7 (item
3.2.15). Uma gota da suspens3o de esporos (item 3.12.2) foi
adicionada aos tubos em duplicata. Apés 2 e 4 dias de
cultivo a 30°C os tubos com crescimento foram comparados
com tubos ndao inoculados, verificando-se se ocorria a

formagio de pigmento soliivel marrom a negro.

3.12.3.4. Hidrdélise do amido

0 estudo desta caracteristica foi realizado
com o meio ISP-4 (item 3.2.,12). Foi feita uma dGnica €stria
no centro da placa com suspensiao de esporos do item 3.12.2
e apés 5 e 10 dias de cultivo a hidrélise foi verificada

através do vapor de iodo.-

3.12.3.5. Hidrdélise da gelatina

Foi utilizado o meio do item 3.2.18,
inoculado como no item anterior., Apés 5 e 10 dias de

cultivo a hidrélise foi verificada utilizando a solugdo do

item 3.3.15.
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3:12.3.6. Teste de tolerancia ao cloreto

de sédio

Foi wutilizado .0 meio do item 3.2.10 e
inoculado como no item 3.12.3.3. A leitura foi realizada
'guanto presenga de crescimento das linhagens apés 7 e 14

dias de cultivo a 30°cC.

3.12.3.7. Exigéncia nutritiva

Placas contendo meio completo (item 3.2.3) e
meio minimo (item 3.2.2) foram inoculadas pela
transferéncia de esporos de cada linhagem em estudo
seguindo-se de incubacgdo por 7 dias a 30°C. Apés o periodo
de incubacdo e nao sendo observado crescimeq}g das colénias
em meio minimo, estas foram ensaiadas qu;;to 8 auxotrofia
pela inoculagdo de esporos em placas contendo meio minimo +
0,1 ml de caseina hidrolisada (item 3.3.2), meio minimo +
0,1 ml de solugdo de vitaminas (3.3.1) e meio minimo + 0,1
ml de solugdo de 4&cidos nucleicos (item 3.3.3). A
observagdo de crescimento de coldnias em uma destas placas

sugeria a deficiéncia nutricional. A especificagdao da

exigéncia fol realizada por técnica auxonografica.
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3.12.4, Caracteristicas morfoldégicas

Placas contendo os meios ISP-2, ISP-3, ISP-4
e ISpP-5 (itens 3.2.10, 3.2.11, 3.2.12 e 3.2.13) foram
inoculadas com 0,05 ml da suspens@o de esporos (item
3.12.2), sendo esta espalhada, com alga de platina, em
estrias. As placas foram incubadas a 28°C e apés 7, 14 e 21
dias de cultivo, realizadas leituras das cores do micélio
aéreo, reverso e pigmento.

A micromorfologia foi observada ao
microscépio é6ticc com aumento de 100x ‘e 400x (Microscdpio
6tico Carl Zeiss) e classificada de acordo com o grupo
morfolégico preconizado por PRIDHAM et alii (1958).

b

3.12.5. Resisténcia a antibidéticos

Para este teste foi utilizado o meio ME
(item 3.2.1) em placas contendo concentragdes variadas das
diferentes solucgdes de antibiéticos (item 3.3.16). A
suspensdo de esporos (item 3.12.2) foi diluida de modo a
conter 106 células/ml . e inoculada em duplicata na
i superficie da placa em 7 pontos, utilizando uma micropipeta

de 5,0 ul.
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3.12.6. Determinacgdo dos padrdes eletroforéticos em
gel de poliacrilamida (PACCOLA-MEIRELLES et

alii, 1988)

As linhagens foram cultivadas como no item
3.6.2. sem acriflavina. A massa celular obtida foi lavada 3
vezes com &gua destilada em filtro de Buchner a vacuo,
retirando-se parte da umidade com papel de filtro. O
micélio foi triturado em banho de gelo e homogenéizééo em
tampdao do gel empilhador gelado .(item 3.4.6) na proporgao
de 500 mg de micélio para 1,0 ml de .tampao. Em seguida o
homogeneizado foi centrifugado em centrifuga refrigerada
durante 30 minutos a 18.000 rpm. O sobrenadante fai
coletado, uma parte misturada ao tampao di/amostra (item
3.4.8) na proporgiao de 1:1 ﬁara apiiégqéo no gel de

poliacrilamida e o restante foi conservado a -20°C.

3.12.6.1. Preparo dos géis

O sistema. usado foi o de placas verticais de
15.cm de largura, 16 cm de altura e 0,8 mm de espessura.
Inicialmente foi vertido o gel separador na placa (item
3.12.6.2); apés a polimerizacio deste gel foi adicionado o
gel empilhador (item 3.12.6.3). Antes deste gel sofrer
polimerizacdao, o pente foi introduzido com a finalidade de

formar as canaletas onde posteriormente foram depositadas



68

as amostras. Apés'cémpleta e perfeita polimerizagdo o pente
foi retirado e as canaletas do gel lavadas com tampao
eletrdlito (item 3.4.7). A placa foi colocada na cuba de
eletroforese vertical contendo o tampdo eletrdlito e a
seguir as amostras foram aplicadas nas canaletas (50 pl por
canaleta). Com auxilio de uma pipeta Pasteur, as canaletas
foram completadas com o tampdao eletrélito.

A corrida foi conduzida a 4°C,inicialmente a
100 V até a frente atingir o gel separador, em seguida a

voltagem foi alterada para 150 V até o final da corfida.

3.12.6.2. Gel separador a 10%

- Tamp3o do gel separador (item 3.4.5) 3,00 ml
- Soluc3o de acrilamida (item 3.3.5) - 10,0 ml
- Persulfato de aménio 10% 0,225 ml
- TEMED 16,80 ml

3.12.6.3. Gel empilhador a 4%

- Tamp3o do gel empilhador (item 3.4.6) 1,5 ml
-~ Solugado de acrilamida (item 3.3.5) 2,0 ml
- Agua desﬁineralizada 11,4 ml
- Persulfato de amdnio 10% 0,112 ml

- TEMED 0,015 ml
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3.12.6.4. Revelacdo das esterases

Apés a corrida, o gel foi cuidadosamente
retirado da placa e colocado em cuba de plastico contendo
50 ml de solugdo reveladora (item 3.3.6) onde permaneceu
até as bandas aparecerem. Em seguida o gel foi lavado e

fixado em solugdo aquosa de glicerol a 10%.

3.12.6.5. Revelagdo de proteinas totais

Apés a corrida, o gel foi retirado como no
item 3.12.6.4 e colocado em cuba de plastico .contendo 50 ml
do fixador PAGE (item 3.3.7) por uma noite & temperatura

ambiente. Em seguida foi usado descorante varias vezes.

3.12.6.6., Plastificagdo do gel

O gel foi envolvido em papel celofane
molhado e, com o auxilio de um bastidor de bordado, foi
esticado ao maximo o papel que o continha. As bordas do
papel foram coladas no bastidor e vAarios furos com agulha
foram feitos a fim de escoar a 4gua e secar rapidamente o

gel. Quando completamente seco foi retirado e arquivado,
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3.13. Producdo de antibiético

3.13.1. Linhagens

Setores segregantes: Sma, Smb, Smc, Smcd e

Smce.

3.13.2. Inéculo

Suspenstes de esporos de cada linhagem foram

preparadas como no item 3.5.1.

3.13.3. Fermentacdo

rd

Os cultivos foram realizadoirem frascos de
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml d; meio MP (item
3.2.19) e inoculados em triplicatas com 1,0 ml de suspensao
de esporos (item 3.5.1) de cada linhagem.

A incubagdo foi realizada a 30°C sob
égitaqéo de 170-180 rpm (Shaker New Brunswick) por 96

horas. A cada 24 horas fol realizado ensaio antimicrobiano -

como descrito no item 3.6.4.

3.13.4. Extracdo

O caldo fermentado foi extraido com acetato

de etila o qual foi evaporado sob pressido reduzida. O
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extrato bruto de acetato de etila foi purificado através de
cromatografia em coluna, empacotada com silica gel e eluida

por benzeno, cloroférmio e metanol.

3.13.5, Ensaio antimicrobiano do liquido fermen-

tado

Os testes foram realizados como descrito no

item 3.6.4.

3.13.6. Determinacdo quantitativa no liquido fer-

mentado - Unidade Waksman

-~

O mosto fermentado com 96 horas de cultivo

-

. . -~ ~
foi filtrado a vacuo em funil de Buchner para separagao da

massa celular. Em seguida o liquido foi diluido (1:10) em
- 4gua destilada esterilizada e volumes de 1 ml a 0,01 ml
adicionados a placas de Petri esterilizadas. A estas placas
foram adicionados de 9,0 ml até.9,99 ml Ae-méio Sabouraud
(item 3.2.6) fundido - e resfriado a 45°¢C, Apés
solidificagdo, foram realizadas estrias com uma éuspenséo

de crescimento de Candida albicans IBB50 (item 3.5.3). A
quantificagdo da unidade (U/ml) arbitriaria de Waksman foi
determinada pela inibigdo das éstrias do microrganismo nas

diferentes dilui¢des do liquido fermentado.
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.. 4, RESULTADOS E DISCUSSZO -

4,1. Tratamento com agente intercalante

O tratamento das linhagens selvagens de §¢'
parvulus TA-M3042 e S. regensis TA-M3053 com acriflavina
mostra que ambas respondem igualmente é mésma concentracgio
do égeﬁte intercalante. O uso de 5,0 e 6,0 ng/ml de
acriflavina (item 3.6) prohoveu.inibiqéo de crescimento da
vofdem‘ de 95 e 9%%, respectivamente. Contudo, para a
linhagem sélvagem de S. felleus IA-M3079, éomente qom,37,5

e 40,0 pg/ml foram alcangados aqueles niveis de inibigdo -

-

(Tabelav3).
' Tabela 3

Acdo das diferentes concentragles de acriflavina sobre
o crescimento de trés linhagens de Streptomycesg

Concentragdo de acriflavina kg/ml
Linhagens
2,5 5,0 6,0 7,5 37,5 40,0 Controle

S. parvulus TA-M3042 e + (+) NT NT NT +id
S. regensis YA-M3059 | +++ + (+) NT NT NT e
S. felleus IA-M3079 t+t 4 NT +++ + (+) 44
+++ = 100%

+ = 4 a 5% de crescimento

(+)

NT = concentrag¢do ndo ensaiada

i

1 a 2% de crescimento
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As ° coldnias derivadas da massa celular
Q&
obtida do tratamento por acriflavina apresentaram variantes
sem o pigmento amarelo-laranja caracteristico das linhagens -

" selvagens produtoras de actinomicina e, além disso, ndo

exibiram halo de inibig¢do para B. subtilis TA-16.

Figura 1. Halo de inibi¢3o para B. subtilis IA-16 da
linhagem selvagem de S. felleus IA-M3079 e de.

suas variantes. .
a) Streptomyces felleus IA-M3079
b) AF-3079 (90/57)
c) AF-3079 (84/50)

~d) AF-3079 (1986)
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A Tabela 4 mostra que entre vas éspécies
ensaiadas,iﬁévﬁﬁll§ﬁ§ IA—M3079 foi a mais instavel quaﬁto a
produgao de'actinomiciha, apresentando perda espontéanea de
‘3,37% e, abés o .tratamento, ‘11,73% das progéﬁies ndo
produziam agtinomiciﬁa (act')a Em ﬁ;_xggﬂnﬁiﬁvIAfM3053 e S,
paxxulﬁgv IA;M3C42, 5,26% e 6,52%,v respeétivamehte, das

variantes eram act™, apés o tratamento com acriflavina.

Tabela 4

Frequéncia percentual de ocorréncia de progénies ndo produtoras de actinomicina
nas diferentes espécies de Streptomvceg, espontaneamente e por tratamento com

acriflavina.,

Prequéncié de progénies ndo produtora
de actinomicina '
Linhagens
Espontanea Ap6s tratamento com Acriflavina
“ 8. felleus IA-M3079 3,37% ' 11,73%
5/148% 23/198
8. parvulus TA-M3042 0,0 6,52%
: 0/52 : 6792
S. regensis IA~-M3059 1,86% 5,26%
: 2/107 ) 107190

* Nimero de coldnias ndo produteras/nimero de colénias ensaiadas
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Esta menor frequéncia ‘percentual de
variantes act™ em S. regensis IA-M3053 e S. parvulus IA-
M3042 (Tabela 4), possivelmente esta relacionada com o
nimero de cépias de elementos extracromossomicos, como foi
observado por CRAMERI et alii (1986). Estes autores,
investigando a eficiéncia do brometo de etidio como agente

eliminador de plasmidio, mostraram que S. lividans piJé1

e
2

com baixo nidmero de cépia, apresentou 100% de eliminacao
deste elemento genético, ngo sendo observado o mesmo com S,
lividans piJ702 com elevado numero de cépias de plasmidios.
Alteragdes nas caracteristicas fenotipicas
deAestreptomicetos relo uso de agentes intercalantes tém
sido observadas em varios estudos. Em S. hygroscopicus 358
AV2 a concentragao de 0,5 ug/ml de acriflavina promove um
crescimento pobre, sendo observado na populagido que 5% das
coldénias ndao produzem o antibiétice carriomicina, nem
formam micélio (OGURA et alii, 1986). As observagdes de
SHAW & PIWOWARSKI (1977) com S. tbikinigg§i§"AT0011062,
produtor de estreptomicina, mostram que 7,76% das coldnias
perderam a capacidade de produzir o antibiétice, enquanto
23% deixaram de formar micélioc aéreo. Nessas linhagéns.
observa-se que a prbduqao de antibidticos nac estai
relacionada com a formagdo de micélio aéreo, engquanto
nestes experimentos apenas em §, parvulus IA-M3042 foi

observado este efeito pleiotrépico.
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0 ‘ﬁnataméntb‘ realizado por OCHI & KATZ
(1978) em 3. égtyﬁlgs Ach'12434.e S. ﬁn&ibigiiguﬁ 3720 éom“
 5,0 pé/mij de acriflévina mostrou que v15,Q% e 20,8%,
_respectivamente, das coldnias deixaram de produzir
actinomicina, como também ndo foi obser?ada qualquer
relagcdo entre a perda de micélio e abrproduqao’ do
antibidético. . A ele?ada frequéncia | de | éolénias nao
produtoras de actinomicina decorre, . possivelmente, das
congiQSes de tratamento utilizadas por aqueles autores,"os
quais subme£eram a massa micelial obtida do tratamento com
acriflavinav a formagdo e régenéraqéo de protoplastos.'
~Segundo HOPWOOD et alii k1983), AGUILLAR & HOPWOOD (1982)
formagdo e regeneragdao de protoplastos tem sidovatribaida a
eliminacdo de elementos éxtracromoésﬁmicgsﬁ”er altefaqaes

fenotipicas.

4.1.1. Caracteristicas fenotipicas das  varian£es

obtidas apés tratamento por acriflavina

As variantes obtidas neste trabalho apés
tratamento com acriflavina mostram caracteristicas
peculiareé gquanto a formagdo do pigmento amarelo e pfodugao
de actinomicina.

A anadlise da Tabela 5 mostra que a perda de

micitlio aéreo e pigmento amarelo foi observada apenas em S,
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parvulus IA—M3042, cbncordando,com os resultados de OCHI e

KATZ (1978) para S. pgzlulnﬁ.ATCCVI2432é

Tabela 5_.

Caracteristicas fenotipicas das linhagens selvagdens e. das
variantes nédo produtoras de actihomicina obtidas

apés o tratamento com acriflavina

Frequéncia Micélio aéreo* Pigmento ‘soldvel
Linhagens de varian- . : ,
tes act” Formagao cor . Formagdo cor !
S. parvulus cinza : ' amarelo
1A-M3042 Presente Presente- laranja
Variantes 6,52% Ausente Ausente
rd
S, felleys ’ . ’ cinza __-amarelo
: -
IA-M3079 Presente amarelado Presente . laranja
Variantes 11,73% Presente brancov Ausente
S. regensis ' cinza , amarelo
TA-M3059 ) Presente escuro Presente laranja
Variantes 5,26%
134(8) Presente’ cinza Presente warrom
: ’ ‘ escuro ~~ escuro
105(4) Presente amarelo Ausente
' ' claro
53(5) 1 Presente cinza Presente marrom
claro ) escuro

* Caracteristicas fenotipicas observadas em meio de esporulagdo (ME)
titem 3.2.1) '
act” = variantes ndo produtoras de actinomicina.
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Em S. regensis IA-M3053 as variantes act™

’mostraram diferentes cores para o micélio aéreo e perderam
o ‘pigmento amarelo-larangja, mas apresentaram formagdo de

pigmento marromfescuro (possivelmente pigmento melaninico)

que nio foi afetado pelo agente intercalante (Figura 2),
fato igualmente observado em S. bikiniénsis ATCC.11062 por
SHAW & PIWOWARSKI (1977). A 1linhagem sel?agem de S.
regensis JIA-M3053 se caracteriza como melanina positiva,
contudo as variantes de S; felleus IA-M3079 ndo prbdutoras
de actinomicina {act™) mostraram um dnico tipo morfolégico
- micélio aéreo bfanco - bem.deSenvblvido, sem fbrmaqao de

pigmento soluvel.
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Figura 2. Caracteristicas morfoldégicas das variantes de S,
-

-

regensis IA-M3053 ndo produtoras de actinomicina
obtidas ap6és o tratamento com acriflavina:

a) AF-3053 (141/2)

b) AF-3053 (105/4

c) AF-3053 (%3/5)

d) AF-3053 (134/8)

A Tabela 6 mostra que entre as variantes de
S.. [ellcus IA-M3079 obtidas apés o tratamento com acrifla-
vina, 8,67% apresentaram auséncia de micélio aéreo e pig-

mentacio variavel. Entre as variantes com formagdo de pig-
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mentovaﬁarelo soiﬁvél (79,59% do tot@i) 1,02% apresentaram
7@i¢élio‘ aére6' amarelo péalido e pigmento solﬁvél amarglo
escuro estdvel (Acttt). Em S. regensis IA-M3053 8,94% das
variénteé sém micélio aéreo ap;esentéram pigmento.amérelo
estavel eAentre estas variantes, 3,68%.aprésentaram maiqr
produc@ao de actinomicina (halo de iﬁibiqéo para B. subtilis
IA-16 de aprokiﬁadamente 27,3 mm).

| | A variaqéq e a estabilidade de pigmentd é de
micélio aéreo apresentédas pelas amostras act™ (AF:3079
(84/50) e AF—3079(90/57) e act*t (AF~3079(128/32.e'AF—3079
(99/3) estiao expressas na figura 3. Foi observada mudanga
na morfologia da colahia e na pigmentaééo daé variantes AF;
3079(196) e AF-3079(96/63), sendo acompanhada pela perda dé
resisténcia a actinomicina. O aumento na _instabilidade
fenotipica por agentes intercalantes foi 1inicialmente
observado em S. yenezuelae e S. alboniger por AKAGAWA et
alii (1979) e REDSHAW et alii (1979). Investigagdes mais
recentes sugerem que a instabilidade decorre da presencga de
genes 1instaveis no cromossoma de 1linhagens selvagens,
enquanto que a andlise de variantes fenotipicas mostra .
delegdes de regides .cromossomais contendo 08 genes

" instaveis (USDIN et alii, 1985; SCHREMPF, 1983).
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Tabela 6

Frequéncia percentual das caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas variantes de

S. felleus 1A-M3079 e §L.xgggn§i§’IA-H3053. obtidas por tratamento com acriflavina

Variantes

‘Micélio- aéreo Pigmento soluvel Actinomicina

Presente Ausente Presente Variavel Ausente Act- Actvy Act+ Act++

S. felleus 91,32% 8,67% '79,59% 8,67% 11,73% 11,73% 8,87% 78,57% 1,02%
IA-M3078 179/196% 17/186 1567196 17/196 23/196 23/196 17/196 154/196 2/196

S. regensis 91,05% 8,94% 94,7% - 5,26% 5,268% ~- 91,05% 3,68%
I1A-M3053 173/190 177190 186/130 - 107190 107180 - 173190 7/190
Act~ auséncia de halo de inibigdo;

Act+

Act++

Actv

halo de inibigdo igual ao da selvagem (26,68mm para S. felleug e 25,5mm

para S, redensigs IA-M3053; e

-

halo de inibig¢do maior que o da selvagem (29,40mm para S. felleus
IA-M3079 e 27,3mm para S, regensis 1A-M3053;

halo de inibigdo de inibigdo variavel;

_ % Nimero de colénias variantes/mimero de coldnias ensaiadas.
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Figura 3.

Caracteristicas fenotipicas (produgdao de pigmento

e micélio aéreo)
IA-M3079 obtidas
acriflavina.

a) AF-3079 (84/50)
b) AF-3079 (90/57)
c) AF-3079 (128/32)

d) AF-3079 (99/3)

das variantes de S. felleus

apoés o tratamento por

(Act™)
(Act™)
(Acttt)

(Acttt)
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- Os - trés tipos morfolégicos como visto na
Tabela 6 (actf; act v e acttt) apresentaram caracteristicas

fenotipicas marcantes (Tabela 7).

- Tabela 7

Cafacteristicas morfolégicas e fisioclégicas observadés entre
as variantes de S, felleus IA-M3079 obtidas apds o

tratamento com acrivlafina

Variantes de ' Produ- Resistén-
) ' g#o de cia a ac-
S. felleus . ' ' acti~  tinomici-
Micélio Pigmento nomi- na pg/ml Tipo .
TA-M3079 aéreo solivel cina¥* Nutritivo
P
—
-AF-3079(90/57) |Branco
- abundante Ausente - 150-200 Prototrofica
AF-3079(96/63) }|Escasso a
ausente Ausente*# - »5,0 <1 Auxotrofica¥**
AF-3079(183) Amarelo Amarelo
: cinzento laranja + - »600 Prototré6fica

*
-
1t

produgdo positiva

‘=~ = auséncia de produgdo

*%

o pigmento foi perdido foi perdido apds repicagens sucessivaé

*%% = Auxotrofia para aminodcido
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.vA i?ériante _AFf3079(90/57)..se bapresentou

estavel em - todas as éaracteristiCas morfolégicas e
fisiolégicas, mostrando resiSténcia intermediéria. a
  ';ctin6ﬁicina (150—206 pg/ml). A variante ‘AF—3079(96/63)

 fberu7pigmento‘amarelo—laranja'intenso variavel e,rapés'
algumés transferéncias, tornou—seA apigmentada, ndo
'produzindo actinomicina ' e apresentando - elevada

sensibilidade a este aﬂtibiético (>5 <15 wug/ml). Esta _
muténte moffolégiéa apresenta efeit§ pleiotrépico pérd a 

‘produgdo de actindémicina. e igualmente como em S. goglicolor

“'_A3(2), .mutantes bald ou Amy",vnao produzem actinorrodina

(MERRICK; 1976). O termo bald ou Amy'ré usado para mutantes‘
bloqueadas na formaéao . de micélio | ééreo.. Varias
investigaq6es mostram " uma estreita qg;pelaqao }entfe
diferenciacio - especialmente'e$p0rulagao - e produgdo de
'antibiéticos. Tem éido sugerido. que a perda 'destas
.caracteristicas 'fenotipicas apés tratamento éom agente
iﬁtefcalénte se deva, ou a preseﬁga de vplasmidios
(OKANISHI, 1979; REDSHAW et alii, 1979) ou, como foi
sugerido para a perda da formagdo de ‘melanina em S.
reticuli, rearranjo cromossomal ocasionadb por amplificacgao
de DNA (SCHREMPF, 1983; CULLUM et alii, 1986). A variante
AF-3079(183) mostrou formacdo de pigmento amarelo intenso e’

alta resisténcia a actinomicina.
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Neste trabalhov a instabilidade genéticai
observada em S. felleus IA-M3079 apés o tratamento com _
acriflavina pode estar aésociada a qualquer "~ um desteé
aspectos, entretanto uma conclusdo sélseré possivel apés
novas investigacdes genéticas e:moieculares. As variantes
AF-3079(90/57) e AF-3079(66/63) seriao de grande importancia
na investigagdo da sequéncia metabdlica para biossintese de
actinomicina em S. felleus IA-M3079 através da determinacgdo
da ocorréncia das enzimas kinurenina formamidase e
fenoxizanona sintetase. Estas sdo enzimas chaves da via
biossintética de actinomicina em 54.’§QL;QLQLLQQ§ (KATZ,
1967; KATZ & WEISSBACH, 1963). |

0 estudo comparativo das caracteristicéﬁ fe-
notipicas da variénté AF-3079(183) com o _sed parental S,
felleus IA-M3079 pode ser observado nas tabelas 8 e 9. A
Tabela 8 mostra que a variante AF-3079(183) apresenta
elevada estabilidade para a produgao de actinomicina (98%);.
0 halo dé inibicdo para B. subtilis IA-16 estd em torno de
29mm e 23,63% das coldonias da linhagem selvagem mostram

halo de inibig¢do similar (Tabela 9).



Tabela 8

_Estudo comparativo das caracteristicas fenotipicas de varios

clones

AF-~3079(183)

da linhagem parental S, felleus IA-M3079 e da variante

Linhagens

- Pigmento amarelo

Micélio

aéreo Prod. de actinomicina

Intenso Ausehte Claro Presente Ausente ActN Act* Act™
S. felleus 23,63% 3,64% 72,73% 92,7% 7,27% 23,63% 72,73% 3,64%
TA-M3079 13/55%* 2755 40/55 51/55  4/55 ’ 13/55 40/55 2/55
. - ’ ",/"’ -
AF-3079(183) {98% 2,0% 0,0 - 100% 0,0 98% 0,0 2,0%
49/50 1,50 00/50 '50/50 00/50 49/50

00/50 1/50

act*t halo médio 29,40mm
Act'! = halo médio 26,68mm
Act™ = sem halo de inibigdo

* = numero de coldnias variantes/nimero de colénias ensaiadas
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‘Tabela 9

. Estudo comparativo das caracteristicas fenotipicas de varios
clones da linhagem selvagem de S, felleugs IA-M3079 e da

variante AF-3079(183)

Porcentagem de Halo de. inibigdo
Linhagem
colénias estaveis* . em (mm)
5. felleus IA-M3079 23,63% . 29,40 -t 0,6%x
72,73% 26,68 * 1,20
3,64% - 0,0 .
- AF-3079(183) : 198,08 . 28,88, ~¥ 1,03
2,0% 0,0

* Média de 55 colﬁniés ensaiadas para B, gubtilis IA-16

*% Degvio padrdo

A variagdo das»c_._aracte_risticas fe'notip.icas
na linhagem selvagem foi maior que aquela observada-"na'
variante AF-3079(183). Similarmente, RAMOS et alii (1986)
trataram S. rimosus QBS produtor de oxitetraciclina cém' 8(_)

ng/ml de acriflavina e observaram variantes alteradas em

sua  morfologia, que ' apresentavam alta. produgdo de.

-

’ -
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-

dﬁitetraciclina associada com aumento na inteﬁsidade;-dé
figmentO"S6iﬁVél, nio sendo isoladas .variantes _n§q 
produtoras. Estas _obserVaQ5es permitiram &queles autdres
éugerirem  que os genes résponséveis pela‘_regulagéo da
producdo de oxitetraciclina foram afetados e ndo os gehés
vestrﬁturais. Entretanto, a acdo de diferentes agentes
intercalantes, observada por OCHI & KATZ (1978) em S.
parvulus ATCC 12432 e S. antibioticus 3720vRutgers, mostra
variantes nao produtofas de actinomicina, sugefindq_ﬁa
possibilidade de alteracdes em genes es?ruturais. |

A ‘acdo de corantes intercalantes ainda é
éspeculativa: A literatura cita inﬁmeros trabalhos
mostrando a eficiéncia de agentes eliminadores de
plasmidios, enquanto outros (HOPWOOD & CHATERT/1984; CHATER
& HOPWOOD, 1983) sugerem que mais do que um eliminador de
plasmidio, estes agentes podem causar frequentemente

rearranjo cromossomal ou extracromossomal.

4.2, Caracterizacgdao fisica de DNA plasmidial em

Streptomvces felleus IA-M3079

Através do método modificado de KADO & LIU
(1981) indicado no item 3.7.4, foi possivel visualizar uma
banda eletroforética em S. felleus IA~-M3079 que podia ser

confundida com DNA cromossomal. Entretanto,_extraqﬁes daé
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'_Variéntes ndo produtoras vde actinomicina obtidas espon¥
,taneamente' (E—3079(53c)) eA-também apés tratamento com
acriflavina (AF—3079(90/57)) ndo mostraram qualquer b@nda
'eletroforéfica. Foi observaaa banda - eletrofofética
cprrespondente- ao plasmidio piJ702 (5,6 kb) com elevédo
nimero de cépias, enquanto que o plasmidio piJ943 (20,6 kb)
com baixo ndmero de cépias ndo foi detectado (Figufa 5).

Estes resultados sugerem gque O método pode--
ser inadequédo para ‘piasmidio de’ baixb nimero de cépias
e/ou para elementos de alto peso molecular.

As investigagdes da liferatura mostram que o
primeiro plasmidio, SCP4 .de S. coelicolor A3(2),
determinado geneticamente por VIVIAN (1971) é responsével
pela resistéﬁcia e produgdo. de metilehdmiciEéQA foi dyfgnte
muito tempo refratdrio ao isolamento fisico. Entretant@, sé6
recentemente, KINASHI et alii (1987) isolaram ‘de S.
‘coelicolor A3(2) um elemento linear de 340 kb, através .da |
eletroforese ortogonal (OFAGE), visto como SCP1.

Outros plasmldlos como SLPZ, SLP3 e SLP4 de
>§¢ Jividans 66, SRP; e SRP, de S§. n;mgsus sdo refratarlos
ao 1solamento fisico (HOPWOOD etr alii, 1983; FRIEND. et'
alii, 1978 e RHODES et alii, 1984). |

Um paralelo entre os_dados da literatura e
és obtidos nesﬁé trabalho sugere que o determinante

genatico de 8. felleus IA-M3079 faga parte deste elencp de
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plasmidios dificeis de serem isolados, possivelmente pelo
baixo numero de cdépias ou, ainda, por ser de alto peso

molecular.

Figura 4. Eletroforese de DNA plasmidial obtido pelo método
de KADO & LIU (1981) modificado
a) IA-M3079
b) piJ943
c) piJ702
d) E-8079(5h3¢c)

e) AF-3079(90/57)

Neste trabalho, nas treés linhagens en

estudo, foram observadas variantes ndao produtoras de
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_éctinomicina, 0o que suééfé afpoééibilidade'da_ényolvimehto'
" .de elementos extracrdﬁéssﬁmicos. Contudo, estudos genético;
 moleculéres : poder§6, 'posteriormehte trazer | ﬁaiores
,esclafeciméﬂtos{ uma Vézique cofahtes intercalantes podem

causar mutagdo.

4.3. Caracterizac¢do do fenétipo "pock" apés cruzamento

com §. lividans TK24

Em decorrénciav da eievada_ instabilidade
observada na formégéo de pigmento amarelo-laranja ligada &
producdo de actinomicina e pela ndo caracterizacdo }isica
de elementos extracromossomicos em S. fgilgyé:IA4M3079, foi
investigada a presencga de plésmidio conjugatiQo através da
) fofmagéo de zigose letal também designada de fenétipo
"pock". | |

Os cruzamentos‘com a linhagem'téstadora (ﬁ;
lixidans TK24) e a visualizag¢do do fendtipo "pockﬁ foram
reé{izadds como descrito no item 3.8. |

| O plasmidio conjugativo piJ303 utilizado
\cbmo controle ,positivo mostra a reagdo zigose letal
(indicada bor fleka)_ como zonas claras de inibicao

designada Ltz* por KIESER et alii (1982) (Figura 5).
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Figura 5. Fenétipo "pock" produzido pelo plasmidio piJ303
em um "background" de S. lividans TK24 1livre de

plasmidio (aumento 40x).

Em S, felleus TA-M3079 foram observados
diferentes tipos de zigose letal (Figura 7). O tipo A com
grande zona clara de inibigdo se apresenta diferente da‘
reagao Ltzt de piJ303, porém similar ao fendétipo dos
plasmidios pSCy3 e pSCy5 de S. noursei B3 (KOJIMA et alii,
1985), enquanto o tipo B mostra zona de inibigao pequena,

turva ou opaca, se assemelhando reacgao Ltz +/- do plasmidio
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variante piJ224 (KIESER et alii, 1982) e o fendétipo do

plasmidio pSCy6 de S, noursei P251 (KOJIMA et alii, 1985).

€ e g e e
PNt IR

Figura 6. Fenétipo "pock" produzido pelo plasmidio de S,
felleus IA-M3079 em um '"background" de S.

lividans TK24 livre de plasmidio (aumento 15x).

SHINDOH et alii (1984) observaram em S.
roseochromogenes S264 por transformagiao e formagao do
fendtipo "pock" a presenca de dois plasmidios pSCRla e
PSCRb com pesos moleculares diferentes. Em S. lividans 66
(HOPWOOD et alii, 1983) os plasmidios SLPz e SLP4; em S.

rimosus Pfizer SRP1 (FRIEND et alii, 1978) e SRPy (RHODES
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et alii, 1984) em S. erythreus SEP4 (DE" WITT, 1985) sao
detectiveis somente através do fendétipo '"pock". Estas
investigacgdes demonstram que a Vocorréncia do fendtipo
"pock" tem facilitado a determinagdo de mais de um
plasmidio em Streptomvces, através de diferentes tipos
morfolégicos de "pock". KIESER et alii (1982), procurando
determinar a provavel regiiao que determina o fendtipo Ltz +
em piJ101, observaram "in vitro" «que variantes desse
rlasmidio com fenétipo reduzido, Ltz +/- estavam associadas
a uma série de insergdes de uma regido especifica de
piJ1o01l. Segupdo estes autores esta regido é responsavel
pela fungdo de espalhamento intramicelial envolvendo a
migragéo de cépias de plasmidios e nd3o a transferéncia
intermicelial,. |

As linhagens de S. parvulus IA-M3042 e S..
resensis IA-M3053 que apresentaram instabilidade fenotipica
apdés o tratamento com acriflavina foram ensaiadas guanto a
presenga do fendétipo "pock" (Figuras 8 e 9). Em §. barvulus
IA-M3042 foi observado fenétipo "pock" similar ao tipo de
piJ303, enquanto que em S. resgensis IA-M3053 as coldnias
"pock" mostram caracteristicas .ihtermediérias de =zigose
letal (Ltz +/-). Estas 1linhagensA posteriormente serdo
investigadas em maior detalhe.

Houve uma tentativa de isolar e purificar a

coldnia "pock" tipo A ‘de S. felleus TA-M3079, visando
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caracterizar fisicamente o determinante extracromossodmico,

sem éxito, entretanto.

Figura 7. Fenétipo "pock" produzido pelo plasmidio de S.
regensis IA-M3053 sobre um "background" de S.

lividans TK24 livre de plasmidio (aumento 15x).
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Figura 8. Fenétipo "pock" produzido pelo plasmidio de S.
parvulus IA-M3042 sobre um  "background" de S,

lividans TK24 livre de plasmidio (aumento 25x).
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Neste ﬁrabalho, a formaciao de dois tipos de
fenétipo "pock" em §, felleus IA-M3079 indica provavelmente
a presenca de dois elementos extracromossdmicos que poderdo
estar relacionados com a instabilidade fenotipica dessa
linhagem, enquanto que S. parvulus IA-M3042 e S. regensis
IA-M3053 apresentam um tnico tipo de fendtipo.

Os cruzamentos entre AF-~3079(%0/57), &~
3079(§§99 e S. lividans TK24 nao mostraram fendétipo "pock",
sugerindo que a perda da produgéo de actinomicina possa
estar relacionada a este fator sexual. Entretanto,
conclusdo definitiva somente apésv analise genética
detalhada eﬁfre linhagens geneticamente marcadas para
verificar a localizacgao _de genes biossintéticos.
Investigagdes realizadas por HAESE & KELLER (1988)
determinaram que genes para produgiao de actinomicina em S,
chrysomallus estdo no cromossoma, engquanto OCHI (1982)
sugere o envolvimento de plasmidios na producgio de
actinomicina em S. parvulusg ATCC 12434.

:A observacdo do fendétipo "pock" pode ndoc
significar presenca de plasmidio autdénomo nas linhagens em
estudo, uma vez que plasmidios podeé' se originarv pela
formagdo de algas a partir de'seqﬁéﬁéias cromoésbmais da
linhagem testadora, como obsefvado' bara osfhélasmidios
piJ110 de S, parvulus e piJ408 de ,S_L glaucescens apds

cruzamento com 8. lividans (HOPWOOD et alii, 1984).
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4.4, Fusio de protoplastos

Pelos egtudos realizados neste trabalho, foi
verificado que a formagdo de pigmento amarelo e a produgdo
de actinomicina nas linhagens em estudo sdao caracteristicas
fenotipicas instaveis que, apdés tratamento com acriflavina,
foram acentuadas.

Visando determinar se estas caracteristicas
fenotfbi;as sdo transferidas em alta freguéncia, foi
realizada fusdo de protéplastos intraespecifica com S,
felleus IA-M3079, em decorféncia da obtengdo de ﬁutantes
morfolégicos nesta linhagem.

A variante AF3079(90/57), por ser estavel e
ndo produzir pigmento, foi usada como receptora, enquanto
que a linhagem selvagem de S, felleus IA-M3079 produtora de
pigmento amarelo‘foi inativada pelo calor e utilizada como

doadora.

4.4.1. Formagdo e regeneragdo de protoplastos de

linhagens para a fusdo

Foram obtidos protoplastos de ‘.S_,_. felleus
IA-M3079 produtora de actinomicina‘(aét+) e da varianté
AF-3079(90/57) ndo produtora de aétinomicina (act™). As
frequéncias de regeneragao. das duas iihhagéﬁs. éstéo

expressadas na Tabela 10.
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Tabela 10

Formacdo e frequénéia de regenerag¢do dos protoplastos das

linhagens de §; felleus YA-M3079 e AF-3079(90/57)

_ : , Namero de proto- Frequéncia de re~
Linhagem
plastos*/ml generagao (%)
el u
'S. felleus IA-M3079 | 12,2 x 105 18,5
AF-3079(90/57) 9,8 x 10% . 15,9

* Média de dois experimentos

A frequéncia de regenera¢éo de protoplastos
obtidos neste trabalho (18;5 e 15,9%) pode ser atribuida a
concentragdo de glicina usada (0,6%). Esta concentracgdo
permitiu a obtengdo de microcblﬁnias com formagido dé
protoplastos dentro de 20 a 30 minutos e células _néo
protoplastizédasé;na ordem de 0,6 a :058%7 em ambas as
linhagens.

OKANISHI et alii (1974) ocultivaram S.
gxigﬁgﬁ‘ISPv5236 e S. yeneguelae ISP 5230 ém meio liquido'S
com 0,8% e 2,0% de glicina, respectivamente, e apds

tratamento com lisozima e enzima 1litica n2 2 por 1 a 2
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horas obti?eram suspensao de protopiastos contendé dé 15 X
108 a 17 x 108 pfotoplastos/ml e regeneragdo de 41% e 51%..
OGAWA et alii (1983), utilizando o meio S16 com 0,3% de
glicina, cultivaram S. hygroscopicus ATCC 21705 por 20-24 -
horas e realizaram tratamento combinado com lisoziﬁaimais
acromopeptidase e observaram,ffequéncia-deAregeneragéo_eﬁ’
torno de 15%.'BALTZ (1978), além da adigdo de glicina ao
meio ~-dé germinacio para cultivo rde S. fradiae é S.
. griseofuscus , utilizou como indculo fragmeﬁtds de micélio
tratado por uitrassom e observou boa formagdo  de
ﬁrotoplastos no fim da fase ekponencial' de creséimentp,
enquanto era evidente um declinio né regenerag¢do quando os
protoplastos eram obtidos >'na fase Qstacionéria.
Adicionalmente, HOOLEY & ﬂELLINGTON (1985}, cultivandd Sete
diferentes isolados de S. hygroscopicus em meio .l%quido
complexo por sete dias e tratamento com rlisoéima (1-2
horas), obtiveram suspensdo de prbtbplastos-em torno de 106
- a 108 /ml, engquanto a freqﬁéncia- de regeperagﬁé_ figou
abaixo de 5% para cinco isoladosre, em torno de-28% e 15%,.
Apara os demais. ARAUJO et alii (1984/85) cultivargm S.
melanochromogenes 1_A—'M-318$ em meio S (OKANISHI et alii,
1974) com 0,5% de glicina e S, gcapoamus JIA-M3122 em meio
liquido complexo com 0,3% dé glicina bor 18 e‘24 horas,
resbectivémente, e apdés  tratamento com lisozima‘”(30—40

minutos) obtiveram suspensdo contendo em torno de 108
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protoblastos/ml._ SﬁIRAHAMA et alii _(1981), procurando
estabelecer ‘melhores_ condigdes pafa régeneraqéb de .
protoplastos de S. k@namxggiigus AT—533 e S humidug"ISb
5263, observaram regeneragdao em torno de 30% eyblO%,
réspectiVamente.

Fiéou muito dificil estabelecer comparagdes
entre aqueles trabalhos e este, uma vez que as condigdes
para formagdo e regeneragio de protdplastos sdo espeqificas
para cada linhagem, como foi constatado pelo trabalho'de
HQOLEY & WELLINGTON (1985) com diferentes isolados de S.
hvgroscopicus. ’

Pela andlise destes trabalhos, fica clara a
importancia da formacgao de microcoldnias nav{ fase
exponencial de crescimento, que facilita a _ac¢fo da lisozima
e as células encontram-se em estado fisiolégico ativo,

promovendo, consequentemente, uma eficiente regeneracgdo.

4,4.2. Processo de fusdo de protoplastos

Neste trabalho, apés regeneragio da mistura
de fusdo, 175 clones foram isolados e analisados quanto a
formagao ae pigmento e halo de inibigdo para B. Sﬁhﬁiliﬁ:
1A-16, como descrito no item 3.9.7. |

Os resultados apresentadés na tabela 11
mostram a ocorréncia de 0,57% de produto de fuséq. A

tramnsferéncia de pigmento amarelo ndo foi observada entre
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os clones analisados, como erd esperado. Enﬁretanto,vfoi
isolada uma. coléniai-com maior Vdiamefro,‘ que produziu
‘pigmgnto azul-violdceo e halo de inibig3o para B. subtilis
IA—16. Apés subculturas,~esta_colﬁnia deixou deAapreseﬁtar

halo de inibicao.
Tabela 11

Colénias isoladas apés fusdo de pfotoplastos-e ensaiadas quanto & formaqﬁé )

de pigmento e halo de inibigdo para Bacillus subtilis IA-16

Fusdo de Protoplastos Namero de Cocldnias
Isoladas Produtoras Com halo Frequéncia
de pigmen- de ini~ de produto
to scluvel bigao de fusao P
IA-M3079 x AF3079 (90/57) 175 1- 1 ,’”‘?‘0,57%
Tabela 13

Caracteristicas fenotipicas dos clones obtidos apés fusdo de protoplastos

Clones Micélio Formagéo de pig- Didmetro das Halo de inibigdo

% aéreo mento soluvel colénias (mm) para B._subtilis
v (em mm)
99,4 Branco Ausente . '3 al Ausente

0,6 Cinza _ Azul violdceo 8,0  12-18
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Pela analise da literatura, depreende-se que
a frequéncia de produto de fusdo est4d diretamente
relacionada & concentragio de PEG utilizada, sendq’ esta'
concentragdo independente do peso molecular.

A fusdo com 8. coelicolor A3(2) usando PEG
15% a 42% (peso/volume) adicionado de DMSO (dimetil

sulféxido) rendeu 5% a 6% de recombinantes prototréficos,

o

como foi relatado por HOPWOOD et alii (1977);
Posteriormente, HOPWOOD & WRIGHT (1979) comprovaram que PEG
1000 a 50% sem DMSO promove recombinagdo superior a 20% em

S. coelicolor enquanto PEG 6000 tem originado Dbaixa

frequéncia de recombinagio (BALTZ, 1978; BALTZ &
MATSUSHIMA, 1981; HRANUELI, 1983), possivelmente pela sué
alta viscosidade, como sugerido por HOPWOOD (1981)f'

Segundo HOPWOOD et alii (1985b) em torné de
50% é uma étima concentracdo para a fusdo gm_ﬁ&xgﬁ&ﬁmxgﬁgd.
sendo verificada baixa frequéncia de fusidao em concenﬁragées.
abaixo. de 40% e acima de 60%. Afirmam,. ainda, aqueles
autores, que o PEG 6000 mostra desvantagem por‘sua alta
viscosidade e dificuldade em sua ‘eliminaqéb apés o
tratamento de fusdo, o que & .p.re,judicial, p'ovis- o PEG é
- téxico.

A perda de caracteres apresentada pelobcione
azul—?ioléceo ndo é impar na literafura. HOTA ef alii

(1985) trabalhando com fusao de  protoplastos
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interespecifica de mutantes nao produtores dé antibiéticos
aminoglicosidicos - S. griseus (ESTR) e S. teniimariensis
(KMR) - mostraram que o clone SK52-—52(ESTR KMR) produzia um
novo antibiético, entretanto apés algumas transferéncias
ocorria segregacao de éolénias grandes, :éé rquaié
progressivamente deixavam de produﬁir o antibiético.
Contudo o clon_e SK52-52(ESTR,KMR) permanec'ié_ com a mesma
resisténcia a estreptomicina e a kanamicina induzida‘pela
. fuséof/gé protoplastos, mostrando-se instével‘ para' é
- frodugao do novo antibiétiéo, possivelmente_devido a pouca
homologia entre as espécies. | .
HOPWOOD et alii (1977) e HOPWOOD & WRIGHT
(1978) afirmam que a régenéraqéo‘pés—fusao debprptoplastos
eﬁ condigdes ndo seletiVaé, ainda :que. cém linhaéem
-auxotréfica,. aumenta o .nimero de eventos de fusdo. e
proporciona. maior frequéncia de recombinagéé. Issq decqfré*
de mualtiplas pérmutas, ocasionadas pela unido de genomas
completos em uma mesma unidéde- celular,.rsegﬁidas' de
‘fragmentagao é‘.perda de ' segmentos de um ou ambos os

genomas, resultantes de um estado dipldide transitério.

BERN
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4.5. Estabilizacgdo dos setores

~

O clone heterocariético que mostrava halo deu
inibicdo para B, subtilis IA-16 foi semeado em quatro
pontos em placas com meio de esporulagio (ME) e, até Cinéo
dias de cultivo,\ as coldonias apresentavam fofmaqﬁb de -
pigmento azul-violdceo (Figura 9).

Apés 14 dias de cultivo, as  coldnias
‘resultantes da semeadura em quatro pontos, Pfl, sz,-Pf3 e
Pf4 , segregaram vArios setores (Figura 10), os qﬁais foram
estabilizados através de semeadura em meio ME e deéignados.
de acordo com o fenétipo (Tabela 13). |
A andlise dos clones estabilizados esta

contida na Tabela 14 e mostra que o setor Smb é o mais

-
/'/

frequente, uma vez que entre 24 coldnias de Pf3 analisadasy,
16 (66%) mostraram este setor.

A segregagdo de setores observada neste
trabalho possivelmente resulta do estado dipléide
transitério observado por HOPWOOD (1981) em fusdo de
protoplastos de mutantes auxotréficos de S. goelicolor
A3(2).

Estado heterocariético foi observado por
OCHI (1982) apds fusiao de protoplastos intraespecifica com
linhagens auxotréficas de S, antibioticus 3720. A
regeneragao em meio minimo revelou coldnias pequenas qde

segregavam um dos genétipos parentais, enquanto as coldnias



grandes heterocaridéticas eram prototroficas.

HRANUELI et alii (1983) verificaram fenomeno igu
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Similarmente,

al em fusao

de protoplastos de S. iimggug ATCC 10970.

Figura 9.

recombinante

Coldnias isoladas a partir do clone

obtido da fusdo de protoplastos entre a linhagem

selvagem de S, felleus IA- M3079 e a variante

AF-3079(90/57)
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Figura 10. Clones isolados do produto de fusido apresentando

formagdo de varios setores (14 dias de cultivo)



Caracteristicas morfolégicas dos setores segregantes obtidos da

Tabela 13

W

fusdio de protoplastos de 8, felleug 1A-M3079 x AF-3079% (90/57)

Setores v
Caracteristicas morfolégicas
Segregantes

-

Sma Micélio aéreo amarelo acinzentado e reverso amarelo
amarronzado, sem formagé@o de pigmento solivel,

Smb Micélio aéreo marrom-amarelado e reverso marrom escuro
enegrecido, Pigmento solivel azul-violaceo é observado
até 5 dias de cultivo. )

Smc Micélio aéreo cinza-creme e reverso marrom sem pigmento
solivel.

Smcd Micélio aéreo cinza e reverso marrom escuro, sem forma-
¢80 de pigmento soluvel. '

Smce Micélio aéreo cinza-esverdeado, reverso marrom-negro.

108.
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Frequéncia de setores recombinantes da fusdo de S, felleusg

- TA-M3079 x AF3079 (90/57) apés 14 dias de cultivo em meio ME

Setores - TIPOS
) Sma- Smb smc Smcd Smce
Prod. fusdo .
PFy - 33% - - 50%
4/12» - - - 8/12%
PF, 33% - 33% - -
8/24 - 8/24 - -
3 - 66% 33% 33% -
: . -
- 16/24+* 8/24 8724 - .
PF,4 33% 25% - o -
4/12 3712 - - -

* Numero de coldnias ensaiadas/numero de coldnias observadas

4,6, Caracterizacdo dos setores segregantes

4.6.1,

fenétipo "pock"

Anilise dos segregantes quanto a formagdo

Uma vez que a linhagem selvagem de S.

{fellous TA-M3079 mostra  a ocorréncia de dois elementos
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conjugativos, caracterizados neste trabalho através da
morfologia "pock", tornou-se necessario verificar se os
setores segregantes obtidos pela fusdo de protoplastos sédo
 'portadores de algum plasmidio conjugativo.

quos os setores mostraram o mesmo tipo
morfolégico do fenétipo "pock" (Figura 11), ndo sendo
evidenciado "pock" com grandes zonas de inibigdo como o
observado em S. felleus IA-M3079 (Figura 6).

Estes resultados possivelmente mostram a
transferéncia de um dos plasmidios conjugativos de S,
felleus IA-M3079, produtor de actinomicina, para o mutante
AF—3079(90/57), ndo produtor de actinomicina, através da
fusdo de protoplastos; entretanto ndo foi observada elgvada

transferéncia de pigmento amarelo-laranja. .

Pl

.

Pode acontecer gue estas caracteristicas
fenotépicas nao estejam relacionadas com elemento
extracromossomico ou, ainda, este elemento pode conter

apenas genes reguladores da produgdo de actinomicina.
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Figura 11, Fenétipd "pock"” do setor recombinante Smc em um

"background" de 8. lividans TK24 livre de

pPlasmidios (aumento 40x)

~

O mecanismo de producio e de regulacio de

actinomicina ainda nao é completamente entendido. Em §,
antibioticus e S. parvulus tem sido sugerido o envolvimento
de plasmidios na biossintese da actinomicina, engquanto que

em S. ghm,s_gmallus ATCC 11523 estudos reglizadbs por HAESE
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& KELLER (1988) revelam que genes biossintéticos .de
actinomicina estdo localizados no cromossomo.

Neste trabalho, a obtencgdo de setores
segregantes que nio produzem actinomicina decorre
possivelmente da inativacdo de genes estruturais ou genes
reguladores localizados sobre plasmidio e, . quando
transferidos, ativam genes cromossomais para produgdo de

outro pigmento - o azul-violaceo - e niao o pigmento amarelo

>

relacionado com actinomicina. Segundo HOPWOOD (1981c), a
transferéncia de plasmidios nativos contendo genes
reguladores para um novo hospedeiro podera ievar'expresséo

de novas vias biossintéticas.

4.6.2. Andlises dos setores segregantes quanto " as

caracteristicas fisiolégicas e morfoldégicas

Em 'decorréncia dos setores segregantes
obtidos da fusdo de protoplastos apresentarem formagido de
"pigmento distinto daquele do parental - §; iﬂiiguﬁ fA—M3079
- foram analisadas as caracteristicas vfisiolégiéas e
morfolégicas destes setores, Yisando determinar
similaridades ou diferengas entre os‘mesmés;

Streptomyces felleus {Lindenbein) - foi des-
crito inicialmente em 1952 por Linderbein e redescrito por

SHIRLING & GOTTLIEB (1968a) através do "International



Streptomyces Project" e, de acordo com a cor do micélio
aéreo, esta linhagém.pentence a Série Amarela,
A linhagem IA-M3079, utilizada neste
‘trabalho foi isolada de amostras de solo da cidade do
Recife e classificada como S. felleus (FALCAO DE MORAIS!).
A obserQagéo da Tabela 15 mostra que manitol

e ramnose_ sdo utilizados por S. fe [lggs TA- M3079, enquanto

g

- a sua variante AF- 3079(90/57) nao utlllza estes aglUcares,
ndo sendo detectadas diferengas para os outros agdcares
nestas linhagens. Para os setores recombinantes, manitol &
utilizado como fonte de carbono, o que nio ocorre em
ramnose. Estes resultados mostram gque os recombinantes
adquiriram a propriedade de assimilacdo de manitol do
parental "doador" S. felleus IA-M3079.

| Outras propriedades bioquimicas ensaiazdas,
como hidrélise da gelatina e do amido, mosfraram
comportamentos iguéis para todas as linhagens, do mesmo
modo que pigmentos melanéides nao foram formados em ;éios

padronizados (Tabela 16).

1 FALCXO DE MORAIS, J. O, (Departamento de Anflblotlroo ~
UFPE Reclfe - PE) Comunloaqao pessoal, 1950 :
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Tahela 15

Utilizagdo de fontes de carbono nas linhagéns parentais de
S. felleus IA-M3079 e M3079 (90/57) e dos setores segregantes

obtidos por fus&o de protoplastos

A ¢ B C A R E S

LINHAGENS 0

Controle Gli~ Xilo Fru- Arabi~ Saca~ Inosi Rafi- Mani Ram-

Negativo cose se tose nose rose tol nose tol nose
S. felleus ]
IA-}M3079 - o+ + + + - ‘ - - * +
AF-3079(90/57) - + 4 + - - - - -
Sma - + 4 + + - - - + -7
Smb - + 4+ + - - - s - ]
Smc - + + + + - - - + -
Smecd - + + f + - - - + -
Smce } - + 0+ + + - - - + -

+ = Crescimento igual ao cbntrole positivo (glicose).

~ = Ndo houve crescimento ou apenas igual ao controle negativo sem qual-
quer fonte de carbono.
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. Tabela 16
Propriedades bioquimicas das linhagens parentais de §. felleus

TA-M3079 x 3079(90/57) e dos setores segregantes obtidos

por fusdo de protoplastos

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS PRODUGAO ﬁE MELANINA

E;EHACENS
Gelatinase © Amilase Meio ISP-6 Meio ISP-7

s. felleus
1A-M3079 . + - -
AF-3079(90/57) + o + - -
Sma ' + ' + - e
Smb : + . + - o -
Smc + ) 7 + - -
Smcd - + ' ' + - =
Smce + + - ' -
+ = degrgdaqéo enzimdtica

- = ndo produtora de pigmento melaninico

A tolerancia a cloreto de sédio observada na
Tabela 17 mostra que na concentragido de 10% ndo ‘ocofre

crescimento das linhagens parentais, ‘enquanto que os
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setores - recombinantes crescem fracamente nesta
concentracdo, possivelmente em decorriancia de'alteraqﬁes na
permeabilidade da membrana.

As propriedades fisioldégicas dos setores
também mostram estreita similaridade com aquelas dos seus
parentais S. felleus TA-M3079 e AF3079(90/57).
Adicionalmente, nao foi observada qualquer diferenca
marcante entre estas linhagens. Investigacdo similar foi

. reali;ada por HOTTA et alii (1985) na caracterizacdo do

”  clone SK2-52 obtido por fusdo de protqplastos
iﬁterespecifica entre S. griseus (StrR) e §+‘Lgnjimg;i§n§i§
(KMR). As propriedades morfoldgicas e bioquimicas de SK2-52
eram similares as do S. griseus (StrR). Dormesmo modo, as
resisténcias a estreptomicina e a outros aminoglicosidioé
se originaram, segundo agueles autores, da linhagem de §+
griseus (ESTR). |
Estas observagdes corroboram as decofrentes
deste trabalho, onde foivconstafadb, pelas caraétéristicés‘
bioquimicas dos éetores Segregantes, elevado grau - de

similaridade com os parentais.
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Tabela 17

Toleréncia a cloreto de s86dio apresentada pelas linhagens parentais

S. felleus IA-M3079 x AF3079 (90/57) e dos setores segregantes

obtidos por fusdo de protoplastos

-

CONCENTRAGAO DE NaCl (g%)

oy
LINHAGENS

0,0 4,0 7,0 10,0 - 13,0
S. felleus
IA-M3079 ++ + + - T -
AF-3079(90/57)|  ++ +e “+4 - -
Sma ++ ++ 44 + ) -
Smb +; R ++ ‘ + ) -
Smc ++ ++ ++ + -
Smcd + ++ s + _ -
Smce ++ ++ ++ + B f
++ ; Bom crescimento

-
1)

- = Sem crescimento

protoplastos

Com o objetivo

intraespecifica

.Crescimento regular

de verificar se a fusdo de

em 8. felleus IA-M3079
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.o.riginou a forinaq:éo de novos genétipos, foram reaiizados
testes auxotroficos com ©OS setores segrégantes. Os
parentais sdo prototréficos, enquanto os setores exibiram
auxotrqfia para adgnina; Estes resultados comprovam que a
recombinagio por fus&o de protoplastos permitiu aumentar ‘a
variedadé geﬁética neéta linhagem sem a utilizacdao de

agentes mutagénicos (Tabela 18).

Tabela 18

Auxonografia dos parentais 5, felleus IA-M3079 x AF-~3079(90/57) e dos setores

gsegregantes, obtidos por fusdo de protoplastos

LINHAGENS © EXIGENCIA NUTRICIONAL
S. felleus IA-M3079. : APrototréfica
~ AF-3979( 90/57) | } érototréfic;a
Sma | o ) Adenina
Smb - Adenina ~
Smc ) v . ) Adeqina
Smcd ' -f. ) . o Adenina -
Smce . o . ~ Adenina
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Isto s6 foi possivel utilizando a inatfvaqéo
de um dos parentais (doador morto) no processo.de fusdo,
permitindo selegdo de recombinantes. Segundo BALTZ (1978),
ndo é aconselhavel a indugdo de mutantes em _linhagem' de
interesse econdmico, ém decorréncia da acumulacgdo dé
mutagdes cripticas que mostram efeito pleiotrépico negativo
sobre a produgdo de antibidéticos, além de mascarar o efeito
benéfigg,das novas combinacdes de genes (QUEENER & BALTZ,
1979; NORMANSELL, 1982).

Estudo comparativo das caracteristicas
morfolégicas dé S,  felleus IA-M3079, da variante AF-
3079(90/57) é dos setores segregantes Sma e Smcd esta
contido.na Tabela i9.

Através destes estudos pode ser observado
que as nuances de coloragcdao do micélio aéreo dos‘setores
(amarelo-cinza) estdo préximas da cor da massa micelial da
linhagem parentai‘(aﬁarelo—cinza padlido). A cor do reverso
dos setores segregantes no meio :ISP—S apresenta uma
toﬁalidade amarelo-ferruginosa mais intensa que a observadé

nos parentais.

~

A obsérvagéo‘microqoffplégica de S. ﬁgllgﬁﬁ
IA-M3079 mostra cadeias de  esporos da  Seccdo
Rectiflexibiles (RF) (PRIDHAM et Alii,_’ 1958), igualmente
com6 a variante e os setéres'recombinanteé, que apresentam

_esporé6foros com 10 a'SO'esporos.



‘fabela 19

120

Caracteristica sorfolégica dos parentais e dos setores segregantes Sza e Szcd obfidos por fusie de protoplastos,

KEI0S DB CARACTERISTI- L1 REAGEHS
CULTURA gAgs TA-K3079 Variante Sea Sued
8. felleus AR 3079(90/57)
I8P-2 ExtratoCrescisento Box Bon Box Boa
de levedura-|Hicélio aéreo |Abundante Abundante Fraco Fraco
‘Agar Anarelo/Cinza |Branco a creme{dmar,-cing-cr. |0r.cinza/agar,
(2ba 1 1/2db) |(2 ba) (2ba 1ba) (1ba-1 1/2db}
- reverso Anar.awarrons, jAgar.cins.esv, |Anar.esverd, |Amarelo-earros
- _ : (Co3b) (Co3b Cods) '
pign. solivel jAmarelo claro |Ausente huarelo claro [Anarelo claro
18p-3 - Crescinento Bow Bos Box Bow
Aveia-dgar  |Wicélio aéreo llmar.cinz.esv.|Amar.cins.esv. [Amar.cing.ecv, [Asar, cing,pal.
) (1 1/2) - |{L.ch) (1ba-a 1/2 db){{2dh-1ba)
{Reverso Anar.esverd, ~ iCreme pilido {Amarelo claro {Agar.amarron?.
{Codb) {Co a) {Coa)  |{Loo a)
Pign. soldvel {Azarelo lizio |Ausente Amarelo claro (Crese
' {Codb)
Isp-4 Crescimento  Bom Box Boxr Boa- .
Auido-sais  {Kicélio aéreo |Awar, pilido |Amar.esverd. jAmar.esverd, [Amar, esverd.
-inorganicos- (2db-2ba) (2ab-2ba) {1cb/2db) (2db-1ch}
dgar Beverso Anarelo claro [Creme mar. marroa [Awarelo ®arrom
(Co a) (Co a) {Coor) (Coos)
Pign, soldvel [Ausente Ausente Augente Ausente
15p-5 Crescimento  {Boa {Bon Bor Regnlar
Glicerol-  iMicélio aéreo JAmar. esverd, |Cing.esbrang. {Amar.cing.palh|Asar.cinz.palka
- asparagina- {1cb) (1ba) {2ba-20b) {2ba-1 1/2d8)
-kgar Reverso Cr-asarelado. {Branco Anar.ferrug,  [Awar.ferrug,
{CooSb} (0cr)
Pigm. solivel

¢ Classificagdo das cores de acordo com o Kétodo adotado pele 1SP (itea 3.5.4).

A microscopia eletronica de transmissao

superficie dos esporos: foi realizada no Laboratério

da

de
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Imunopatologié Prof. Keizo Asami .'(UF?E) e ﬁbétrouil
éuperficie lisa para as, linhagens parentéis & para os
setores segregantés'(Figura 12).

Estés'pfopriedades morfolégicas sao Coﬁsis—
tentes com aquelas obéervédas em'S;'ﬁsliﬁuﬁ IA—MSOZQ e em

 AF3079(90/57).

-~
e

-

Figura 12, Microscopia eletrdnica de transmissio da super-

ficie dos esporos das linhagens parentais e aos
setores recémbinantes: 1 = S, felleus IA-M3079;
2 = AF3079(90/57); 3 = Sma; 4 = Smec
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4.,6.3. Teste de resisténcia a antibidticos

-

Os niveis de resisténcia aos diferentes,
antibiéticos apresentados na Tabela 20 mostram que os
setores recombinantes sdo altamente sensiveis a
actinomicina (<5 >1 ug/ml), enquanto S, felleus IA-M3079,
produtor deste antibiético, apresenta elevada resisténcia
(>400 wpg/ml) e a variante AF-3079(90/57) possui uma
resisténcia intermedidria (>150 <200 ug/ml). Para rifam-
picina foi observada maior resisténcia dos recombinantes
(<50 »>10 upg/ml), enquanto os parentais mostraram alta
sensibilidade, sendo que a variante AF-3079(90/57) foi mais
sensivel que o parental selvagem S. felleus IA-M3079.

A elevada resisténcia observada em S,
felleus TIA-M3079 "para actinomicina demoq§tra que esta
linhagem ¢é produtora desse antibiético, enquanto que a
resisténcia & ©penicilina e a anfotericina mostra a
potencialidade desta linhagem para a produgi@o de 6utr§s
antibidéticos, como foi demonstrado por YAMASHITA et alii
(1985) para 1linhagens de actinomicetos produtores de
antibidéticos aminoglicosidicos. Segundo aqueles autores, os
actinomicetos possuem um padrdo individual de resisténcia a
antibidéticos, sendo que linhagens com miltipla resisténcia
apresentam potencialidades para producéo de outros

antibidéticos.



Determinagio de resisténcia a diferentes antibidticos. pelas. linhagens parentais

Tabela 20
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S, felleug 1A-M3079 x AF-3079(90/57) e dos recombinantes da fusdo de protoplastos

A N T I BIET 1‘co's (gﬁnl)
LINHAGENS - |
Gem.* Tet., 'Str. Rif. Eri. Anf. Pen; Act.

:IA—M3079 >1<5 <1 >1<5 »1<5 - >50¢100 >100 >100 >400
AF-3079 _ :
(90/57) >1<5 <1 >1<5 <1 »50¢10 .>100 >100 <200>150
Sma a o« 1 <50>10  <50>10  »100 100 <551
Smb <1 <1 <1 <50>10 <50>10 >100 . '>100 ¢<5>1

.« -
Smc <1 <1 ¢50510  <50>10 ° >100  >100 <551

' P

Smed 1«1 (1 <50510  <50>10  >100  >100 <551
Smce <1 <1 <1 . <50>10 <5010 >100 >100 <551
Gem, = Gentamicina
Tet, = Tetraciclina
Str, = Estfeptomicina
Rif. = Rifampicina
“Eri, = Eritromicina
mf, = Apfotericina
Pen. = Penicilina
‘Act. :  Actinomicina
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Cor?oborando estes argumentos, a biologié
mdlecﬁlar £gm demonstrado através de clonagens que genes
biossintétiéos, regulatérios e de resisténcia estdo
organizados:em um conjunfo-(cluster),_como foi visto para:
estreptomicina, bialofos, - eritrdmicina e acfinorrodina
(OHNUKI et alii, 1985; DISTLER et- alii, 1987; TOYAMA et
alii, 1987; MURAKAMI et alii, 1986; STANZAK et alii, 1986;
MALPARTIDA & HOPWOOD, 1984 e 1986);

. Neste  tréba1ho, os setores segregantes
_obtidos da fusao de pfofoplasfos apresentam elevada
sensibilidade & éctinbmicina, entretanto continuam com o

mesmo padriao de resist@éncia a4 penicilina e & anfotericina

que os parentais.

PP

4.6.4. Comportamento eletroforético

Embora o comportamento eletroforético do
padrdo de bandas proteicas ainda n3o tenha sido utilizado
como uma técnica auxiliar para detectar similaridades e
diferengas entre espécies de Streptomvces , esta técnica ja
foi uséda com éxito para a classificagdo e identificagdo de °
Zymomonas (KERSTERS & DE LEY, 1975), bem. como de
Yerticillium e Eusarium (WHITNEY et alii, 1968). No
presente trabalho foram comparados os padrdes de bandas de

proteinas para melhor caracterizar os recombinantes.
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Segundo - PACCOLA-MEIRELLES (1988), a
caracterizagdo eletroforética &  um ‘instrumento
indispensavel em programas de melhoramento, vuma vez que
possibilita ?erificar diferengas entre 'isolados.
morfblégicamente sémelhantes com muita facilidade.

| As Figuras 13 e 14 mostram o padréao
eletroforéticd para esterases e b:oteinas tétais dos

parentais - S.felleus IA-M3079, AF-M3079(90/57) e dos

o

setores segregantes.

Figura 13. Padrdo eletroforético para esﬁerases'dos paren-

| tais S. felleus IA-M3079 x AF-3079(80/57) e dos
setores segregaﬂtes Sma, Smb e Smc em gel de'
poliacrilamida X

1) S. felleus IA-M3079 .

2) S. felleus AF- 3079(90/57)

3) Sma

4) Smb

5) S. felleus AF- 3079(84/50)

6) Smc



Figura 14. Padrao eletroforético em gel de poliacrilamida
para proteinas totais dos parentais S. felleus
IA-M3079 x AF-3079(90/57) e dos setores
segregantes
1) S. felleus IA-M3079
2) S; felleus AF-3079(90/57)
3) Sma
4) Smb
5) Smc

6) Smcd <

A analise do perfil eletroforético para
esterases dos parentais mostra a perda de uma banda muito

fraca no parental AF3079(90/57) que corresponde & banda com
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Ry 0,94 de S. felleus IA-M3079. As bandas mais densas com
Rf 0,8 e 0,86 s3ao comuns nas duas linhagens. Os setores
segregantes apresentam apenas as bandas de Rf 0,99 e 0,98
similares ao observado em S. felleus IA-3079, indicando ter
adquirido estas-cargcteristicas do parental "doador".

O padriao eletroforético de proteinas totais
dos setores segregantes é muito similar ao observado nos
parentais. Apenas a banda com Rf em torno de 0,45 nos;:
parentais n3o é vista nos setores segregantes e duas bandas
muito densas com.Rf 0,65 nos parentais se apresentam nos
setores com menor mobilidade eletroforética. Apesar destas
pequenas diferencas, estes padrdes eletroforéticos mostram
estreita similaridade ~ dos setores segregantes com os

parentais.

4,7, Anadlise dos setores segregantes quanto a producgdo

de antibidéticos

Em raziao da formagao de outro pigmento que
nio o pigmento amarelo do parental ("doador") S. igilggé
IA-M3079, da presenga de um elemento conjugativo e, ainda,
da variacdo genética observada” na anadlise da exigéncia
nutritiva, surge a perspectiva de que esta nova linhagem

possa estar associada & produgdo de um outro antibidtico.
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Céﬁ .base nestas observagdes, os. setores
segregantes\ foram inicialmente ensaiados para diferentes
grupos de ndcrorganismbs,»como descrito no item 3.6.4. O
testé' prelimipar em. bloco de gelosé de todoé os setores
 ‘mostrou halo de inibig¢3o apenas ;para Candida albicans
IBB50. - | |

| Na Tabela 21 est3o contidos .és halos de
inibi¢do dos liquidos fe}mentados com 96 horas de cultivo
Queicorresponde ao'piqo maximo de atividade:antagonista nos
diferentes grupos;de micrqrganismos. A analise desta Tabela
mostra que os setores Smc e Smcd ’apresentam halo de
. inibiqéo de 12,5 e 19,5 mm, respectivamente, para B,
subtilis , bem inferiof que o halo méstrado pelo-pa}ental
S. felleus IA-M3079. L



~

Testes antimicrobianos dos liquidos fermentados pelos setores segregantes

‘cultivados por 96 horas em meio de_produqso de antibiéticos

Tabela 21

L I N HAGENS

MICRORGANISMO-
TESTE
' Sma Smb Smc Smcd Smce IA-M3079 AF-3079(90/57)
(Halo de inibigdo em mm)
S. aureus W - - - - - 15,0
B. subtilis 12| - - 12,5 19,5 - 29,0
E. coli N - - - - - -
C. albicans 20,0 25,0 20,0 20,0 20,0 -
1BB50 B
v‘/‘.
-
N, crassa 24,0 30,0 25,0 26,0 28,0 -

Obs.: Média de trés repetigoes

129
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Nas Figuras 15 e 16 sdo mostrados os halos
de inibigdo dos setores e dos parentais para Neurospora
crassa © Candida albicans IBB50.

Estes resultados indicam que a fusdo de
protoplastos entre S. felleug IA-M3079 (inativo), produtor
de actinomicina, e AF-3079(90/57) (vidvel), nao produtor de
actinomicina, promoveu a formacgio de setores recombinantes
com cigaeidade para a producdo de um antifiingico.

Similarmente, OGURA et alii (1986) observa-
ram que a variante EB-32 de $S. hygroscopicus 358AV2,
produtor de carriomicina, passou a produzir um outro
antibidético 'apés o tratamento com brometo de etidio. A
variante ED32 produziu curromicina A e B, com'estrutura
quimica diferente de carriomicina, sugerindo agqueles
autores que agente intercalante podz induzir o aparecimento
de sequéncias repetidas de DNA, que influencia a produgdo
de antibiéticos pela ativagdo de genes silenciosos. A
ativacao de '"genes silenciosos" foi demonstrada por JONES &
HOPWOOD (1984), através da clonagem molecular de plasmidio
recombinante contendo gene estrutural da fenoxazinona
sintetase (PHS 1,8 e PHS 4,3) de S. ﬁnlihlgﬁigﬂﬁ » Produtor
de actinomicina. A transformacdo de S. lividans TK24 (n3o
produtor da actinomicinas) pelos plasmidios recombinantgs
PHS 1,8 e PHS 4,3 resultou em clones com elevada atividade

fenoxazinona sintetase, demonstrando, assim, gue estes.
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plasmidios interagem com o DNA de S. lividans, ativando
genes;>normalmente silenciosos nesta linhagem. Segundo
aqueles autores, o mecanismo de ativagdo do gene ainda nao
é conhecido, entretanto uma explicagdo seria que aqueles
plaémidios reéombinantes funcionam como um operador, o qual
 se3liga ao repressor responsavel pelo '"gene silencioso" da
-fenoxazinonarsintetase em S, lividans.

Os resultados obtidos neste trabalho
eﬁcbntram apoio nestes argumentos da literatura quando se
récorda que o ‘'mutante AF3075(90/57), nao produtor de
actinomicina, foi obtido pelo tratamento com acriflavina,
que pode induzir perda de plasmidio e/ou mutacgdio.

- _ A fus3o de protoplastos com a .linhagem
séivagem produtora de actinomicina,/w‘provaveimenfe
possibilitou a recombinagdo entre genes estruturais e
reguiatérios, passando a expressar. uma via biossintética
‘reprimida.

Com base na analise das caracteristicas
Bioquimiéas dos setores em que a utilizag¢do de manitol
originou-se do parental "doador" (IA-M3079), associada é
rerda da produgdo de actinomicina, & sensibilidade a este
antibidético e, ainda, em decorréncia da exigéncia
nutricional  para adenina, todos estes dados oferecem
evidéncias da variagcao genética obtida pela recombinagio

cromossomal. O surgimento de variantes genéticas com
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habilidade para ’ produgao de outro antibiético,
possivelmenté decorre, como enfatiza HOPWOOD (1981a), da
inativagdo de genes regulatdérios e expressao de vias
biossintéticas normalmente reprimidas ocasioﬁando o
surgimento de outros antibiéticos pela revelagao de

produtos de '"genes silenciosos".

Figura 15. Halo de inibigdao do liquido fermentado com 96
horas de cultivo dos setores Sma, Smb e Smcd e
dos parentais para Neurospora crassa: P;: S.
felleus; Poy: AF-3079(90/57); 1: Sma; 2: Smb; 3:

Smc
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Figura 16, Halo de inibig¢3o do liquido fermentado com 96
horas de cultivo dos setores Sma, Smb e Smcd e
dos parentais para Candida albicans: Py: S.
felleus; Py: AF-3079(90/57); 1: Sma; 2: Smb; 3:

Smc
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4.7.1. Caracterizagdo do antifingico

O antifdangico produzido-pelo setor 'Sma n6~7
caldo ferméntado apresentava atividade para Q. alhigané
IBB50 de 10.000 U/ml. |
0 extraté de acetato de etila foi pprifidado
em coluna qromatogréfica, e das seis fragdes recolhidas,
apenas trés apresentaram halo devihibiqao em torno de 20 mm
para C. albicans IBB50. Uma fragdo, de cor amarela palha
soluvel em metanol, foi caracterizada através do espectro
ultravioleta como nao pertencente ao grupo dos antibié
ticos poliénicos e, através da determinéqéo da concentracgao
minima inibitéria (CMI), foi verificada elevada atividade
antimicfobiana de 0,05 a 0,1 mcg/ml para C, albicans IBB50, -
Esta atividade antifingica apresentada pelos
setores recombinantes possivelmente revela a recombinagdo

entre genes estruturais e regulatdrios.
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5. CONCLUSOES

Os . resultados obtidos neste trabalho

permitem as seguintes conclusdes:

1. Streptomvces felleus TA-M3079, Streptomvces regensis:
IA-M3053 e Streptomyces parvulus IA-M3042 apresentaram
grande inStabilidade‘fenotipiéa apés o tratamento com a

acriflavina como agente intercalante.

2. A acriflavina alterou a produgdo de actinomicina e a

formagdo de pigmento amarelo nas linhagens estudadas.

3. As variantes ndo produtoras de actinomicina (act™) de
Streptomyces felleus IA-M3079 e de Sireptomyces regensis
IA-M3053 mostraram-se estidveis na formagdo de micélio

aéreo e auséncia de pigmento solivel.

4, Fdi-observada a presencga de plasmidios conjugativos por
fenétipo "pock" em Streptomyces felleugs IA-M3079,
Streptomyces regensis IA-M3053 e Sireptomvces parvulus
IA-M3042 e também nos setores recombinantes, apds

cruzamento com Streptomyces lividans TK24.
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Os setores recombinantes obtidos por fusio de protoplas-
tos intraespecifica do Streptomvces felleus TA-M3079
actt e suas variantes act~™ n3o mostraram transferéncia

de pigmento amarelo ou produgcdo de actinomicina.

Estes setores recombinantes, assih obtidos, aprééentéfam
agdo antimicrobiana para Candida albicans _IBB50 e
e%igéncia nutricional para adenina.

O antifingico produzido por estes setores récombinantes
n3o pertence ao grupo dos antibiéticos poliénicos, uma
vez gque épresenta apenas dois picos maximos ho espeé£fo

+

ultravioleta, 222 e 323 mp.
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