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RESUMO

Atividade antibacteriana de Burkholderia spp.
endofiticas e da rizosfera de cana-de-acucar

A cultura de cana-de-agucar ocupa posicao de destaque nos cenarios nacional e
internacional devido principalmente a produgdo de etanol como fonte de energia
renovavel e menos nociva ao ambiente. Entretanto um dos obstaculos a produtividade é
a ocorréncia de varias doencas dentre elas a escaldadura das folhas causada por
Xanthomonas albilineans. Bactérias endofiticas e rizosféricas pertencentes ao género
Burkholderia tem sido isoladas com alta frequéncia em diferentes culturas como, por
exemplo, a cana-de-agucar. Nas Uultimas décadas, estas bactérias tém recebido
especial atencdo devido ao seu potencial como promotoras de crescimento vegetal,
como agentes de biorremediacao, mas muito pouco € explorado quanto ao potencial
biotecnolégico dessas bactérias como agentes de biocontrole de doencas. Visto que
essas bactérias vivem em um ambiente altamente competitivo e sujeito a flutuagdes
ambientais, representam uma fonte altamente significativa de metabdlitos secundarios
bioativos, como as bacteriocinas sintetizadas ribossomicamente e outros peptideos nao
ribossomais. Portanto, os objetivos principais deste trabalho foram determinar a
frequéncia de linhagens de Burkholderia spp. endofiticas e da rizosfera de cana-de-
acucar capazes de produzir bacteriocinas e outros metabélitos secundarios e por meio
de mutagénese aleatéria por transposon, identificar genes associados a producéo
desses metabdlitos. Os resultados de caracterizagao permitiram concluir que as
bactérias endofiticas e rizosféricas pertencentes ao género Burkholderia avaliadas
apresentaram grande potencial em produzir metabdlitos com atividade antibacteriana in
vitro; sendo capazes de controlar X. albilineans importante patégeno da cultura de
cana-de-agucar. Para uma das linhagens foi obtida uma biblioteca de mutantes, a qual
foi parcialmente caracterizada quanto a alteragdo da atividade antibacteriana. Foram
identificados doze mutantes que apresentaram perda da atividade antibacteriana. A
analise das sequéncias flanqueadoras do transposon para os doze mutantes permitiu a
identificacdo de genes associados a producdao de bacteriocinas, a regulacdao da
expressao génica, a enzimas possivelmente associadas ao metabolismo secundario, ao
metabolismo geral da célula e a proteinas hipotéticas. A identificacdo e clonagem de
tais genes permitirdo uma maior compreensao da producao desses compostos e futuras
aplicagdes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Cana-de-acucar;  Burkholderia  spp.; Endéfito;  Metabdlitos
secundarios; Bacteriocinas.
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ABSTRACT

Antibacterial activity of Burkholderia spp.
endophytic and of the rhizosphere of sugarcane

The sugarcane crop has an important role in international and national scenery
mainly because the ethanol production as a sustainable energy source and less harmful
to the environment. However one of the obstacles to the productivity is the occurrence of
several diseases among them leaf scald caused by Xanthomonas albilineans.
Endophytic and rhizospheric bacteria that belong to the Burkholderia genus have been
isolated in high frequency in different cultures, such as sugarcane. In the last decades,
these bacteria have been receiving attention due their potential as plant growth
promoters, bioremediation agents. However, the biotechnological potential of these
bacteria as agents of diseases biocontrol is very poorly evaluated. Since these bacteria
live in a highly competitive environment and subject to environmental fluctuations, they
may represent a highly significant source of bioactive secondary metabolites, as
ribosomal synthesized bacteriocins and other nonribosomal peptides. Therefore, the
main aim of this work was to determine the frequency of bacteriocin and secondary
metabolites production by endophytic and rhizospheric isolates of Burkholderia spp.
from sugarcane. Also, the genes associated to synthesis of these metabolites were
identified by random mutagenesis based on Tn5 transposon. The results showed that
endophytic and rhizospheric Burkholderia spp. present in vitro potential to production of
metabolites with antibacterial activity; being inhibited X. albilineans, an important
pathogen of sugarcane crops. For one of the Burkholderia strain it was obtained a
mutant library, which was partially characterized according to antibacterial activity.
Twelve mutants that showed the loss of antibacterial activity were identified and further
evaluated. Also, the analysis of the transposon flanking sequences for these mutants
indicated that genes associated to the bacteriocin production, regulation of gene
expression, enzymes possibly associated to the secondary metabolism, general
metabolism of the cell and hypothetical proteins are related to loss of inhibition ability.
The identification and cloning of such genes will allow a better understanding of the
production of theses compounds and further biotechnological applications.

Keywords: Sugarcane; Burkholderia spp.; Endophyte; Secondary metabolites;
Bacteriocins.
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Burkholderia cenocepacia TC3.4.2R3, endofitica de cana-de-agucar,
gue apresentaram alteracao na atividade antibacteriana............................
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1 INTRODUCAO

“O papel dos infinitamente pequenos € infinitamente grande” (Louis Pasteur)

A cultura de cana-de-agucar no Brasil se destaca pela sua importancia na
economia, porém existem diversos fatores limitantes a producdo, dentre eles a
ocorréncia de diferentes tipos de doencas causadas por virus, fungos e bactérias que
resultam em perdas e diminuicdo da qualidade. O controle de doengas em plantas se
fundamenta principalmente no uso de pesticidas que sédo frequentemente sujeitos a
regulamentacdes e restricbes. Surge, portanto, a necessidade pela busca de novas
alternativas de controle que sejam menos nocivas ao ambiente. Dentro desse contexto,
os metabdlitos secundarios bioativos produzidos por micro-organismos tem despertado
grande interesse como possiveis alternativas aos produtos quimicos convencionais. Os
micro-organismos secretam uma ampla variedade de peptideos antimicrobianos
sintetizados por via ribossomal (bacteriocinas) ou por vias ndo ribossomais (peptideos e
policetideos) e que sdo a base para o desenvolvimento de analogos sintéticos, para a
expressdo em plantas transgénicas ou como ingredientes ativos em biopesticidas

comerciais.

Bactérias associadas a plantas representam um universo potencial para a busca
por esses compostos bioativos, pois habitam ambientes altamente competitivos e
durante a evolugdo desenvolveram mecanismos biologicos a fim de concorrerem por
nutrientes e nicho ecoldgico. Poucas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de
identificar peptideos ribossomais, como as bacteriocinas, de isolados bacterianos com
capacidade de se associar as plantas. As bacteriocinas podem ser altamente
especificas, produzidas a baixo custo e provavelmente muito seguras para o ambiente,
sendo excelentes candidatas para uso na agricultura, especialmente no controle de
fitopatégenos. Quanto aos peptideos nao-ribossomais o enfoque tem sido maior na
identificagdo de compostos com atividade antifungica.

Bactérias endofiticas pertencentes ao género Burkholderia tém sido isoladas com
alta frequéncia por diversos autores em diferentes tipos de culturas como, por exemplo,

arroz, uva, cebola, milho, café, eucalipto e cana-de-acucar. Por isso o interesse por
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esse género tem aumentado devido ao potencial como agente promotor de crescimento
em plantas, representando uma alternativa véalida para uma variedade de fertilizantes
quimicos e pesticidas; como agente de biorremediacdo pela capacidade de degradar
compostos aromaticos presentes em certos herbicidas e pesticidas; e como agente de
controle biolégico de doencas agricolas.

Visto que, bactérias pertencentes ao género Burkholderia tém sido encontradas
com alta frequéncia no interior da planta hospedeira, bem como habitantes da rizosfera.
O estudo da producdo de metabdlitos secundarios bioativos em isolados de cana-de-
acucar pode contribuir para a busca de alternativas no controle de doencas nessa
cultura. Assim sendo, os objetivos deste trabalho foram: (i) determinar a frequéncia de
Burkholderia spp. endofiticas e da rizosfera capazes de produzir bacteriocinas; (ii) obter
uma biblioteca de mutantes por meio de mutagcdo aleatéria com transposon Tn5; (iii)
caracterizar a biblioteca de mutantes quanto a perda da capacidade de produzir
bacteriocinas e/ou antibiéticos; e (iv) identificar genes de Burkholderia spp. envolvidos

na sintese de metabdlitos secundarios com atividade antibacteriana.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao de Literatura

211 A Cana-de-acucar

Os primeiros relatos da cana-de-agucar (Saccharum spp.) no Brasil datam de
1522 quando foi trazida da ilha da madeira por Martin Afonso de Souza, e apés ter sido
introduzida foi destinada a producao exclusiva do agucar durante o periodo colonial
(BASTOS, 1987). No entanto, a partir de 1970, com o incentivo do governo brasileiro, a
agroindustria canavieira concentrou seus esforcos na utilizagdo da cana-de-acucar para
a producao de etanol, o qual é utilizado como fonte de energia renovavel. Este incentivo
permitiu ao Brasil ser um pais modelo no cenario internacional quanto a utilizagcdo do

etanol como biocombustivel.

A Companhia Nacional de Abastecimento - Conab, no ambito de um programa
de cooperacdo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento-MAPA,
realizou recentemente o primeiro levantamento da safra 2010/2011 de cana-de-agucar
revelando que a lavoura de cana-de-acucar continua em expansao. A produgdo média
estimada esta em 82.103 Kg/ha, 0,6% maior que a safra 2009/2010. Ja a previsao do
total de cana moida é de 664.333,4 mil toneladas com incremento de 9,9% em relagcao
a safra anterior, o que significa 59.820 mil toneladas a mais para a moagem nesta safra
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2010).

Além da produgcdo de acgucar, alcool combustivel, e mais recentemente o
biodiesel, os subprodutos da cana (bagaco, vinhaca e tona de filtro) sdo de grande
importancia socioecondmica na geracdo de energia, racdo animal, aglomerados,
fertilizantes entre outros. Devido a grande importancia dessa cultura, fatores que
aumentem o seu rendimento produtivo ou diminuam o custo de producdo séao
importantes. Dentre os diversos fatores limitantes a producdo, destacam-se a
ocorréncia e a severidade de doengas causadas por bactérias, fungos e virus, além do
ataque de diversas pragas. Sendo que historicamente, na cultura da cana-de-agucar no
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mundo, s&o consideradas como as doencas mais importantes: carvao (Ustilago
scitaminea), raquitismo das soqueiras (Leifsonia xyli subsp. xyli), escaldadura das
folhas (Xanthomonas albilineans) e mosaico (virus do mosaico) (BLANCH, LEGAZ,
VICENTE, 2008).

Dentro desse contexto muito pouco € explorado quanto ao potencial
biotecnoldgico de micro-organismos endofiticos e da rizosfera, especialmente bactérias,
como agentes de controle de doencas em detrimento ao uso de agroquimicos tdxicos

ao homem e a outros organismos.
2.1.2  Bactérias endofiticas

Definem-se bactérias endofiticas como aquelas que tém como habitat o interior
das plantas hospedeiras, ocorrendo principalmente nas folhas, ramos e raizes, sem
causar danos as mesmas nem formar estruturas externas visiveis. Com base nessa
definicdo alguns autores e pesquisadores consideram que todos 0s micro-organismos
gue habitam o interior das plantas pelo menos durante um estagio de seu ciclo de vida
podem ser considerados endofiticos (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000). Dessa
forma, seriam considerados aqueles endéfitos que apresentam uma fase epifitica
(superficie das folhas) um tanto longa, bem como patdégenos furtivos que podem viver
assintomaticamente em seus hospedeiros por algum tempo em seu ciclo de vida
(PILEGGI, 2006). Portanto a diferenciacao entre endéfitos, epifitas e fitopatdégenos nao
€ tdo simples e pode ser puramente didatica, pois na maioria das vezes os limites que

definem cada categoria ndo sdo muito claros (AZEVEDO et al., 2000).

As bactérias endofiticas foram descobertas por Darnel em 1904 (TAN, ZOU,
2001) e desde entdo tém sido isoladas de diversas plantas hospedeiras, incluindo
muitas de interesse econémico como arroz (BARRAQUIO, REVILLA, LADHA, 1997);
citrus (ARAUJO et al., 2001; ARAUJO et al., 2002); batata (SESSITSCH et al., 2002;
BERG et al., 2005); algodao (QUADT-HALLMANN, HALLMANN, KLOEPPER, 1997);
cenoura (SURETTE et al.,, 2003); tomate (PILLAY, NOWAK, 1997); cana-de-agucar
(FUENTES-RAMIREZ et al., 1999; PINON et al., 2002); cevada (KUTTER,
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HARTMANN, SCHMID, 2006); ervilha (ELVIRA-RECUENCO, VUURDE, 2000); soja
(KUKLINSKY-SOBRAL et al.,, 2004); videira (BELL et al., 1995); canola e trigo
(GERMIDA et al., 1998); sorgo e trigo (ZINNIEL et al., 2002); eucaliptos (FERREIRA et
al., 2008), entre outros.

Os micro-organismos endofiticos foram por muito tempo considerados como
apresentando uma interagdo neutra com seus hospedeiros, ou seja, sem produzir
efeitos benéficos ou prejudiciais aos mesmos. Porém, estudos posteriores revelaram
propriedades de interesse, como protecado contra predadores e patdogenos. Atualmente,
atribuem-se outras caracteristicas importantes a estes micro-organismos, como o
aumento da resisténcia a fatores bidticos e abibticos, alteracbes em propriedades
fisioldgicas, producado de fitormbnios, toxinas, imunossupressores, antitumorais, e
compostos de interesse biotecnoldgico, como enzimas e metabdlitos secundérios
bioativos (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000; PILEGGI, 2006). Desta forma, os
micro-organismos endofiticos s&o considerados um universo para a descoberta de
novas substancias, oferecendo assim um potencial para a exploracao médica, industrial

e particularmente agricola.

2.1.3 Bactérias rizosféricas

As rizobactérias pertencem ao grupo daquelas que habitam a rizosfera, camada
de solo que ¢é influenciada pelo metabolismo das raizes e que exerce grande influéncia
na microflora associada a ela (KANG, MILLS, 2004). A rizosfera atualmente é
considerada a principal fonte de micro-organismos endofiticos, pois algumas bactérias
sao capazes de penetrar nos tecidos da raiz, ultrapassando a barreira da endoderme,
atravessando o cortex da raiz para o sistema vascular e subsequentemente
estabelecendo populacées endofiticas em 6rgaos vegetais e reprodutivos (COMPANT
et al., 2008).

A area da rizosfera também constitui o principal reservatério de agentes
microbianos que atuam na ciclagem de nutrientes, producéo de toxinas, biosurfactantes

e enzimas extracelulares e que promovem o crescimento das plantas por meio da
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fixacdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, producdo de fitorménios, sintese de
sideréforos e biocontrole de fitopatégenos (ARSHAD, FRANKENBERGAR, 1997).

Visto que essas bactérias vivem em um ambiente altamente competitivo e sujeito
a flutuagbes ambientais representam uma fonte altamente significativa de isolados

produtores de diversos metabdlitos bioativos.

214 Género Burkholderia

O género Burkholderia (classe Beta Proteobacteria) inclui bactérias na forma de
bacilos Gram negativos, moéveis e aerobios e € composto por mais de 40 espécies
descritas, as quais colonizam diferentes nichos, entre eles a rizosfera de inUmeras
espécies vegetais, além da agua, plantas, insetos, humanos, ambientes industriais e
hospitalares. Varias espécies atraem o interesse biotecnolégico e agricola de industrias
para o biocontrole e a biorremediacdo, enquanto outras representam um grande
problema como patdgenos oportunistas na fibrose cistica em pacientes
imunocomprometidos (SAVOIA, ZUCCA, 2001; MAHENTHIRALINGAM, BALDWIN,
DOWSON, 2008).

Em 1942, Walter H. Burkholder descreveu uma das primeiras espécies de
Burkholderia sp., Phytomonas caryophylli (BURKHOLDER, 1942), mais tarde conhecida
como Pseudomonas caryophylli. Em 1949, descreveu uma bactéria fitopatogénica
capaz de causar podriddao em alidceas e deu a essa espécie 0 nome cepacia derivado
de cebola (Allium cepa) e que posteriormente ficou conhecida como Pseudomonas
cepacia (BURKHOLDER, 1950). Espécies do género Burkholderia foram durante muitos
anos incluidas dentro do género Pseudomonas devido a extensa e indeterminada
definicao fenotipica. Entretanto, posteriormente, analises de hibridizacao RNAr-DNA
indicaram consideravel diversidade genética entre os membros destes dois géneros e
em 1992 seis especies (Pseudomonas solanacearum, P. pickettii, P. cepacia, P.
gladioli, P. mallei e P. caryphylli) foram transferidas para um novo género Burkholderia
(YABUUCHI et al., 1992), sendo a espécie B. cepacia considerada espécie tipo para

este novo género.
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Posteriormente, Vandamme et al. (1997) e mais recentemente testes de
hibridizacdo de DNA revelaram que isolados originalmente classificados como sendo
uma unica espécie compdéem na verdade varias espéecies filogeneticamente associadas
com grande semelhanca fenotipica. Os grupos heterogéneos identificados foram
coletivamente denominados complexo Burkholderia cepacia (Bcc), composto
inicialmente por nove espécies (anteriormente genomovares), diferenciadas por
técnicas moleculares em B. cepacia (VANDAMME et al., 1997), B. multivorans
(VANDAMME et al., 1997), B. cenocepacia (VANDAMME et al., 2003), B. stabilis
(VANDAMME et al., 2000), B. vietnamiensis (GILLIS et al., 1995; VANDAMME et al.,
1997), B. dolosa (VERMIS et al., 2004), B. ambifaria (COENYE et al., 2001), B. anthina
e B. pyrrocinia (VANDAMME et al., 2002). Recentemente a posi¢cdo taxonémica de
clusters génicos recA de isolados do complexo B. cepacia foi determinada através de
taxonomia polifasica revelando e propondo oito novas espécies: B. ubonensis,
Burkholderia latens sp. nov., Burkholderia diffusa sp. nov., Burkholderia arboris sp. nov.,
Burkholderia seminalis sp. nov., Burkholderia metallica sp. nov. (VANLAERE et al.,
2008); Burkholderia lata e Burkholderia contaminans (VANLAERE et al., 2009)
totalizando até o momento dezessete espécies.

O Género Burkholderia apresenta alta versatilidade ecologica provavelmente
devido ao tamanho do genoma, o qual é frequentemente composto por varios replicons
grandes (dois a quatro) que podem variar em tamanho de 4,0 a 9 Mb, podendo conter
plasmideos, além de ilhas genbmicas contendo elementos genéticos mdveis
(sequéncias de insercao, profagos) que conferem plasticidade ao genoma e explicam a
versatilidade (VIAL et al., 2007). Surpreendentemente, bactérias com genomas grandes
apresentam uma despropor¢édo quanto a distribuicdo dos genes, sendo mais frequentes
os associados ao metabolismo secundario e regulacao do que os genes envolvidos com
o metabolismo de nucleotideos, divisdo celular, replicacdo de DNA e traducdo de
proteinas quando comparado as bactérias cujo genoma € menor. Esta constatacao
pode explicar porque espécies que contém genomas grandes dominam ambientes onde
0S recursos sao escassos, mas diversos, tais como o solo (KONSTANTINIDIS, TIEDJE,
2004).
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Embora alguns membros do género Burkholderia sejam patégenos ou
associados com algumas doencas em seus hospedeiros, a grande maioria das
espécies associadas as plantas ndo sdo patogénicas e podem apresentar uma
interacdo neutra ou benéfica com os seus hospedeiros. Espécies de Burkholderia
endofiticas e associadas a rizosfera tém sido isoladas com alta frequéncia por diversos
autores em diferentes tipos de culturas como, por exemplo, a cana-de-agucar
(OLIVEIRA et al., 2002; MENDES et al., 2007; LUVIZOTTO et al., 2010), arroz (DIVAN-
BALDANI, BALDANI, DOBEREINER, 2000), uva (COMPANT et al., 2005), cebola
(SESSITSCH et al., 2005), milho (REIS et al., 2004; PERIN et al., 2006), café
(ESTRADA-DE LOS SANTOS; BUSTILLOS-CRISTALES; CABALLERO-MELLADO,
2001; ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2002).

Durante as ultimas duas décadas, o interesse, por espécies pertencentes ao
complexo B. cepacia, tem aumentado devido ao potencial como agentes promotores de
crescimento em plantas, representando uma alternativa valida para uma variedade de
fertilizantes quimicos e pesticidas e como agentes de biorremediacado pela capacidade
de degradar compostos aromaticos presentes em certos herbicidas e pesticidas
(TABACCHIONI et al., 2002; KILBANE et al., 1983).

2.1.5 Metabdlitos secundarios ou peptideos antimicrobianos

O conjunto de processos metabdlicos que desempenham funcao associada ao
crescimento celular microbiano compde o metabolismo primario, onde os principais
metabdlitos produzidos sdo enzimas, acidos organicos, etanol entre outros. Entretanto
em muitos micro-organismos tém sido observada a producdo de compostos organicos
que nao estdo envolvidos diretamente com o crescimento e reproducdo. Estes
compostos sdo produzidos na fase estacionaria ou no final da fase de crescimento e
sdo denominados metabdlitos secundarios ou peptideos. Os peptideos sao
extremamente diversificados em termos funcionais. Muitos atuam como horménios ou
fatores liberadores destes, enquanto outros sdo neuropeptideos, neurotransmissores,
toxinas, pigmentos ou antibiéticos naturais (DEMAIN, 1998; KOLTER, MORENO, 1992;
MOFFITT, NEILAN, 2000).
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Esses peptideos podem ser sintetizados por duas vias. A primeira via é a
ribossomal que envolve a producdo de peptideos por todas as espécies de vida,
incluindo bactérias, como o componente principal do sistema de defesa do hospedeiro
(KOLTER, MORENO, 1992). Uma outra via é a ndo-ribossomal que inclui peptideos
drasticamente modificados e amplamente produzidos por bactérias. A sintese nao-
ribossémica utiliza uma grande variedade de substratos, como aminoacidos nao
protéicos, hidroxiacidos e substancias policetidicas, especialmente elaboradas para
serem incorporadas na estrutura desses peptideos (HANCOCK, CHAPLE, 1999).

2.1.5.1 Peptideos ribossomais: bacteriocinas

Originalmente as bacteriocinas eram denominadas colicinas, pois a maioria das
pesquisas eram conduzidas com isolados de Escherichia coli, mas, ap0s a constatacao
de que sua sintese era comum a outros grupos bacterianos, Jacob et al. (1953)

propuseram o termo genérico bacteriocina.

As Dbacteriocinas sdo tradicionalmente definidas como peptideos ou proteinas
biologicamente ativas produzidas por bactérias em condi¢cdes de estresse, e que sao
capazes de inibir em baixas concentracbes isolados da mesma espécie, ou
taxonomicamente relacionados (RILEY, WERTZ, 2002; SOUZA et al.,, 2005).
Entretanto, existem compostos antimicrobianos de natureza protéica que ainda nao séo
completamente definidos ou ndo cumprem com todas as caracteristicas das
bacteriocinas. O termo substancia do tipo-bacteriocina (bacteriocin-like) foi proposto
para essas substancias que geralmente possuem um maior espectro de a¢ao do que a
definicao classica de bacteriocinas propde, atuando contra uma variedade de bactérias
Gram positivas e Gram negativas (LISBOA et al., 2006).

As bacteriocinas também podem ser designadas como antibiéticos por defini¢ao,
mas, diferem dos antibiéticos classicos principalmente por apresentarem espectro de
acao restrito; conferirem imunidade a célula hospedeira; serem sintetizadas
ribossomicamente e aparentemente ndo serem tdxicas para o hospedeiro, além de

possuir um numero maior de aplicacdes em diferentes areas (SOUZA et al., 2005).
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As bacteriocinas sdo moléculas com a atividade antibiética mais abundante e
diversificada, incluindo proteinas de diferentes tamanhos; modos de acdo, massas
molares; propriedades fisicas e bioquimicas (PELCZAR, 1996; RILEY, WERTZ, 2002).
Atualmente se sabe que as bacteriocinas sdo encontradas na maioria das espécies
bacterianas, tanto Gram negativas quanto Gram positivas além de alguns membros do
Dominio Archaea. De acordo com Klaenhammer (1993), 99% de todas as espécies
bacterianas podem produzir a0 menos uma bacteriocina, sendo que dentro de uma
espécie cerca de dez ou mesmo cem diferentes tipos de bacteriocinas podem ser
produzidas (RILEY, WERTZ, 2002; SOUZA et al., 2005).

Diversos esforcos tém sido realizados no sentido de classificar de uma forma
adequada as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram positivas. Assim as
bacteriocinas podem ser divididas em quatro classes. As bacteriocinas da classe | sao
pequenos peptideos que atuam na membrana e que possuem o aminoacido modificado
lantionina (por isso sdo denominados lantibiéticos) e que sofrem varias modificacoes
pds-traducionais antes de serem exportadas da célula. As bacteriocinas da classe |
podem ainda ser subdivididas em fungdo dos seus mecanismos de agao, que incluem a
desestabilizacdo da membrana, formacado de poro e inibicdo da sintese da parede
celular através da ligacao a lipideos especificos (CHATTERJEE et al., 2005).

As bacteriocinas da classe Il representam um grupo diverso de pequenos
peptideos resistentes ao calor, ndo modificados e possuem mecanismo de agéao similar
as bacteriocinas da classe | (EIJSINK et al., 2002).

As bacteriocinas da classe lll ndo sao peptideos, mas proteinas termolabeis que
sao classificadas de acordo com a habilidade de lisar a célula hospedeira. Outras
classes de bacteriocinas reconhecidas em Gram positivas compdem peptideos
complexos ciclicos que possuem motivos contendo lipideos e carboidratos (DE JONG
et al., 2006; HOLTSMARK, EIJSINK, BRURBERG, 2008).

Para as bactérias Gram negativas ainda nao foi proposto um sistema de
classificacdo sendo que as bacteriocinas melhor caracterizadas e utilizadas como
modelo sdo as colicinas produzidas por Escherichia coli que atuam primariamente
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contra outras cepas pertencentes a mesma espécie, além de outras espécies entéricas
relacionadas taxonomicamente. As colicinas demonstram uma ampla variagdo de
estrutura e mecanismos de acao que incluem a formagao de poros, inibicdo da sintese
da parede celular, atividade DNAse e RNase (CURSINO et al., 2002; HOLTSMARK,
EIJSINK, BRURBERG, 2008).

Um outro grupo de bacteriocinas presente em Gram negativas sao proteinas que
afetam a membrana celular pela montagem de particulas que se assemelham a cauda
de bacteriéfagos, como por exemplo algumas subclasses de piocinas produzidas por
Pseudomonas aeruginosa (MICHEL-BRIAND, BAYSSE, 2002).

Os determinantes genéticos de muitas bacteriocinas tém sido identificados.
Alguns estao relacionados a plasmideos de diferentes tamanhos, como por exemplo, as
colicinas (CURSINO et al., 2002); a pediocina produzida por Pediococcus; a lactocina
produzida por Lactococcus lactis (RAY, 2003) e a agrocina produzida por
Agrobacterium radiobacter (KERR, 1980). Alguns estao relacionados ao cromossomo,
como as piocinas (MICHEL-BRIAND, BAYSSE, 2002), enquanto que outros estao
relacionados a transposons como a nisina produzida por Lactococcus lactis subsp.
lactis (RAY, 2003).

2.1.5.2 Peptideos nao-ribossomais

A biossintese de peptideos nao-ribossomais foi estudada pela primeira vez na
década de 70 por Fritz Lipmann e Whilst, na tentativa de identificarem um mecanismo
simples de formacdo da cadeia polipeptidica, que poderia ter existido antes dos
ribossomos. Observaram que alguns peptideos antimicrobianos eram resistentes a
ribonucleases e sintetizados por enzimas capazes de formar ligagdes peptidicas a partir
de aminoacidos ligados ao tiol em uma rota semelhante a sintese de &cidos graxos
(MOFFITT, NEILAN, 2000).

Peptideos nédo-ribossémicos frequentemente contém aminodcidos nao usuais,
incluindo aminoacidos nao protéicos ou modificados. A habilidade destes complexos

multienzimaticos de incluir tais aminoacidos e incorpora-los em ambos os peptideos
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ciclicos e lineares resulta em uma grande estrutura natural e diversa nas espécies
bacterianas e fungicas. Os peptideos nao-ribossdémicos podem também atuar como
esqueleto para a biossintese de estruturas mais complexas ou podem ser incorporados
como &cidos graxos ou policetonas. Tais estruturas podem ser biossintetizadas por
sistemas de peptideos sintetase mistos ou hibridos e policetideo sintase (KLEINKAUF,
Von DOHREN, 1996). Portanto, um grande numero de estruturas sdo possiveis devido
a diferentes combinagcbes modulares nas etapas de elongacao, reducdo apds as
reacbes de condensacdo e processamento pos-sintético dos produtos, tais como
ciclizacao e glicosilacao (MINOWA, ARAKI, KANEHISA, 2007).

2.1.5.2.1 Peptideo sintetase nao-ribossomica (NRPS)

Esta rota nao-ribossomal é chamada de Peptideo Sintetase Nao-Ribossomal
(Non Ribosomal Peptide Synthetase) e é formada por um grande numero de proteinas
complexas chamadas sintetases ou NRPS. Os complexos multienzimaticos séo
organizados modularmente e representam ao mesmo tempo o molde e a machinaria
biossintética. As moléculas sintetizadas por NRPS sédo curtas (dois a quinze
mondémeros), incluindo uma alta densidade de aminoacidos ndo protéicos e
frequentemente contém aminoacidos ligados a outros peptideos ou pontes dissulfeto. A
diversidade de amino&cidos incorporados aos peptideos NRPS é grande e por isso séo
chamados de mondmeros ao invés de aminoacidos. Portanto, a estrutura primaria dos
peptideos ndo-ribossomais nao é sempre linear, podem também apresentar estruturas
ciclicas ou ramificacbes (CABOCHE et al., 2009). Estes peptideos possuem
importantes propriedades bioldgicas tais como imunomoduladores, quelantes de ferro
ou atividade antimicrobiana, que pode ser ilustrada pelo famoso antibiético penicilina o
qual é sintetizado a partir do precursor tripeptideo-ACV produzido pela via NRPS.

2.1.5.2.2 Policetideo sintase (PKS)

Uma outra classe de metabdlitos secundarios em destaque sao os policetideos
(PK), que constituem uma familia complexa de produtos naturais que sdo construidos a
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partir de blocos simples de &cido carboxilico. Os policetideos sdo produzidos por
plantas, fungos e bactérias, sendo principalmente estudados em Actinomicetos, e
possuem uma ampla atividade bioldgica por produzirem uma diversidade extraordinaria
de estruturas. Os compostos policetideos apresentam atividades farmacoldgicas
importantes como potentes antibidticos, antitumorais, antifUngicos, agentes
imunossupressores e antivirais (JENKE-KODAMA, DITTMANN, 2009).

A biossintese de PKS ocorre pela agdo de no minimo trés dominios por modulo.
O maodulo principal consiste de um dominio aciltransferase (AT) para a transferéncia e
selecao de uma unidade de acido carboxilico, uma proteina carreadora acila (ACP) e
um dominio betacetossintase (KS) para a condensacdo descarboxilativa (MINOWA,
ARAKI, KANEHISA, 2007). A reacao de condensacao ocorre por agao do dominio KS
que captura o grupamento acila do dominio ACP anterior via ataque nucleofilico em
relagéo a acila ja existente no dominio e condensa os dois grupamentos. Ao término da
sintese enzimatica o produto é liberado do complexo PKS por meio da atividade de
tioesterase, catalisada pelo dominio de tioesterase (T) (JENKE-KODAMA, DITTMANN,
2009).

A principal diferenga entre NRPSs e PKSs esta no fato de que PKSs condensam
acidos carboxilicos a uma cadeia crescente para formar um produto e NRPSs
adicionam aminoacidos (MINOWA, ARAKI, KANEHISA, 2007).

2.1.6 Potencialidades e aplicacoes de peptideos antimicrobianos na area

agricola

Diante dos diferentes tipos de doencas associadas as plantagcbes agricolas e dos
prejuizos gerados eleva-se a importancia de aplicar métodos de controle que sejam
menos impactantes sobre o ambiente. Varios peptideos antimicrobianos sdo a base
para o desenvolvimento de novos analogos sintéticos, ou tém sido expressos em
plantas transgénicas para conferir protecao a doengas ou sdo secretados por micro-
organismos para uso como ingredientes ativos de biopesticidas comerciais. Dessa
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forma, os agentes biolégicos com propriedades antagonistas tém recebido consideravel
atencao, como alternativa aos produtos quimicos convencionais.

2.1.6.1 Bacteriocinas

Os estudos e aplicagbes atuais de bacteriocinas se concentram mais no uso
como conservantes de alimentos enquanto que as pesquisas visando aplicagdes na
area agricola ainda sdo menos frequentes (GRAY et al., 2006). Mas, uma vez que as
bacteriocinas podem ser altamente especificas, produzidas a baixo custo e
provavelmente muito seguras para o ambiente, elas podem ser excelentes candidatas

para uso na agricultura, especialmente no controle de fitopatégenos.

Tradicionalmente o estudo da produgcdo de bacteriocinas por bactérias
associadas as plantas tem sido mais focado nas bactérias fitopatogénicas, incluindo
membros dos grupos das Corynebacteria, Pectobacterium, Pseudomonas,
Xanthomonas, Agrobacterium, Burkholderia, Curtobacterium e Clavibacter (BIAGI,
AZEVEDO, 1992; SEO et al., 2004; KERR, 1980; FREY et al., 1996; MARINGONI,
KUROZAWA, 2002; LAVERMICOCCA et al., 2002; HOLTSMARK et al., 2007).

Dentro do género Xanthomonas ja foram identificadas bacteriocinas nas
espécies patogénicas X. axonopodis pv. citri (citrinina); X. axonopodis pv. passiflorae
(passifloricina) (BONINI et al., 2007); X. campestris pv. vesicatoria (TUDOR-NELSON et
al., 2003); e X. campestris pv. glycines (glicinecina A) (HEU et al., 2001).

A glicinecina A produzida por X. campestris pv. glycines, apresenta grande
potencial para o controle biolégico de fitopatdégenos, pois € capaz de inibir algumas
espécies de Xanthomonas incluindo X. campestris pv. vesicatoria, X. axonopodis, X.
campestris pv. campestris, X. campestris pv. citri, X. campestris pv. pruni, € X. oryzae
pv. oryzae (HEU et al., 2001).

A partir de um isolado de P. carotovora subsp. carotovora 89-H-4, o gene de uma
bacteriocina de baixo peso molecular foi clonado e sequenciado podendo ser
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introduzido em tabaco, repolho chinés ou outras espécies de plantas por técnicas de
transgenia para controle da podridao mole (CHUANG et al., 2007).

Dentro do grupo das Pseudomonas, Lavermicocca et al. (2002) purificaram uma
bacteriocina produzida por P. syringae pv. ciccaronei, que inibe o crescimento de P.
syringae subsp. savastanoi, agente de uma doenca caracterizada por formacdes
hiperplasicas sobre o caule e ramos da oliveira e ocasionalmente nas folhas e frutos.

Holtsmark et al. (2007) descreveram pela primeira vez a caracterizagcao ao nivel
molecular de bacteriocinas produzidas por Clavibacter michiganensis ssp.
michiganensis agente do cancro em tomate e foi capaz de inibir um outro fitopatégeno
relacionado C. michiganensis ssp. sepedonicus, agente da podriddao em batata.

Um exemplo de uma bacteriocina em uso experimental na agricultura é a
agrocina 84, que realiza o controle da galha da coroa. Para isso € feita a imersdo, de
sementes germinadas ou mudas, em uma suspensao de Agrobacterium vitis (Sin.: A.
radiobacter) produtor da agrocina 84. Esse procedimento € eficaz contra a maioria das
cepas de A. tumefaciens (KERR et al., 1980; PARRET, DE MOT, 2002).

A producdo de bacteriocinas também pode ser observada em bactérias
promotoras de crescimento (PGPR) que habitam a rizosfera, como em Pseudomonas
spp. (PARRET, DE MOT, 2002; PARRET et al., 2005) e em outras rizobactérias
(GROSS, VIDAVER, 1978; HAFEEZ et al., 2005).

2.1.6.2 Peptideos nao-ribossomais

Peptideos antimicrobianos (AMP) que ndo sao sintetizados pela via ribossomal
apresentam sequéncias pequenas de peptideos com pouco mais de 50 residuos de
aminoacidos e podem ser classificados com base em sua estrutura em peptideos
lineares que frequentemente adotam estrutura em hélice e ciclopeptideos formando
anéis. Os peptideos lineares e ciclicos podem estar ligados a cadeias de acidos graxos
(lipopeptideos) ou outras substituicdes quimicas, resultando em moléculas complexas
(pseudopeptideos) (MONTESINQOS, 2007).
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Peptideos lineares, denominados, peptaibols, sdo normalmente ricos em
aminoacidos dialquilados tais como a-diaminobutirico e os lipopeptaibols possuem o N-
terminal acilado composto por pequenas cadeias de acidos graxos. Esses peptideos até
o momento somente foram descritos em varios fungos e demonstram atividade contra

bactérias e fungos patogénicos para as plantas (CHUGH, WALLACE, 2001).

Ja os ciclopeptideos sdo compostos de residuos de aminoacidos normalmente
sem pontes dissulfeto arranjados em anel. Dependendo da natureza da ciclizagao, os
ciclopeptideos tem somente um anel ou podem apresentar uma cauda de peptideo
adicional que pode ser lipidica pela presenca de um grupo acila. Os ciclopeptideos
lipidicos sdo produzidos por diversas bactérias presentes no solo e associadas as
plantas demonstrando atividade antifungica, antibacteriana, citotoxica e propriedades
surfactantes (MONTESINQOS, 2007).

Dentre as bactérias associadas as plantas, os ciclopeptideos lipidicos com
atividade antibacteriana e antifungica, tem sido identificados principalmente dentro do
género Pseudomonas, sendo classificados em sete grupos baseados no comprimento e
composi¢cao dos acidos graxos, na cauda e no anel peptidico (RAAIUMAKERS et al.,
2006). Um exemplo séo as siringomicinas e siringopeptinas que atuam como fatores de
viruléncia em Pseudomonas syringae, mas também inibem bactérias Gram positivas
(GRGURINA et al., 2005).

Os pseudopeptideos de interesse no controle de doencas em plantas
apresentam poucas ligagdes peptidicas e modificagdes complexas de aminoacidos e
séo produzidos por bactérias. As pantocinas, derivadas da alanina, sao produzidas por
cepas de Pantoea agglomerans e inibem a biossintese de aminoacidos catalisada pela
transaminase em Erwinia amylovora, agente causal da ferrugem em rosaceas (JIN et
al., 2003).

Um dos fatores que torna atrativo o uso de AMPs como compostos
antimicrobianos para o controle de doencas em plantas é o mecanismo de agéao contra
0 micro-organismo alvo. A maioria dos AMPs sao catidnicos e se ligam a superficie dos

micro-organismos através de interacdo mediada por receptores e insercado na
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membrana citoplasmatica. Alguns rompem a membrana, mas outros a atravessam e
interagem com alvos intracelulares como a sintese de acidos nucléicos, de proteinas ou
atividades enzimaticas (BRODGEN, 2005).

2.1.7 Peptideos antimicrobianos em bactérias endofiticas e no género
Burkholderia

O conhecimento a respeito da produgdo de bacteriocinas, dentro do universo
endofitico é infimo, pois até o momento poucas espécies endofiticas foram estudadas,
mostrando a necessidade de ampliar este conhecimento a fim de buscar alternativas

sustentaveis para a agricultura.

Pindn et al. (2002) descreveram e purificaram a primeira bacteriocina em uma
bactéria endofitica da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus, isolada de cana-de-
acucar e outras culturas. G. diazotrophicus pode ocupar 0S mesmos espacos que O
patdbgeno vascular X. albilineans, e neste trabalho foi observado que a bacteriocina
produzida foi capaz de lisar a parede celular de X. albilineans in vitro de forma similar as

piocinas descritas para varias espécies de Pseudomonas.

Cursino (2005) avaliou a produgdo de bacteriocinas por bactérias endofiticas
isoladas de citrus e descreveu pela primeira vez substancias do tipo bacteriocina nos
géneros  Curtobacterium e  Methylobacterium. Na espécie  Curtobacterium
flaccumfaciens foi caracterizada e purificada parcialmente uma bacteriocina que
apresentou peso molecular de 14 kDa in situ e revelou atividade contra bactérias Gram
positivas e negativas, incluindo patégenos humanos e de plantas como o importante
fitopatdégeno de citrus, Xylella fastidiosa.

O conhecimento da producgédo de bacteriocinas dentro do género Burkholderia é
escasso. Até o momento nao foram identificadas e caracterizadas bacteriocinas em
espécies endofiticas, somente em espécies patogénicas como, por exemplo, B.
(Pseudomonas) solanacearum (CUPPELS et al., 1978; ARWIYANTO et al., 1993; FREY

et al., 1996) e em B. cepacia com o objetivo de realizar a caracterizacao fenotipica de
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linhagens isoladas de pacientes com fibrose cistica e de plantas (GONZALEZ,
VIDAVER, 1979; GOVAN, HARRIS, 1985).

Através do programa BAGEL (http://bioinformatics.biol.rug.nl/websoftware/bagel)
foram identificados em torno de 47 genes hipotéticos codificadores de bacteriocinas em
espécies patogénicas de B. cenocepacia e B. cepacia, sugerindo que a producado de
bacteriocinas pode ser uma estratégia competitiva para as espécies pertencentes a este
grupo (DE JONG et al., 2006). Neste contexto, espécies endofiticas também devem
produzir estar bacteriocinas, as quais poderiam ser utilizadas contra patégenos de
plantas.

Os estudos e programas de screening de peptideos nao-ribossomais e
policetideos dentro do universo endofitico e rizobactérias tém descrito uma maior
diversidade de compostos com atividade antifungica, principalmente dentro do género
Burkholderia.

A plataforma Norine (http:/bioinfo.lifl.fr/norine/) € o primeiro banco de dados
dedicado somente a peptideos nao-ribossomais (NRPS) juntamente com ferramentas
para andlise. Para cada peptideo, esse banco de dados armazena a estrutura bem
como as varias anotacbes referentes a atividade biolégica, organismo produtor,
referéncias bibliograficas entre outros (CABOCHE et al.,, 2008). Até o presente
momento, o Norine contém 1.071 peptideos depositados, dentre eles trés no género
Burkholderia referentes aos sideréforos denominados ornibactinas C4, C6 e C8
(AGNOLI et al., 2006).

Compostos produzidos por Burkholderia e que tem demonstrado atividade
antifngica incluem cepacinas (LLOYD et al.,, 1984); cepacidinas (LIM et al., 1994);
pirrolnitrina (MENDES et al., 2007; SCHIMIDT et al., 2009); ornibactina (sideréforo)
(AGNOLI et al., 2006); glidobactinas (SCHELLENBERG et al., 2007) entre outros (VIAL
et al. 2007), sendo a maioria deles identificados em espécies pertencentes ao complexo
cepacia. Esse cenario revela o grande potencial a ser explorado dentro do género
Burkholderia quanto a identificagdo de compostos, principalmente peptideos, com
atividade antibacteriana.
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2.2 Material e Métodos

2.21 Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas foram obtidas de cana-de-agucar e
pertencem a colecao de linhagens do Lab. Genética de Micro-organismos “Joao Lucio
de Azevedo”, Departamento de Genética, ESALQ/USP. Estas bactérias foram isoladas
por Marcon (2007) e Rossetto (2008) durante o desenvolvimento do projeto: “Interacao
entre populagdes microbianas e Plantas Geneticamente Modificadas”. (Processo
FAPESP 02/14143-3 Coordenador: Prof. Dr. Welington Luiz de Araujo). Foram
avaliadas 34 linhagens, sendo 17 endofiticas de raiz e 17 da rizosfera de cana-de-
acucar (Tabela 1). Estas linhagens foram previamente caracterizadas por Mendes et al.
(2007) e Luvizotto et al. (2010).

Como bactérias indicadoras foram utilizadas as espécies descritas na Tabela 2.

As bactérias foram cultivadas por 48 horas em meios de cultura e temperaturas

apropriados a cada linhagem bacteriana.

Tabela 1 - Codigo de estoque e local de isolamento das linhagens de Burkholderia spp. avaliadas neste

estudo
(continua)
Numero de linhagens Caodigo Local de isolamento
1 TH4.4.3F1 Rizosfera
2 TC4.3.1F2 Rizosfera
3 CV4.4.2F2 Rizosfera
4 CV3.2.3F2 Rizosfera
5 TC2.2.2F5 Rizosfera
6 Cv2.2.2F2 Rizosfera
7 CV3.1.2F4 Rizosfera
8 TC3.3.3F1 Rizosfera
9 CV2.3.2F1 Rizosfera
10 TH3.1.3F3 Rizosfera
11 TH2.3.2F5 Rizosfera
12 ESR73 Rizosfera
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Tabela 1 - Cédigo de estoque e local de isolamento das linhagens de Burkholderia spp. avaliadas neste

estudo

(concluséo)

Numero de linhagens Cadigo Local de isolamento

13 TC2.2.2F4 Rizosfera

14 CV2.1.2R2 Rizosfera

15 CV2.1.3F5 Rizosfera

16 TH2.3.3R3 Rizosfera

17 TC3.3.1F1 Rizosfera

18 CV3.1.1F1 Endofitico raiz
19 TC3.4.1F4 Endofitico raiz
20 CV3.2.2F5 Endofitico raiz
21 TH3.1.1R4 Endofitico raiz
22 ESR63 Endofitico raiz
23 CV2.4.3R2 Endofitico raiz
24 TC3.4.2R2 Endofitico raiz
25 TC3.3.1R6 Endofitico raiz
26 TC3.4.2R3 Endofitico raiz
27 TH3.4.1R4 Endofitico raiz
28 TC3.4.1R1 Endofitico raiz
29 TH2.3.3R4 Endofitico raiz
30 TC3.4.1F2 Endofitico raiz
31 TC3.4.2R1 Endofitico raiz
32 TH2.2.3R3 Endofitico raiz
33 TH2.1.3R2 Endofitico raiz
34 TH2.4.1R1 Endofitico raiz
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2.2.2 Atividade antibacteriana de linhagens de Burkholderia spp. endofiticas e
da rizosfera de cana-de-acucar

2.2.2.1 Método da sobrecamada (spot-on-the-lawn)

Os ensaios de antagonismo bacteriano foram conduzidos utilizando o método da
sobrecamada (PUGSLEY, OUDEGA, 1987; GROSS, VIDAVER, 1990). As linhagens de
Burkholderia foram cultivadas em meio liquido Luria Bertani-LB (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001) por 48 horas a 28°C. Apds o crescimento, aliquotas de 10 pl foram
gotejadas em placas de petri contendo meio TSB 5% e incubadas por 48 horas a 28°C.
Posteriormente as células foram inativadas por exposicao ao vapor de cloroférmio por
40 minutos e em seguida, uma sobrecamada de 5 ml de meio de cultura semi-sélido
fundente (0,8%), contendo 50 pl de cultura de bactéria indicadora (108 UFC/ml), foi
adicionada sobre as colbnias inativadas.

As culturas foram novamente incubadas por 24-48 horas em temperatura 6tima
para as bactérias indicadoras e apds a incubagdo a presenca de atividade
antibacteriana foi confirmada pela formacao de um halo claro de inibicdo de pelo menos
2 mm de diametro ao redor da colbnia da bactéria testada.

Todos os experimentos foram realizados em quadriplicata sendo que em cada
repeticdo a disposicao das linhagens nas placas foi alterada de forma a eliminar a
possivel interferéncia entre uma linhagem e outra na producdo de substancias

antibacterianas.
2.2.3 Fatores de interferéncia na atividade antibacteriana

Para as linhagens capazes de exibir atividade antagonista frente a trés ou mais
bactérias indicadoras foi realizada a avaliacdo de fatores de interferéncia nessa
atividade. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a bactéria indicadora
utilizada foi a linhagem de C. flaccumfaciens EF 1/6.
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2.2.3.1 Exclusao da acao de bacteriéfagos

A partir das placas que induziram a formag¢do de um halo de inibigdo no teste
spot-on-the-lawn foi realizado um corte no agar ao redor do halo, sendo este agar
adicionado a 3 ml de caldo Luria Bertani-LB (SAMBROOK; RUSSEL, 2001), triturado
com um bastédo de vidro estéril e mantido a temperatura ambiente durante 60 minutos.
Depois, foi adicionado 100 pl dessa suspenséo e 100 ul da cultura indicadora a 8 ml de
meio de cultura semi-sélido, que posteriormente foi distribuido homogeneamente sobre
uma placa de meio TSB 5% e incubadas durante 48 horas a 28°C. A observagao de
zonas de lise é indicativa da presenca de bacteridéfagos liticos (LEWUS, MONTVILLE,
1991).

2.2.3.2 Influéncia do meio de cultura na atividade antibacteriana

Para avaliar a influéncia da composicao do meio de cultura no antagonismo as
linhagens de Burkholderia foram avaliadas nos meios TSB 5% (por litro: 1,5 g; pH 7,3);
triptona de soja TSA 10% (por litro: 4 g; pH 7,0); LB (por litro: triptona 10 g; NaCl 10 g;
Extrato de levedura 5 g; pH 7); M3 (por litro: Bacto peptona 4 g; triptona 1 g; extrato de
malte 2,4 g; sacarose 1,2 g; KoHPO4 1,2 g; KHPO4 1 g; MgSQOy; glutamina 0,4 g;
histidina 0,2 g; pH 6,6) e MM (por litro: K;2HPO4 10,5 g; KHPO4 4,5 g; citrato de sodio
0,47 g; MgS04.7H-0 0,25 g; [NH4] 3SO4 10 g; triptona 15 g; glicose 0,2 g; pH 7,0). Foi
utilizado o Método da sobrecamada (spot-on-the-lawn) descrito no item 2.2.2.1.

2.2.3.3 Avaliacao da estabilidade térmica

A avaliacao da sensibilidade da atividade antibacteriana ao calor foi determinada
pela exposicao das culturas por 48 horas e tratadas com vapor de cloroférmio, em forno
a 80°C por 15 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente por 30 minutos foi
aplicada uma sobrecamada de 5 ml de meio de cultura semi-sélido fundente (0,8%),

contendo 50 pl de cultura de bactéria indicadora (~10% UFC/ml).
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2.2.3.4 Estabilidade frente a enzimas proteoliticas

A sensibilidade a enzimas proteoliticas foi testada gotejando 50 ul de tripsina (1
mg/ml); préximos a colénia produtora, em culturas que haviam sido previamente
incubadas e tratadas com vapor de cloroformio. Em seguida uma sobrecamada de
bactéria indicadora (~10® UFC/ml) foi adicionada como descrito anteriormente. Em
todos os casos as culturas tratadas foram examinadas ap6s 48 horas de incubacao e os

didmetros da zona de inibicdo foram comparados ao controle.

224 Obtencao e avaliacao de fatores de interferéncia na atividade
antibacteriana do extrato cru

Foi obtido o extrato cru para as linhagens TC3.4.2R3 e TH2.2.3R3 de
Burkholderia. Para isso, estas linhagens foram incubadas por 48 horas em 300 ml de
meio liquido TSB 5% sob agitacao (200 rpm). Apds o crescimento, a cultura bacteriana
foi centrifugada por 15 minutos a 14000 x g. Os sobrenadantes foram filtrados a vacuo
em membrana de poro 0,22 um, e liofilizados nas condigbes: 0.04 mbar, -50°C, 5 dias
em liofilizador Christ modelo Alpha 1-2 LD Plus. Os liofilizados foram ressuspensos em
2 ml de agua destilada esterilizada e armazenados a -20°C, até o momento da
utilizacao.

2.2.4.1 Método de difusao em agar

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana nos extratos crus foi utilizado o
método de difusdo em agar. Para isso, a cultura bacteriana indicadora foi incubada por
24 horas em meio LB liquido. Ap6s o crescimento, 100 pl da cultura bacteriana
indicadora (~10® UFC/ml) foi adicionada a 20 ml de meio de cultura semi-sélido
fundente (0,8%) e transferido para placa de Petri. Ap6s a solidificagcdo do agar foram
gotejados sobre a placa 20 ul do extrato cru. Antes da incubacao, as placas foram
refrigeradas a 4°C por 4 horas para permitir a difusao radial dos compostos contidos no
extrato. As placas foram incubadas por 24-48 horas a 28°C. A presenca de atividade
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inibitéria foi confirmada pela formacdo de um halo claro de inibicdo no local da
inoculacao do extrato (LEWUS, MONTVILLE, 1991).

2.2.4.2 Definicao de unidade arbitraria no extrato cru
(BAREFOOT, KLAENHAMMER, 1983)

A atividade de cada extrato cru foi determinada utilizando o método de diluicao
seriada. Os extratos crus foram diluidos sucessivamente (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,
1/128, 1/256 e 1/512) em placas de microtitulagdo a partir da proporcado 1:1 em agua
destilada esterilizada. Para a avaliacao da atividade inibitéria presente em cada diluicao
foi utilizado o método de difusdo em agar descrito no item 2.2.4.2. (LEWUS,
MONTVILLE, 1991). O titulo designado UA/ml foi definido como sendo a reciproca da

ultima diluicdo que apresentou uma clara zona de inibicéao.

2.2.4.3 Avaliacao da estabilidade térmica do extrato cru
(OLIVEIRA, 1992; ROSA et al., 2002)

Diferentes microtubos contendo um volume de 200 pl do extrato cru foram
incubados nas seguintes temperaturas: 37°C (1 h); 42°C (1 h); 65°C (30 minutos), 80°C
(30 minutos), 100°C (15 minutos) e 121°C (20 minutos em autoclave). Foram realizados

paralelamente, controles sem tratamento térmico.

2.2.4.4 Avaliacao da sensibilidade do extrato cru a diferentes pHs
(ROSA et al., 2002; LISBOA et al., 2006; KABUKI et al., 2007)

Para determinar a estabilidade ao pH, 200 ul de cada extrato cru foi submetido
ao ajuste do pH entre 3-11 utilizando solugdes diluidas de HCl e NaOH (1 M NaOH ou 1
M HCI). Cada frag&o foi incubada por 2 horas a 28°C. Apos a incubagédo cada amostra
teve seu pH ajustado para 6,5 e a atividade antibacteriana foi avaliada conforme
descrito em 2.2.4.2. Foram realizados paralelamente, controles sem tratamento.
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2.2.4.5 Avaliacao da sensibilidade enzimatica do extrato cru
(BONINI , MARINGONI, NETO, 2007)

Para avaliar a estabilidade da atividade antibacteriana frente a enzimas foram
utilizadas: tripsina, pronase E, proteinase K, lisozima e DNase (1 mg/ml). Aliquotas de
200 ul do extrato cru foram separadamente tratadas com as diferentes enzimas por 2
horas a 28°C. Apdés o tratamento as amostras foram fervidas por 2 minutos para
inativacdo das enzimas e depois avaliadas quanto a sua atividade antibacteriana
conforme descrito em 2.2.4.2. Como controle, o extrato cru nao foi tratado com

nenhuma enzima.

2.2.5 Precipitacao fracionada com sulfato de aménia
(ROSA et al., 2002; HE et al., 2006)

Para avaliar a produgao de substancias com atividade antibacteriana de natureza
protéica o sobrenadante das linhagens de Burkholderia TC3.4.2R3 e TH2.2.3R3 foram
submetidos a precipitacdo fracionada com sulfato de ambénia pela sua capacidade de
alterar as caracteristicas estruturais das proteinas fazendo com que as mesmas percam
a solubilidade e precipitem. Culturas frescas de ambas as linhagens foram cultivadas
em 100 ml de meio liquido Luria Bertani-LB a 28°C por 48 horas sob agitacao (200
rom). Apds o crescimento, as células foram removidas por centrifugacdo do meio liquido
a 14 000 x g por 15 minutos e posterior filiracdo a vacuo em membrana de poro 0,22
pm. Foram testados os seguintes intervalos de saturacao 0-20% (m/m), 20-40% (m/m),
40-60% (m/m), 60-80% (m/m). A etapa de precipitagdo dos sobrenadantes teve inicio
com a adicao lenta de sulfato de aménio [(NH4).SO4] a 100 ml de sobrenadante bruto,
sob agitacdo, em banho de gelo, até atingir a concentracao de 20% por tempo minimo
de 30 minutos ou até que todo o sulfato de amdnia fosse dissolvido. Em seguida, a
solucao foi centrifugada a 14 000 x g por 30 minutos e o pellet foi separado do
sobrenadante e ressuspendido em 1 ml de tampé&o fosfato de s6dio 20 mmol com
pH=6.0. O sobrenadante foi recolocado em banho e gelo e foi adicionada a quantidade
de sulfato de amoénia para atingir 40% de saturagdo. O procedimento anterior foi
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repetido para os demais intervalos de saturacdo. Nas diferentes frac6es a atividade
antibacteriana foi quantificada em UA/ml (conforme item 2.2.4.2) e as zonas de inibicao
avaliadas e comparadas com a obtida utilizando o extrato cru.

2.2.5.1 AQuantificacao de proteinas no extrato cru e nas fracoes precipitadas com
sulfato de aménia

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais solUveis nos extratos
crus e nas diferentes fracdes de precipitacdo com sulfato de amédnia foi aplicado o
método de Bradford (1976) utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin’) como padrao.

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.

2.2.6 Ensaio de antagonismo, in vitro, contra bactérias fitopatogénicas

Para os ensaios de antagonismo foram utilizadas sete diferentes linhagens de
bactérias fitopatogénicas (Tabela 2) que foram rotineiramente crescidas em meio LB.
Todos os experimentos foram iniciados com culturas frescas crescidas em meio LB
liquido a 28°C. Os ensaios foram realizados segundo a metodologia descrita no item
2.2.2.1.

2.2.7 Mutagénese por insercao aleatoria utilizando transposon

2.2.7.1 Teste de sensibilidade a canamicina

As linhagens TC3.4.2R3; TH2.2.3R3 foram crescidas em meio liquido LB por 24h
a 28°C e aliquotas de 100 upl de cada linhagem foram semeadas sobre meio LB
suplementado com canamicina (50, 100, 150, 200, 300 ou 400 pg.ml™") e placa controle
sem adicao de antibiotico. O crescimento das linhagens foi monitorado por 48 horas e a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano foi escolhida para o

experimento de transformacao.
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2.2.7.2 Mutagénese utilizando transposon

Burkholderia cenocepacia, linhagem TC3.4.2R3 foi transformada com o
transposoma EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp (Figura 1) que consiste em um complexo
estavel formado pela enzima transposase e o transposon Ez-Tn5 <R6Kyori/KAN-2> que
contém uma origem de replicacdo condicional R6Ky e gene de resisténcia a canamicina
(Tn903) funcional em E. coli e flanqueado por sequéncias de insercao invertidas de
19pb (Biotechnologies, Madison, Wisconsin, USA).

Culturas eletrocompetentes da linhagem TC3.4.2R3 foram obtidas a partir da
inoculacdo de uma colbénia bacteriana em 5 ml de meio liquido LB posteriormente
incubado a 28°C por 18 horas sob agitagdao (200 rpm). Apds o crescimento, 5 ml da
cultura foi transferido para 250 ml de LB e incubados a 28°C sob agitacdo (200 rpm) até
atingir a densidade optica (DOgoonm) de 0,7 medida em espetrofotometro (Ultrospec
3000 Amersham Pharmacia Biotech). Em seguida a cultura foi centrifugada a 5.000 x g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em
agua deionizada esterilizada e novamente centrifugado. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado bacteriano ressuspendido em glicerol 10% e centrifugado. O
sobrenadante foi novamente descartado. O precipitado foi ressuspendido em glicerol
(DOeoonm) para a diluicdo de 500x e distribuido em aliquotas de 100 pl que foram
estocadas a -80°C. O transposoma (3,3 ng) foi adicionado a 100 pl da cultura
eletrocompetente e introduzido por eletroporacao (Gene Pulser, BioRad - 2,5kV, 25 uF,
200Q, cubeta de 0,2 cm). Logo apo6s a eletroporacgéo, foi adicionado meio SOC na
cubeta de eletroporagé@o para um volume final de 1 ml, sendo pipetado gentilmente. O
conteudo da cubeta foi transferido para um microtubo e incubado a 28°C sob agitacao
(200 rpm) durante 1 hora. Apos esse periodo aliquotas de 100 pl das células
submetidas a eletroporacdo sem diluicdo e diluidas na propor¢céo 1:10 e 1:100 foram
semeadas separadamente em meio LB suplementado com canamicina (200 pg/ml).
Colbnias resistentes a canamicina indicaram que ocorreu a integragdo do transposon no

genoma e, portanto foram isoladas e estocadas a -80°C.
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Figura 1 - Transposon EZ-Tn5 <R6KYori/KAN-2>Tnp utilizado para mutagénese aleatéria. O transposon

EZ-Tn5 <R6KYori/KAN-2> forma um complexo estdvel com a enzima transposase EZ-Tnb,

contém uma origem de replicagéo condicional (R6KYori) e gene de resisténcia a canamicina
(Tn903) que séao funcionais em E. coli, flanqueados por sequéncias de reconhecimento (ME)
da EZ-Tn-5 Transposase (Biotechnologies, Madison, Wisconsin, USA)

2.2.7.3 Selecao quanto a alteracao na atividade de antagonismo bacteriano

Os transformantes obtidos tiveram sua atividade antagonista contra bactérias

avaliada pelo Método da sobrecamada (item 2.2.2.1), para isso foi utilizada a bactéria X.

albilineans como linhagem teste. Posteriormente, os mutantes que apresentaram

atividade antibacteriana modificada frente a X. abilineans foram selecionados para os

experimentos posteriores onde também foram avaliados frente a C. flaccumfaciens EF

1/6, X. albilineans, E. coli, X. vesicatoria e X. axonopodis pv. phaseoli UFLAS.

2.2.7.3.1 Confirmacao da transformacao por PCR

(WANG et al., 2009)

O DNA genbmico da linhagem selvagem e de doze transformantes foi extraido

utilizando DNAeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). A confirmagédo da transformacao foi



52

realizada por meio da amplificacdo de uma regiao presente no transposon. A andlise de
PCR foi conduzida utilizando os primers Tn5F (5-ATTCAACGGGAAACGTCTTG-3’) e
Tn5R (5-ACTGAATCCGGTGAGAATGG-3’) para obtengao de um fragmento de 569pb.
A reacao de PCR (25 ul) continha 100ng de DNA, 1 x PCR buffer, 0,5 mM dNTPs, 0,2
UM de cada primer e 1,0 U Taq polimerase. As reacdes foram aquecidas a 95°C por 5
minutos seguido por 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por 30 segundos, 59°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto e extenséo final a 72°C por 7 minutos.

2.2.7.3.2 Analise de Southern Blot
(SAMBROOK et al., 1989)

A analise de Southern Blot foi realizada para a verificacdo da aleatoriedade e o
nuamero das inser¢des do transposon no cromossomo da linhagem de Burkholderia
cenocepacia TC3.4.2R3. Para isso, realizaram-se 0s seguintes procedimentos:

a) Transformacdo de E. coli DH5a-pir (KOLTER, INUZUKA, HELINSKI,
1978):

Com a finalidade de obter o controle positivo € a sonda o complexo transposoma
EZ-Tn5<R6Kygori/KAN-2>Tnp foi inserido em E. coli DH5a-pir utilizando o
procedimento descrito em 2.2.7.2. Posteriormente, uma col6nia de E. coli DH5a.-pir-Tn5
foi semeada em 10 ml de meio LB suplementado de canamicina (50 pg/ml) a 37°C por
18 horas sob agitagéo (200 rpm) e o transposon foi extraido utilizando o kit QlAprep
Spin Miniprep (QIAGEN).

b) Extracido de DNA bacteriano, Restricato do DNA gendémico e

transferéncia para membrana de nailon:

As reagbes de restricdo em um volume total de 250 pl, contendo 7,5 pg de DNA
bacteriano ou 250ng do transposon, 25 pl de tamp&o React® 3 10X e 40U da enzima
EcoRI foram incubadas a 37°C por 12 horas. Para concentrar o DNA foi realizada uma
precipitacdo adicionando 25 pl de acetato de amoénio (7,8 M) e 625 pl de alcool
absoluto. Apds incubacao a -20°C por 12 horas, o material foi centrifugado (10.000 g
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por 40 minutos a 4°C). O sobrenadante foi descartado e adicionados 700 ul de alcool
70%. As amostras foram centrifugadas por mais 10 minutos (10.000 g a 4°C). O
sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado seco a 37°C. Apds a secagem,
o DNA hidrolisado foi ressuspendido em 32 pl de TE e 8 ul de sacarose 40%. Os 40 ul
de DNA foram aplicados em gel de agarose 1% adicionado de brometo de etidio (1,0
mg.ml"), e a eletroforese foi realizada a 35 V.cm' e apés a mesma o gel foi
fotodocumentado. Foi utilizado como marcador de peso molecular 40 pl do DNA Ladder
1 Kb (0,2 pg.pl") (Fermentas). O gel de agarose contendo o DNA foi incubado em 500
ml de solug¢do de HCI 0,25 M por 10 minutos para depurinizacdo. Apos esse periodo, 0
gel foi lavado com agua destilada e transferido para 500 ml de solu¢cdao de NaOH 0,5 M;
NaCL 1,5 M por 30 minutos para desnaturacao. O gel foi lavado novamente com agua
destilada e em seguida incubado por 15 minutos em 250 ml de solugcéo neutralizadora
(NaCl 1,5 M; Tris-HCI 0,5 M; EDTA 1 mM, pH 7,5), com agitacdo branda a temperatura
ambiente. Este procedimento foi repetido novamente. O DNA contido no gel foi
transferido por capilaridade para uma membrana de nailon (Hybond-N+, GE
HealthCare), sendo utilizada a solucéo de transferéncia SSC 20X (Na Cl 3 M; citrato de
sédio 0,3 M; pH 7,0). O DNA foi fixado em membrana por aquecimento a 80°C por 2

horas e entdo armazenado a temperatura ambiente.
c) Preparo da sonda e hibridacao molecular:

Para a hibridagdo foi utilizado como sonda um fragmento de DNA contendo uma
regidao do transposon. Para a obtencdo do fragmento o transposon foi extraido de
células de E. coli DH5a-pir-Tn5 (QlAprep Spin Miniprep, QIAGEN) e submetido a PCR
com os primers Tn5F (5-ATTCAACGGGAAACGTCTTG-3) e Tn5R (5
ACTGAATCCGGTGAGAATGG-3) e purificado utilizando UltraClean™ PCR Clean — up
Kit (MOBIO Laboratories). A marcacao da sonda e hibridagdo da membrana foram
realizadas utilizando o sistema de fosfatase alcalina termoestavel (Amersham AlkPhos
Direct™ Labeling and and Detection Systems, GE HealthCare), a 55°C segundo as
recomendagdes do fabricante. Todos os passos de hibridizagdo foram realizados no
forno de hibridacao Hybridiser HB-2D (Techne). Ap6s a hibridagdo a membrana foi
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lavada com tampéao SSC (20x: NaCL, 3 M; citrato de sddio, 0,3 M; agua MilliQ, 500 ml;
pH 7) e documentada por autoradiografia.

2.2.7.4 Clonagem e sequenciamento das regioes que flanqueiam o transposon
2.2.7.4.1 Extracao de DNA bacteriano

O DNA genbmico dos transformantes foi extraido pelo método fenol-cloroférmio.
Para isso, os clones foram crescidos em 5 ml de meio LB suplementado com 200 pg/ml
de canamicina a 28°C por 18 horas sob agitacdo (200 rpm). As culturas foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 500 pl
de tampéao TE (Tris-HCI 1 M, EDTA 0,5 M, pH 7,0) seguido de nova centrifugacdo nas
mesmas condi¢oes. O precipitado foi novamente ressuspendido em 500 ul de tampao
de lise, 0,5 g de silica (0.1 mm) e 60 pl de SDS 10%. Em seguida a suspensao foi
agitada por 1 minutos no vortex, incubada em banho seco a 80°C por 10 minutos,
adicionada de 500 pl de fenol saturado e centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e adicionados 200 pl de fenol e 200 pl de
cloroférmio, a suspensao foi homogeneizada por inversao e centrifugada novamente. O
sobrenadante foi entdo transferido para novo tubo sendo entdo adicionados 0,1 do
volume de NaCl 5 M e 0,6 do volume de isopropanol. A mistura foi mantida por 10
minutos a -20°C e centrifugada por 10 minutos. O DNA foi lavado com etanol 70%, seco
a 37°C e ressuspendido em 10 ul de agua deionizada esterilizada. A concentracao e a
integridade dos DNAs extraidos foram verificadas em gel de agarose 1,0% a 100
volts.cm™ utilizando como padrdo de comparacdo marcador Lambda (A) (Fermentas),
nas concentracdes de 25, 50, 100, 150 e 200 ng/ul juntamente com o marcador de peso
molecular 1Kb (Fermentas).

2.2.7.4.2Clonagem das regioes flanqueadoras do transposon

Com o objetivo de clonar as regides flanqueadoras do transposon em E. coli
DH5a-pir, os DNAs extraidos das linhagens transformantes (200ng/ul) foram tratados
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separadamemte com enzima de restricao EcoRI por 12 horas a 37°C e posteriormente,
os DNAs clivados foram concentrados adicionando 25 pl de acetato de aménio (7,8 M)
e 625 ul de alcool absoluto seguido de incubagéo a -20°C por 12 horas. Em seguida o
material foi centrifugado (10.000 g por 40 minutos a 4°C), o sobrenadante foi
descartado e adicionados 700 pl de alcool 70%. As amostras foram centrifugadas por
mais 10 minutos (10.000 g a 4°C). O sobrenadante foi novamente descartado, o
precipitado seco a 37°C e ressuspendido em 7,5 pul de agua destilada esterilizada.

Os fragmentos obtidos da digestdo foram circularizados com o kit Fast-Link™
DNA Ligation Kit (EPICENTRE, Madison, Wisconsin), durante 1 hora a temperatura
ambiente. Terminada a reacado, a enzima Fast-Link™ DNA ligase foi inativada por
aquecimento a 70°C durante 10 minutos. O transposon EZ-Tn5 <R6Kygori/KAN-2>Tnp,
nao necessita de vetores de clonagem, pois sua sequéncia apresenta uma marca de
resisténcia a canamicina (Tn903), permitindo a selecdo de colbnias transformadas, e
também uma origem de replicacdo R6Kyori, 0 que impede que o transposon seja
integrado no genoma hospedeiro e o0 mesmo seja replicado de forma autbnoma no
citoplasma da célula. O produto da ligacao (2 ul) foi introduzido por eletroporacéo (Gene
Pulser BioRad, 2,5Kv, 25 uF, 4009, cubetas de 0,2cm) em células eletrocompetentes
de E. coli DH5a-pir. Apdés a eletroporacdo as células de E. coli DH5a-pir
eletrocompetentes foram imediatamente transferidas para microtubos com meio liquido
LB para um volume final de 1 ml, e incubadas a 37°C durante 60 minutos, sob agitacéo
para facilitar o crescimento celular. Cem microlitros (sem diluicao e diluicdes de 1:10 e
1:100) da reacdo foram semeados em meio LB sélido contendo 50 pg/ml de
canamicina. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e ap6s 0 periodo de
crescimento, clones que continham o produto de ligacdo e expressavam o gene de
resisténcia a canamicina foram selecionados através do crescimento em meio de
cultura contendo o antibiético (50 pg/ml) e em seguida armazenados em meio LB
liquido contendo 20% de glicerol a -80°C.
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2.2.7.5 Sequenciamento e analise das regioes flanqueadoras do transposon

Para a identificagdo das sequéncias de DNA dos genes interrompidos pelo
transposon, o DNA plasmidial contendo o transposon foi extraido de células de E. coli
DH5a-pir (QlAprep Spin Miniprep, QIAGEN) e o sequenciamento foi realizado a jusante
e a montante utilizando os primers que anelam nas extremidades do transposon EZ-Tn5
<R6Kygori/KAN-2>KAN-2 FP-1 (5-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3') e R6KAN-
2 RP-1 (5'-CTACCCTGTGGAACACCTACATCT-3'). Foram selecionados dois clones de
cada evento de clonagem e os mesmos foram sequenciados em duplicata a jusante e a
montante totalizando oito sequéncias que posteriormente foram alinhadas para a
obtencdo de uma unica sequéncia consenso com o auxilio do software CodonCode
Aligner 3.5 (CodonCode Corporation, 2.2.7.6 Dedham, MA, EUA). As sequéncias
flanqueadoras obtidas foram analisadas com o auxilio da ferramenta BLAST (Blastn,
Blastx) contra a base de dados do GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). As
sequéncias também foram analisadas quanto a presenca de ORFs (open reading
frames) com auxilio da ferramenta ORF Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Atividade antibacteriana de linhagens de Burkholderia spp. endofiticas e
da rizosfera de cana-de-agucar

No presente trabalho, 34 linhagens de Burkholderia spp. obtidas da rizosfera e
endofiticamente de raizes de cana-de-agucar, foram avaliadas in vitro quanto a
capacidade de produzir substancias antibacterianas contra Burkholderia cenocepacia,
Burkholderia spp., P. fluorescens, E. coli, B. subtilis, C. flaccumfaciens e X. albilineans
(Tabela 3). A atividade antibacteriana foi evidenciada pela presenca de zonas claras de
inibicdo ao redor da linhagem produtora (Figura 2). Todas as linhagens avaliadas foram
capazes de exibir acdo antagonista frente a pelo menos uma bactéria indicadora. Sete
linhagens (20,6%) foram capazes de inibir duas bactérias indicadoras e vinte linhagens
(58,8%), trés ou mais bactérias indicadoras, mostrando que a maior parte das linhagens
apresenta um amplo espectro de inibicdo visto que sao capazes de inibir bactérias
Gram negativas, do Filo Proteobacteria, das classes B (Burkholderia ) e 7y (P.
fluorescens e X. albilineans) Proteobacteria, e bactérias Gram positivas pertencentes
aos Filo Firmicutes (B. subtilis) e Actinobacteria (C. flaccumfaciens).

Tabela 3 - Porcentagem de inibigdo e intervalo dos didametros da zona de inibicdo frente as bactérias

indicadoras
Bactéria indicadora % de inibicao dlntervalo dgs. qiépetros
a zona de inibicao (mm)
Burkholderia cenocepacia CV2.1.3F5 26,5 2 - 4
Burkholderia sp. TC3.4.1R1 35,3 2 - 4
Bacillus subtilis ATCC 6633 50,0 7 -30
Escherichia coli ATCC 25992 97,1 2 -25
Pseudomonas fluorescens ESR94 55,8 7 -40
Curtobacterium flaccumfaciens EF 1/6 61,8 11 -50

Xanthomonas albilineans 100,0 9 -40
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Figura2 - Zonas de inibigdo de linhagens de Burkholderia spp. frente a bactéria indicadora P.
fluorescens. As setas indicam os halos de inibicao

Foi observado que os halos de inibicao apresentaram variagdo de acordo com a
bactéria indicadora utilizada, variando de 2 a 50 mm a partir das margens da colénia
produtora. Este resultado evidencia diferenca quanto a sensibilidade das bactérias
indicadoras ou que Burkholderia pode produzir mais de um tipo de composto com
atividade antibacteriana. Dentre as indicadoras C. flaccumfaciens se mostrou mais

sensivel, apresentando os maiores halos de inibicao (Tabelas 3 e 4).

A presenca de diferentes perfis fenotipicos (Tabela 4) com base na atividade
antibacteriana também sugere a producao de diferentes metabdlitos secundarios pelas
linhagens avaliadas conforme evidenciado pelo espectro variado de atividade inibitoria.
Essa constatacdo demonstra a importancia da avaliacao de diferentes linhagens em
programas de selec¢ao (screening) de metabdlitos secundarios garantindo o acesso ao
maior numero de informacdes possiveis sobre determinado género, espécie ou grupo

taxon6mico.

No ensaio de atividade antibacteriana contra X. albilineans todas as linhagens
apresentaram a capacidade de inibir esse importante patégeno de cana-de-agucar,
sendo que o diametro da zona de inibicao variou de 9 a 40mm. A atividade antagonista,
in vitro e in planta, de espécies de Burkholderia pertencentes ao complexo cepacia ja foi
demonstrada contra fungos fitopatogénicos como por exemplo Rhizoctonia solani em
algoddo (ZAKI, MISAGHI, HEYDARI, 1998); Pythium aphanidermatum em ervilhas
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(HEUNGENS, PARKE, 2001) mas poucos trabalhos tém avaliado o potencial de
isolados endofiticos e da rizosfera de Burkholderia em inibir bactérias (LUVIZOTTO et
al., 2010).

2.3.2 Fatores de interferéncia na atividade antibacteriana

A avaliagdo de fatores que podem interferir no antagonismo foi realizada para
vinte linhagens de Burkholderia spp., que apresentaram maior espectro de inibicao.
Para avaliar se os halos de inibicdo poderiam ser causados pela acao de bacteri6fagos
foi utilizado protocolo padrdao, o qual é capaz de discriminar se o halo de inibicao é
causado por bacteriocinas ou por bacteriéfagos, os quais sao capazes de produzir
zonas liticas similares (BRADLEY, 1967). N&ao foi observada para nenhuma linhagem a
formagéo de placas de lise, mostrando que o halo de inibicdo ndo estd associado a

presenca de bacteriofagos liticos e sim a producao de outros compostos.

A atividade antagonista permaneceu estavel para todas as linhagens avaliadas
apos exposicdo a 80°C/15min (Figura 3) e tratamento com a enzima proteolitica
tripsina. Também foi observado que a composicdo do meio de cultura interferiu na
atividade antagonista das linhagens avaliadas (Figura 4), sendo que todas as linhagens
demonstraram atividade frente a C. flaccumfaciens EF1/6 nos meios TSB 5% e MS3,
mas exibiram preferéncia pelo meio TSB 5%. Dezesseis (84,21%) linhagens né&o
demonstraram atividade antagonista em meio minimo; 6 linhagens (31,57%) em meio
LB e 3 (15,79%) linhagens em TSA 10%. Estes resultados indicam a importancia da

composicao do meio de cultura para a deteccao de substancias antimicrobianas.

23.3 Obtencao e avaliacao de fatores de interferéncia na atividade
antibacteriana do extrato cru

Foram obtidos os extratos crus para as linhagens, TC3.4.2R3; TH2.2.3R3, e os
mesmos foram testados frente as bactérias indicadoras C. flaccumfaciens EF1/6 (Figura
5) e X. albilineans para as quais se mostraram ativos.
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Figura 3 - Avaliacio da estabilidade térmica a 80°C por 15 minutos (A): Controle; (B): apds tratamento.
(Bactéria indicadora: C. flaccumfaciens EF1/6)

Figura 4 - Influéncia do meio de cultura no antagonismo de linhagens de Burkholderia spp. LB (A; C);
TSA 10% (B; D) (Bactéria indicadora: X. albilineans)

A atividade antagonista dos extratos crus para ambas as linhagens permaneceu
inalterada apds tratamento com as enzimas tripsina, pronase E, proteinase K, lisozima e
DNase. O mesmo ocorreu quando os extratos foram expostos aos bindmios
temperatura/tempo: 37°C/1h; 42°C/1h; 65°C/30 min, 80°C/30 min, 100°C/15min e
121°C/20min, sendo 0 mesmo observado apds liofilizacdo (-50°C) dos sobrenadantes e
estocagem do extrato cru a -20°C pelo periodo de seis meses. Os efeitos
antibacterianos também foram estaveis em pH acido e basico (Figura 6). Resultados
encontrados na literatura indicam que a sensibilidade a enzimas proteoliticas, a
temperatura e ao pH sdo extremamente variaveis no que se refere aos peptideos do
tipo bacteriocina. Em uma bacteriocina de baixo peso molecular identificada em
Pectobacterium carotovora subsp. carotovora, a atividade foi mantida apés tratamento a
100°C/60min, além de ser estavel as mesmas proteases utilizadas no presente estudo
(SEO et al., 2004). Por outro lado, sao descritas bacteriocinas termolabeis e sensiveis a
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proteases (LISBOA et al., 2006; MAREKOVA et al.,, 2007) e outras sensiveis a
proteases mas termoestaveis (KAMOUN et al., 2005).

Figura 5 - Atividade antibacteriana do extrato cru da linhagem B. cenocepacia TC3.4.2R3 frente a C.
flaccumfaciens EF1/6 sem nenhum tratamento

Figura 6 - Atividade antibacteriana do extrato cru da linhagem B. cenocepacia TC3.4.2R3 frente a C.
flaccumfaciens EF1/6 apos tratamento com enzimas proteoliticas (A: pronase E; B: DNase;
C: lisozima; D: tripsina; E: proteinase K), apds exposicdo a diferentes temperaturas (F:
37°C/1 h; G: 42°C/1 h; H: 65°C/30 min; I: 80°C/30 min; J: 100°C/15 min) e apds exposicao a
diferentes valores de pH (K: pH=3; L: pH=4; M:pH =5; N:pH =6; O: pH = 8; P: pH =9; Q:
pH=10; R:pH = 11)
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A termoestabilidade é uma das principais caracteristicas de bacteriocinas de
baixo peso molecular provavelmente devido a padrées complexos de pontes dissulfeto
intramoleculares os quais estabilizam a estrutura secundaria pela redugdo do numero
de possiveis estruturas desdobradas (DERAZ et al., 2005). Mas convém ressaltar que a
termoestabilidade nao esta restrita a pequenos peptideos, conforme demonstrado para
algumas bacteriocinas identificadas inicialmente no género Pseudomonas (MICHEL-
BRIAND, BAYSSE, 2002), mas ja identificadas em outros géneros (GROSS, VIDAVER,
1978; DAMASKO et al., 2005) que possuem alto peso molecular e se assemelham a
cauda de bacteriéfagos.

2.3.4 Precipitacao fracionada com sulfato de aménia

O processo de purificagdo de proteinas € composto por mdultiplas etapas
cuidadosamente definidas. A escolha de um processo de purificacdo depende das
caracteristicas fisico-quimicas, das propriedades bioldgicas e da fonte da qual a
proteina sera purificada. As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia, por
troca ibnica, em camada delgada associadas a espectrofotometria de massas sao os
sistemas mais utilizados para a distincdo de peptideos e/ou proteinas (DERAZ et al.,
2005; HE, CHEN, LIU, 2006), mas exigem a otimizac&o do protocolo de purificacao que
envolve muita experimentacdo do tipo tentativa e erro, principalmente quando o
composto nao é conhecido. Durante a purificacdo nao raramente ocorrem mudancas na
conformacao estrutural das proteinas que podem provocar desde pequenas alteracoes
nas suas caracteristicas fisico-quimicas até modificacdo ou perda de sua atividade

bioldgica.

A primeira etapa de purificagdo de proteinas possui um menor poder de
resolugdo, porém permite o tratamento de maior quantidade de material. Uma das
estratégias utilizadas é a precipitagdo com grande concentracdo de sais inorganicos,
sendo o sulfato de aménia um agente precipitante amplamente utilizado nessa etapa
inicial, pois apresenta a capacidade de precipitar irreversivelmente as proteinas sem
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aumento consideravel de temperatura, e a solucao final ndo apresenta alta densidade
facilitando a obtencéo do precipitado protéico apds centrifugacéo.

Portanto, no presente estudo o objetivo da precipitagdo com sulfato de aménia foi
identificar o melhor intervalo de saturacao para a concentracdo de peptideos e/ou
proteinas com atividade antibacteriana presentes no sobrenadante e preparar a
amostra para futuras analises.

A precipitacdo fracionada com sulfato de amoénia foi realizada com os
sobrenadantes das linhagens TC3.4.2R3, TH2.2.3R3 e a atividade foi comparada com
os extratos crus (Tabelas 5 e 6). Pode-se observar que para a linhagem TC3.4.2R3 os
intervalos de saturacao de 0-20% e 20-40% nao apresentaram atividade antibacteriana.
O rendimento para o precipitado da fracdo de 40-60% foi de 14,48% e apresentou a
maior atividade especifica (1851 UA/mg™') que é aproximadamente 48 vezes maior que
a do sobrenadante bruto. Para o intervalo de 60-80% a atividade especifica foi
ligeiramente inferior (1628 UA/mg™') e é aproximadamente 43 vezes a do sobrenadante

bruto mas o rendimento foi maior (32,93%) do que o obtido para o intervalo 40-60%.

Ja para a linhagem TH2.2.3R3 a maior atividade especifica foi obtida no intervalo
de 40-60%, que representa aproximadamente 39 vezes a atividade do sobrenadante
bruto e rendimento de 20,10%. No intervalo de 60-80% o rendimento foi maior
(45,28%), mas a atividade especifica foi inferior, 20 vezes superior a do sobrenadante
bruto.
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Tabela 5 - Dados da precipitagdo nas diferentes fragbes de saturagdo com sulfato de amdnia e do
extrato cru da linhagem de Burkholderia cenocepacia TC3.4.2R3
Atividade

Fracdo ch:‘::lTe Pro(f::lg/; tlc):tal A(tllj‘x‘)j/?]‘ldle ?3‘;‘3;1'2?)3 Renc:(l,/l:;ento
Extrato cru 300 0,5594 21,33 38,13 100,00
0 -20% 1 0,0515 0 0 9,21
20 - 40% 1 0,0947 0 0 16,93
40 - 60% 1 0,0810 150 1851 14,48
60 - 80% 1 0,1842 300 1628 32,93

Tabela 6 - Dados da precipitagdo nas diferentes fragcdes de saturagcdo com sulfato de amédnia e do
extrato cru da linhagem de Burkholderia cepacia TH2.2.3R3

Fragio ch::lr)ne Pro(trﬁ;n/?n tlc))tal A?Lij‘.’Ai‘)j/?ndle g:)‘gg;%‘; Ren(:‘i,/r:;ento
(UAmg")
Extrato cru 300 0,4015 85,33 212,52 100,00
0 -20% 1 0,0500 0 0 12,45
20 - 40% 1 0,0800 200 2500 19,92
40 - 60% 1 0,0967 800 8273 20,10
60 - 80% 1 0,1818 800 4400 45,28

A precipitacdo com sulfato de amdnia representa a primeira etapa necessaria a
purificacdo de peptideos ou proteinas. Os resultados sugerem que o melhor intervalo
visando uma maior atividade especifica e rendimento seria a precipitacdo em um
intervalo de 40-80% e 20-80% para as linhagens TC3.4.2R3, TH2.2.3RS3,
respectivamente, sendo que resultados semelhantes tem sido obtidos por outros
pesquisadores com o objetivo de purificar bacteriocinas (CHERIF et al., 20083;
MAREKOVA, LAUKOVA, SKAUGE, 2007; HAMMAMI et al., 2009).

Esta analise preliminar demonstrou que os extratos precipitados com sulfato de
amoOnia mantém a atividade antibacteriana contra as bactérias C. flaccumfaciens EF1/6
e X. albilineans testadas anteriormente indicando a presenga de compostos de natureza
protéica. Novas etapas de purificacdo utilizando anélises cromatograficas e de
espectrofotometria de massa deverdo ser realizadas a fim de caracterizar os compostos

bioativos produzidos por essas linhagens.



67

235 Ensaio de antagonismo, in vitro, contra bactérias fitopatogénicas

Visto que a capacidade de inibir C. flaccumfaciens e X. albilineans foi frequente
entre as linhagens de Burkholderia avaliadas, esta atividade antibacteriana foi avaliada
contra outras espécies fitopatogénicas pertencentes a esses dois géneros.

As bactérias fitopatogénicas utilizadas foram X. campestris pv. vesicatoria,
agente causal da mancha do tomateiro; duas linhagens de X. axonopodis pv. manihotis,
agente da murcha bacteriana em mandioca; uma linhagem de X. campestris pv.
campestris, agente da podriddao negra em brassicas; duas linhagens de X. axonopodis
pv. phaseoli, agente do crestamento bacteriano em feijoeiro e uma linhagem de C.

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, agente da murcha bacteriana do feijoeiro.

A linhagem TC3.4.2R3 apresentou espectro mais restrito e menores halos de
inibicdo com relacdo a linhagem TH2.2.3R3, sendo capaz de inibir os patégenos X.
campestris pv. vesicatoria e X. axonopodis pv. phaseoli. Enquanto que a linhagem
TH2.2.3R3 somente ndo foi capaz de inibir a linhagem X. axonopodis pv. phaseoli
110905.8 demonstrando que o0 antagonismo nesse caso foi cepa-especifica, sendo o
mesmo observado para a linhagem TC3.4.2R3 com relagdo a X. axonopodis pv.
phaseoli (Tabela 7).

Tabela 7 - Ensaio de antagonismo para as linhagens B. cenocepacia TC3.4.2R3 e B. cepacia
TH2.2.3R3 frente a bactérias fitopatogénicas

Antagonismo a Linhagem

TC3.4.2R3 TH2.2.3R3
X. campestris pv. vesicatoria ++ +
X. axonopodis pv. manihotis Mam 2763F - +++
X. axonopodis pv. manihotis Mand 2077 - +++
X. campestris pv. campesitris - 4+
X. axonopodis pv. phaseoli UFLA3 ++ +
X. axonopodis pv. phaseoli 110905.8 - -
C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens - 4+

-, sem inibicao; +, zona de inibigdo 2-10 mm; ++, zona de inibigdo 11-20 mm; +++, zona de inibicdo 21-30 mm; e ++++, zona de
inibicdo 31-50mm.
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Os ensaios de antagonismo destas duas linhagens de Burkholderia, frente a
bactérias fitopatogénicas de elevada importancia em algumas culturas, evidenciou mais

uma vez o grande potencial das mesmas para o biocontrole.
2.3.6 Mutagénese por insercao aleatoria utilizando transposon
2.3.6.1 Teste de sensibilidade a canamicina

A estratégia utilizada no presente trabalho para a identificacdo dos genes
associados a atividade antibacteriana em Burkholderia foi a mutagénese por insercao
aleatéria de transposon. Visto que o complexo transposoma escolhido possui o0 gene de
resisténcia a canamicina nptll (neomicina fosfotransferase Il) como marca de selecao,
um pré-requisito para o uso dessa metodologia € a sensibilidade da linhagem receptora
a canamicina. Portanto, tendo em vista que as linhagens TC3.4.2R3 e TH2.2.3R3
apresentaram acao antibacteriana, foram testadas quanto a sensibilidade ao antibiético
canamicina e para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM). Foi
observada resisténcia a canamicina pela linhagem TH2.2.3R3 em todas as
concentracOes testadas, impossibilitando assim sua utilizacdo com este sistema de
mutagénese. Ja a linhagem TC3.4.2R3 foi sensivel a 200 pg.ml' do antibiético

canamicina, e portanto foi escolhida para os experimentos de mutagénese.

2.3.6.2 Mutagénese utilizando transposon e selecao quanto a alteracao na
atividade de antagonismo bacteriano

Neste trabalho foi obtida uma biblioteca de transformantes de Burkholderia
cenocepacia TC3.4.2R3 por mutagenése aleatéria utilizando o transposon EZ-Tn5
<R6Kygori/KAN-2>Tnp sendo que aproximadamente 4 x 10° transformantes resistentes
a canamicina foram obtidos. Foi realizado controle sem adi¢do do transposon n&o tendo
sido observada nenhuma colénia em meio suplementado com canamicina, indicando

que a formagdo de colbnias resistentes a canamicina ndo ocorrere espontaneamente.
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Um total de 1788 mutantes foram selecionados e estocados a -80°C em placas de 96
pocos com meio liquido LB contendo 10% de glicerol esterilizado.

A biblioteca por insergcéo aleatoria de transposon para a linhagem TC3.4.2R3 de
Burkholderia cenocepacia foi parcialmente caracterizada totalizando 960 transformantes
analisados. Para o ensaio de atividade antibacteriana foi utilizado o Método da
sobrecamada o qual se mostrou bastante eficiente permitindo a analise rapida de

centenas de transformantes em um curto espago de tempo.

Na primeira etapa de selecdo (screening) o ensaio de antagonismo frente a X.
albilineans revelou 215 mutantes hipotéticos que perderam a atividade antibacteriana.
Em uma segunda etapa foram selecionados 20 mutantes que foram novamente
avaliados em triplicata para a confirmacao do fenétipo observado inicialmente. Apos as
analises foram selecionados doze mutantes que apresentaram estabilidade no fendtipo
inicial e posteriormente os mesmos foram avaliados quanto a capacidade antagonista
frente as bactérias indicadoras X. albilineans, C. flaccumfaciens EF 1/6, E. coli ATCC
25992, X. campestris pv. vesicatoria e X. axonopodis pv. phaseoli UFLA3, que foram
previamente inibidas pela cepa selvagem. Esta analise confirmou que os doze mutantes
perderam a atividade inibitéria frente a todas as bactérias testadas (Figura 7),
evidenciando que vias essenciais comuns do metabolismo secundario foram afetadas
nestes mutantes. Contudo, convém ressaltar que a auséncia de atividade antibacteriana
medida por testes de difusdo em agar ndo demonstra necessariamente a incapacidade
da linhagem em produzir compostos bioativos tornando necessaria uma melhor

caracterizagdo desses mutantes através de futuras andlises bioquimicas.
2.3.6.3 Confirmacao da transformacao por PCR e analise de Southern Blot
Os mutantes que apresentaram resposta modificada ao antagonismo bacteriano

foram inicialmente analisados por PCR utilizando os primers Tn5F e Tn5R. A
transformacdo foi confirmada pela amplificacdo de um fragmento de 569pb
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correspondente a uma regido do transposon a partir do DNA gendémico dos doze

mutantes e, nao a partir do selvagem (Figura 8).

Figura7 - Exemplo de placa de caracterizagdo de transformantes da linhagem B. cenocepacia
TC3.4.2R3. E possivel visualizar transformantes que perderam a capacidade antagonista
frente a X. albilineans. A seta indica a zona de inibicdo da cepa selvagem
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Figura 8 - Amplificacdo de regido do transposon com os primers Tn5F e Tn5R (WANG et al., 2008) a
partir do DNA extraido dos doze transformantes da linhagem B. cenocepacia TC3.4.2R3 que
apresentaram alteragdo na atividade antibacteriana. O transposon Tn5 extraido de E. coli
DH5a-pir: Tn5 foi utilizado como controle positivo. N&do houve amplificacéo a partir do DNA
gendmico da linhagem selvagem TC3.4.2R3. O marcador de peso molecular de 1 Kb
(Fermentas Life Sciences, Brasil) esta posicionado na lateral esquerda e direita do gel de
agarose. A ordem dos transformantes, da esquerda para a direita é: TC3.4.2R3 M1 a M12

A determinacdo do numero de cépias do transposon foi avaliada por Southern
Blot utilizando um fragmento de 569pb do transposon como sonda para os doze
mutantes. Apés a analise, onze mutantes apresentaram somente uma banda de
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hibridizacao indicando que a insercdao do tranposon foi Unica, € apenas um mutante
apresentou duas bandas de hibridizacao revelando que ocorreram duas insercées no
genoma. Nenhum sinal de hibridizacdo foi observado para a linhagem selvagem
TC3.4.2R3. A diferenca nos tamanhos das bandas de hibridiza¢ao indica que a insercéo
do transposon ocorreu em regides distintas do genoma da linhagem TC3.4.2R3
(Figuras 9 e 10).

A elevada frequéncia de transformantes de Burkholderia cenocepacia
apresentando copia unica do transposon integrada de forma aleatéria é consistente com
os resultados obtidos para outras espécies bacterianas que tém sido transformadas por
mutagénese aleatdria utilizando o complexo transposoma EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp
(GUILHABERT et al., 2001; NAKATA, 2002; SUN et al., 2003; ROUWS et al., 2008;

2001p

Figura 9 - Hibridizagdo por Southern Blot de cinco mutantes da linhagem B. cenocepacia TC3.4.2R3
que apresentaram alteragcdo na atividade antibacteriana. 7,5 pg de DNA gendmico foram
clivados com EcoRl transferidos para membranas de nylon e sondados com um fragmento de
560 bp de uma regido do transposon. A presenga de bandas de tamanhos diferentes mostra
integragdo aleatéria, e uma banda confirma a insergdo Unica. EcoRl ndo possui sitio de
restricdo dentro do transposon utilizado; portanto, todos os fragmentos sondados
apresentaram tamanho superior a 2001 bp. (1) EZ-Tn5 <R6Kygori/KAN-2> (2) linhagem
selvagem de B. cenocepacia TC3.4.2R3 (3-6) Transformantes M1 a M5, respectivamente
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WANG et al., 2009). A insercdo Unica evidencia que ocorreu 0 nocaute de apenas um
gene, e que por isso, as consequéncias do evento podem ser relacionadas diretamente,
a esta sequéncia. Dessa forma, a mutagénese aleatdria mediada por transposon
utilizada no presente trabalho mostrou-se bastante eficiente e promissora para a
obtencdo de mutantes na espécie Burkholderia cenocepacia visando ndo somente a
identificagdo de genes associados a produgcdo de metabdlitos antibacterianos, mas
também a outros processos, como por exemplo, genes associados a interacdo bactéria-

planta.

2001p

Figura 10 - Hibridizagao por Southern Blot de sete mutantes da linhagem B. cenocepacia TC3.4.2R3 que
apresentaram alteragdo na atividade antibacteriana. 7,5 ug de DNA gendmico foram clivados
com EcoRl transferidos para membranas de nylon e sondados com um fragmento de 560 bp
de uma regido do transposon. A presenca de bandas de tamanhos diferentes mostra
integragdo aleatéria, e uma banda confirma a insergdo Unica. EcoRl ndo possui sitio de
restricio dentro do transposon utilizado; portanto, todos os fragmentos sondados
apresentaram tamanho superior a 2001 bp. (1) EZ-Tn5 <R6Kygori/KAN-2> (2) linhagem
selvagem de B. cenocepacia TC3.4.2R3 (3-9) Transformantes M6 a M12, respectivamente
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2.3.6.4 Clonagem, sequenciamento e anadlise das regides flanqueadoras do

transposon

Até o presente momento estdo disponiveis em banco de dados, incluindo o
Integrated Microbial Genomes (IMG) system (MARKOWITZ et al.,, 2001), Pathema
(http://pathema.jcvi.org), National Center for Biotechnology Information (NCBI) Microbial
Genomes (WHEELER et al., 2007) e Burkholderia Genome Database (WINSOR et al.,
2008), os genomas completos de dez linhagens de Burkholderia pertencentes ao
complexo cepacia estando outros em andamento. Entre estes programas, estao
incluidas duas linhagens de B. ambifaria (MC40-6 e AMMD), cepas de biocontrole
associada a plantas; uma linhagem de B. vietnamensis G4, isolado ambiental que
degrada hidrocarbonos aromaticos; B. contaminans cepa 383, isolado do solo; B.
multivorans ATCC 17616; B. lata 383 e quatro linhagens de B. cenocepacia MC0-3 e
AU1054 isoladas de solo; e J2315 e HI2424 isoladas de pacientes com fibrose cistica.
HOLDEN et al., 2009 realizaram a analise comparativa da linhagem de B. cenocepacia
J2315, uma cepa com resisténcia a multidrogas e raramente isolada do meio ambiente,
com outros cinco genomas completos de linhagens do complexo cepacia. Esta
linhagem apresenta trés replicons e um plasmideo e a analise revelou que 9,3% do
DNA cromossomal é oriundo de transferéncia horizontal recente e circundada por
elementos genéticos moveis, e que aproximadamente 21% do genoma € unico em
comparacao as outras linhagens evidenciando a ja descrita plasticidade genbémica
nestas espécies. Também foram identificadas quatorze ilhas genémicas que estdo
ausentes em outras linhagens de Burkholderia spp., 0 que explica a introducao de
funcées que promovem a sobrevivéncia e patogenicidade em pacientes com fibrose
cistica.

Com o objetivo de identificar os genes interrompidos pelo transposon nos doze
transformantes da linhagem TC3.4.2R3 de B. cenocepacia que apresentaram atividade
antibacteriana alterada, as regides gendémicas das linhagens mutantes contendo o
transposon foram clonadas em E. coli DH5a-pir que teve o DNA plasmidial extraido e

enviado para sequenciamento (Figura 11). Foram avaliadas 96 sequéncias, obtidas dos
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12 mutantes de B. cenocepacia, ou seja 8 sequéncias para cada clone. Os resultados
mostram que a identidade do gene truncado foi a mesma quando comparada as oito
sequéncias dos clones (plasmidio de E. coli DH5a-pir) proveniente do mesmo mutante,
mas foi diferente entre dez mutantes (B. cenocepacia), sendo que dois apresentaram a
interrupcdo do mesmo gene. Este resultado mostra que diferentes genes foram
inativados pela mutagénese aleatoria, resultando em perda da capacidade de produzir
compostos antibacterianos.

A andlise das sequéncias flanqueadoras do transposon dos doze mutantes da
linhagem TC3.4.2R3 de B. cenocepacia esta sumarizada na Tabela 8. As sequéncias
obtidas apresentaram elevada similaridade com as sequéncias de proteinas
depositadas no GenBank, sendo possivel a comparacao das sequéncias com os dados
gerados em programas de sequenciamento do genoma de diferentes linhagens de
Burkholderia spp. O resultado da andlise dos mutantes TC3.4.2R3 M1 a M12 permitiu a
identificacdo de genes associados a producdo de bacteriocinas, a enzimas
possivelmente associadas ao metabolismo secundario, a regulagcdo da expressao
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Figura 11 - DNA plasmidial contendo o transposon EZ-Tn5 <R6Kygori/KAN-2>KAN-2 extraido de células
de E. coli DH5a-pir (QlAprep Spin Miniprep, QIAGEN) e enviados para sequenciamento a
jusante e a montante utilizando os primers FP-1 (5-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3")
e R6KAN-2 RP-1 (5'-CTACCCTGTGGAACACCTACATCT-3') que anelam nas extremidades
do transposon. (A-G: Clones dos mutantes TC3.4.2R3 M1 a M7, respectivamente). O
marcador de peso molecular de 1 Kb (Fermentas Life Sciences, Brasil) esta posicionado na
lateral esquerda do gel de agarose
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génica, a transportadores celulares, ao metabolismo primario da célula e a proteinas
hipotéticas com fungédo desconhecida.

A sequéncia de DNA identificada no mutante TC3.4.2R3 M1 apresentou alta
similaridade com uma proteina de montagem da placa basal de fagos de B.
cenocepacia J2315 (E value=2e™®; identidade=96%), de outras linhagens e espécies
bacterianas cujo genoma tem sido completamente sequenciado e submetidos a
anotacdo genbmica. Também apresentou similaridade a uma bacteriocina de
Pseudomonas putida KT2440 denominada piocina R2 PP (E value=3e™*;

identidade=38%) que é semelhante a cauda de fagos.

Genomas virais integrados ou profagos sdo uma classe de elementos genéticos
moéveis (EGM), adquiridos por transmissdo horizontal, que podem constituir de 10 a
20% dos genomas bacterianos representando um dos principais fatores responsaveis
por introduzir novos genes e promover diferencas individuais entre espécies. O
conhecimento atual sobre o impacto de EGM em genomas hospedeiros vem
primeiramente das ilhas de patogenicidade em que bacteri6fagos, plasmideos e
transposons podem carregar genes codificadores de toxinas, proteinas efetoras,
enzimas modificadoras da parede celular, fatores de adaptabilidade e determinantes de
resisténcia a metais pesados e antibiéticos, mas pouco se sabe sobre a diversidade de
funcbes desses EGMs em nao patdgenos, onde esses elementos podem estar
associados a adaptacao da bactéria hospedeira a alteracées ambientais ou colonizagao
de novos nichos (MAVRODI et al., 2009). Muitos desses profagos sao defectivos, mas
muitos permanecem funcionais como agentes de transferéncia génica e bacteriocinas
(CASJENS, 2003; MAVRODI et al., 2009).

As bacteriocinas sao tradicionalmente definidas como compostos de natureza
protéica produzidas por bactérias e que sdo capazes de inibir a multiplicacdo de outras
bactérias taxonomicamente afins (RILEY, 2002). Entretanto, um grupo especial de
bacteriocinas, € caracterizado por particulas de alto peso molecular, as quais podem
ser sedimentadas por ultracentrifugacdo e resolvidas por microscopia eletrénica como
semelhantes a cauda de fagos (REEVES, 1965), mas em contraste com os profagos
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nao defectivos essas bacteriocinas ndo sao capazes de se multiplicar na bactéria alvo
(DAMASKO et al., 2005). Bacteriocinas semelhantes a fagos tem sido caracterizadas
em bactérias Gram negativas (JACOB et al., 1954; GROSS, VIDAVER, 1978; NGUYEN
et al.,, 1999; MICHEL-BRIAND, BAYSSE, 2002; JABRANE et al., 2002; DAMASKO et
al., 2005), e mais recentemente em Gram positivas (KAMOUN et al., 2009).

A acgéao antibacteriana por meio da agao citotdxica de fibras semelhantes a cauda
de fagos tem sido observada principalmente em bactérias Gram negativas
fitopatogénicas, sendo que as mais estudadas sdo as carotovoricinas produzidas por
Pectobacterium carotovora (YAMADA et al., 2006); além das bacteriocinas produzidas
por Ralstonia solanacearum (Sin.: Pseudomonas solanacearum) (CHEN, ECHANDI,
1984); Serratia plymithicum e Erwinia amylovora (JABRANE et al., 2002) entre outras
(HOLTSMARK, EIJSNK, BRURBERG, 2008).

A analise da sequéncia com a ferramenta ORF Finder revelou um dominio
conservado da superfamilia Phage base V que é formada por proteinas de fagos
responsaveis pela montagem da placa basal e da cauda. Membros desta superfamilia
inclui a familia Fago P2_V composta por proteinas de fagos e bacteriocinas
relacionadas ao fago P2 de Escherichia coli, sendo que as mesmas estdo associadas a
sintese da cauda de fagos (HAGGARD-LJUNGQUIST et al., 1995).

As mais bem estudadas bacteriocinas semelhantes a cauda de fagos sédo as
produzidas por Pseudomonas aeruginosa e sao denominadas piocinas R e F, sendo
que esta relagdo entre bacteriocinas e fagos tem sido considerada desde 1952 por
Jacob et al. (MICHEL-BRIAND, BAYSSE, 2002) quando descreveram a primeira piocina
insensivel a acao de proteases, estavel a 70°C e susceptivel de ser concentrada
através de precipitagdo com sulfato de ambnia em uma concentracdo de 66%,
caracteristicas atualmente conferidas as piocinas do tipo R, que sao semelhantes a
cauda de bacteri6éfagos néo flexiveis mas contrateis (Figura 12).

As piocinas R e F sdo derivadas de um gene ancestral, com similaridade ao fago
P2 e lambda A, respectivamente. No entanto, ndo ha nenhum gene para a formacéao do

capsideo, nem para a replicacao e integracao, significando que as piocinas dos tipos R
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e F sdo vistas como caudas de fagos que se tornaram evolutivamente especializadas
como bacteriocinas, ao invés de simples fagos defeituosos (WILLIAMS et al., 2008). O
mesmo foi observado na analise do contexto gendmico da linhagem J2315 de B.
cenocepacia sendo que préximo ao gene que apresentou similaridade com o gene
interrompido pelo transposon em B. cenocepacia TC3.4.2R3 ndo foram identificados
genes envolvidos com a morfogénese do capsideo, indicando que o profago identificado
ndo apresenta genes para codificar um virus funcional, mas pode atuar como uma
bacteriocina.

A provavel bacteriocina identificada na linhagem TC3.4.2R3 de B. cenocepacia
pode ser considerada semelhante as piocinas do tipo R do género Pseudomonas pois
além de compartilhar similaridade de sequéncia, também revelou-se estavel a
proteases, ao aquecimento e susceptivel a precipitacdo com sulfato de aménia. De
acordo com a norma convencional para a nomenclatura de bacteriocinas, a bacteriocina
produzida por B. cenocepacia foi denominada cenocepacina, sendo este o primeiro

relato em uma linhagem endofitica pertencente ao complexo cepacia.
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Figura 12 - Representacdo esquematica (A) e imagem de microscopia eletrdnica (B) da estrutura da
piocina R2 de Pseudomonas aeruginosa. O aspecto nativo apresenta-se como uma bainha
estendida (ES) composta por 34 anéis, sendo cada um deles composto por 6 subunidades. A
bainha contraida (CS), termina na base da placa (BP) com as fibras da cauda (TFi), revela o
core (C). Fonte: MICHEL-BRIAND, BAYSSE (2002); WILLIAMS et al. (2008)
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A analise do contexto gendmico da linhagem J2315 de B. cenocepacia que
apresentou similaridade com o gene interrompido pelo transposon em B. cenocepacia
TCB3.4.2R3 tambéem revelou a presenca de diversos genes hipotéticos associados a
estrutura do profago, ao seu mecanismo de acéo e regulacdo da producado. Dentre os
genes envolvidos com a estrutura da bacteriocina estd uma proteina principal da bainha
da cauda do fago associada a rapida contratilidade e penetracao do core através da
membrana externa, processo necessario para a atividade bactericida (SHINOMIYA,
OSUMI, KAGEYAMA, 1975); além de proteinas da fibra da cauda e proteina de ligacao
ao peptideoglicano, constituinte das paredes celulares bacterianas. Ja o0s genes
associados ao mecanismo de acao foram pesquisados com base no que € descrito para
as piocinas e outras bacteriocinas semelhantes a cauda de fagos. Essas bacteriocinas
apresentam modo de acao bactericida por provocar a despolarizagdo da membrana
plasmatica com a formagdo de poros. A atividade litica é fornecida pela acao
combinada de uma pequena proteina de membrana (holina) e uma mureina
citoplasmatica (endolisina). A holina permeabiliza a membrana citoplasmatica formando
poros e permite 0 acesso da endolisina ao peptideoglicano (MAVRODI et al., 2009).
Dentro desse contexto foi identificado um gene hipotético de uma mureina litica de

ligacdo a membrana externa préximo a regido de insercao do transposon.

Também foram identificadas seis cépias do gene recA responsavel pela
expressao da proteina RecA que tem sido descrita como responsavel pela clivagem de
proteinas repressoras de fagos, liberando a expressao de proteinas ativadoras da
sintese de piocinas tipo R e F (MICHEL-BRIAND, BAYSSE, 2002).

Em um estudo realizado por Kamoun et al. (2009) utilizando mutagénese
aleatéria por mini - transposon Tn10, foram avaliados genes associados a produgéo de
bacturicina F4, uma bacteriocina produzida por Bacillus thuringiensis ja caracterizada
biogquimicamente. A analise de um mutante defeituoso para a producdo de bacturicina
também revelou alta similaridade com um componente da cauda de fagos. Os autores
propuseram que essa cauda de fago pode ser a propria bacteriocina ou necessaria para
o transporte da bacteriocina propriamente dita. Esse conceito pode ser sustentado pelo

encontrado em Serratia entomophila e S. proteomacculans que produzem estruturas
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semelhantes a caudas de fagos sem nenhuma atividade de bacteriocina mas
necessaria para o transporte de toxinas no interior do intestino da larva Costelytra
zelandika (HURST et al., 2007). Portanto, mais estudos s&o necessarios para
determinar outros genes envolvidos na sintese, translocacao, regulacdo e mecanismos
de imunidade dessa provavel bacteriocina semelhante a cauda de fago em B.
cenocepacia TC3.4.2R83.

A analise dos mutantes TC3.4.2R3 M2, M3, M6, M8 e M12 revelou similaridade
com enzimas provavelmente envolvidas direta ou indiretamente com o metabolismo
secundario da célula. Utilizando a ferramenta BlastX, foi observado que a sequéncia
obtida do mutante TC3.4.2R3 M2 apresentou maior similaridade com uma
glicosiltransferase grupo 1 (E value=6e®’; identidade=88%) de Burkholderia ambifaria
MC40-6, além de outras espécies dentro do género Burkholderia. As glicosiltranferases
(GTs) representam uma das enzimas mais abundantes em sistemas biologicos sendo
responsaveis por catalisar a sintese de glicoconjugados, incluindo glicolipideos,
glicoproteinas e polissacarideos pela transferéncia de residuos de mono ou
oligossacarideos ativados para uma molécula aceptora para o inicio ou elongacao de
uma cadeia de carboidrato (KAPITONOV, YU, 1999).

Todas as categorias de biopolimeros além de numerosos produtos naturais
bioativos sdo modificados por glicosiltransferases, com efeitos notavelmente variados.
Até o momento, sdo mais de 15.800 GTs depositadas em bancos de dados de
proteinas classificadas em 91 familias de acordo com a similaridade de sequéncia de
aminoacidos. A maioria das glicosiltransferases pertencem a somente duas
superfamilias estruturais denominadas GT-A e GT-B, cada uma consistindo de dois
dominios. As GTs bacterianas envolvidas na glicosilacdo de metabdlitos secundarios
pertencem a familia GT1 que catalisam a glicosilagcao de pequenas moléculas lipofilicas
estabelecendo ligacdes glicosidicas com oxigénio, carbono, nitrogénio e enxofre. ERB
et al. (2009) investigaram a funcao de varias GTs através de experimentos de
expressao e inativacdo génica focando as GTs associadas a sintese de policetideos
aromaticos e macrolideos em actinobactérias do género Streptomyces, visto que muitos

estudos descrevem esse envolvimento (FERNANDEZ et al., 1998).
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O conhecimento e a caracterizacao estrutural e funcional de glicosiltransferases
envolvidas com a sintese de metabdlitos secundarios em outros grupos taxonémicos
bacterianos € bastante escasso. Recentemente, foi descrito em Burkholderia
contaminans através da andlise de mutantes, um gene de glicosiltransferase associado
a atividade antifungica de um oligopeptideo ativo contra Geotrichum candidum (GU et
al., 2009). Apesar da grande relacdo das glicosiltransferases com a modificacao de
metabdlitos secundarios, no mutante TC3.4.2R3 M2 a andlise de Southern Blot revelou
duas copias do transposon, dessa forma nd&o podemos afirmar que o fendtipo
observado esta relacionado a uma mutacdo nesse gene. Faz-se necessaria a
complementagdo da linhagem selvagem com a sequéncia do gene identificado, ou
analise por meio de disrupcao génica da linhagem selvagem, para confirmagdo do

envolvimento deste gene na atividade antibacteriana.

Mas por outro lado, a identificagdo desse gene abre novas perspectivas para
uma analise estrutural e funcional mais profunda, visto que as glicosiltransferases tém
sido estudadas como valiosas ferramentas para o desenvolvimento de novos
metabdlitos glicosilados. Contudo convém ressaltar que o uso de glicosiltransferases
como ferramentas biotecnolégicas ainda € um desafio, pois apesar de muitas GTs
terem sido caracterizadas bioquimicamente, falta conhecimento sobre a fungédo exata e

principalmente a relagdo entre estrutura e fungéo.

A analise da sequéncia do mutante TC3.4.2R3 M3 apresentou maior similaridade
com uma lipase GDSL (E value=4e?; identidade=86%) de Burkholderia cenocepacia
MCO-3 (E value=6e'%"; identidade=88%:) a qual pertence a Superfamilia de hidrolases
GDSL ou SGNH que inclui diversas familias de esterases e lipases. As lipases e
esterases sdo um importante grupo de enzimas associadas ao metabolismo e a
hidrolise de lipideos, podendo ser encontradas em animais, vegetais e também em
micro-organismos. Nas bactérias a maioria das lipases sdo extracelulares sendo as
principais espécies produtoras pertencentes aos géneros Bacillus, Pseudomonas e
Burkholderia (GUPTA, GUPTA, RATHI, 2004), fato também demonstrado por Luvizotto
(2008) que ao avaliar a atividade esterasica e lipolitica das linhagens de Burkholderia
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spp. endofiticas e rizosféricas utilizadas neste estudo observou que todas apresentaram
essa capacidade incluindo a linhagem TC3.4.2R83.

A superfamilia de hidrolases GDSL possui pouca similaridade com as lipases
verdadeiras e inclui lipases e esterases hidroliticas com propriedades multifuncionais
além de ampla especificidade de substratos. Esta subclasse de enzimas lipoliticas
possui uma sequéncia motivo GDSL diferente dos motivos encontrados em outras
lipases e possuem sitio ativo flexivel que parece alterar sua conformag¢ao em fungéo de
diferentes substratos. Algumas das enzimas GDSL tem atividade tioesterase, protease,
arilesterase e lisofosfolipase (AKOH et al., 2004).

Enzimas lipoliticas possuem um alto potencial biotecnolégico e industrial para
uso na hidrélise e sintese de importantes compostos ésteres sendo que as principais
aplicagcbes envolvem a producédo de detergentes, producéo de laticinios, processamento
de éleos, biotransformacdes, producdo de produtos farmacéuticos, agroquimicos,
pesticidas e inseticidas (GUPTA, GUPTA, RATHI, 2004). Lipases produzidas por
espécies de Pseudomonas e Burkholderia sdo mais comumente utilizadas em
detergentes e processos de transesterificagdo em industrias quimicas, devido as suas
caracteristicas de resisténcia a temperatura e a solventes (AKOH et al., 2004).

A maioria das lipases GDSL ndo possuem ainda fungao bioquimica (relacao
estrutura-funcdo) ou aplicacdo conhecidas, por apresentarem estruturas muito
diversificadas. Contudo em alguns micro-organismos sua funcéo fisiolégica tem sido
estudada. Na bactéria, Serratia liquefaciens MG1, associada as raizes de tomateiro, o
sistema quorum sensing (QS) esta envolvido na producao de enzimas extracelulares e
motilidade. Préximo ao cluster génico regulado por QS foi identificado o gene estA, que
codifica uma esterase GDSL. Este gene foi expresso de forma heteréloga em E. coli
demonstrando que estA ndo € regulado por QS. Entretanto foi constatado que o
mutante estA produz quantidades bem reduzidas de acil homoserina lactonas (AHL)
comparada com a selvagem em meio contendo Tween 20 e 80 como fonte de carbono.
Sugerindo que em certas condi¢cdes de crescimento a EstA pode ser importante para
fornecer as células, precursores necessarios para a biossintese de AHLs visto que
tioesterases liberam aminoacidos livres do complexo acil-ACP como ultimo passo da
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biossintese de acidos graxos (RIEDEL et al., 2003). As enzimas tioesterases também
compéem um dos dominios PKS envolvidos na sintese de antibidticos policetideos
sendo o dominio tioesterase o responsavel pela liberagdo do produto (WATANABE,
PRASEUTH, WANG, 2007).

Como o grupo das lipases e principalmente da Superfamilia GDSL é altamente
diversificado entre as bactérias, futuras investigacdes sdo necessarias para a
identificagdo da fung&o fisiologica dessa provavel lipase GDSL na linhagem TC3.4.2R3

e seu envolvimento com a perda da atividade antibacteriana nesse mutante.

A analise de DNA para os mutantes TC3.4.2R3 M6 e M12 revelou a interrupcéao
do mesmo gene, mas em regides gendmicas distintas conforme observado pela analise
de Southern Blot. O gene mutado apresentou similaridade com uma glutamato sintase
dependente de ferredoxina (E value=5e®; identidade=95%) a qual pertence a
superfamilia Glutamina amidotransferase classe Il (GATase), sendo que o dominio
glutaminase catalisa a transferéncia do nitrogénio da glutamina para o substrato
apropriado e nesse processo a glutamina é hidrolisada a glutamato e aménia. A enzima
glutamato sintase esta envolvida em diversos processos como o metabolismo do
glutamato, aspartato e alanina; o metabolismo do nitrogénio principalmente em
bactérias fixadoras de nitrogénio, entre outras rotas metabdlicas (MENARD et al.,
2007). A caracterizacao fisiologica de mutantes para a enzima glutamato sintase em
Pseudomonas putida KT2440, bactéria colonizadora da raiz, revelou células imdveis,
incapazes de utilizar aminoacidos acidos, como o glutamato e aspartato e suas amidas
como fonte de carbono e incapazes de crescer em condicdes com restricao das fontes
de nitrogénio (SONAWANE, ROHM, 2004).

A glutamato sintase forma com a glutamina sintetase a rota principal de
assimilacao de ambnia em micro-organismos e plantas por catalisar a transferéncia do
grupo amida da L-glutamina para o carbono do 2-oxoglutarato originando duas
moléculas de L-glutamato. Em bactérias o glutamato ndo é somente precursor de outros
aminoacidos, mas também esta envolvido na osmorregulagdo (NANDINENI et al., 2004)
e em alguns casos como precursor da biossintese de ferro, como substrato de
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proteinas carreadoras de acila (ACP) (VANONI, CURTI, 1999) e como fonte de grupos
amino para a produgao de antibiéticos e antitumorais (BORODINA et al., 2005).

As proteinas carreadoras de acila (ACP) sdo altamente conservadas e possuem
papel central na sintese e transferéncia de grupamentos acila para a sintese de uma
variedade de produtos lipidicos. Além da biossintese de acidos graxos, as ACP
bacterianas também fornecem grupamentos acila para a sintese de fosfolipideos, lipidio
A, hemolisinas e acil homoserina lactonas envolvidas no mecanismo quorum sensing
(GONG, BYERS, 2003).

As ACPs séao proteinas discretas que interagem com sistemas multienzimaticos
de sintases acidos graxos ou sintases policetideos envolvidos, por exemplo, na sintese
de antibiéticos policetideos (WATANABE, PRASEUTH, WANG, 2007). Os policetideos
séo cadeias de acidos graxos provenientes do metabolismo secundario produzidos por
varios organismos, incluindo plantas, fungos e bactérias e que podem apresentar
atividades farmacolégicas como antitumorais, imunosupressores, fitoalexinas e
antibiéticos. Esses compostos sdo organizados em modulos funcionais e sintetizados
por via ndo-ribossomal pela agdo de enzimas denominadas policetideos sintetases
(PKS). O processo de sintese de antibidticos policetideos ocorre pela agdo de uma
aciltransferase (AT) responsavel pela ativacdo de acidos graxos, de uma proteina
carreadora acila (ACP) que transporta os substratos participando da elongacao e de um
dominio cetosintase (KS) que catalisa a reacdo de elongacdao (MINOWA, ARAKI,
KANEHISA, 2007).

Em diversas espécies de actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces
tem sido demonstrada conexdao entre o metabolismo primario e o secundario com
relacdo a sintese de antibiéticos. Como exemplo, em S. coelicolor, bactéria modelo
dentro desse género quanto a producdo de antibidticos, foi demonstrada uma alta
correlacdo entre genes do metabolismo primario como a biossintese de glutamato,
cisteina, arginina, glutamina, homoserina, sulfato entre outros, e a producdo de
antibiético (ALAM et al., 2010).
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Diante da perda da atividade antibacteriana nesses mutantes podemos
hipotetizar que a interrupgdo do gene da enzima glutamato sintetase afetou vias
metabdlicas centrais que indiretamente podem ter afetado mecanismos envolvidos com
a sintese de policetideos antibidticos ou até mesmo com a sintese de moléculas
quorum sensing, ja descritas como indutoras da expressao de genes associados a
producao de antibiéticos (WEI, ZHANG, 2006) e bacteriocinas (STRAUME et al., 2007;
VIAL et al., 2007).

A andlise do mutante TC3.4.2R3 M8 revelou alta similaridade com uma serina
acetiltransferase (E value=2e®'; identidade=96%) de Burkholderia cenocepacia J2315 e
média similaridade com uma proteina hipotética BURPS1710b_2687 de Burkholderia

pseudomallei (E value=7e'; identidade=59%).

A enzima serina acetiltransferase catalisa a acetilagdo dependente de acetil-
coenzima A de L-serina a O-acetilserina, como passo inicial da rota biossintética que
leva a formacao de cisteina, sendo esta reacdo a etapa metabdlica principal de
regulacdo (PYE et al., 2004). Conforme descrito anteriormente para o glutamato, o
aminoacido cisteina também pode estar envolvido na biossintese de antibiéticos como
por exemplo atuando como substrato de peptideo sintases nao ribossémicas (NPRS) e
policetideo sintases (PKS) ja demonstrado para as policetideo sintase do tipo Il
envolvidas na sintese dos antibioticos glicopeptideos vancomicina e teicoplanina em

espécies do género Streptomyces (TSENG et al., 2004).

A andlise dos mutantes TC3.4.2R3 M4 e M5 revelou a interrupcao de genes
reguladores transcricionais. O mutante TC3.4.2R3 M5 apresentou similaridade com um
regulador transcricional pertencente a familia XRE (E value=9e¢®; identidade=90%)
além de uma proteina hipotética BCAL1885 (E value=9e?®; identidade=90%) de
linhagens MCO0-3 e J2315 de B. cenocepacia, respectivamente. Estes reguladores
transcricionais da familia XRE sao caracterizados por apresentarem motivo de ligacao
ao DNA do tipo hélice-volta-hélice e tem sido descritos como proteinas repressoras
principalmente de profagos, incluindo uma bacteriocina semelhante a cauda de fagos
denominada phibacina em Bacillus subtilis (McDONNELL et al., 1994; DAS et al., 2007).
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A analise do contexto genémico na linhagem de B. cenocepacia MCO0-3 que
apresentou similaridade com o gene interrompido pelo transposon em B. cenocepacia
TC3.4.2R3 revelou imediatamente acima do regulador transcricional XRE, um gene que
catalisa a conversdao de 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato em 4-hidroxi-3-metil-2-
difosfato sintase, enzima envolvida na sintese de isoprendides que em bactérias ocorre
por uma rota independente do mevalonato (PUTRA et al., 1998). Os isoprendides ou
terpenos compdem uma classe de lipideos, produtos do metabolismo secundario, com
mais de 30.000 compostos conhecidos tanto em plantas e micro-organismos. Terpenos
tem sido frequentemente isolados de fungos endofiticos originados de uma variedade
de plantas hospedeiras e dentre as fungdes identificadas a atividade antitumoral e
antimicrobiana (LANGE et al., 2000).

Ja a sequéncia de DNA do mutante TC3.4.2R3 M4 mostrou similaridade com um
regulador transcricional da familia TetR (E value=0,011; identidade=92%) de B.
cenocepacia J2315 e de outras linhagens pertencentes a essa mesma espécie. A
sobrevivéncia bacteriana em ambientes instaveis requer adaptacdo ampla e rapida
desencadeada por proteinas regulatorias que em resposta ao meio ambiente especifico
e a sinais celulares modulam a transcricao, traducédo e outros eventos na expressao
génica, de forma que respostas fisiologicas sejam modificadas apropriadamente. Na
maioria dos casos, a resposta adaptativa € mediada por reguladores transcricionais que
sdo classificados em familias com base nas similaridades de sequéncia, estrutura e
funcdo. Dentre os reguladores transcricionais descritos estdo os membros da familia
TetR, particularmente abundantes em micro-organismos expostos a alteracdes
ambientais, tais como micro-organismos do solo, patégenos de plantas e animais,

bactérias extremofilas e metanogénicas (RAMOS et al., 2005).

As proteinas reguladoras TetR possuem motivo de ligagdo ao DNA do tipo
hélice-volta-hélice, e atuam tipicamente como repressoras controlando genes cujos
produtos estdo envolvidos com resisténcia a drogas (MARTIN et al., 2009), enzimas
envolvidas em rotas catabdlicas (HAMLIN, BLOODWORTH, CARDONA, 2009;
SANTANGELO et al., 2009), quorum sensing (POMPEANI et al., 2008), fatores de
viruléncia (SUN et al., 2010), bombas de efluxo (GRISTWOOQOD et al., 2008) formacéao
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de biofilme (JENG et al., 2008), biossintese de antibiéticos (CHIN-A-WOENG et al.,
2005; DUONG et al., 2009; LEE et al., 2010) entre outros (RAMOS et al., 2005). Dentre
as mais de 2300 sequéncias que apresentaram o perfil descrito para a familia TetR em
um levantamento realizado até o ano de 2004 por Ramos et al. (2005), ao menos 85
membros possuiam funcdo descrita, dentre eles uma proteina TetR repressora que
controla a expressdo de uma bomba de efluxo de antibiéticos em Burkholderia
pseudomallei. Huang et al. (2004) identificaram e caracterizaram um gene com alta
similaridade as proteinas reguladoras TetR e que esta envolvido com a repressdo da
biossintese de pioluterina um antibiético policetideo produzido por Pseudomonas sp.
M18.

Entretanto, recentemente alguns autores tém descrito proteinas TetR como
reguladores positivos da expressado génica o que até entdo ndo era descrito para essa
familia. Sun et al. (2010) identificaram, no patégeno humano Burkholderia pseudomallei,
por meio de mutantes que perderam a viruléncia, um regulador da familia TetR
responsavel pelo controle positivo da expressao génica do sistema de secrecao tipo lll
(T3SS), principal determinante da viruléncia em bactérias Gram negativas.

Em Vibrio harveyi foi demonstrado que o principal regulador do mecanismo de
quorum sensing LuxR, é uma proteina do tipo TetR mas que pode atuar como ativadora
e repressora de um grande numero de genes (POMPEANI et al., 2008). Associada a
sintese de metabolitos secundarios tdxicos ou com atividade antibacteriana Dupuy,
Matamouros (2006) descreveram proteinas TetR relacionadas a fatores sigma
alternativos da RNA polimerase, e que dirigem a transcricdo de bacteriocinas em

Clostridium perfringens e de toxinas em Clostridium botulinum e Clostridium tetani.

Visto que o mutante TC3.4.2R3 M4 apresentou perda da capacidade antagonista
frente as bactérias testadas, uma hipétese € que proteinas transcricionais da familia
TetR estejam associadas a regulacao génica positiva de genes envolvidos com a
biossintese de metabdlitos secundarios com atividade antibacteriana, que podem ser
bacteriocinas ou peptideos nao-ribossomais visto que a andlise do contexto genémico
do gene que em B. cenocepacia J2315 apresentou similaridade com o gene
interrompido pelo transposon em B. cenocepacia TC3.4.2R3, relevou a presenga de
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diversas proteinas hipotéticas, mas também de genes hipotéticos de enzimas
associadas ao metabolismo secundario como por exemplo acetiltransferases envolvidas
na sintese de peptideos nao-ribossomais NRPS.

Nos mutantes TC3.4.2R3 M7 e M10 o transposon interrompeu genes de
proteinas associadas a transportadores. O mutante TC3.4.2R3 M10 apresentou
similaridade com uma proteina transportadora de cromato hipotética (E value=8e™’;
identidade=91%) a qual possui um dominio conservado da superfamilia de
transportadores de cromato.

A familia de proteinas transportadoras de cromato (CHR) é estruturalmente
semelhante a duas familias de transportadores: Superfamilia Facilitadora Principal
(MFS) e a Resisténcia-Nodulacao-Divisao (RND) que contém membros cuja fungéao
principal € a resisténcia a metais pesados toxicos como o cromo, pelo efluxo de ions
dependente de energia. Entretanto alguns estudos sugerem a existéncia de outras
funcdes fisiologicas (DIAZ-PEREZ et al., 2007), como por exemplo, a resisténcia ao
estresse oxidativo (NIES et al., 1998).

Ja a sequéncia de DNA do mutante TC3.4.2R3 M7 apresentou identidade com
uma bomba de efluxo hipotética de B. cenocepacia J2315 (E value=4e?°;
identidade=94%) e de outras espécies do mesmo género, a qual contém um dominio
conservado da superfamilia KefB que incluem proteinas envolvidas em processos

metabdlicos, transporte de ions e transmembrana.

Os sistemas de efluxo em bactérias sdo divididos em duas familias principais em
funcdo de caracteristicas estruturais e energéticas, os transportadores primarios ou
ABC, os quais hidrolisam ATP como fonte de energia e os secundarios que utilizam
sistemas de antiporte de prétons. Os transportadores secundarios sdo mais frequentes
em bactérias, sendo classificados em quatro familias: Superfamilia Facilitadora Principal
(MFS); Resisténcia a Multi-drogas (SMR), Extrusdo de Compostos Toxicos e
Multidrogas (MATE) e Resisténcia-Nodulagdo-Divisao (RND) (MARQUEZ, 2005).
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Bombas de efluxo multidrogas (MRD) sdo elementos importantes da resisténcia
intrinseca a antibiéticos em bactérias patogénicas expostas a antibidticos conforme
demonstrado na analise gendmica da linhagem J2315 de B. cenocepacia (HOLTEN et
al., 2009). Mas em contraste com os genes de resisténcia a antibioéticos que sao
adquiridos via transferéncia horizontal, genes que codificam bombas de efluxo estao
presentes no cromossomo e sao altamente conservados em uma espécie, sugerindo
que sua fungcdo ndo estd restrita ao efluxo de antibidticos, mas também a outras
funcbes importantes para o fitness bacteriano em ecossistemas naturais. Outro fator
gue corrobora com esta hipétese é que a quantidade de bombas de efluxo MRD é maior
em bactérias encontradas no solo ou em associacdo com as plantas do que em
bactérias presentes em ambientes com alta exposicao a antibiéticos. Dentre as funcoes
ja descritas para as bombas de efluxo (MRD) as mais relevantes sao a destoxificacao
de metabdlitos intracelulares, metais pesados e solventes; viruléncia em hospedeiros
humanos e em plantas; homeostase da célula e transito de moléculas responsaveis
pela sinalizacao intercelular (MARTINEZ et al., 2009).

O sistema de comunicagao bactéria-bactéria denominado quorum sensing (QS),
envolve a sintese de moléculas autoindutoras que respondem de acordo com a
densidade populacional e posteriormente se ligam a receptores ativando a expressao
de um grupo especifico de genes (BASSLER, 1999). Algumas das fungdes controladas
por QS sdo a motilidade, a sintese de polissacarideos, fatores de viruléncia e a
biossintese de peptideos antimicrobianos.

Algumas moléculas sinalizadoras difundem livremente pela membrana mas,
algumas, devido a sua natureza hidrofobica, ndo sao difusiveis ultrapassando a
membrana por intermédio de vesiculas ou por meio de transportadores de membrana
dentre eles as bombas de efluxo multidrogas (MDR) (MARTINEZ et al., 2009). Embora
essa nao seja a funcao fisiolégica principal das bombas de efluxo (MDR) esse

mecanismo tem sido descrito para algumas bactérias.

No patégeno humano Burkholderia pseudomallei foi descrita uma bomba de
efluxo do tipo RND responsavel pela extrusdo de antibidticos (macrolideos,

aminoglicosideos, cloranfenicol e trimetoprim), mas também de moléculas quorum
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sensing, denominadas homoserina lactonas (AHLs). O sistema QS em B. pseudomallei
controla a producao de fatores de viruléncia (sider6foros e fosfolipase C) e a formacao
de biofilme (CHAN et al., 2007).

Pseudomonas fluorescens 2P24, bactéria isolada de trigo, é produtora de varios
compostos antifungicos dentre eles o antibiético policetideo 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-
DAPG). Inicialmente foi demonstrado que o mecanismo de quorum sensing esta
envolvido na producgéo de 2,4-DAPG (WEI, ZHANG, 2006). Posteriormente em outro
estudo, dois mutantes de P. fluorescens 2P24 foram obtidos por mutagénese com
transposon que demonstraram acumulo intracelular de 2,4-DAPG e os genes
interrompidos em ambos apresentou alta identidade com genes do sistema de efluxo
RND, sendo que esse mesmo sistema RND na cepa 2P24 estd envolvido com a
resisténcia a diversos antibidticos (TIAN et al., 2010).

Analisando o contexto genémico em B. cenocepacia J2315 foi observado que
proximo ao gene interrompido pelo transposon estd uma proteina de ligacao ao
antibiético penicilina, dessa forma pode ser sugerido que a bomba de efluxo mutada em
B. cenocepacia TC3.4.2R3 pode representar uma bomba de efluxo multidrogas
associada a extrusao de antibioticos, mas possivelmente de outros compostos como
moléculas quorum sensing associadas a expressao de genes envolvidos na biossintese

de metabdlitos secundarios bioativos ou até mesmo bacteriocinas.

A analise das sequéncias de DNA para os mutantes TC3.4.2R3 M9 e M11
revelaram alta similaridade com proteinas hipotéticas. O mutante TC3.4.2R3 M9
demonstrou identidade com uma proteina Bcenmc03_ 1000 (E value=9e™";
identidade=97%) nao caracterizada em Burkholderia cenocepacia MC0-3 mas que
apresenta um dominio conservado em bactérias. Ja o mutante TC3.4.2R3 M11
apresentou similaridade com uma proteina hipotética BMULJ_05097 de Burkholderia
multivorans ATCC17616 (E value=3e?*; identidade=79%), sendo que a anélise através
das ferramentas Blastx e ORFinder nao revelou nenhum dominio conservado portanto
nenhuma funcdo ainda foi descrita. Visto que esses dois mutantes apresentaram
alteracdo em sua atividade antibacteriana essas proteinas estdo provavelmente

envolvidas com processos metabdlitos associados a essa propriedade antagonista.
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A mutagénese aleatéria por transposon utilizada no presente estudo constituiu
uma abordagem eficiente na identificacdo de genes envolvidos no metabolismo
secundario de Burkholderia, sendo que o0s resultados obtidos associados a andlises
bioguimicas futuras para a identificacdo dos compostos bioativos, auxiliardao no
entendimento das funcdes dos genes identificados assim como o real envolvimento na
sintese de metabdlitos antibacterianos como as bacteriocinas, peptideos néo
ribossomais (NRPS) e policetideos (PKS) por linhagens de Burkholderia associadas as

plantas.

Os resultados do presente trabalho poderao facilitar estudos genéticos futuros
contribuindo para a determinacao da funcéao de genes hipotéticos previstos nos projetos
de sequenciamento e anotacao de genomas de espécies de Burkholderia pertencentes
ao complexo cepacia e associadas as plantas.

A identificacdo e o estudo de compostos extracelulares com atividade
antibacteriana sao importantes ndo somente sob o aspecto aplicado, mas também, para
uma maior compreensao da funcao desses metabdlitos bioativos na interagao bactéria-
planta e na interagdo com outros micro-organismos associados as plantas, incluindo
fitopatdgenos. Portanto, um outro aspecto a ser explorado em futuros trabalhos € a
atividade antibacteriana da linhagem de B. cenocepacia (TC3.4.2R3) e dos mutantes

obtidos, frente a fitopatdgenos, in planta.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem as seguintes conclusdes:

1)

Bactérias endofiticas e da rizosfera de cana-de-agucar, pertencentes ao
género Burkholderia, apresentaram grande potencial em produzir
metabdlitos com atividade antibacteriana in vitro; sendo capazes de
controlar X. albilineans importante patdégeno dessa cultura;

A precipitacdo fracionada com sulfato de aménia mostrou-se adequada
como primeira etapa de purificagdo de substancias antibacterianas de
natureza protéica produzidas por B. cenocepacia (TC3.4.2R3) e B. cepacia
(TH2.2.3R3);

A inibicdo de X. albilineans, C. flaccumfaciens EF 1/6, E. coli ATCC 25992,
X. campestris pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. phaseoli UFLA3 por B.
cenocepacia TC3.4.2R3 esta associada:

3.1) A uma bacteriocina semelhante a cauda de fagos, e que apresenta
caracteristicas semelhantes as piocinas R descritas no género

Pseudomonas;

3.2) As enzimas (glicosiltransferase, lipase, serina acelitransferase e
glutamato sintase) envolvidas no metabolismo primario e/ou
secundario indicando que essa linhagem produz outros compostos

antibacterianos sintetizados por via ndo-ribossomal;

3.3) Aos reguladores transcricionais com dominio hélice-volta-hélice
pertencentes as familias XRE e TetR possivelmente envolvidos
com a ativagdo de genes associados a producdo de bacteriocinas
ou peptideos nao-ribossomais;
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3.4)

3.5)

Aos transportadores hipotéticos possivelmente envolvidos com o

efluxo de metabdlitos bioativos ou moléculas autoindutoras quorum
sensing; e

As duas proteinas hipotéticas conservadas no género Burkholderia,
mas com funcéo ainda desconhecida.
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