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RESUMO

MANO, E. T.Identificacdo de genes d8urkholderia SP. associados ao controle biol6gico
de Pectobacterium carotovora2011. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnalpgt
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Baulo, S&o Paulo, 2011.

A bacteriaPectobacterium carotovoreausa danos a diferentes hospedeiros por meicodagéo de
enzimas pectinoliticas que degradam o pectato lde ca lamela media proximo a parede celular,
causando extravasamento do conteudo celular equoersiemente a podriddo mole. Em orquideas, as
lesGes ocorrem inicialmente nas folhas e avancapnesos tecidos até atingir o pseudocaule,
causando a morte da planta. Sua viruléncia é depéndas interacdes com o seu hospedeiro, com
outros microrganismos, e com 0 ambiente. Resultagegntes demonstraram que bactérias
endofiticas do génerBurkholderiasdo capazes de controlar a podriddo mole em aggiic tem
sido observado e®@ncidiumque a aplicacdo da bactéria pode reduzir em &6 iy sintomas da
podriddo mole. No entanto, os aspectos moleculan@slvidos neste controle ainda ndo foram
estudados. Neste trabalho, 602 em um total de tt@88formantes foram caracterizados quanto a sua
habilidade em inibir os sintomas da podriddo maesada peld. carotovora., onde foram
observados 16 mutantes com alteragdo no padraoiliedb e/ou a perda da capacidade total em
controlar a doenca quando comparado a linhagemagatv. Entre estes mutantes foram encontrados
sete diferentes genes inativados pelo transposowlosestes: regido intermediaria de uma proteina
semelhante a patatina; glicosiltransferase; pratéipotética com sequéncias traco do 23S rRNA;
glutamato sintase; proteina transportadora daitafaitilitadora principal; poli-beta-hidroxialcarioa
depolimerase e acido graxo desaturase. Estes gedem estar envolvidos em processos de sintese
de aleloquimicos, competi¢do por nutrientes, adapta condicdes ambientais, e na interagdo com o
hospedeiro e/ou entre microrganismos. No entant@nwolvimento destes genes na perda da

capacidade em controlar a podriddo mole deve siiomestudado.

Palavras-chave:Burkholderia Controle biolégico. Transposon Tnb5. Podriddo mole

Clonagem génica.



ABSTRACT

MANO, E. T.Identification of genes ofBurkhoderia sp. associated with biological control
of Pectobacterium carotovora2011. 99 p.Master Thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo PauloP&aato, 2011.

The bacteriumPectobacterium carotovorgause damage to different hosts and by produaifon
pectic enzymes that degrade calcium pectate ofrtigelle lamella near of the cell wall, causing
overflow of cell content and consequently the soft In Orchids the lesions occur initially in the
leaves by tissues macerating , and reach the pssath causing the plant death. The virulence
depend on the interactions the pathogen and theplarst as well as with other microorganisms, and
the environment. Recent results has show that dnytiogbacteria belonging tBurkholderiagenus
were able to control the soft rot@rchids and has been observeddncidiumthat the application of
these bacteria reduce up to 100% the soft rot symptHowever, the molecular aspects involved in
the control have not been studied. In this work 60a total 1788 transformants were characterized
for their ability to inhibit soft rot caused B carotovoraWe identified 16 mutants showing shifts in
inhibition pattern or lost of the ablitity to inhibsoft rot symptoms. Among these mutants, we
identified 7 genes related to disease inhibitidrogpholipase like patatin protein region intermegia
glycosiltransferase protein; hypothetical proteithv23S rRNA sequences traces; glutamate synthase;
major facilitator transporter protein; poli-betatfoxyalkanoate depolymerase; and fatty-acid
desaturase. These genes may be involved in pratesielochemicals synthesis, competition for
nutrients, adapting to environmental conditionsl ameraction between the host and microorganisms.
However, the involvement of these genes in losahility to control the soft rot disease is being

further studied in details.

Key words:Burkholderia Biological control. Transposon Tn5. Soft rot. Qiloy gene.
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1  INTRODUCAO

As orquideas constituem um dos mais apreciadosogrde plantas ornamentais
exploradas comercialmente no Brasil, sendo quetral@s setores agricolas em fase de
expanséo, seu cultivo vem se destacando. No entssa intensificagdo na producéo visando
atender a demanda no mercado, resultou em um ammenataque de varias doencas e
pragas. A implantacdo de monoculturas, manejo gquaho, incluindo a reciclagem de agua
de irrigacdo, eliminacdo de inimigos naturais ppticacdo de produtos quimicos néo
seletivos, mudancas de temperatura e umidade tass@m alteracbes fisicas, quimicas e
bioldgicas, que podem tornar a cultura vulneravatague de patégenos.

A podriddo mole causada pela bact&ectobaterium carotovoré citada como uma
das principais doencas encontradas em orquide@as. lkzctérias infectam a planta hospedeira
geralmente sobre alta umidade, onde produzem eszioe degradam os pectados de calcio
da lamela média junto & parede celular, result@mdaanos celulares com derramamento do
conteudo celular e necrose do tecido. Esta bacénen patdogeno oportunista, e a sua
viruléncia é dependente das interacées com seletieisp e microrganismos que ocupam 0
mesmo nicho, além da interacdo com o ambiente, cartientes e quantidade de agua livre
disponiveis, temperatura e tensao de oxigénio.

Atualmente, somente o controle quimico, com cudtvaglo, tem apresentado
resultados positivos na prevencdo da podriddo molas é importante ressaltar o
agravamento a longo prazo do uso intensivo de agrocos, tanto no aspecto da saude
humana como ao meio ambiente. No contexto de atieas mais naturais para a contengao
de patdgenos, o controle biolégico tem sido umarrativa, principalmente quando
empregado em conjunto com outros métodos, poisapi@ um menor custo e agressividade
ao ecossistema comparado ao tratamento quimico.

Experimentos em campo mostram que bactérias do@Buoekholderiasdo capazes
de colonizar uma variedade de plantas, aumentaigddicativamente o seu crescimento,
além de reduzir a presenca de patdégenos. O corttiolégico utilizando burkholderias
poderia substituir parcialmente a utilizacdo deipess quimicos comuns, visto que ja foi
relatada uma grande variedade de compostos comdaates antimicrobiana produzidos por
Burkholderiasp., tais como cepacinas, pirrolnitrinas, cepacias)i cepacidinas, alteridinas,
quinolonas, fenazinas, sideroforos e lipopeptiddestretanto, o envolvimento destes

metabolitos, assim como 0s mecanismos de contr@dde sdo bem conhecidos para esta
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bactéria.

O controle deP. carotovoraem Oncidium flexuosunioi demonstrado em estudo
utilizando isolados endofiticos, onde apenas isdateBurkholderiaobtidos de eucalipto e
cana-de-acucar foram capazes de inibir o aparetonmtos sintomas da podriddo mole em
fragmentos foliares. Testes planta com a inoculagdo conjunta de carotovorae
Burkholderiasp. resultaram no controle de 100% dos sintompses# do cenario favoravel,
existe uma baixa adocdo do controle biolégico empca em parte, por incerteza de sua
eficacia, sendo necessario avaliar, por meio dedest apropriados, os fatores que
determinam o sucesso do agente de biocontrole pfesséio de doencas é resultado de uma
interacdo complexa entre o antagonista, o patégenaanta hospedeira e a comunidade
associada, além de fatores ambientais, sendoppmda grande interesse a sua compreensao.

Deste modo, este trabalho tem o intuito de ideatifipor meio da obtencéo e analise
de uma biblioteca de mutantes gerados por mutagé&hestéria com o transposon Tn5, quais
0s possiveis mecanismos envolvidos no controleodadfio mole dé. carotovorapor uma
linhagem endofitica dBurkholderiasp. Os resultados obtidos poderdo permitir umdnonel
compreensao dos mecanismos envolvidos na completesiagdo da triade patdgeno-

hospedeiro-agente de controle bioldgico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cultivo de flores e plantas ornamentais no Brds

O registro historico mais antigo de producdo deefiono Brasil foi relatado no
Orquidario Binot, em Petropolis, no Rio de Janduadado em 1870 por Pedro Maria Binot,
filho do francés Jean Baptiste Binot, encarregaglprdjetar e executar os jardins do Palacio
Imperial. A posteriori, destaque foi dado aos alesriaierberger que deram inicio a producao
de outras variedades de flores no Brasil, como&issd Em 1893, a familia Dierberger,
proprietaria de um emporio de frutas em S&o Péitbaram a producéo de flores como uma
atividade paralela a fruticultura. Em 1929, doisfxcionarios da fazenda Dierberger, os
irmaos Boetcher, deram inicio a producdo de roeaBrasil em uma chacara localizada no
atual bairro do Jabaquara. Logo, em 1933, os irrBdatcher compraram uma fazenda em
Cotia, no interior de Sao Paulo, e hoje abrigargheoida Roselandia. Muitos outros tantos
eventos, como a criacado da primeira cooperativiutuwo Municipio de Holambra (SP) em
1972, hoje o maior Municipio produtor de flores Bi@sil, fizeram com que Sdo Paulo se
consolidasse como o maior Estado produtor e coateailor nacional de flores e plantas
ornamentais (SEBRAE AGRONEGOCIOS, 2005).

As regides Sul e Sudeste concentram grande pastprddutores nacionais de plantas
ornamentais, destaque ao Estado de Sdo Pauloetigra 80% da comercializacdo de plantas
ornamentais no pais (KAMPF, 1997). Em termos glklestima-se que a producédo de flores
gere mais de 120 mil empregos, dos quais 58 mjB#4Bestao localizados na producgéo; 4
mil (3,3%), na distribuicdo; 51 mil (42,5%), no cé@mio varejista; e 7 mil (5,9%), em outras
funcées, principalmente nos segmentos de apoio RRERAGRONEGOCIOS, 2005).

2.2 Cultivo de orquideas

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae, uams rdaiores familias de
Angiospermas, com 700 géneros e 3500 espécieemidsr (MORAES; CALVACANTE;
FARIA, 2002). Sob um contexto econémico, constituam dos mais apreciados grupos de
plantas ornamentais exploradas comercialmente asilEMAFIA et al., 2005), e dentre os
setores agricolas em fase de expansao, seu cuftimose destacando. Entre os géneros de

orquideas cultivadas, destacam-€kttleyg Phalaenopsis Dendrobium Cymbidium
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Oncidium Vanda Lycaste Miltonia e Paphiopedilum

O aumento na producdo de orquideas visando atené&pansdo da demanda no
mercado, resultou em um aumento no ataque de \doEscas e pragas. A implantacdo de
monoculturas, manejo inadequado, incluindo a regeih de agua de irrigacao, eliminacao de
inimigos naturais por aplicagdo de produtos quisit@o seletivos, mudancas de temperatura
e umidade, resultam em alteracg@es fisicas, quineidasldgicas, que podem tornar a cultura
vulneravel ao ataque de patogenos (DAUGHTREY; BENS@005; VALARINI, 2006;
RAAIJMAKERS et al., 2008). A importacdo de mudas wértificadas pode introduzir novas
pestes agricolas no pais, como ocorrido com agemwausada pelo funguccinia horiana
originario da China e Japdo (CAVE; THOMAS, 2003jn Brquideas, inUmeras doencas e
pragas tém sido registradas, sendo estas causadatrppodes, moluscos, fungos, bactérias,
e pelo menos 27 diferentes virus (CAMPOS, 2002; BUFALY, 2002).

Chia-Hui et al. (2003) citam a podriddo mole caaspdla bactérid. carotovora
como uma das principais doencas encontradas ernfdessgu Atualmente, somente o controle
quimico, com custo elevado, tem apresentado resgltpositivos na prevencdo da doenca
(MINAMI, 2006), mas € importante ressaltar o agragato a longo prazo do uso intensivo

de agroquimicos, tanto no aspecto da saude humamaao meio ambiente.

2.3 Pectobacterium carotovoragente causal da podriddo mole

As pectobactérias compreendem bactérias Gram-magatieralmente fitopatdégenos
produtores de enzimas pectinoliticas (HYYTIAINENQOB), da qual fazem parte:
Pectobacteriuntarotovora P. atroseptica, Pbetavascularum, P. wasabiale. odorifera, P.
chrysanthemie P. cypripedii Em termos de taxonomia e nomeclatuEwinia e
Pectobacteriunsdo nomes com validade para publicagcéo refereasteagrupo de bactérias
(HAUBEN et al., 1998; AVROVA et al., 2002).

As pectobactérias infectam a planta hospedeirdngense sobre alta umidade, onde a
presenca de agua livre permite que a célula bantenmova-se mais facilmente sobre os
tecidos, e/ou pode também reduzir a quantidadidgérmio disponivel, criando um ambiente
micro-aerdbico ou anaerobico favoravel a sua iagéal (BOLWELL; WOGTASZEK, 1997).
Apoés a infeccdo, estas bactérias produzem enzimasdggradam pectatos de calcio da
lamela média junto a parede celular, resultandodanos celulares com derramamento do

conteudo celular e necrose do tecido. Sua entrad@lanta pode ocorrer por meio de
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ferimentos ou aberturas naturais, permanecend@spe;os intercelulares ou na parede fina
dos tecidos parenquimaticos (PEROMBELON; KELMANB@R Patégeno oportunista, sua

viruléncia é dependente das interacbes com seleti@isp e microrganismos ocupando o

mesmo nicho, além da interacdo com o ambiente, cartrentes e quantidade de agua livre
disponiveis, temperatura e tensdo de oxigénio (T@fT&l., 2003).

As pectobactérias sdo capazes de matar os tecidoplahtas rapidamente. As trés
espécies de maior impacto econémico $daarotovoraP. atrosepticae P. chysanthemias
quais compartilham a capacidade de produzir umnalsge enzimas extracelulares que
degradam a parede celular. Estas enzimas sdoasagqior sistemas especificos, sendo as
pectinoliticas (pectato e pectinas liases e palijatonases) e celulases secretadas pelo
sistema do tipo Il, e as proteases pelo sistenMAEVOY; MURATA; CHATTERJEE,
1990; HYYTIAINEN, 2005). As proteases (Prt) néo aatudiretamente na degradacdo da
parede celular, mas contribuem para a virulénciapdtbgeno, pois podem agir sobre
proteinas, reprimindo a resposta de defesa daaptlmante seu crescimento (MARITS et al.,
1999).

A acado de enzimas liticas é o item central parasemvolvimento da podriddo mole,
mas a motilidade, lipopolissacarideos, sideréfogeneshrp, proteinas Nep-like, fatores
contra os efeitos nocivos do oxigénio ou peptideasmicrobianos (RANKATARI et al.,
2001; HOLEVA et al., 2004), e uma acao coordenadbattéria patogénica (ANDERSSON
et al., 2000), podem afetar os estagios de inési@mbilizacao e progressao da infeccéo.

A motilidade tem aparecido como um fator determi@agm Erwinia, e linhagens
mutantes Motforam menos virulentas, embora produzissem os wesiveis de enzimas
extracelulares (PEROMBELON; WOLF, 2002; PIRHONEN etl., 1991). Os
lipopolissacarideos, componentes da membrana extgodem contribuir para a resisténcia a
compostos antimicrobianos derivados da planta (DOMWMAN; VON ROEPENACK,
2000). Os sideroforos podem conferir vantagem macado e homeostase de ferro, e em
Erwinia sdo postulados como tendo uma funcéo protetoréracan estresse oxidativo,
especialmente contra niveis toxicos de ferro (EXPER99).

Genes hrp em bactérias Gram-negativas estdo envolvidos napoRes de
Hipersensibilidade (HR) e codificam um produto dwm no sistema de secrecao do tipo Il
(de BOER, 2003). Propde-se que sua funcéo sejaldcam proteinases determinantes de
viruléncia e nao-viruléncia (Avr) para dentro damé, capazes de disfarcar ou retardar sua
resposta de defesa, permitindo as bactérias s@hwaltem rapidamente nos estagios iniciais

da infeccdo até atingir uma densidade suficientégredta para iniciar um ataque concentrado
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de enzimas (BAUER et al., 1994). As Nepl-like (NLBsrtencem a uma nova familia de
proteinas em diversos fungos e bactérias, tendgauanaloga a HprN, ndo secretada pelo
sistema tipo Il (PEMBERTON; SALMOND, 2004).

Mecanismo similar a acdo dos gerep, a comunicacao viQuorumsensing(QS)
envolve moléculas sinais difusiveis também chamaeéaautoindutores ou ferorménios. A
concentracdo extracelular de moléculas QS estédaopbda com a densidade populacional de
quem a produziu, e permite a populacdo como um itudiar uma acdo coordenada quando
uma densidade populacional critica é atingida,rden@o sucesso em infestacfes patogénicas,
uma vez que o disparo de fatores de viruléncia an@ramente pode alertar os sistemas de
defesa do hospedeiro (FAST, 2003). Diversos prosesisioldgicos sao regulados por
Quorum Sensingincluindo a bioluminescéncia, biossintese debaiticos, infestacdes,
diferenciacdo do biofilme, conjugacdo e a produd@odeterminantes de viruléncia em
animais, peixes e patdogenos de plantas. EEminia carotovora moléculas QS tém sido
descritas como participando da regulacdo de fatdeessiruléncia, proteases, celulases,
pectinases e producdo de antibidtico (5R)-Carb&pem-3-acido carboxilico
(BOSGELMEZ-TINAZ, 2003).

2.4 Controle Bioldgico

A necessidade de aumento na producéo tornou agriesiicada vez mais dependentes
de agroquimicos, pois seu uso tem desempenhadivaedacesso, auxiliando na producgéo e
estabilidade econémica (COMPANT et al., 2005). [gas uso crescente pode causar efeitos
negativos severos, como a contaminacdo de aguasfisigis e subterraneas; residuos no
solo e em alimentos; aumento da resisténcia emlggjms de patdgenos e pragas; efeitos
sobre organismos n&o-alvo; além do potencial caggnico de alguns agentes (ZAKI;
MISAGHI; HEYDARI, 1998; DUFFY; SHOUTEN; RAAIJMAKERSet al., 2003).

O controle biologico € uma alternativa, principattge quando empregado em
conjunto com outros métodos, pois apresenta um nwersto e agressividade ao ecossistema
comparado ao tratamento quimico (AZEVEDO; MACCHEROARAUJO, 2000). Além
disso, existem inUmeras doencas para as quaistmieoguimico € ineficiente ou inexistente,
sendo o controle bioldgico uma forma suplementarsamode agroquimicos (GERHARDSON,
2002).

Apesar do cenario favoravel, existe uma baixa awai@ controle biologico no
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campo, em parte, por incerteza de sua eficaciajoseecesséario avaliar os fatores que
determinam o sucesso do agente de biocontrole stmdas mais aprofundados. A supressao
de doencas é resultado de uma interacdo compléreaeantagonista, o patdgeno, a planta
hospedeira e a comunidade associada, além de Sfaarbientais (OJIAMBO; SCHERM,
2006).

Diversas rizobactérias de vida livre e bactériado8ticas utilizam os mesmos
mecanismos para promover 0 crescimento de plantasomtrolar fitopatdgenos
(ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006). Agentes pot&is para 0 controle
biolégico apresentam uma colonizacdo eficiente das raizebioada com a habilidade em
proliferar durante um periodo consideravel de tenfpsuperficie das raizes e a rizosfera
concentram fontes de carbono provenientes dos aseaddas raizes (a exemplo, os acidos
organicos, aminoacidos, acucares especificos, agaril), uma zona de alocacdo de
carboidratos e metabdlitos da planta, resultando uem nicho com disponibilidade de
nutrientes adequados a atracdo de uma grande idaswsde microrganismos, atuando na
selecédo de colonizadores (FILONOW et al., 1996; BREC; WINANS, 2005; MORGAN;
BENDING; WHITE, 2005).

Agentes aleloquimicos fazem parte dos exsudado#mcleem os sideréforos,
antibiéticos, biocidas volateis, enzimas liticagreimas de detoxificacdo. Os sideréforos
atuam na captacao de ferro, essencial para o resi. Em geral, os sideréforos bacterianos
apresentam vantagem em comparacao aos de funggg&mpabs em condi¢cdes onde o ferro
limitado. Isso ocorre devido ao fato de alguns réifleos, como as pseudobactinas de
pseumonados, apresentarem uma afinidade a Felyof¢limando ligacbes mais estaveis e
equilibradas se comparada aos sider6foros de fuBidsER; SIKORA, 1990).

Os antibidticos comportam uma classe de aleloqosnito metabolismo secundario
com producdo modulada pelo status metabdlico ddaca&lependente da disponibilidade de
nutrientes e estimulos ambientais, influenciandeamacidade de supressdo de patdgenos e
auxiliando na sua permanéncia junto ao hosped8ifdRZ; CHRISTIE, 2003). Além disso,
microrganismos portadores de uma maquinaria dexifieegtdo destes compostos, como as
bombas de efluxo de drogas, que parecem contrdigitificamente para a resisténcia
bacteriana adquirida, podem apresentar vantagemsolumizacdo (BAMKEKE; BALZI,
TULKENS, 2000). Outra forma de detoxificacdo pode sbtida através de proteinas
codificadas por bactérias que se ligam de formarsével a antibioticos, tornando-os inativos
ou incapazes de realizar sua atividade antimicneb{BASNAYAKE; BIRCH, 1995).

Uma grande variedade de microrganismos pode apaesatividade hiperparasitica,
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produzindo hidrolases (quitinases, proteases, ghses e laminarinases), atacando
patdégenos, impedindo a germinacdo de esporos figjgdigerindo e lisando micélios, e
destruindo a integridade da parede celular de sin@apel fundamental pode ser atribuido as
enzimas capazes de detoxificar e degradar fatoeewimiléncia. A enzima albicidina
produzida porPantoea dispersaé capaz de atenuar a patogenicidadeXedathomonas
albilineans em cana-de-acucar (ZHANG; BIRCH, 1997), e difegenimicrorganismos,
incluindo B. cepaciae Ralstonia solanacearunhidrolisam o &cido fusarico, uma fitotoxina
produzida por espécies Basarium(COMPANT et al., 2005).

Certas bactérias sdo capazes de disparar um fenGieamsisténcia na planta. Zeller
(2006) divide tal fenbmeno em duas categorias.ifgira, a resisténcia sistémica adquirida —
SAR (Sistemic Acquired Resistance), se desenvohandp a planta ativa com sucesso o
mecanismo de resposta a infeccdo primaria por uégeao. Uma reacao hipersensitiva (HR)
limita a lesdo necrotica, descartando apenas daedetado, e estd associada a producgéo de
proteinas (PR) relacionadas a patogénese, medidarpprocesso que requer o acumulo de
acido salicilico na planta. O segundo, uma resisiédesenvolvida sistemicamente é a
resisténcia sistémica induzida - ISR (Induced SBisteResistance), mediada por uma via
sensitiva acido jasmonico/etileno e ndo envolvexpressao de proteinas-PR. Ambas sdo
efetivas contra diferentes tipos de patdgenos, sn#SR difere por ndo causar sintomas
visiveis na planta. Rizobactérias de vida livreaetérias endofiticas tém sido envolvidas na
ISR, e diversos tracos bacterianos sdo propostms U disparo: atividade do flagelo,
producao de sideroforos, lipopolissacarideos, dadsi populacional, e mais recentemente,
compostos organicos volateis (BAKKER et al., 2008)ISR envolve o fortalecimento da
planta com maior resisténcia da parede celular, deposito de calose, e alteracdo nas
respostas metabdlicas, com acumulo de compostotides e outros defensivos quimicos,
como peroxidases, fenilalanina amoénia liase (PAfifpalexinas, polifenol oxidase e
chalcona-sintase (CHS), ap0s colonizagdo por bhasténdofiticas (BENHAMOUet al.,
1996; CAMPOS et al., 2003).

Embora a ISR tenha uma caracteristica de baixaifismiade, alguma especificidade
€ aparente. A ISR é mais efetiva contra fungosesamta uma efetividade menor contra
bactérias, e menos efetiva contra viroses sist&natédm disso, alguns agentes quimicos que
induzem a ISR podem ser mais efetivos contra uneagioque a outras, pois 0S compostos
produzidos n&o s&o igualmente eficientes contgatEyenos (KUC, 2000).

Uma nova estratégia de controle e caratovorafoi relatada por Dong, Zhang e

Zhang (2004), onde a bactéiacillus thuringiensidoi capaz de inibir sua viruléncia por



23

meio da producgédo de um sinal de interferéncia @SAHL-lactonase, uma enzima capaz de
degradar AHL (Acil-homoserina lactona), mas que ind&rfere no crescimento do patdgeno.
Em E. carotovora a molécula Quorum Sensing (QS) AHL é essencialegalacdo da
producdo de antibidticos e expressédo de genesrdiéngia. A ocorréncia da producédo de
enzimas capazes de degradar AHL tem sido relatadaAgrobacterium tumefaciens
Arthrobacter, Klebsiella pneumonige Variovorax paradoxus Ralstonia Pseudomonas
aeruginosae diferentes espécies Bacillus. A investigacdo dos mecanismos moleculares da
regulacdo génica destas enzimas tem sido alvotelesse para aplicacdes biotecnoldgicas e
farmacéuticas, no controle de infestacdes patogénic

Assim como o0 monitoramento da populagédo é cru@eh p disparo coordenado de
genes de viruléncia, moléculas QS podem também astaciadas a fatores de biocontrole,
coordenando a expressdo de genes ligados a prodigdmetabdlitos antimicrobianos
extracelulares e enzimas. Haas, Keel e Reimmand2j2€itam que a producéo de certos
compostos como antibiéticos e enzimas liticas podstar sob controle da GacS/GacA, uma
molécula sinal responsavel por ativar uma sérievides de transducdo de sinais ainda
desconhecidas, postulada como importante fatoramdradle poés-traducional, embora seu

envolvimento no biocontrole n&o é claro.

2.5 Utilizacdo deBurkholderia no controle de patdgenos

2.5.1 Aspectos Gerais

O género Burkholderia compreende bactérias Gram-negativas, aerobicas, na
formadoras de esporos, taxonomicamente pertencectasseB-proteobacteria. O género
compreende 65 espécies validas de acordo com a déstNomes Bacterianos Aprovados
(DSMZ, 2010). Possuem grande versatilidade nutradiaccapazes de metabolizar mais de 200
diferentes fontes organicas de carbono, refletiado sua capacidade em habitar os mais
variados nichos. Podem ser isolados de soloszdafera de inUmeras culturas agricolas, de
ambientes hospitalares, da agua (incluindo agumat), além de varias espécies animais e
humanos (PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001). Recentemefiigctérias do género vém
sendo utilizadas no manejo agricola (HOLMES; GOVAQLDSTEIN, 1998), exploradas
para o biocontrole (MEYER et al., 2001), biodegrdaa/ biorremediacdo (ADJEI; OHTA,
1999) e promocgdo do crescimento vegetal (SANTOS;SBULOS; CABALLERO-
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MELLADO, 2001; PERIN et al., 2006).

Grande atencéo tem sido dada a um grupBuitkholderiaem particular, o complexo
cepacia. Criado em 1992 por Yabuuki et al. paranaciar um grupo Il de homologia de
rRNA do génerd®seudomonasxcluindoP. pickettiie P. solanacearunfgéneroRalstonia,
seu nome foi concedido em reconhecimento ao trab@iltneiro de W. Burkholder, quem
primeiro descreveu a espécke cepacia (sin.: Burkholderia cepacip Bactérias deste
complexo representam um grupo com pelo menos Tiesp@®u genomovares) estreitamente
relacionadas, coletivamente referidas como Bcc (@Y et al., 2001b). Inicialmente, o
complexo Bcc era dividido em 5 espéciddurkholderia cepacia, B. multivorans, B.
cenocepacia, B. stabilis B. viethamiensifVERMIS et al., 2002). Posteriormente, testes
baseados somente na analise do genA distinguiram 4 novas espécies para o grugo,
dolosa, B. ambifaria, B. anthina B. pyrrocinia (COENYE et al., 2001a). Estas nove
espécies,B. cepacia(l), B. multivorans(ll), B. cenocepaciglll), B. stabilis (IV), B.
vietnamiensigV), B. dolosa(VI), B. ambifaria(VIl), B. anthina(VIIl) e B. pyrrocinia(1X),
compartilham um nivel moderado de hibridizacdo DDA (30-50%), mas uma alta
similaridade para genes 16S rRNA (98-99%¢®A (94-95%), mas sua classificacdo nao esta
completamente resolvida e a identificacdo de esepéciainda € discutivel
(MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005).

Recentemente, foram propostas novas espécies mamnapmiexo por meio da andlise
filogenética do geneecA e de sequéncias concatenadas de 7 |latp®,(gltB, gyrB, recA
lepA phaCetrpB), sendo estagurkholderia latens, B. diffusa, B. metallica, Bbaris, B.
seminalis, B. ubonensis, B. contaminara. lata (VANLAERE et al, 2008; VANLAERE et
al,, 2009).

Existem fortes evidéncias que membros do complecvB/em comensalmente em
plantas, em intima associacdo com as raizes, sendalas bactérias mais predominantes na
raiz e rizosfera de plantas (BREDJA; KREMER; BROWN94; NACAMULLI et al., 1997;
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Seu genoma consiste de repliconspiod, com 2 a 4
cromossomos, tamanho total variando de 4 a 9 Mimeu mais plasmideos, que variam
dentro das linhagens de cada genomovar. Possuramdegnumero de sequéncias de insercao
(IS) que flanqueiam genes podendo facilitar suaimertacdo para outros organismos ou
entre 0s organismos no qual ele se insere, sergfmnsaveis por causarem um grande
numero de mutacbes e recombinacdes, promovendmsexteariabilidade genética e
fisiolégica (LESSIE et al., 1996; PARKE; GURIAN-SREAN, 2001).
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2.5.2 Uso de Burkholderia no controle bioldgico timpatdogenos

Experimentos em campo mostram que bactérias do@eéée capazes de colonizar a
rizosfera de milho, trigo, arroz, ervilha, girasealabanete, aumentando significativamente o
crescimento da planta hospedeira, além de redugiresenca de patdogenos (COENYE;
VANDAMME, 2003; CHIARINI et al., 2006). O controleiolégico utilizando burkholderias
poderia substituir parcialmente a utilizacdo detipgsas quimicos comuns, como captan,
thiran, PCNB, benomil e tiabendazol, assim como igames, como brometo de metil
(composto quimico com alto potencial de destruig@oozénio), cloropicrin e todos o0s
fungicidas ou biocidas de amplo espectro (PARKERGAN-SHERMAN, 2001).

Uma grande variedade de compostos com atividadeniardbiana foi relatada:
cepacinas, pirrolnitrinas, cepaciamidas, cepacglinalteridinas, quinolonas, fenazinas,
sideroéforos e lipopeptideos, em sua maioria, cotopasom atividade antifungica (PAKKER
et al., 1984; HILL et al., 1994; HUANG; WRONG, 1998A0 et al., 2006), no entanto, o
envolvimento destes metabdlitos, assim como os msoas de controle ndo sdo bem
conhecidos para burkholderias. Pakker et al. (198fram dois novos antibiéticos
acetilénicos isolado dB. cepaciaSC11,783. Os dois compostos foram identificadaaaco
cepacina A, que apresentou boa atividade antag@oiciia estafilocos e, cepacina B, que
apresentou excelente atividade contra estafiloceansdras bactérias gram-negativas.

A deteccéo da producéo de pirrolnitrina por umbhdgem dd°. cepaciaB37w esteve
associada a inibicdo dos sintomas da seca daoaRugarium sambucinurtBURKHEAD;
SHISLER; SLININGER, 1994). Outra linhagem 5.5B, aaple suprir a podriddo das hastes
em Poinsettiacausada poRhizoctonia solanifoi atribuida a producdo de pirrolnitrinas, e
linhagens mutantes RR13-1 e UV 19-4, que produzjamntidades 5000 a 20000 vezes
menor do metabdlito foram menos capazes de inilvemca. A producdo do antibiético em
culturas liquidas foi afetada pelo pH, temperagireomposicdo do meio, supondo que o
mesmo acontega vivo (HWANG; BENSON, 2002).

Bevinino et al. (2000) observaram que a linhagenBdeepaciaMC17, ja descrita
como excelente agente promotor de crescimentoategs de milho, foi capaz de controlar a
infestacdo pelo fungb. moniliformenos estagios iniciais de crescimento da planse, émn
que € observada uma maior densidade da bactérl@ANWLLI et al., 1997).

Uma bactéria Gram-negativa linhagem 2.2.N idemtifec comoBurkholderig foi
capaz de inibir o crescimento de diversas bactdeasduras e fungos. Uma zona de inibi¢éo
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ao redor de fragBes de cultura de 2.2.N foi obskrvA zona de inibicdo, porém de menor
extensdo, foi obtida com fragBes de cultura liveecdlulas obtida por filtragcdo, e culturas
pasteurizadas, revelando que a atividade antimamabndo depende da presenca de células
vivas (CAIN et al., 2000)

Heungens e Parke (2000) avaliaram o isoBdoepaciano controle da podriddo em
ervilha causada pelos oomicetBgthium aphanidermature Aphanomyces euteicheem
diferentes estagios do ciclo de vida do oomicetés-ipfeccdo. Linhagens selvagens
AMMDRL1 reduziram significativamente a coloniza¢cé® stmentes pd?. aphanidermatum,

e também, a producdo de oogoniaAdeuteichesias raizes, mas somente quando a bactéria
foi inoculada juntamente e em densidades muitcs.alld mutantes 1324, defectivos na
antibiose, ndo exibiram controle significativo emdds as condicfes avaliadas, sugerindo que
este seja 0 mecanismo primario de controle biotjgmas dependente da densidade do
agente de controle, do estdgio de desenvolvimenfmtbgeno, e também da interacdo com a
planta hospedeira.

Minami (2006) avaliou a capacidade de controle ddrigdo molein vivo causada
pela P. carotovora,na espécie de orquidgncidium flexuosumutilizando 28 bactérias
endofiticas isoladas desta mesma planta e 5 isolddBurkholderiaobtidos de eucalipto
(Eucalyptus sp.) e cana-de-acucaBgccharumsp.). Somente burkholderias inibiram o
aparecimento dos sintomas da podriddo mole em #&atps foliares, sendo o isola@plb,
de Eucalyptussp. 0 mais eficiente. Testes planta com a inoculacdo conjunta d&
carotovorae BurkholderiaSpllk resultou no controle de 100% dos sintomas. Esatealino
difere, pois ao contrario dos inumeros estudosdammio a aplicacdo de burkholderias no
controle de doencgas causadas por fungos e oomicetatos sobre o uso no controle de
bactérias patogénicas sdo escassos.

Um exemplo da aplicacdo deurkholderia como formula comercial de controle
bioldgico foi desenvolvido pela empresa Stine Migab Products, em 1996. Trés anos apos,
a FIFRA (responsavel por definir e regulamentartigidss) enviou um mandato que
levantava questdes sobre os riscos de sua utiizé&g@bora o fungicida tivesse cumprido
todos os requisitos do processo de registro detegete controle bioldgico para uso
comercial, inclusive os de interesse a salde hun@maunidades médicas tém apontado
isolados do complexo Bcc como patdgenos oportumnista pacientes com fibrose cistica
(CF). Questionamentos sobre a distincado taxonddecénhagens biopesticidas de linhagens
com potencial clinico ou nosocomial foram levansada CF € uma doenca cronica do trato

respiratorio que pode levar a lesGes graves noadmd, ocasionando a chamada “sindrome
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cepacia”’, uma progressiva falha respiratéria comupronia necrotrofica que afeta alguns
pacientes. A SAP (Science Adivisory Panel), res@osls pela concessao do mandato,
elaborou um estudo mostrando que os niveisBdeepaciaaumentariam em 5% (em
comparacdo a populacdo natural estimada no canmpm aplicacdo de altas doses do
fungicida Denyl. Se o ambiente é visto como umgabpara linhagens com potencial para
desenvolvimento clinico-patolégico ou como fontegdaes de viruléncia, a exposicao a estas
fontes pode ser considerada significativa. Em 2080companhia decidiu cancelar
voluntariamente o registro e limitar a distribuigdios estoques remanescentes (COENYE;
VANDAMME, 2003).

Todas as espécies do Complexo cepacia ja foramds®lde culturas de saliva de
pacientes com fibrose cistica, em sua maioria, tiiittadas comoB. cenocepaciae B.
multivorans Levantamentos da diversidade do complexo Bccaos sle culturas agricolas
revelaram que as espécies mais abundanteB. s&paciaB. cenocepaciaB. ambifariae B.
pyrrocinia, e outros genomovares raramente encontrados (RAMELIPUMA; TIEDJE,
2005). No entanto, a associacdo destes isoladasm érglicacdo no desenvolvimento da
fibrose cistica ainda é incerta (WOZNIAK, 2006)ponéxistindo uma distingdo clara entre

isolados clinicos e ambientais a partir de criggfemotipicos e genotipicos.

2.6 Ferramentas moleculares para a determinacéo dancao de genes

Sequéncias genbmicas de varias linhagens Bdekholderia encontram-se ja
disponiveis, mas um fato notavel valido para quadgquganismo, é que a funcdo da maioria
dos genes ndo pode ser determinada somente coalisegrimaria da sequéncia. Dentre as
estratégias para se estabelecer a fungdo de ummdetdo gene estdo os exprimentos de
perda-de-fungéo. Esta abordagem consiste em impgadium determinado gene resulte no
seu produto, com o proposito de analisar as coses ou 0 fenotipo decorrente desta
inibicdo em um organismo inteiro ou em célulasicadias. Estratégias atualmente utilizadas
para se estudar a fungdo de genes assim como mepeear-relacdo entre os diferentes
componentes das vias regulatorias intracelular@gpsémeio do silenciamento e do nocaute
génico por meio de elementos transponiveis (BARBQASIN, 2004).

O silenciamento é obtido com a utilizacdo de RNAsrderferéncia (SiIRNAS), que
consistem de pequenas moléculas de RNA de duplgti se associam ao RNA mensageiro

transcrito, formando um complexo que possui umaomiimbnuclease que o degrada,
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impossibilitando a sua traducdo. Estes iRNAs pemmitt andlise da mudanca fenotipica
decorrente da impossibilidade de traduacdo do mRBiAscrito, o que significa a supresséo
da atividade génica a nivel de expressao, que temminado os problemas envolvendo a
caracterizacdo genética em células de mamiferas,gém dos genomas expressivamente
maiores, necessitariam da inativacdo de ambossalel@ene por mutagénese, representando
uma poderosa ferramenta que correlaciona genes dusgédo (BARBOSA; LIN, 2004;
MELLO; CONTE, 2004).

A transposicdo é outro mecanismo que tem sido eaghdocomo uma poderosa
ferramenta em andlises genéticas. Na naturezaditaese que 0s transposons, também
conhecidos como genes saltadores, tenham impatéracievolucdo do genoma, em uma
variedade de doencgas genéticas, na integracdo de rBixbviral, na inativacdo de genes,
assim como na facilitacdo da transferéncia genétceontal (GORYSHIN; REZNIKOFF,
1998; REZNIKOFF et al., 1999; GORYSHIN et al., 2R00

Transposons tém sido aplicados no mapeamento des,geestratégias de
sequenciamento, mutagénese insercional, métodoandkse genética funcional, analise
funcional de proteinas, estudos de complexos DN#efma (LAMBERG et al., 2001). O
transposon Tn5 tem se tornado uma valiosa ferraramtido a sua capacidade de transpor
com baixa especificidade em uma grande variedade bdetérias Gram-negativas
(REZNIKOFF, 1993). A geracdo de bibliotecas de mi#s e a caracterizagcdo das
propriedades fenotipicas de cada clone permitestunle de um grande nimero de mutantes
simultaneamente, facilitando a analise de divens@xessos biologicos, pois mutacdes
definidas sao extremamente trabalhosas (PAJUNEN, &005; SUZUKI et al. 2006).

Uma vez inserido em uma regido, os transposonglsétentos Uteis como fonte de
pontos de anelamento para determinacdo da seqitEnciacleotideos de regides adjacentes
ndo caracterizadas. Primers que se anelam proxonénal do transposon permitem a
clonagem de sequéncias proximas, e uma colecdoadspbsons aleatorios resultaria em
contigs que poderiam ser sobrepostas para resatarum Unico fragmento completo,
podendo acelerar a caracterizacdo de genes infdosy sendo uma forma rapida de
sequenciamento do genoma total, além da sua ertqres@d analises de sequéncias de
bibliotecas de cDNA (HAYES, 2003).

Bibliotecas de mutantes geradas por transposonsaeakise de clones tém sido
ferramentas muito utilizadas para o estudo de geneslvidos na viruléncia de bactérias
patogénicas (STASKAWICZ, 2001), erR. carotovora (ERIKSSON et al.,, 1998) e
Xanthomonas campestr(BOW et al., 2000). Em citros, foi demonstrado qu#antes d«.
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campestrispv. citri, com interrupcdo do gene fosfoglicose isomerasdyiraxn deficiéncia
nos sintomas da doenca do cancro (TUNG; KUO, 1999%wtagénese insercional aleatdria
pode ser util também para o estudo de genes edwslvia biossintese de moléculas de
interesse biotecnoldgico ou de importancia na agdpt de microrganismos a condicdes
diversas. Georgakopoulos et al. (1994) clonaramgamne deP. aureofaciensnvolvido na
biossintese do antibidtico fenazina, importantecompeticio com outros microrganismos
durante a colonizagéo da rizosfera e rizoplano.

O bloqueio da producao de pirrolnitrina em umadgdgm deP. fluorescendBl915,
apoOs nocaute génico por transposon, identificodragmento de 32kb, um cluster contendo
quatro genes. Mutacdes pontuais em cada geneamsuid deficiéncia na producao do
antibiotico, e a transferéncia do cluster para uimaagem deE. coli tornou-a capaz de
produzir este metabdlito, sugerindo que estes gugdnes sejam suficientes para a via
biossintética de producéo da pirrolnitrina (HAMMERal., 1997).

Um antibiético desconhecido muito ativo contra wasgedade de fungos, produzido
por um isolado d@. cepaciado solo, foi purificado e a analise preliminarg& estrutura
bioquimica, além da clonagem e caracterizacaoainita regido do genoma que o codifica,
utilizando como ferramenta o Tn5, sugere que estibidtico (referido como AFC-BC11)
trata-se de um novo lipopeptideo associado a merabcalular e ndo sintetizado nos
ribossomos (KANGet al., 1998).

Mercado-Blanco e Bakker (2007) citam que na maidos casos, a atividade situ
de enddfitos supostamente envolvidos no control@odgico € muito dificil de ser
demonstrada. Dessa forma, estratégias envolvema@apeamento de genes associados a uma
determinada atividade, por meio da andlise de rneganpoderiam elucidar muitos
mecanismos, inclusive os de biocontrole.

A atividade antimicrobiana do 2,4-diacetylphloraghol (Phl) foi constatada apés a
reducdo no controle de patdgenos da rizosfera ipbadens mutantes de. fluorescens
CHAO PhI, ndo podendo ser atribuida a inabilidade em manpapulacéo, pois ndo houve
diferencas significativas na taxa de colonizac&a@ores alertam ao fato de que, mutantes
geralmente apresentam tracos residuais de prodegimta, evidenciando que a supressao de
doencas é multifatorial, tendo como funcdo chawgdo de metabdlitos secundarios. J& a
construcdo de um transconjugante mutante que t@vedacdo do Phl restaurado, produziu
Phl sintético e controlou o patégeno, porém em mertensdo. No entanto, ndo se sabe se
esta atividade reduzida foi resultado da instadxdeldo plasmidio (KEEL et al., 1999).

A manipulagdo genética de pseumonados permite rdaoernimento em relacdo a
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producdo de moléculas e sua func¢édo no controlédicm. Embora a producdo de compostos
com atividade antimicrobiana tenha sido relatadeaa fgmurkholderias, os mecanismos de
controle sdo bem menos caracterizados, em pargod@ dificuldade na aplicacdo de
ferramentas genéticas. A maior limitacdo para estudoleculares sobre a habilidade de
controle biol6gico enB. cepacia assim como para outros pseumonados, ocorre deado
fato de ferramentas para sua andlise e manipulagietica serem muito menos
desenvolvidas, em parte devido ao alto nivel destéexia destas bactérias a maioria dos
antibioticos, uma baixa frequéncia de eletroporagfransferéncia de plasmidio conjugativo.
Além disso, as burkholderias possuem um genomdiviaeleente grande, compostos de
multiplos replicons, e contém um grande numeroedgi&ncias de insercao, resultando numa
extensa variabilidade e heterogeniedade gendnfismiégica (KANG et al., 1998).

Em vista dos relatos quanto a associacédo de linsageB. cepaciacomo patégeno
oportunista, a identificacdo de genes envolvidos coatrole biolégico possibilitaria a
construcdo de linhagens transconjugantes mais aegara liberacdo no campo, que nao
apresentassem riscos tanto a sanidade da planta eaosaude humana. A selecdo de
microrganismos benignos colonizadores da rizosfees faceis de serem manipuladas em
laboratorio, de crescimento rapido, carregandordatdenéficos adicionais a planta, assim
como linhagens mais resistentes aos processoodagdio industrial e aplicacdo no campo,
poderiam ser empregados.

Huang et al. (2004) produziram um recombinantertirpie P. fluorescen)8r1-96
introduzindo um operon contendo o0s sete genes pasintese de acido fenazina-1-
carboxilico, composto antifungico. A linhagem Q®&@.-controla naturalment®ythium
através da producédo de um metabdlito lipopeptidjce, também apresenta agéo antifingica,
antibacteriana, antihelmintica e antiviral (VELUSAMet al., 2006), além de ter uma
eficiente colonizacdo das raizes e manutencao plagu@o. Nao houve diferenca no controle
da podriddo da raiz pdythiumpelo recombinantgorém, o controle da podriddo causada
por Rhizoctonia solanifoi alcangado com uma dose bem menor que a relgueelo
selvagem. Este trabalho apresenta a possibilidagledesenvolvimento de linhagens
transgénicas através da combinacdo de tracos d®ntiole utilizando ferramentas de
engenharia genética, com a transferéncia de geass Imhagens com caracteristicas
desejaveis. Porém, é necessaria cautela quantapbcacdo no campo, o que exige estudos

cuidadosos, considerando os possiveis impactospaggzdes naturais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto € a identificacdo gigmes de uma linhagem de

Burkholderiasp. associados ao contrateplantadePectobacterium carotovora.

3.2 Objetivos especificos

Para se alcancar os objetivos gerais, nesta etappragjeto foram buscados o0s
seguintes objetivos especificos:

» Selecéo de isolados d@airkholderiasp. com melhor desempenho no controle
da podriddo mol@ vivo,causada pela bactéia carotovoreem orquideas;

* Obtencdo de uma biblioteca transformantedBdekholderiasp. por meio da
insercao aleatéria do transposon Tn5

* Selecéo e caracterizacdo de mutante®8uliholderiasp. defectivos para o
controle da podriddo mole causada Pocarotovora

* |dentificacdo dos genes darkholderiasp. envolvidos no controli@ planta

deP. carotovora.
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4  MATERIAIS METODOS

4.1 Linhagens deP. carotovorae Burkholderia sp.

Dois isolados deP. carotovora (ORDF11-04F e ORDF16-03J), causadores de
podriddo mole emOncidium Aloha Iwanaga previamente obtidos em projeto anterior
(MINAMI, 2006), foram avaliados quanto a capacidadie causar podriddo mole em
OncidiumAloha Iwanagain vitro, por meio de fragmentos foliaresinevivo, por inoculacao
em folhas de plantas adultas.

As linhagens dB8urkholderiautilizadas para selecdo de isolados capazes dmleon
a podriddo mole d®. carotovoraem Oncidium Alowa lwanaga foram obtidas de cana-de-
acucar $accharumsp.). As bactérias foram isoladas por Marcon (2@TRossetto (2008)
durante o desenvolvimento do projeto: “Interacatreepopulacdes microbianas e Plantas
Geneticamente Modificadas”. (Processo FAPESP 028381 Coordenador: Prof. Dr.
Welington Luiz de Araujo). Estes isolados foramvamente caracterizados por Mendes et
al. (2008) e Luvizotto et al2010). Foram avaliados 34 isoladosBRigkholderia(Tabela 1)
obtidos decana-de-acucaiSaccharunsp.), sendo isolados endofiticos de raiz e isalati
rizosfera. Os isolados d&urkholderiasp. foram avaliados quanto a sua capacidade liie ini
0s sintomas da podriddo mole causadaPpaarotovoraem fragmentos foliares mantidos em
camara umida, m vivo, nas folhas de plantas adultas@l&cidiumAlowa lwanaga. Todas as
bactérias foram cultivadas em meio TSA (tryptic asdygar, Oxoid) 5% a 28 °C por

aproximadamente 24 horas.

Tabela 1- Cddigo de identificacédo, local de isolamento e bdsfro, das linhagens dBurkholderia sp.
avaliadas quanto a capacidade de inibir os sinta@g®driddo mole causada fparcarotovora

(continua)
Numero de linhagens ~ Cédigo Local de isolamento Hospedeiro
Colecdo LGM-ESALQ

01 TH4.4.3F1 RIZOSFERA Cana-de-agucar
02 TC4.3.1F2 RIZOSFERA Cana-de-acucar
03 CV4.4.2F2 RIZOSFERA Cana-de-acucar
04 CV3.3.3F2 RIZOSFERA Cana-de-agucar
05 TC2.2.2F5 RIZOSFERA Cana-de-acucar

06 CV2.2.2F2 RIZOSFERA Cana-de-acucar
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Tabela 1- Cddigo de identificacédo, local de isolamento e bdsfro, das linhagens dBurkholderia sp.
avaliadas quanto a capacidade de inibir os sinta@g®driddo mole causada fparcarotovora

(concluséo)

Numero de linhagens

Cadigo

Colecdo LGM-ESALQ

Local de isolamento

Hospedeiro

07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

CV3.1.2F4
TC3.3.3F1
CV2.3.2F1
TH3.3.2F5
TH2.3.2F5
CV3.1.1F1
ESR73
TC2.2.2F4
TC3.4.1F4
CV2.1.2R2
CV2.1.3F5
CV3.2.2F5
TH3.1.1R4
ESR63
CV2.4.3R2
TC3.4.2R3
TC3.4.2R2
TC3.3.1R6
TH3.4.1R4
TC3.4.1R1
TH2.2.3R3
TH2.3.3R4
TH2.3.3R3
TC3.4.1F2
TC3.4.2R1
TH2.1.3R2
TH2.4.1R1
TC3.3.1F1

RIZOSFERA
RIZOSFERA
RIZOSFERA
RIZOSFERA
RIZOSFERA
RAIZ
RIZOSFERA
RIZOSFERA
RAIZ
RIZOSFERA
RIZOSFERA
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RIZOSFERA
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RAIZ
RIZOSFERA

Cana-de-agucar
Cana-de-acucar
Cana-de-agucar
Cana-de-agucar

Cana-de-acucar

Cana-de-acucar

Cana-de-agucar

Cana-de-agucar

Cana-de-acucar

Cana-de-agucar

Cana-de-agucar

Cana-de-acucar
Cana-de-acucar
Cana-de-agucar
Cana-de-acucar
Cana-de-acucar
Cana-de-agucar
Cana-de-agucar
Cana-de-acucar
Cana-de-acucar
Cana-de-agucar

Cana-de-acucar

Cana-de-acucar

Cana-de-agucar
Cana-de-agucar
Cana-de-acucar

Cana-de-agucar

Cana-de-agucar
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4.2 Inoculacéo deP. carotovorae confirmacao da patogénese

Para confirmacéo da patogénesd’dearotovorae selecdo do melhor isolado, foram
avaliados os isolados ORDF11-04F e ORDF16-03J amtgd deOncidiumAloha lwanaga.
Estes isolados foram cultivados em meio TSA 5% &Q@&or 24 horas, diluidos em PBS
(phosphate buffer saline) e introduzidos por meiauth orificio com auxilio de uma pipeta
em fragmentos foliares colocados em camara Umidagp de petri contendo duas folhas de
papel filtro umedecidas com 2 mL agua destiladmcebadas a 28 °C por até 3 dias para a
confirmacdo do sintoma de podriddo mole (MINAMI,0BD. Para a avaliacdo vivo na
planta hospedeira, aliquotas de cultura liquidePdearotovoradiluidas em tampéao PBS
foram inoculadas diretamente em pelo menos umeaa fdi plantas d®©ncidium Aloha
Iwanaga adultas, e estas foram mantidas em termpe@nhbiente, em casa de vegetacdo com
sombreamento 50%, e regime de rega 2-3 vezes p@anseou conforme a necessidade.

4.3 Selecao d@urkholderia para geracdo dos mutantes Tn5 através da
interacdo Burkholderia sp. eP. carotovoraemOncidium Aloha lwanaga

Os 34 isolados dBurkholderiae 2 isolados d@. carotovoraforam crescidos em 5
mL de meio TSA 5% liquido a 28 °C por 24 horas. #\p&rescimento, 5 pL de cada cultura
bacteriana diluida (FOUFC mL?') foi inoculada nos fragmentos foliares (2 x 2 cm)
previamente perfurados com uma ponteira de plassbéril e incubado em camara umida a
28 °C por até 3 dias. Como controle, foram utilazaéragmentos foliares inoculados somente
com: a) tampéo de diluicdo PB®) apenas o patdégeno (PCAP- carotovora ou c) apenas

Burkholderiasp.

4.4 Teste de sensibilidade a canamicimgtll (neomicina fosfotransferase

1)

As linhagens d@&urkholderiasp. que apresentaram maior capacidade de codiole
podriddo mole causada pBr carotovoraforam avaliadas quanto a resisténcia a diferentes
concentracdes do antibidtico canamicina. Para assisolados foram crescidos em meio TSB
5% por 24 horas a 28 °C e aliquotas de 100uL da hakagem foram semeadas em meio

TSB 5% solido suplementado com diferentes concgisado antibidtico canamicina (50,
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100 e 200ug.mL™) e placa controle sem adicéo do antibiético. Gaireento das linhagens
foi monitorado por 24 a 72 horas para verificareasigténcia dos isolados a canamicina e
determinagdo da menor concentragéo capaz de miinescimento bacteriano. A escolha de
um isolado sensivel ao antibiotico canamicina €ialpara a execugdo das proximas etapas
do trabalho, visto que a integracdo do transposth gara geracdo de uma biblioteca de
transformantes com insercdo aleatoria, utilizandoKib Ez-TN5 <R6Kyori/KAN-2>
(EPICENTRE®, Technologies, Madison, WI) ocorre amente com o gene de resisténcia a

este antibiotico, sendo esta a condigéo de setlggEiransformantes.

4.5 Andlise da atividade antimicrobianain vitro de Burkholderia sp.
contra P. carotovorapelo Método de SobrecamadaSpot-on-the-lavy

O ensaio de antagonismo bacteriano foi conduzidbzarndo o método de
sobrecamada. O isolado Berkholderiasp. TC3.4.2R3 e os mutantes defectivos no controle
in vivodaP. carotovoraemOncidiumAlowa lwanaga foram cultivados em meio liquido TSB
10% por 24 horas a 28 °C. Ap0s o crescimento, alégude 10 pl foram gotejadas em placas
de petri contendo meio TSB 5% solido (5mm de egpagsem triplicata, e incubado por 24
horas, a 28 °C. No mesmo tempo, uma colbnia isalata carotovorafoi semeada em meio
TSB 5% liquido, incubada por 24 horas, a 28 °Cagptacao a 150 rpm. ApOs o crescimento,
as células d®urkholderiasp. TC3.4.2R3 e 0os mutantes selecionados forativadas por
exposicdo ao vapor de cloroférmio por 40 minutosmeseguida, uma sobrecama de 5 mL de
meio de cultura semi-solido fundente (0,8%), cotdéed00 pL de cultura da bactéfa
carotovorg foi adicionada sobre as colbnias inativadas. lfucaide sobrecamada foi mantida
a 4° C na geladeira por aproximadamente 3 horasrpduzir a velocidade de crescimento da
cultura do patdgeno na sobrecamada, permitindoemamente a difusdo dos metabdlitos
celulares da subcamada para a sobrecamada. A ipostaercultura em sobrecamada foi
novamente incubada por 48 horas a 28 °C, e aposubacado, a efetividade da atividade
antibacteriana foi confirmada pela formacéo de wto ftlaro de inibicdo em torno das
colonias selvagem e mutantesRigkholderiasp.

4.6 Identificacdo molecular do isolado selvagem d&urkholderia sp. por

meio da analise parcial do geneecA
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Para uma tentativa de identificacdo de espécie, NA Rlo isolado selvagem
TC3.4.2R3 deBurkholderiasp. que apresentou melhor desempenho no conagb@dtidao
mole e sensibilidade a canamicina [200 pg'infoi extraido pelo método fenol-cloroférmio,

e posteriormente amplificado por PCR utilizando ar pde primers Bur-1 (5" -
GATCGAAGAAGCAGTTCGGCAA — 3) e Bur-2 (5' - TTGTCCTTGCCTGAGCCGAT -

3", para o géner®durkholderia (MARTINS, 2007), que amplificam parcialmente o gene
recombinase ArécA), gerando fragmentos de 869pb. As reacdes commeofinal de 50L
contendo 0.2mM de cada dNTPs, M2 de cada primer, 3.7mM MgCI2, 0.4U de Taq
Polimerase, foram submetidas a ciclos de amplicacom temperatura inicial de
desnaturacao de 96 °C por 3 minutos, 30 ciclosedeaturacéo a 96 °C por 30 segundos, 1
minuto de anelamento a uma temperatura ideal pef¥rdmada por PCR-gradiente, e
amplificacdo a 72 °C durante 45 segundos, seguedonth extensao final de 72 °C por 10
minutos.

Os produtos de PCR da amostra TC3.4.2R3 foranfiqgados utilizando o Kit
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) enviados para
sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Hunastituto de Biologia da
Universidade de Sao Paulo. As sequéntoagrd e reverseobtidas de cada primer foram
alinhadas para a obtencdo de uma Unica sequéntierEm com 0 auxilio da ferramenta
ClustalW através do software CodonCode Aligner (86donCode Corporation, Dedham,
MA, EUA). Para comparacdo da sequéncia obtida comlisponiveis no banco de dados do
GenBank, via BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BIST), foram obtidas sequéncias das
espécies/genomovares do Complexo cepaBiarkfiolderia cepacia B. cenocepaciaB.
multivorans B. stabilis B. pyrrocinig B. vietnamensj$B. ambifarig B. anthinae B. dolosa,

B. latens, B. diffusa, B. metallica, B. arboris, ihonensis, B. contaminans e B. I3fee
outras espécies do géndBarkholderia(Burkholderia glumae, B. plantarii, B. sacchari, B.
glatheie B. graminig, para formacgéo do grupo externo.

A arvore filogenética foi construida com base mgéa@ parcial do gene dacA obtida
no sequenciamento. Para o alinhamento, edicdo stragéo das arvores, foi utilizado o
programa MEGA versdo 3.1 (KUMAR; TAMURA; NEI, 20040 agrupamento para
construcdo da arvore filogenética baseada em seigsédo genaecA foi calculado de
acordo com o método de Neighbor-Joining (NJ) p@@0Iéplicas com base nas matrizes de
distancia genética calculadas pelo modelo de Kif@tlParameter, um parametro que assume
que, a mutacdo entre purinas e pirimidinas (traisées) ocorrem em diferentes taxas das

mutacdes entre purinas ou entre pirimidinas (tcées).
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4.7 Mutagénese d8urkholderia sp. utilizando transposon Tn5

O isolado deBurkholderia sp. selecionado para construcdo da biblioteca de
transformantes por mutagénese aleatoria utilizangtansposon Tn5 foi transformado com o
transposoma EZ-Tn5 <Re#ri/KAN-2>Tnp (Figura 1), que consiste num complestavel
formado pela enzima transposase e o transposomER®BKyori/KAN-2> que contém uma
origem de replicacdo condicional RgKi e o gene de resisténcia a canamicina (Tn903)
funcional emE. coli e flanqueado por sequéncias de insergdo inverddaOpb (Epicentre,
Biotechnologies, Madison, Wisconsin, USA).

O método utilizado para obtencdo de mutantes Tn3Buldkholderia sp. foi a
eletroporacédo utilizando protocolo padrao (GRANTalet 1990). Células eletrocompetentes
de Burkholderia sp. TC3.4.2R3 foram obtidas a partir da inoculag® uma colbnia
bacteriana em 5 mL de meio liquido LB (10g Bactgpione; 5g Bacto Yeast Extract; 10g
NaCl; pH 7,0), posteriormente incubado sob agita@® rpm) a 28 °C por 18h. Apds o
crescimento, 5 mL desta cultura foi crescida em2k0de meio SOB (2% Bacto Tryptone;
0,05% Bacto Yeast Extract; 10mM NaCl), a 28 °C sgiiacdo (200rpm) até atingir uma
densidade 6tica entre 0,65 a 0,75 (Pmedida em espectrofotbmetro (Ultraspec 3000
Amersham Pharmacia Biotech). Apds atingir a OD jdelse a cultura foi centrifugada a
5.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadantddscartado e o precipitado ressuspendido
em agua deionizada esterilizada, e novamente ftggatdo. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em glicerol 10% e cewg@ido novamente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressupendido energlidc0% com uma diluicdo de 500x para
atingir uma DO de 0,100 (D), e distribuido em aliquotas de 100 puL e estocans
freezer a -80 °C.

A insercdo do transposon foi realizada de acordm o protocolo do EZ-Tn5
<R6Kygori/KAN-2>Tnp Kit (Epicentre® Technologies, MadisoWI). Uma aliquota de
100ul das células competentes foi descongeladaamsférida para uma cubeta de
eletroporacdo (2mm), juntamente comlLldo transposoma (3,3ng) e introduzido por
eletroporagdo (Gene Pulser, Biorad). Um pulsoietétte 2,5kV cm-1 (com uma resisténcia
de 20@ e uma capacitancia de gb) foi aplicado. Posteriormente, foi adicionado an®DC
(2% tryptona; 0,5% extrato de levedura; 10mM NaCEmM KCI; 10mM MgC}; 10mM
MgSQy; 20mM glucose; 6mL kD) na cubeta de eletroporagdo para um volume @iaal
mL, sendo pipetado gentilmente. O conteudo da eutoéttransferido para um microtubo e
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incubado a 28 °C, sob agita¢cédo (200 rpm) duramerd. Apos esse periodo, aliquotas de 100
pL da suspensao bacteriana eletrotransformadadf{héda e diluidas na propor¢éo de 1:10 e
1:100 foram semeadas em meio LB ou TSA 5% supledertom canamicina [200pg.iL

e incubadas a 28 °C por 48 a 72 horas. Coloniasteates a canamicina indicaram que
ocorreu a integragédo do transposoma no genomaam fotilizadas para construcédo de uma
biblioteca, estocadas em meio liquido TSB 100% diErysoya Broth, Oxoid) suplementado
com canamicina [200pg.r, em microplacas de 96 pocos, e incubadas sobcagit(140
rpm) a 28 °C por 48 horas. Apés crescimento, f@iadado glicerol (concentracéo final de

15 a 20%) a fim de manter a viabilidade das célaasaixas temperaturas (-20 °C).
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Figura 1. Transposon EZ-Tn5 <R6Kri/KAN-2>Tnp (Biotechnologies, Madison, WisconsidSA) utilizado
para mutagénese aleatéria.

4.8 Selecao de mutantes quanto a perda da capacigéade controlar a

podriddo mole causada poiP. carotovoraemOncidium Aloha Iwanaga

Todos os ensaios foram conduzidos em camara Ulidaada ensaio, um mix de 5
uL da cultura diluida ¥’ do mutante Tn5 mais 5 pL da cultura diluid® tla bactéria
patogénicaP. carotovora crescidos a 28 °C por 24 horas, foram inoculans fragmentos
foliares (2 x 2 cm) déncidium Aloha lwanaga, sendo que em cada placa, 3 fragment

foram inoculados com o mix de um unico mutantegadacensaio repetido no minimo 3 vezes.
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Como controle negativo, um fragmento contendo apénhauL da cultura diluida™ da
bactéria patogénica, e outro fragmento, como clngrositivo (controle biol6gico), contendo
1 mix de 5 pL da cultura diluida'd daBurkholderiasp. TC3.4.2R3 (selvagem) mais 5 pL da
cultura diluida 1° da bactéria patogénidd. carotovora(Figura 2). A fim de realizar o
controle do tampé&o de diluicdo utilizado no expentn, uma placa controle contendo
fragmentos foliares apenas com o tampédo PBS tanfiantilizada. O ponto de perfuracéo e
a inoculacdo dos mix de bactérias foram realizados auxilio de uma ponteira estéril. As
placas foram incubadas a 28 °C por até 3 diaseRaishente, os isolados darkholderia
gue perderam a capacidade de controle da podridd® causada pdpP. carotovoraforam

selecionados para caracterizagédo dos genes inf@dospelo Tn5.

g

-

Figura 2. Croqui experimental dos ensaios de controle daigéa em cAmara Umida. Ensaio fenotipico dos
mutantes (5 pL da cultura diluida®mutante Tn5 + 5 pL da cultura diluidd®Pca); Controle
negativo (5 pL da cultura diluida'i-Pca); Controle positivo (5 pL da cultura diluida*1-da
Burkholderiasp. TC3.4.2R3 (selvagem) + 5 pL da cultura dildidhdaPca.

4.9 Caracterizacdo, clonagem e sequenciamento dasegides que
flanqueiam o transposon em mutantes defectivos nmmtrole da podridéao

mole

4.9.1 Extracdo do DNA bacteriano

O DNA gendmico da linhagem selvagem Barkholderia sp. TC3.4.2R3 e dos
mutantes Tn5 previamente selecionados apos triaggsanto a perda da capacidade de

controle da podridao mole foi extraido. Para i$s@m crescidos em 5 mL de meio TSB 5%
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a 28 °C por 24 horas. As células foram centrifuggua 5 minutos a 14.000 g e o precipitado
foi ressuspendido em 500 pL de TE (10 mM de Trid;ig8 = 8), 30 uL de SDS 10% e 0,5g
de silica (0,1 mm de diametro) e incubado em baato- por 10 minutos a 65 °C. Em
seguida a suspensdo foi agitada no Disruptor G@mengor) por 1 minuto a 500bpm
Posteriormente, adicionou-se 500 pL de fenol sdtueaos tubos foram centrifugados por 10
minutos a 14.000 g. O sobrenadante foi transfepd@a um novo microtubo e o DNA
purificado pelo método fenol-cloroformio (SAMBROORRITISCH; MANIATIS, 1989).

O sobrenadante foi transferido para novos tubds,levolume de NaCl 5M e 0,6
volume de isopropanol foram adicionados para piteci@o do DNA, e em seguida os tubos
foram centrifugados por 10 minutos. O precipitado lavado com etanol 70%, seco e
ressuspendido em 30 pL de agua deionizada e®tédncentracdo do DNA foi medida no
Nanodrop Spectrophotometer ND-100 e sua integridadéicada em gel de agarose 1,0% a
100 volts.crit utilizando como padrdo de comparacdo o marcadotbba {) (Fermentas
Life Sciences, Brasil).

4.9.2 Confirmacgao da insercéo do transposon Tn5 p@&R

O DNA extraido do isolado selvagem Blerkholderiae dos mutantes foi submetido a
PCR para deteccdo do transposon Tnb5. Para talmfouéilizados dois pares de
oligonucleotideos que amplificam regides parciaisrdnsposon Tnb.

Baseado no trabalho de Wang et al. (2008), foizatlb o par de oligonucleotideos
Tn5Fw (5'-ATTCAACGGGAAACGTCTTG-3) e Tn5Rw (5-
ACTGAATCCGGTGAGAATGG-3'), que geram um produto dédpb dentro da sequéncia
do transposon Tn5, na regido do gene de resistanc@mamicina. A reacdo de PCRI(B5
continha 100ng de DNA, 1 x PCR buffer, 0,5mM dNT@uM de cada primer e 1,0U Taq
polimerase. As reacdes foram aquecidas &C9por 5min seguido por 35 ciclos de
amplificacdo a 94C por 30s, 55.7C por 30s, 72C por 1min e extensao final a 72 por
7min.

Um segundo par de oligos Tn5F (5" — GGACGCGATGGATAITCT — 3’) e Tn5R
(5 - GATGGTCGGAAGAGGCATAA — 3) foi desenvolvido am auxilio do Software
Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). O pmTn5F se anela parcialmente na origem
de replicacdo R6¥gori e o primer TN5R ao gene de resisténcia abiatito canamicina. A
reacao de PCR (25uL) foi realizada contendo 10@QMNA molde, 1x PCR buffer, 0,25uM
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de MgC}h, 0,5mM dNTPs, 0,1uM de cada primer, e 1U de Tdgneoase. A reacao foi
conduzida em termociclador programado para umaatiesigédo inicial de 95°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de amplificacdo a 94 °C pat 8@ °C por 30s, 72 °C por 1 min, e uma
extensao final a 72 °C por 7min.

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agd¥sa 5 V.cril, corado com
brometo de etidio (1,0 mg.ri). para observacdo de um fragmento esperado de 389pb,

respectivamente, utilizando o marcador 1Kb e 1d6gbmentas Life Sciences, Brasil).

4.9.3 Tratamento do DNA genbmico para clonagem daggides

flanqueadoras do transposon

O DNA genbmico dos mutantes dgurkholderia sp. defectivos no controle da
podridao, extraido pelo método fenol-cloroformia, gurificado pelo método de precipitacao
em isopropanol (0,6 volume). O precipitado obtigdsacentrifugacdo foi ressuspendido em
H,O ultrapura (Milli-Q). A concentracdo do DNA pugfido foi medido Nanodrop
Spectrophotometer ND-100 e sua integridade foificada em gel de agarose 1,0% a 100
volts.cm' utilizando como padrdo de comparacdo o marcadobta §) Fermentas Life
Sciences, Brasil).

Para clonagem das regifes flanqueadoras do tramsgosEscherichia coliDH5a-
pir, 600ng do DNA de cada mutante foram tratados adparente com enzima de restricdo
EcoRI(Fermentas Life Sciences, Brasil) a 37 °C overniBbsteriormente o produto clivado
foi precipitado com 0,1 volume de acetato de amd@i& M) e 2,5 volume de etanol
absoluto, e em seguida incubado a -20 °C overnfghits o periodo de incubagcdo, o DNA
clivado comEcoRle precipitado em acetato de amodnio/etanol, fardegado a 14.000 g por
40 minutos a 4 °C, e em seguida o sobrenadantartiedc. Foram adicionados 700 pL de
etanol 70% ao DNA precipitado e as amostras foramamente centrifugadas por 10 minutos
(14.000 g a 4 °C). O sobrenadante foi descartaddafase liquida evaporada a 37 °C, a fim
de se manter no tubo apenas o DNA. O DNA foi em&g&suspendido em 7,0 uL de agua
deionizada estéril, e incubado em banho seco & ¢mf 30 minutos.

Os fragmentos obtidos da digestao foram circulddgacom a enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen) e incubados a 4 °C overnight. Parandfermacdo dekE. coli DH5a-pir

eletrocompetente, 2 puL do produto de ligacdo fantihzados para transformacéo.
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4.9.4 Geracéao de células eletrocompetentes de Esidha coli DH5a-pir

Células eletrocompetentes Becoli DH5a-pir foram obtidas a partir da inoculacao de
uma colénia bacteriana em 5 mL de meio liquido 00 Bacto Tryptone; 5g Bacto Yeast
Extract; 0,05g NaCl; pH 7,0), posteriormente incdaob agitagdo (200 rpm) a 28 °C por
18h. ApoOs o crescimento, a cultura foi transfepdsa um frasco contendo 250 mL de meio
SOB (2% Bacto Tryptone; 0,05% Bacto Yeast ExtrabimM NaCl), a 28 °C sob agitacdo
(200rpm) até atingir uma densidade otica entre €,40,6 (DQy) medida em
espectrofotdmetro (Ultrospec 3000 Amersham Phaan&iotech). Apos atingir a DO
desejada, a cultura foi centrifugada a 5.000g gbminutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em agoaiziela esterilizada e novamente
centrifugado. O sobrenadante foi descartado e @pma@do ressuspendido em glicerol 10% e
centrifugado novamente. O sobrenadante foi desltadao precipitado foi ressupendido em
glicerol 10% com uma diluicdo de 500x para atingita DO de 0,100 (Dégy). Aliquotas de
100 pL foram estocadas a -80 °C.

4.9.5 Transformacao de ceélulas de E. coli D&Hpir com fragmentos de DNA

contendo o transposon Tn5

O transposon EZ-Tn5 <R@iori/KAN-2>Tnp (Epicentre® Technologies, Madison,
WI) ndo necessita de vetores de clonagem, poissegaéncia apresenta uma marca de
resisténcia ao antibidtico canamicina (Tn903), mdo a selecdo de colbnias
transformadas, e também uma origem de replicac&ydBi, 0 que impede que o transposon
seja integrado no genoma hospedeito ¢oli DH5a-pir), e permite que 0 mesmo seja
replicado de forma autbnoma no citoplasma da célalaransformacdo foi conduzida
conforme o Kolter et al. (1978). O produto da l@a¢2 L) foi introduzido por eletroporacao
(Gene Pulser BioRad, 2,5 Kv, 25 uF, 400cubetas de 0,2 cm) em 100 pL de célulag.de
coli DH5a-pir eletrocompetentes. ApOs a eletroporacdo as cékletsoporadas foram
imediatamente transferidas para microtubos com rhBi@a um volume final de 1 mL, e
incubadas a 37 °C durante 60 minutos, sob agitaC&m microlitros (sem diluicdo e
concentrado de 800 pL apds centrifugacédo) da ssdpdaoram semeados em meio LB solido
contendo 200 pg/mL de canamicina. As placas foremubiadas a 37 °C por até 24 horas, e as

colonias crescidas (que apresentam resisténciaaanie@na devido a inser¢cao do produto de
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ligacdo) foram armazenadas em meio LB suplemerganiocanamicina 200 p/mL, contendo

20% de glicerol e estocadas a -80 °C.

4.9.6 Extracdo do DNA plasmidial de clones Tn5 decli DH5a-pir

O DNA plasmidial dos clones Tnk. coli DH5a-pir foi extraido utilizando o Kit
PureLinK™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen). Dois clonepresentantes de cada isolado
mutante foram crescidos em 100 mL de meio LB supigado com canamicina 200 p/mL,
crescidos sob agitacdo a 170 rpm, durante 24 laoBds’C. Apés o crescimento, a cultura foi
centrifugada em macrocentrifuga e todo o meio ttaraudescartado, e a miniprep conduzida
conforme o protocolo do fabricante. O DNA plasniiéetraido foi ressuspendido em 150 pL
de &gua deionizada autoclavada. A concentracaoNdd fasmidial foi estimada através do
Nanodrop Spectrophotometer ND-100, e a integridid®NA plasmidial, seu tamanho, e a
ocorréncia ou ndo de contaminacao por DNA gendnfidcam verificadas em gel de agarose
1,0% a 100 volts.cth Para isso, cerca de 500ng do DNA extraido fonatados com a
enzima de restricdBcoR| incubados entre 1 a 3 horas a 37 °C, para lismao plasmidio.
Para eletroforese foi utilizado como padrao de @agio o marcador de peso molecular

1Kb (Fermentas Life Sciences, Brasil).

4.9.7 Sequenciamento e analise das regifes flangoeas do transposon

Para a identificacdo das sequéncias de DNA dossgeterompidos pelo transposon
EZ-Tn5 <R6Kgori/KAN-2>KAN-2-Tnp, o DNA circularizado contendo transposon,
extraido de células d& coli DH5a-pir foi submetido ao sequenciamento utilizando o Kgt B
dye Chemistry (sequenciador ABI Prism 3700), seadceacdo realizada a jusante e a
montante utilizando os primers que anelam nas mideeles do transposon KAN-2 FP-1 (5'-
ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3) e R6KAN-2 RP-1 (5'-
CTACCCTGTGGAACACCTACATCT-3'). Foram selecionadosigl@lones representantes
de cada isolado e os mesmos foram seqienciadosuphcata a jusante e a montante
totalizando oito sequéncias. As sequéncias obpdas cada primer foram alinhadas para a
obtencdo de uma Unica sequéncia consenso com lalxisoftware CodonCode Aligner
3.5 (CodonCode Corporation, Dedham, MA, EUA). Aglgncias foram analisadas com a

ferramenta Vecscreen, disponivel no site do NCBI
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreembhtcom intuito de identificar trechos
do transposon EZ-Tn5 <R@Kori/KAN-2>KAN-2-Tnp, para que este seja retirada d
sequéncia de DNA flanqueadora antes da analisgacantbanco de dados de genes e
proteinas. As sequéncias obtidas foram analisagl@scocauxilio da ferramenta BLAST, o
Megablast (analise de nucleotideos) e Blastx (smdé proteinas) contra a base de dados do
GenBank. Quando necessario, as sequéncias fordisadaa quanto a presenca de ORFs
(open reading frames) com auxilio da ferramenta ORFH-inder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.htmL).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Confirmacéo da patogénese de. carotovora

Os dois isolados deP. carotovora (ORDF11-04F e ORDF16-03J), isolados
previamente déncidium Aloha Iwanagaforam avaliados quanto a capacidade de causar
podriddo mole na planta hospedeira. Nos ensaidizadas em fragmentos foliares de
OncidiumAloha Iwanaga, por meio da inoculacdo de 5uL daneudo patdbgeno em orificio
previamente obtido com ponteira esterilizada, fdisesvada uma éarea de podridao
caracteristica causada por estas bactérias péttias] onde no controle negativo, apenas

com o tampao PBS de diluicdo, nenhuma leséo farobda (Figura 3).

r*ecfobacterftim carofovora 11-ORDFO4A-F

EE-I-

Pecrtobacterium carotovora 16-ORDF0O3-J

-i--

Figura 3. Fragmentos foliares déncidiumAloha lwanaga inoculados com culturas liquidasPdearotovora
110RDF-04F (a) 160RDF-03J (b) e o controle negatwaepao de diluicdo PBS (c).

Os isolados d@. carotovora(ORDF11-04F e ORDF16-03J) também foram avaliados
guanto a capacidade de causar sintomas de podrid@em plantas d®ncidium Aloha
Iwanaga. Da mesma forma, aliquotas de culturadé&qdo patogeno diluidas em tampéo PBS
foram inoculadas diretamente em folha de planta®©uedium Aloha Iwanaga adultas, e
mantidas em temperatura ambiente, em casa de gaégetam sombreamento 50% (Figura
4a), e regime de rega 2-3 vezes por semana ouroonfa necessidade. Apds cerca de 2-3

dias, foi possivel observar uma area de lesdo emo o ponto de inoculacdo para as duas
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linhagens deP. carotovora porém, para o isolado 110RDF-04F, a area de les&ervada

foi levemente maior (4b e 4c). O resultado obtido mdica necessariamente que a linhagem
110RDF-04F seja mais patogénica que a 160RDF-@sJ,imimeras variaveis influenciam
na progressao da doenca, como perfil metabodlicivicthéhl de cada planta, umidade,

condi¢cdes de inoculacdo da bactéria, sendo ostadesl usados apenas para selecab.de

carotovorapara os ensaios de controle bioldgico.

n,

-

Figura 4. (a) Plantas adultas d@ncidium Aloha lwanaga mantidas em casa de vegetacao. r@agfio dos
sintomas da podriddo mole em tecidos foliares detas adultas d@ncidiumAloha lwanaga causada
pela (b)P. carotovoral10ORDF-04F e (clp. carotovoral60ORDF-03J.

5.2 Selecdo dd®urkholderia para geracdo dos mutantes Tn5 através da

interacdo Burkholderia sp. eP. carotovoraemOncidium Aloha lwanaga

Os 34 isolados deéBurkholderia obtidos da rizosfera e raiz de cana-de-acucar
(Saccharumrsp.), foram avaliados quanto a capacidade deatanis sintomas da podridéao
mole causados p®&. carotovorallORDF-04F. Apds triagem inicial, o ensaio de bidmle
foi repetido novamente com 25 isolados que aprasamt melhor desempenho no primeiro
ensaio, com controle satisfatério da podridao mole.

Em virtude do EZ-Tn5 <R6§gori/KAN-2>KAN-2-Tnp Kit, adquirido para a geracao
dos mutantes Tn5, apresentar como critério de &eldgs clones a resisténcia ao antibiético
canamicina, foi realizada analise de sensibilidade trés diferentes concentragbes da

canamicina no meio de cultura. A analise inicialrémlizada com uma concentracdo de [50
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ng.mLY para os trinta e quatro isolados. Destes, 6 demla(17,7%) foram resistentes
(apresentaram crescimento igual ao controle seanuama), 15 (44,1%) foram parcialmente
resistentes (apresentaram crescimento, porém nggmoo controle sem canamicina), e 13
(38,2%) foram sensiveis ao antibiotico.

Alinhando os resultados dos ensaios de controlpodiziddo mole e resisténcia ao
antibiético canamicina, foi observada a sobreposig® 9 isolados (Figura 5), que
controlaram a doenca quando inoculados juntamemiePc carotovorae que foram sensiveis
a canamicina, sendo 7 endofiticos de raiz e 2dsslabtidos da rizosfera de cana-de-acucar.

Uma nova avaliacéo foi realizada a fim de reduziimero de isolados selecionados.
Para isso, foi feita a repeticdo do teste de clnbiologico com os 9 isolados (em triplicata)
e anélise de sensibilidade a canamicina [50 pg]miesultando na selecéo de 6 isolados.
Estes foram entdo submetidos a um novo teste débietade a canamicina [100 pg.iil.
onde foram selecionados os isolados TH3.1.1R4 e4IZR33, ambos endofiticos de raiz, mas
gque demonstraram que apOs 48 horas poderiam cresiéarias resistentes. Dessa forma,
estes isolados foram avaliados também quanto absela&le uma maior concentracdo de
canamicina [200 pg.mt], ndo sendo observado nestas condi¢des crescinbacteriano
apos 6 dias de incubacdo a 28 °C. Desta formapladis TC3.4.2R3 foi selecionado para

construcdo da biblioteca de mutantes Tn5.

THA4. 4.3F1 ‘ CV3. 1.1F1
TH3.1.1R¢ CV2.4.3R:
N .

TC3.4.2R¢ TH3. 4.1R

TC3.4.1R1!

TH2 3.3R¢

Figura 5. Isolados d@urkholderiasp. capazes de inibir a podriddo mole. Os quatnogiros fragmentos foram
inoculados com o isolado @rkholderia+ P. carotovora(Pca) e o 5° fragmento apenas céoa.
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5.3 Andlise da atividade antimicrobianain vitro de Burkholderia sp.

contra P. carotovora in vitro

A atividade antimicrobiana vitro de Burkholderiasp. TC3.4.2R3 foi positiva para
P. carotovoral10RDF-04F, com a observacédo de um halo de imhigdaproximadamente
4,4 mm (Figura 6) a partir das margens da colérodyiora. Este resultado demonstra que a
bactéria selecionada para 0s ensaios seguintes utagénese apresenta atividade
antimicrobianan vitro contra o patdgeno, e que a producao de antibgfiode participar do

controlein vivodeP. carotovora

Figura 6. Zona de inibicdo da linhageBurkholderiasp. TC3.4.2R3 frente a bactéRa carotovorallORDF-
04F. As setas indicam o halo de inibicao.

Da mesma forma, a atividade antimicrobiana de caulante defectivo no controle a
podriddo mole também foi avaliada, a fim de vesifise a producdo de antimicrobiarnos
vitro pode estar envolvida na perda de capacidade deoleodaP. carotovora.Os dados
foram tratados pelo Test8tudeni{duas amostras independentes), com nivel de degiea
(o = 0.05), onde ndo foram observadas diferencadfisafivas (Tabela 2) entre o didametro
dos halos (Figura 7) produzidos por cada mutanteetsmgdo éBurkholderiasp. TC3.4.2R3

selvagem.
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Figura 7. Zona de inibicdo dos 16 mutantes Tn5 defectivosamirole da podriddo mole, frente a bactétia
carotovoral1ORDF-04F.

Tabela 2 - Producdo de agentes antimicrobiannsvitro contra P. carorotova pelos isolado
selvagemBurkholderiasp. TC3.4.2R3 e mutantes defectivos no controlgathiddo
mole em fragmentos foliares @ncidiumAloha lwanaga.

(continua)
Isolad(? Diametro do halo (mm) S'gnf'(‘;"j&'gsTeSta
Mutante 01 4,33%°" Ns
Mutante 02 3,33%%" Ns
Mutante 03 3,66™%% Ns
Mutante 04 4,33%%" Ns
Mutante 05 4,330577 Ns
Mutante 06 4,00 Ns
Mutante 07 3,007 Ns
Mutante 08 3,330°77 Ns
Mutante 09 4,33937 Ns
Mutante 10 4,00% Ns
Mutante 11 3,331 Ns

Mutante 12 4,330577 Ns
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Tabela 2 - Producdo de agentes antimicrobiannsvitro contra P. carorotova pelos isolado
selvagemBurkholderiasp. TC3.4.2R3 e mutantes defectivos no controlpathidao
mole em fragmentos foliares @ncidiumAloha lwanaga.

(concluséo)

Signficancia Testet

Isolado Diametro do halo (mm) (P<0.05
Mutante 13 5,00 Ns
Mutante 14 4,331 Ns
Mutante 15 4,339°7 Ns
Mutante 16 3,330°77 Ns

* NS = Nao significativo. Se P<0.05, rejeita-se (Hipotese nula — sem efeito), logo a
diferenca é significativa; se P>0.05, ndo ha ewid@nsuficientes para se rejeitar H1
(hipbtese alternativa), logo, a diferenca néo giagtiva.

5.4 Identificacdo molecular do isolado selvagem dgurkholderia sp. por

meio da andlise da sequéncia parcial do genecA

ApoOs a extracdo do DNA gendmico da linhagenBdekholderiasp. TC3.4.2R3 foi
realizado um PCR-gradiente para determinacdo dpeetura de anelamento ideal para os
primers Bur-1 e Bur-2, nas seguintes temperatutas &, 53 °C, 55.7 °C, 59.5 °C, 62.3 °C,
64 °C e 65 °C. Foi observado um produto amplificddaproximadamente 869pb, tamanho
esperado para a sequéncia parcial do gex®enas temperaturas 65 °C, 59.5 °C, 55.7 °C, 53
°C, 51.1 °C (Figura 8), sendo que para a tempexd&bir7 °C apresentou melhor intensidade.
Apos ensaios de otimizagdo, foi determinada umad¢eatura de anelamento de 56.2 °C para

as reacOes de PCR posteriores.
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Figura 8. Amplificacdo do geneecA parcial do isolad®urkholderiaTC3.4.2R3 por PCR Gradiente, utilizando
o par de primers BUR-1 e BUR-2. (A) 65 °C, (B) &% {C) 62.3 °C, (D) 59.5 °C, (E) 55.7 °C, (F) 53
°C, (G) 51.1 °C, com amplificagdo de um fragmere@®d@9pb. Marcador de peso molecular (M) Gene
Ruler 1Kb DNA ladder (Fermentas Life Sciences, Bras
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O produto de amplificagdo do gerexA do isolado deBurkholderiasp. TC3.4.2R3
foi sequenciado e comparado com sequéncias deiespmiEBurkholderia do Complexo
cepacia Burkholderia cepaciaB. cenocepaciaB. multivorans B. stabilis B. pyrrocinia B.
vietnamensisB. ambifarig B. anthinae B. dolosa, B. latens, B. diffusa, B. metallica, B.
arboris, B. ubonensis, B. contaminans e B.)latasequéncias das espéciagkholderia
graminis B. glathej B. plantarii, B. saccharie B. glumae para integracdo de um grupo
externo, e construcao da arvore filogenética. Asi&ecias contendo um total de 704pb foram
alinhadas no programa MEGA4.0, com o método de WeigJoining (NJ) para 1000
réplicas com base nas matrizes de distancia ganédiculadas pelo modelo de Kimura-2-
Parameter. Foi observada a formacédo de dois rarststas, o das espécies pertencentes ao
Complexo cepacia juntamento com o isolado TC3.4.2R®utro ramo, composto pelas
espécies do grupo externo (Figura 9).

Os genomovares do Complexo cepacia sao estreitam@ationados, de forma que
apenas alguns poucos testes bioquimicos e testikiplosisdo capazes de fornecer uma
identificacdo acurada. Testes moleculares basesaleaequéncia parcial do gerecA tem
apresentado uma variacdo da sequéncia de nucleofidea discriminacdo dos 5 primeiros
genomovares descritos para o Complexo, incluindes aspécieB. cepacia(genomovar ),

B. multivorans (ll), B. cenocepacia(lll), B. stabilis (IV) e B. viethamensis(V)
(MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; VANDAMME, 2002). No presente trabalho, foi
observado que o isolado endofitico TC3.4.2R3, primrge de raiz de cana-de-acucar e com
potencial aplicacdo biotecnologica no controle dgalo de bactérias fitopatdgenas, é
pertecente ao Complexo cepacia, podendo se tratasgécieB. cepacia onde apresentou
uma dissimilaridade menor que 3% e elevada consistéo ramo (Figura 9).
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i'j Burkholderia contaminans GU938671.1
Burkholderia contaminans GU938632.1

25
Burkholderia lata AM905032.1
g 100 | Burkholderia lata GU938654.1
14 Burkholderia metallica HM598394.1
" 43 Burkholderia metallica AM748094.1
] Burkholderia arboris HM446326.1
19

L Burkholderia cenocepacia GU938644.1
Burkholderia ambifaria AF323985.1

3 41DEI|jBurkholderia ambifaria EU079018.1

Burkholderia anthina AJ544692.1

100 — Burkholderia dolosa AF456033.1

17 Burkholderia dolosa AY753187.1

an| [ Burkholderia difusa AM748103.1

Burkholderia latens AM922300.1

Burkholderia latens AM748099.1
Burkholderia ubonensis AY619683.1
52! Burkh Y619682.1

g5 | Burkholderia cepacia GU188878.1
38 Burkholderia cepacia GU188877.1
k7 TC3.4.2R3

99 - Burkholderia cenocepacia GU938623.1
13 100 | Burkholderia stabilis HM598395.1
Burkholderia stabilis AF456046.1
Burkholderia pyrrocinia AF456032.1
E Burkholderia pyrrocinia EU079019.1
— 100 - Burkholderia multivorans HM598370. 1
4[ Burkholderia multivorans HM598378.1

51 r Burkholderia viethamiensis HM598364.1

00— Burkholderia vietnamiensis GU938666.1

4|7 Burkholderia glumae AJ551324.1
39

Burkholderia plantarii AJ551323.1

Burkholderia sacchari AJ550303.1

Burkholderia glathei AY619666.1
70

Burkholderia graminis AJ551267.1

0m

Figura 9. Arvore filogenética das espécies Berkholderiabaseado no alinhamento de sequéncias parciais do
generecA O isolado TC3.4.2R3 é suportado em uma ramo praisimo a espéci®urkholderia
cepacia Agrupamento calculado pelo método Neighbor-Jgir(ildJ) para 1000 réplicas com bases
nas matrizes de distancia genética calculadas\p&iodo Kimura-2-Parameter.

5.5 Obtencao de mutantes Tn5 dBurkholderia sp. TC3.4.2R3

O isolado endofitico TC3.4.2R3 d&urkholderia sp., obtido de raiz de cana-de-
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acucar, selecionado para geracao da colecao detesifen5, foi crescido em meio SOB a 28
°C por 18 horas e 1mL do pré-indculo foi semeado2&®mL de meio SOB até alcancar
densidade éptica de 0.672 (gF), que foi obtido apds 5 horas e 30 minutos, indobsob
agitacao (130 rpm) a 28 °C. Apo6s a transformacdcef@roporacéo, a suspensao bacteriana
foi semeada sobre meio LB e TSA 5% suplementado camamicina (200 ug.mf). De
acordo com este protocolo, foram obtidos 1788 dpresistentes ao antibiético canamicina,
sendo estocados em microplaca contendo meio TSBo ldfuido e 20% de glicerol,
armazenados no freezer a -20 °C.

5.6 Selecdo de mutantes Tn5 defectivos no contrala podriddo mole de

Oncidium Aloha lwanaga causada poP. carotovora

Foram avaliados 602 clones da biblioteca de mutaites derivados do isolado
TC3.4.2R3 deBurkholderiasp. Os clones que apresentaram uma variacdo nmleoda
podriddo comparado ao isolado selvagem foram agepelo menos trés vezes a fim de se
verificar a estabilidade do mutante e influéncia dariaveis, como umidade da placa,
condicao da planta do qual o fragmento foi obtido.

Pectobacterium carotevora 110RDF-04F x Burkholderia Tn5+ 96-P4

N F!ca ¥ lurll | IIB! Pca

Pea + Burk Tnb
Pectobacterium carotovara 110RDF-04F x Burkhoideria Tns+ 31-P4

Pea + Burk Tng
Pectobacterium carotovera 110RDF-04F x Burkholderia Tn5+ 38-P4

Pca + Burk Tnb :
Figura 10. Ensaios de controle da podriddo mole por mutaBte&holderiaTn5. Mutantes TC3.4.2R3 Tn5
defectivos no controle da podriddBca+BurkTn5); Burkholderia sp. TC3.4.2R3 selvagem P.
carotovora(Pca+Burkl15R-B8);P. carotovora(Pca).
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De acordo com a Figura 10, foi observado que mesaiéfectivos ndo foram capazes
de inibir o aparecimento da lesdo nos fragmentiiasrés de orquideas. Dessa forma, a partir
da analise de 602 clones, foram obtidos 16 possicandidatos que apresentaram

incapacidade total ou parcial do controle da p@drichole (Figura 11).

Figura 11. Ensaios de controle da podriddo mole pelos 16 megadefectivos que tiveram seu gene
noucauteado sequienciado. Trés fragmentos (sumeliteriais) contedo 5 pL da cultura diluid® 1
mutante Tn5 + 5 pL da cultura diluidd®1Pca Controle negativo (fragmento central) contendo 5
uL da cultura diluida 12 Pca Controle positivo (fragmento inferior) contendoub da cultura
diluida 12° daBurkholderiasp. TC3.4.2R3 (selvagem) + 5 pL da cultura dildidhdaPca.

5.7 Confirmacéo da insercdo do transposon Tn5 pormalise de PCR

A confirmacéo da insercdo do transposon Tn5 fdizada por meio da amplificacao

de dois fragmentos, um de 569pb utilizando o papriteers Tn5Fw e Tn5Rw, e outro de
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399pb, utilizando os par de primers Tn5F e Tn5Radir dos 16 mutantes candidatos. A
analise em gel de eletroforese revelou um fragmeatb69 (Figura 12) e 399pb (Figura 13)
para o DNA de todos os mutantes Tn5 selecionad® anomento, e a auséncia deste
fragmento no isolado selvagem. Este resultado moafgue os clones avaliados apresentam o
transposon Tn5 inserido em seu genoma, fato estepgumitira identificar o local de
integracéo e a caracterizagao da regido flanquaat#omnsercgéao.
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Mutantes Tn5 Selvagem

Figura 12. PCR para deteccdo da insercao do transposon nangede mutantes Tn5 utilizando o par de
primers Tn5Fw e Tn5Rw, e amplificacdo de um fragmete 569pb. A amplificacdo ndo ocorreu
para aBurkholderiasp. TC3.4.2R3 selvagem. Marcador de peso molecdgmreRuler 1kb DNA
ladder (Fermentas Life Sciences, Brasil).

————— —— I A ——— — —
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Mutantes Tn5 Selvagem
Figura 13. PCR para deteccdo da inser¢do do transposon nongede mutantes Tn5 utilizando o par de
primers Tn5F e Tn5R, e amplificagdo de um fragmeet899pb. A amplificagdo ndo ocorreu para a
Burkholderiasp TC3.4.2R3 selvagem. Marcador de peso molecidaeBuler 100pb DNA ladder
(Fermentas Life Sciences, Brasil).
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5.8 Clonagem, sequenciamento e analise das regidlesmqueadoras do

transposon TnS

Atualmente, estdo disponiveis em banco de dadokjindo o sistema Integrated

Microbial Genomes - IMG (http://img.jgi.doe.gov), Pathema (http://pathema.jcvi.org), o
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Nacional Center for Biotechnology Information (NGBMlicrobial Genomes &urkholderia
Genome Database (http://www.burkholderia.com/vid@Ahomes.dp 0s genomas
completos de dez linhagens Barkholderig estando outros projetos em andamento. Nestes
bancos de dados, estdo incluidas duas linhageBs ambifaria(MC40-6 e AMMD); cepas

de biocontrole associada a plantas; uma linhagenB.deietnamensisG4, um isolados
ambiental que degrada compostos aromatiBogontaminangepa 383, isolado do solB;
multivoransATCC 17616;B. lata 383 e quatro linhagens @ cenocepaciasendo duas de
solo, a MCO0-3 e AU1054, e duas de pacientes comsicistica, a J2315 e HI2424.

Com a finalidade de identificar as sequéncias #adoras do transposon Tn5 nos 16
transformantes da linhageBurkholderia sp. TC3.4.2R3, que perderam a capacidade de
controlar a podriddo mole causada porcarotovoraem fragmentos foliares dencidium
Alowa Iwanaga, as regides génomicas adjacentesaaspbson, que se integrou no genoma,
foram clonadas er&. coli DH50-pir. Os plasmidios contendo os insertos de interesaenf
extraidos, quantificados e linearizados com a eazierestricA&coR| permitindo observar
fragmentos que variaram entre 3.500pb a 10.000pimxenadamente (Figura 14). Para
alguns clones, foram observadas mais de uma bamdauma amostra de plasmidio, que
pode ter ocorrido por baixa eficiéncia ou inespeiddde durante a clivagem no pré-
tratamento do DNA gendmico para transformacadeemoli DH5a-pir eletrocompetente, ou
clivagem parcial durante a digestéo para lineadiaatp plasmidio.

Para o sequenciamento, dois clones de cada ismatdormante foram selecionados,
sendo o sequenciamento realizado a jusante e anterdom a utilizacdo dos primers KAN-
2 FP-1 e R6KAN-2 RP-1, e cada reagéao feita em cafalj resultando em 8 sequéncias para
cada transformante.

A analise das sequéncias flanqueadoras do transplms016 mutantes da linhagem
TC3.4.2R3de Burkholderiasp. esta sumarizada na Tabela 3. As sequénciasquirs 0s
mutantes continham mais de 500pb de boa qualidade gada primer, totalizando uma
regido de pelo menos 1000pb caracterizada adjaeemsercao do transposon Tn5. Para
quase todas as sequéncias foi observada uma elsiadaridade com as sequéncias de
nucleotideos e proteinas depositadas no GenBasgipditando a comparacao dos resultados

obtidos com as sequéncias de diferentes linhageBarétholderiasp.
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sion™ LE GQ Agarose (#R0491)

Figura 14. DNA plasmidial contendo o transposon EZ-Tn5 <R6K/KAN-2> extraido de células dg. coli
DH5a-pir e clivados com a enzima de restriggmRIpara linearizacdo do DNA circularizado.

5.8.1 Mutante com insercao na regido intermedidda Patatina

A anadlise da sequéncia de DNA identificado no metBarkholderiasp. TC3.4.2R3
MO1 apresentou alta similaridade a uma regidonmdiaria entre uma proteina semelhante a
patatina (a montante) e uma proteina hipotéticgugante), em diferentes espécies de
Burkholderia e de outras bactérias do Grupo Proteobacteriaur@id5). Os dois genes
flanqueadores do Tn5 apresentam sentindo Unictadscricdo, podendo estar envolvidos na
mesma via metabdlica ou funcdo, até mesmo podentiatsr de unoperon e a sequéncia
intergénica participar de sua regulagao.

Sequéncias intergénicas podem participar da re@ulagEnica se sobrepondo a
elementos promotores de genes. Kusano e Sugawd®d)(Hemonstraram por meio de
experimentos de impressao digital e mutagénese difigida, a existéncia de um possivel
gene regulatoriobcR de 930pb (e provavel proteina de 309 aminacidam)T hiobacillus
ferrooxidansFel localizado a montante do gebel1 de cdpia Unica. @bcL1-rbcSlforma
juntamente com docL2-rbcS20 operorrbe, descrito anteriormente por Kusano et al. (1991).
O rbcR localiza-se divergentemente abcLl com 144pb em posicado intergénica, e
possivelmente, a proteinm@cR se liga nesta regido, participando da regulaca@piyon
rbcL1-rbcS1
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Tabela 3 -Analise das sequéncias flanqueadoras do transpesprutantes dBurkholderiasp. TC3.4.2R3 de cana-de-agUcar, que apresentaf@ctididade no controle da
podriddo mole erR. carotovoraemOncidiumAlowa Iwanaga.

(continua)
Mutantes Regido Flanqueradora do Tn5 Presenca de dominios conservados
TC3.4.2R3 Identidade Megablast / Blastx &

MO1 Burkholderia cenocepacial2315 / Fosfolipase semelhante a patatina
Burkholderia cenocepacislC0-3 cd07209: Patatina hipotética similar a proteinalZl@deEscherichia coli Esta familia de fosfolipases consiste de
Cromossomo 1 glicoproteinas patatinas bacterianas e algunsgeptantes em eucariotos e archea. As proteinasmpataomatizam
95% foward e 94%reverse/ 99% mais de 40% do total de proteinas sollveis em dalahta-se de uma proteina de estoque, mas tambssui
foward e 99%reverse atividade enzimatica de uma hidrolase acil-lipidazatalisando a quebra de acidos graxos de mensblipfdicas.
Gene/CDS: Regido intermediaria a®roteina hipotética conservada
gene ‘“Fosfolipase semelhante al00264: Superfamilia Ferritin-like: proteinas qparticipam de um grande ndmero de fungdes, inctuiad
Patatind e uma “Proteina hipotéticaregulacdo do ferro, mono-oxigenacao, e producamdieais reativos. Alguns membros dessa supertinitiuem
conservada as bacterioferritinas, ferritinas, hidroxilases wxigenases alcano e aromaticos (AAMH), ribonuctisais

redutases R2 (RNRRZ2), acyl-ACP desaturases, pestei@ protecdo ao DNA, entre outras.

MO02 Burkholderia multivorans Nenhum dominio conservado
ATCC17616
Cromossomo 2
99% foward e 99%reverse/ 97%
foward e 95%reverse
Gene/CDS: ‘“Proteina hipotética
BMULJ 05093 com tracos da
sequéncia do “rRNA-23S”

MO03 Burkholderia multivorans Nenhum dominio conservado
ATCC17616

Cromossomo 2
99% foward e 100%reverse/ 95%
fowarde 97%reverse
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Tabela 3-Andlise das sequéncias flanqueadoras do transplesomtantes dBurkholderiasp. TC3.4.2R3 de cana-de-acgUlcar, que apresentafactididade no controle da

podriddo mole erR. carotovoraemOncidiumAlowa Iwanaga.

(continuacao)

Mutante Regido Flanqueradora do Tn5 Presenca de dominios conservados
Gene/CDS: “Proteina _ hipotética
BMULJ 05092 com tracos da
sequéncia do “rRNA-23S”
MO04 Methylobacteriunsp. 4-46 cl10013: Superfamilia das Glicosiltransferases ido GTB: Catalisam a transferéncia de moléculasglear a
partir de moléculas doadoras ativas para molécatzptoras especificas, formando ligagbes glicasdié\s
Gene/CDS: “Glicosiltransferasemoléculas aceptoras podem ser lipideos, protetmmpostos heterociclicos, e outros residuos deoickdios.
grupo T Apresentam estruturas de glicoconjugados extrem@m@inersas, refletindo uma grande variedade debim
No foundfoward e no foundreverse bioldgicas.
| 45%foward e 33%reverse
MO5 Burkholderia cenocepaciaU 1054 ¢d00189: TPR: Dominio repetitivo Tetratricopeptidémncontrado em uma variedade de organismos, mdui
Cromossomo 1 bactérias, cianobactérias, leveduras, fungos, gdamt seres humanos, em varias localizacdes sudresiul
No foundfoward e no foundreverse envolvidos em uma variedade de funces, incluindmteracdo proteina-proteina; chaperonas; ciclalael
/ 41%foward e 26%reverse transcricdo e complexos de proteinas de transporte.
Gene/CDS: “Glicosiltransferasecl10013: Superfamilia das Glicosiltransferases ido GTB: As glicosiltransferases catalisam a traréicia de
grupo T moléculas de acUcar a partir de moléculas doadtiess para moléculas aceptoras especificas, fatnbgacdes
glicosidicas. As moléculas aceptoras podem setelgs, proteinas, compostos heterociclicos, e outsiduos de
carboidratos. Apresentam estruturas de glicoconjog@xtremamente diversas, refletindo uma grandedaale de
funcBes bioldgicas
MO6 Burkholderia cenocepacisC0-3 pfam04898: Glu_syn_central: Glutamato sintase damdantral. O dominio central da sintase do glutantiga o
Cromossomo 1 dominio amidotransferase amino terminal com o danligante FMN.
96% foward e 98% reverse/ 95%
foward e 99%reverse cd00713: GItS: Glutamina amidotransferases classgh-AT), da glutamato sintase (GItS) tipo. GltSuén
homodimero que sintetiza L-glutamato a partir de@glutarato e L-glutamina, um passo importantasgmilagao
Gene/CDS: “Glutamato sintase de amodnia em bactérias, cianobactérias e plantas.

(ferregoxin)’




60

Tabela 3-Andlise das sequéncias flanqueadoras do transplesomtantes dBurkholderiasp. TC3.4.2R3 de cana-de-acgUlcar, que apresentafactididade no controle da
podriddo mole erR. carotovoraemOncidiumAlowa Iwanaga.
(continuacao)

Mutante Regido Flanqueradora do Tn5 Presenca de dominios conservados

cd00982: gltB_C: gltb_C. Este dominio encontra-seCGiterminal da subunidade grande (GLTB) da glutama
sintase (GItS). GItS codifica uma flavoproteina ptaro ferro-enxofre que catalisa a sintese de tagiato a partir
de L-glutamina e 2-oxoglutarato.

MQ7 Burkholderia cenocepacigC0-3 TIGR00895: 2A0115: Transporte de benzoato

Cromossomo 1

90% foward e 92%reverse/ 98% cd06174: MFS: A Superfamilia Facilitadora Princif®FS) € um grupo grande e diverso de transporésdor

fowarde 96%reverse secundarios que inclui proteinas uniporte, simpergntiporter. As proteinas MFS facilitam o tramgpae uma
variedade de substratos através da membrana sitafiliza interna, incluindo ions fosfatos de acUdamgas,

Gene/CDS: Tragos da sequéncia daneurotransmissores, nucleosideos, aminoacidosteleep. Em bactérias tém funcéo principalmente aaasorcdo

Transportadores da Superfamilia  de nutrientes e, como bombas de efluxo de drogascpaferir resisténcia a antibiéticos.

Facilitadora Principal MPS

“Dehidrogenases de cadeia-

curta SDR

M08 Burkholderia multivorans Nenhum dominio conservado
ATCC17616
Cromossomo 2
99% foward e 100%reverse/ 95%
foward e 93%reverse

Gene/CDS: “Proteina _ hipotética
BMULJ 05092 com tracos da
sequéncia do “rRNA-23S”
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Tabela 3-Andlise das sequéncias flanqueadoras do transplesomtantes dBurkholderiasp. TC3.4.2R3 de cana-de-acgUlcar, que apresentafactididade no controle da

podriddo mole erR. carotovoraemOncidiumAlowa Iwanaga.

(continuacao)

Mutante Regido Flanqueradora do Tn5 Presenca de dominios conservados
M09 Burkholderia multivorans Nenhum dominio conservado
ATCC17616
Cromossomo 2
99% foward e 98%reverse/ 97%
foward e 95%reverse
Gene/CDS: ‘“Proteina hipotética
BMULJ 05092 com tracos da
sequéncia do “rRNA-23S”
M10 Burkholderia cenocepaciaU 1054 ¢d00189: TPR: Dominio repetitivo Tetratricopeptid&mncontrado em uma variedade de organismos, mdmui
Cromossomo 1 bactérias, cianobactérias, leveduras, fungos, gdamt seres humanos, em varias localizacdes sudresiul
No foundfoward e no foundreverse envolvidos em uma variedade de funcdes, incluindintaracdo proteina-proteina; chaperonas; ciclalael
/ 38%foward e 32%reverse transcricdo e complexos de proteinas de transporte.
cl10013: Superfamilia das Glicosiltransferases igo GTB: As glicosiltransferases catalisam a trar&icia de
Gene/CDS: “Glicosiltransferasemoléculas de acUcar a partir de moléculas doaguiess para moléculas aceptoras especificas, fatnbgacdes
grupo T glicosidicas. As moléculas aceptoras podem setelgs, proteinas, compostos heterociclicos, e os+résiduos de
carboidratos. Apresentam estruturas de glicocodjog@xtremamente diversas, refletindo uma grandedaale de
funcdes biologicas.
M11 Burkholderia cenocepacisC0-3 TIGR00895: 2A0115: Transporte de benzoato

Cromossomo 1

92% foward e 95%reverse/ 98% c¢d06174; MFS: A Superfamilia Facilitadora PrincigFS) é um grupo grande e diverso de transporésdor

fowarde 97%reverse secundarios que inclui proteinas uniporte, simper@ntiporter. As proteinas MFS facilitam o trantpale uma
variedade de substratos através da membrana sito@liza interna, incluindo ions fosfatos de agudamgas,

Gene/CDS: Tragos da sequéncia daneurotransmissores, nucleosideos, aminoacidost&lpes. Em bactérias tém fungdo principalmente aasor¢éo

“Transportadores da Superfamilia de nutrientes e, como bombas de efluxo de drogascpaferir resisténcia a antibiéticos

Facilitadora Principal MFY
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Tabela 3-Andlise das sequéncias flanqueadoras do transplesomtantes dBurkholderiasp. TC3.4.2R3 de cana-de-acgUlcar, que apresentafactididade no controle da

podriddo mole erR. carotovoraemOncidiumAlowa Iwanaga.

(continuacao)

Mutante Regido Flanqueradora do Tn5 Presenca de dominios conservados

Dehidrogenases de cadeia-
curta_ SDR

M12 Burkholderia malleATCC10399 TIGR00895: 2A0115: Transporte de benzoato
Cromossomo 1
95% foward e 97%reverse/ 96% cd06174: MFS: A Superfamilia Facilitadora Princif®FS) € um grupo grande e diverso de transporésdor
fowarde 99%reverse secundarios que inclui proteinas uniporte, simpergntiporter. As proteinas MFS facilitam o tramgpae uma

variedade de substratos através da membrana sito@liza interna, incluindo ions fosfatos de agudamgas,
Gene/CDS: “Transportadores da  neurotransmissores, nucleosideos, aminoacidost&lpes. Em bactérias tém fungdo principalmente aasorcdo
Superfamilia Facilitadora Principal de nutrientes e, como bombas de efluxo de drogascpaferir resisténcia a antibidticos.
MES/ “Proteinas ligantes de cadeia

simples”

M13 Burkholderia multivorans Nenhum dominio conservado
ATCC17616
Cromossomo 2
99% foward e 99%reverse/ 92%
fowarde 100%reverse
Gene/CDS: ‘“Proteina hipotética
BMULJ 05092 com tracos da
sequéncia do “rRNA-23S”

M14 Burkholderia cenocepacid2315 pfam04898: Glu_syn_central: Glutamato sintase damdantral. O dominio central da sintase do glutantiga o
Cromossomo 1 dominio amidotransferase amino terminal com o danligante FMN.
96% foward e 98%reverse/ 97%
foward e 98%reverse cd00713: GItS: Glutamina amidotransferases classgh-AT), da glutamato sintase (GItS) tipo. GltSuén

‘Gene/CDS; “Glutamato sintase homodimero que sintetiza L-glutamato a partir de@glutarato e L-glutamina, um passo importantasgmilagao
(ferredoxina) de amodnia em bactérias, cianobactérias e plantas.
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Tabela 3-Andlise das sequéncias flanqueadoras do transplesomtantes dBurkholderiasp. TC3.4.2R3 de cana-de-acgUlcar, que apresentafactididade no controle da
podriddo mole erR. carotovoraemOncidiumAlowa Iwanaga.
(concluséo)

Mutante Regido Flanqueradora do Tn5 Presenca de dominios conservados
M15 Burkholderia cenocepacidl|2424 cd03505: delta9-MODAS-like: As &cido-graxos desades delta-9-acil lipidicas sdo encontrados em amgala
Cromossomo 1 gama de bactérias. Essas enzimas desempenham wgh gsapncial no metabolismo dos acidos graxos e da
96% foward e 95%reverse/ 98% regulacdo da fluidez da membrana celular. Em dbgengertebrados, insetos, plantas superiores e $usgo
fowarde 98%reverse encontrados as delta-9 e delta-11 acil CoA.

Gene/CDS: “Acido-graxo
desaturase

M16 Bukholderia cenocepaciaC184 COG4553: DepA: Pali-beta-hidroxialcanoato depoliaser[metabolismo lipidico].
Cromossomo 1
94% foward e 96%reverse/ 95% cl12031: Superfamilia Esterase_lipase: Esteraipases (inclui lipases fungicas, colinesterases, Estas enzimas

foward e 98%reverse agem sobre ésteres carboxilicos. O aparelho aatalisenvolve trés residuos (triade catalitica):edna, um
glutamato ou aspartato e residuos de histidin@sEssiduos cataliticos séo responsaveis peloeatagleofilico no
Gene/CDS: “Poli-beta- &tomo de carbono carbonilico da ligacdo Ester.

hidroxialcanoato depolimerdse
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A regido intergénica nocauteada pelo transposon po&e ainda conter uma
sequéncia génica nunca descrita. A analise pelo BiR&er demonstrou a presenca de
algumas ORFs para as sequéncias flanqueadoras ®omdor mutante 01. As ORFs (Open
Reading Frame) sao sequéncias de DNA que contéonadbel iniciacdo e codon de parada
gue sédo lidos no mesmo sentindo, podendo ser sgpgenes codificadores de proteinas.
Warren et al. (2010) cita que os principais prolaenem relacdo a anotacdo de genes
codificadores de proteinas em procariotos, enadogreem genomas unicos, incluem: a
presenca de numerosos genes genuinos sem algugé fatmmibuida (os chamados “genes
hipotéticos”); a presenca de genes que sdo desasotau com anotagbes que sdo
demasiadamente gerais para serem Uteis; e a dossisténcia de genes reais que nao séo
detectados.

As patatinas compdem uma familia de glicoproteqas somam mais de 30% das
proteinas sollveis totais em bataBolanum tuberosumsendo encontrados em todos 0s
cultivares. Em plantas, as patatinas sdo protedleagstoque, mas apresentam atividade
enzimatica lipolitica que catalisa a hidrolise reégpecifica de uma grande variedade de
lipideos acil, como os fosfolipideos, glicolipideasilfolipideos, e mono e diacil-gliceroéis
(ANDREWS et al., 1988). As patatinas sado enconradm grandes quantidades nos
tubérculos, e ndo muito frequentemente em outrgdodr das plantas, porém, em certas
condicdes podem ser induzidas a acumular altosisnem caules e peciolos (PAIVA,
LISTER; PARK, 1983).
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T I T T T T T T T T T t T T T T

-3409 K
I T T
- Sequence NC_007510.1: Burkholderia sp. 383

Proteina hipotética

| - Genes

Patatina

Beepl18194_AB252

Beepl5194_AG251

WP_370490.1

YP_370489.1

Beep18194_4
VP _370)

R6KAN-2RP-1 < > KAN2-FP-1

Figura 15. Contexto gendmico da insercdo do transposon EZ<R&Kyori/KAN-2> no DNA do mutante de
Burkholderia sp. TC3.4.2R3 MO01, flanqueando uma proteina hijpatétla superfamilia das
ferritinas (a jusante) e uma proteina semelhaptgatina (a montante).

Patatinas B2 de batata e fosfolipases @&PLAy) citossolicas em humanos
demonstraram compartilhar dominios conservadosroieipas homologas, contendo sitios
ativos, a mais comum,
(HIRSCHBERG et al., 2001)A posteriorj a ExoU, uma citotoxina tipo Ill, um fator de

uma triade das enzimas tigadi Ser-His-Asp (ou Glu)
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viruléncia dePseudomonas aeruginosaom atividade do tipo fosfolipase A, demonstrou
regides definidas de homologia protéica a pat&a& a cPLA, com uma diade putativa de
Ser-Asp, sendo considerada a primeira hidrolaselbamie a patatina descrita em bactérias.
Atualmente, outras proteinas semelhantes a patgdirfaram encontradas em diferentes
espécies de bactérias (SATO et al., 2003).

O envolvimento das patatinas em respostas de défdsaida na planta contra
patdogenos microbianos, na detencdo da multiplicdgdparasitas, ou no acumulo de sinais
envolvidos na inducdo de conjuntos de genes desalgheforam evidenciados. Dhondt et al.
(2000) observaram gque plantas de tabaco com |les@edticas aparentes, causadas pelo virus
mosaico, apresentaram reacdo de hipersensibilicatieum forte aumento na atividade de
Fosfolipases A(PLA,) soluveis. Esse aumento na atividade das fostdgp@ode mobilizar
acidos graxos insaturados da membrana lipidicaupgeres das oxilipinas. As oxilipinas
constituem uma ampla classe de compostos de dafess, resultantes da acdo de pelo
menos trés cascatas de enzimas individuais quebaligtam acidos graxos hidroperéxidos
(BLEE, 1998). Uma isoforma desta fosfolipase, coraiom atividade enzimatica, foi
parcialmente purificada e sua sequéncia N-termok@nonstrou similaridade com as
patatinas. Experimentos com RT-PCR (RealTime PalgseeChain Reactin) desenvolvidos
no mesmo trabalho, demonstraram uma rapida ativdcd@uscricional de trés genes
relacionados as patatinas de tabaco, nas folhextanfas pelo virus, e este evento precedeu ao
aumento da atividade da PiAEssa rapida ativacao da PlLécorreu apos o acumulo de 12-
oxofitodiendico e acido jasmonico, dois sinais ddeda em plantas derivados de acidos
graxos. Em outro trabalho, os autores observaram guacUmulo massivo de 12-
oxofitodiendico e acido jasménico ocorreu apenasonal onde uma proteina elicitadora de
morte celular foi infiltrada, e em outras areasssaoncentracdes foram baixas, indicando
uma resposta local, somente nas areas adjacees&®Ba DHONDT et al., 2002).

O jasmonato proporciona protecao contra patdgemadiversas espécies de plantas, e
pode envolver duas vias: a via jasmonato-etilenwiee de resisténcia sistémica. Os
mecanismos de resposta que o jasmonato desempEbreaos patdgenos ainda ndo sao bem
compreendidos, mas um estudo Amabidopsiscita que estes sinais podem induzir genes
relacionados a patogénese e defensinas (THALER; QWIEGGINS, 2004).

A proteina hipotética identificada a jusante daid@gntergénica onde o Tn5 se
inseriu, é descrita como pertencente de uma Supiidade ferritinas, que sao constituidas de
proteinas com um grande numero de funcdes biolgaano a regulacdo do ferro, mono-

oxigenagao, e producédo de radicais reativos. A3$-ALCI) desaturases pertecem a essa
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superfamilia de ferritinas, e de alguma forma podestar envolvidas na atividade das

patatinas, estando relacionadas a desaturacaoidies graxos, lembrando que estes sao
precursores das oxilipinas. Diferentes Acyl-ACP atiesases ja4 foram exploradas como
enzimas de potencial aplicacdo em industrias deéugém de 6leos vegetais monoinsaturados,
demonstrando a capacidade destas enzimas em racgifidipideos nas plantas (SCHULTZ;

SUH; OHLROGGE, 2000).

A analise dos genes nocauteados para o muBantéholderiasp. TC3.4.2R3 MO1,
levanta hipoteses de que um dos mecanismos que gxide envolvido no controle da
podriddo mole d®. carotovora,em plantas d®ncidiumAlowa Iwanaga, esteja relacionada
a Resposta Hipersensitiva (HR) elicitada por engipraduzidas por microrganismos.

A Resposta Hipersensitiva (HR) frente a microrgainis € uma das mais drasticas
reprogramacdes metabdlicas e celulares que diesregtulas de planta podem realizar. A HR
€ caracterizada por morte celular do hospedeire,cgatribui para o estabelecimento de um
estado de eficiente resisténcia antimicrobiana éhalas vivas ao redor da area de leséo,
devido a sintese de fitoalexinas e proteinas miadas a patogénese, e também o reforco da
parede celular nas areas vizinhas a infec¢cdo (DANBBHERICH; RICHBERG, 1996).

5.8.2 Mutantes com insercao na regiao codificadata Proteinas Hipotéticas

com tracos da sequéncia do 23S rDNA

Os mutante8urkholderiasp. TC3.4.2R3 M02, M03, M08, M09 e M13, apresemtara
uma insercdo do Tn5 dentro de uma proteina hipat&MULJ_05092 ou BMULJ_05093 de
Burkholderia multivoransATCC17616, apresentando tracos da sequéncia dorRB3,
quando estas sdo comparadas com o banco de dadwstdimas através do Blastx. No
entanto, a analise contra a base de dados do GepBameio da ferramenta Blastn, mostrou
um alinhamento com alto score e identidade paene go 23S rRNA.

A mutacao no gene 23S rRNA pode ter seu efeitoatatnente associado a mutacao
em si, devido a mudancas nos sitios de ligacdo rdéeipas ribossomais. Proteinas
ribossomais sé@o proteinas que em conjugacdo comNA,r compdem as subunidades
ribossomais envolvidas no processo celular de ¢&muProcessos bioldgicos que podem ser
afetados por alteracdo nos sitios de ligacdo aipad ribossomais envolvem resisténcia a
antibioticos, efeitos fisioldgicos (sensibilidadeeamperatura), e outros processos celulares
envolvidos com o crescimento (NOMURA; MORGAN, 1977)
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Consequéncias da mutacéo em regides do gene 235g&iNdescritas na literatura e
em sua maioria estdo envolvidas como determinaatesnudancas do padrao de resisténcia a
antibioticos. Quatro diferentes mutacdes em exmarios individuais sobre regides do 23S de
Mycobacterium smegmatisima linhagem contendo uma copia Unica do opeRMAY
resultaram em uma diminuigdo significativa na stibéjplade ao antibiotico nemulina, e
também resisténcia cruzada a cloranfenicol e lifdzo Tais mutacbes nem sempre se
posicionam diretamente no sitio de ligacdo aodi@titos, mas perturbam indiretamente a
estrutura dos sitios ligantes das drogas ou altarfiexibilidade local que causa a resisténcia.
No entanto, esta situacdo ndo é tdo simples, poiglguns casos, as mutacdes séo toleradas
por um organismo e deletérias ou letais para gugosm outros casos, um fenétipo de
resisténcia pode depender da presenca de multipldacdes nos rRNA ou nas proteinas
ribossomais (LONG et al., 2009). Outros trabalhektando a mudanca no padrdo de
susceptibilidade a antibioticos devido a diferantgacées no 23S ribossomal, geralmente se
localizando no centro da peptidil tranferase, edtg§poniveis na literatura, como a resisténcia
a evernimicina enttreptococcus pneumonid@DRIAN et al., 2000); oxazolidinona em
Escherichia coli(XIONG et al., 2000; BOBKOVA et al., 2003); eritnicina emThermus
thermophilus]GREGORY; CATE; DAHBERG, 2001); claritomicina drelicobater pylori
(KIM et al., 2002); anisomicina erdaloarcula marismortui(BLAHA et al., 2008), entre
outros.

Liiv e O’'Connor (2006) demonstraram que mutacdes288 rDNA, em regides
envolvidas na formacéo de sete das vinte pontégalgio de intersubunidades no ribossomo
de Escherichia coli afetaram a formacéo da subunidade 70S. Sabeesasqaubunidades dos
ribossomos sao unidas por uma série de pontesapeaservadas entre mitocondrias e
ribossomos eucarioticos e procarioticos. Além daaudas subunidades do ribossomo serem
importantes para o inicio da sintese de proteumaa,variedade de funcdes sdo propostas para
estas pontes, como a transmissao de sinais emttesduncionais de duas subunidades,
modulacdo do tRNA (RNA transportador) e fatoresnderacdo dos ribossomos, e mediacao
durante a movimentacdo de pequenas e grandes dabesi ribossomais durante a
translocacao.

A construcdo de uma biblioteca de mutantesBdeenocepaci&K56-2, utilizando
transposon, foi realizada a fim de se investiganegeimportantes para o sucesso da
colonizacéo destes isolados em infec¢cdes cronaslimao de pacientes com fibrose cistica.
Foram encontrados 102 mutantes defectivos na sebrevain vivo, ou que tiveram sua

capacidade atenuada, e as regifes flanqueadorsgi@ale insercdo do transposon foram
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identificadas. Genes envolvidos em cinco diferenteategorias: metabolismo,
duplicacado/recombinacéo/traducdo do DNA, regulaséperficie celular e transporte foram
identificados. Quatro dos 102 mutantes apresentararmsercao dentro do gene 23S rRNA,
em dois operons (HUNT et al., 2004). N&o se conage® momento a funcdo dos conjuntos
de rRNA na viruléncia d8. cenocepaciamas enk. coli, cinco dos sete operons de rRNA
presentes no genoma, Sao necessarios para datesapon 6timo crescimento em meio de
cultura complexo, enquanto todos o0s sete operamsieéessarios para rapida adaptacdo a
mudancas de nutrientes e temperatura (CONDON ,e1305). EmE. coli, acredita-se que
esse numero abundante de operons rRNA existensppoatar os altos niveis de producao de
ribossomos necessarios para uma rapida taxa dencezgo. Outras duas possiveis razées
para esse abundante nimero de coOpias pode sestlrpdd, uma delas pode ser que cada um
desses operons estdo envolvidos em funcdes cealidapecificas, ou estes operons operam
sobre condig@es fisioldgicas particulares, conterimantagem em algumas circunstancias, e
0 questionamento sobre a heterogeneidade entreramsofores dos operons tem sido
questionada (NOMURA; MORGAN, 1977). Em um estudmd@& multivoransATCC17616,

foi observado que esta linhagem possui 3 cromossateo3.4, 2.5 e 0.9 Mb de tamanho
(cromossomos 1, 2 e 3, respectivamente), e cadasgmmo contem pelo meno menos uma
copia do operon rRNA (KOMATSU et al., 2003).

Embora cinco mutantes foram apresentados (M02, MO33, M09 e M13) no
presente trabalho como defectivos para o cont@lgodiriddo mole, outros mutantes tambéem
apresentaram mutacdes para o 23s rDNA, no entimtobservado uma instabilidade deste
feno6tipo ao longo das repeticbes dos experimentdseseartados para esta andlise. A alta
ocorréncia de mutantes para o gene 23S rRNA padside favorecida pela natureza da
propria mutacdo. Como citado acima por Long €t28l09), mutacdes em determinados sitios
do 23S ribossomal pode elevar a resisténcia aedifes antibidticos, aumentando o fithess do
microrganismo, o que pode ter conferido vantagerarda o crescimento dos transformantes
em meio suplementado com canamicina, frente a®utesses de mutacbes que podem ter
sido deletérias ou fatais. O sulfato de canamitiiai@-se de um agente antibidtico da classe
dos aminoglicosideos. Os aminoglicosideos sdo eggidadrofilicos multifuncionais que
possuem alta afinidade para certas por¢cbes do R¥s$pecialmente para o rRNA de
procariotos (KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2009).

Finalizando, a associacdo da mutacdo no gene 288 ¢Bm o fenétipo dos mutantes
Burkholderiasp. TC3.4.2R3 M02, M03, M08, M09 e M13 observadaaié obscuro e exige

estudos mais aprofundados. No entanto, baseadiersura, é concebivel a hipétese de que,
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de forma similar &. coli, emBurholderia cenocepacja adaptagcéo a condicdes ambientais

in vivo podem requerer genes do operon rRNA.

5.8.3 Mutantes com insercdo na regiao codificadata Glicosil Transferase

do Grupo |

Os mutantesBurkholderia sp. TC3.4.2R3 M04, M05 e M10 apresentaram uma
insercdo do Tn5 dentro de uma proteina glicosifexrase do grupo 1 de diversas espécies
bacterianas. No entanto, a analise contra a bagdadies do GenBank, por meio da ferramenta
Blastn, ndo encontrou nenhuma sequéncia de DNAasim$ sequéncias flanqueadoras do
Tn5 nestes mutantes, podendo se tratar de alguotaima desconhecida que contenha
homologia de sequéncia ou sitios conservados ttasiifransferases.

As glicosiltransferases do grupo 1 catalisam asfea@ncia de moléculas de acglcar a
partir de moléculas doadoras ativas para molé@daptoras especificas, formando ligacbes
glicosidicas. Estas moléculas aceptoras podenipsgeds, proteinas, compostos herociclicos,
e outros residuos de carboidratos. Estas proteg@®sentam uma das enzimas mais
abundantes em sistemas biolégicos, sendo respams@ce catalisar a sintese de
gliconjugados. Os gliconjugados incluem glicoligigleglicoproteinas e polissacarideos, que
sdo sintetizados pela transferéncia de um residowonou oligossacarideo que inicia o
alongamento de uma cadeia de carboidrato. A glag@ € uma reacdo altamente especifica
em relacdo a configuracdo anomeérica do residugu=agae o sitio de adicdo (KAPITONOV;
YU, 1999).

As glicosiltransferases estdo envolvidas na sintEsenimeros compostos ativos
naturais contendo carbono, como 0s oligossacarideas biossintese de antibiéticos
(LUZHETSKYY; VENTE; BECHTHOLD, 2005). Em alguns aas fracbes de acucar
auxiliam a solubilizacdo de produtos naturais, foonar possivel que porcdes hidrofébicas
partiihem para fases aquosas, desse modo, estdbeconcentracoes intracelulares e
extracelulares. Este pode ser o caso de um aclclAG do tipohousekeepingadicionado
no nucleo heptapeptideo do teicoplanina ou na aatigianosila da ramoplanina. A analise
da sequéncia do cluster A40926 de biossintese dibiGito revelou um gene da
glicosiltransferase. Foi sugerido que esta glit@sitferase realiza a manolizagdo durante a
secrec¢do deste antibidtico, em contraste com onmisoa de transferéncia glicosil que ocorre

nos compostos quando dentro da célula. As tramsfi@a£ glicosil podem ter uma funcéo de
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protecdo a célula. Por exemplo, glicosilagbes qoenpvem uma inativacdo temporéaria do
antibiético recém-produzido podem ocorrer no miganismo. Somente quando o antibiético
latente é secretado, as glicosidades hidrolitieasvam o antibiotico pela remoc¢éo da hexose
(WALSH; MEYERS; LOSEY, 2003). Por meio deste estududde-se atribuir as
glicosiltransferases uma importancia ha modulagimdturacdo de antibiéticos, permitindo
gue estes sejam armazenados de forma inativa, gquab@celularmente, e realizar sua
ativacdo quando este é secretado para 0 meio extern

Ormefio-Orrillo et al. (2008) avaliaram 3 mutantes5 Tde Rhizobium tropici

estes foram avaliados quanto a capacidade de zalg@#u interna da raiz e rizosfera de milho.
Foi observado que os mutantes colonizavam a péantaenor extensao quando comparada a
linhagem selvagem. Parametros de motilidade edexaescimento também foram avaliadas
nestes mutantes, mas néo foram suficientes pat@axgssa mudanga no comportamento de
colonizacdo. No entanto, os mutantes apresentaransibflidade a um composto
antimicrobiano produzido pelo milho, a 6-metoxi@ikoxazolinona (MBOA), sugerindo que
este lipolissacarideo pode protegdrizobium tropicicontra as respostas de defesa da planta
durante a colonizacdo da rizosfera e raiz. A sefja&arcial de uma das regides flanqueadas
pelo transposon nestes mutantes demonstrou silaitlricom um@-glicosiltransferase, que
pode ser essencial para montagem deste lipolisdaoarOs lipolissacarideos (LPS) séo
complexos de glicolipideos, que sdo os principaimponentes das camadas externas da
membrana externa de bactérias Gram-negativas. lggikssacarideos sao importantes para a
interacdo com o ambiente e hospedeiros eucaridticos

Em interacdes planta-microrganismos, diversas fesga foram propostas para o
LPSs, contribuindo na adaptacdo celular para umodtontato célula-célula em relacbes
simbidticas, ou como uma barreira protetora contapostos antimicrobianos (LEROUGE;
VANDERLEYDEN, 2001; SHARYPOVA et al., 2003).

Os LPSs enB. cepaciatém sido associados como elicitadores da resplestiefesa
de Nicotinae tabacumcontra esporos do oomicet@hytophtora nicotianaeA atividade
elicitadora de defesa da planta tem sido associaiaa inducdo de proteinas-PR em plantas,
gue estdo associadas a resisténcia adquirida, ppoérco é conhecido sobre este mecanismo.
A resisténcia adquirida € definida como um sistemaesposta das plantas apds indugéo por
linhagens fracamente agressivas, avirulentas oan@gnos com formas incompativeis de
causarem doenca. Com a resisténcia adquirida, wpogde genes protetores, incluindo

agueles que estéo relacionados a patogénese,m@ssos (COVENTRY; DUBERY, 2001).
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Pode-se observar que a atividade da glicosiltreamsdeesta envolvida na biossintese
de diferentes compostos biolégicos, e uma mutagésesl gene pode alterar os mais diversos
aspectos do metabolismo em bactérias. Embora algxeraplos da literatura auxiliem na
tentativa de criar uma hipotese da importancia gla®siltransferases sobre o fenotipo
observado nos mutantes, a associacdo desta mupeésa ser estudada de forma
aprofundada, uma vez que cada glicosiltransferassup doadores, aceptores e ligagdes
especificas, que séo responsaveis pela biossidéstas estruturas complexas (UNLIGIL;
RINI, 2000). Além disso, existe um grande numeralitosiltransferases nos organismos, e
esta quantia esta proporcionalmente relacionadaccotmero total de genes no genoma. As
glicosiltransferases contabilizam cerca de 1% ad®% produtos génicos de um organismo,

sejam eles uma archea, uma bactéria ou um euclridti@SON et al., 2008).

5.8.4 Mutantes com insercao na regiao codificadata Glutamato Sintase

(ferredoxina)

A analise de dois mutantes Barrkholderiasp. TC3.4.2R3, M06 e M14, reveleram
uma sequéncia flanqueadora da insercdo do Tnbifidada para uma glutamato sintase
dependente de ferredoxina. A glutamato sintaséizata transferéncia redutora de um grupo
amido da glutamina para a posigaoeto da 2-oxoglutarato, resultando na formacadudes
moléculas de glutamato e aménia. A glutamato sntaenzima encontrada em diversas
plantas e bactérias, e ocorre em trés formas @istinmma glutamato dependente de NADH,
uma glutamato dependente de NADPH, e uma glutadapendente de ferredoxina. O
NADH, NADPH e a ferredoxina sao cofatores necessgrara transferéncia intermolecular.
Estas formas diferem na massa molecular, composig&ubunidades, cinética enzimatica,
especificidade de cofatores e antigénica, e fumgétabolica. Em bactérias, ocorrem duas
formas distintas, a ferredoxina-glutamato sintase ae NADPH-glutamato sintase
(NALBANTOGLU, 1998).

A glutamato sintase esta envolvida em diversosgssms como o metabolismo do
glutamato, aspartato e alanina; o metabolismo tlmg@nio principalmente em bactérias
fixadoras de nitrogénio; entre outras rotas meteda®(MENARD et al., 2007).

Em bactérias, o glutamato ndo € somente precumsoouttos aminoacidos, mas
também esta envolvido em outros processos biolégicomo a osmorregulacéo, fonte de

grupos aminos para producdo de antibidticos, e Buns casos, como precursor da
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biossintese de ferro, como substrato de protearasadoras de acila (ACP).

Bactérias que habitam ambientes que sofrem inflaétus produtos metabdlicos das
plantas e outros microrganismos necessitam de msewas osmoadaptativos para
sobreviverem nestes locais, uma vez que ha uma@randanca de composicao quimica ao
longo do tempo. O acumulo de glutamato Bdizobiumsp. tolerante a sais ja foi relatado
quando esta bactéria foi crescida em meio comoattaolaridade, sendo proposto que a via
glutamina sintetase / glumato sintase é importpata a biossintese de glutamato durante o
estresse salino. Em experimentos com pseumonadpgseirilla também foi observado um
acumulo de glutamato, porém os mecanismos relatisnao efeito do glutamato sobre a alta
osmolaridade ainda ndo sado bem explorados. Em ps@wos, foi observado que a
tolerancia osmotica apresentou correlagdo com dlidedte destes microrganismos em
colonizarem o sistema radicular de batata. Umagxjaiscacdes € que a alta concentracéao de
sais aumenta a transpiracdo da planta, e estatiraenaturais sdo a principal porta de
entrada para estes microrganismos. Desta formapunecdo em genes da glutamato sintase
pode afetar a habilidade de bactérias em colopiaatas, perdendo competitividade frente a
outros microrganismos no mesmo ambiente (MILLER; O\3D 1996).

As glutamato sintases podem, em alguns casos,eatu@omo precursores da
biossintese de ferro, servindo de substrato pasteipas carreadoras de acila (AC). As
proteinas carreadoras de acila (ACP) possuem papdfal na sintese e transferéncia de
grupamentos acila de uma variedade de produtadidgs. Além da biossintese de acidos
graxos, podem ser doadoras de grupos acil paratessi de fosfolipideos, lipidio A,
hemolisinas e acil homoserina lactonas (GONG; BYER®03), sendo muitas dessas
moléculas de natureza lipidicas, podem estar eiasd\na ativagdo do sistema de resposta de
defesa da planta, e no caso das acil homoseritanés; influenciar as interacbes entre
microrganismos de um mesmo ambiente e a sintesatd®oticos. As ACPs tratam-se de
proteinas que interagem com sistemas multienziogtie sintese de acidos-graxos ou
sintases policetideos, como a sintese de antib#fiolicetideos. Os policetideos sdo cadeias
de acidos graxos provenientes do metabolismo sédongue podem apresentar atividades
farmacolégicas como antitumorais, imunosupressoréigpalexinas e antibidticos
(WATANABE; PRASEUTH; WANG, 2007).

Em um estudo correlacionando o metabolismo primé&rsecundario na producdo de
antibioticos porStreptomyces tenebrariugoi observado que a biossintese de antibioticos
aminoglicosideos necessitam de um glutamato comte fde grupo amino reduzido por
reacOes de aminacdo (BORODINA et al.,, 2005). Negrte trabalho, diante da perda da
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capacidade destes mutantes em contflaarotovora emOncidiumAlowa lwanaga, pode-
se hipotetizar que a interrup¢do do gene da engintamato sintase afetou vias metabdlicas
centrais que indiretamente podem ter interferidositdese de antibidticos; ou talvez na
producdo de moléculas quorum sensing, que segulidoadura estdo associadas a regulacao
de diversos genes bacterianos associados a prodigdantibidticos e de interacdo
microrganismo-microrganismo e microrganismo-plama; adaptagdo ao meio durante a
colonizacéo, devido as evidéncias do glutamataogyaat da osmorregulacéo de bactérias em

ambientes com alto estresse hidrico, conferindtagam em competicédo pelo nicho.

5.8.5 Mutantes com inser¢céo na regiao codificadata Transportadores da
Superfamilia Facilitadora Principal (MFS)

A analise da sequéncia flanqueadora da insercdm8@m trés mutantes (M07, M11
e M12) de Burkholderia sp. TC3.4.2R3 estdo relacionadas com transportsddee
Superfamilia Facilitadora Principal (MFS). Esta &tfigmilia € um grupo grande e diverso de
transportadores secundarios, compostos de proteimperte, simporte e antiporte. Essas
proteinas MFS facilitam o transporte de uma vadedde substratos através da membrana
citoplasmatica interna, incluindo ions, acucareggcares fosfato, drogas, neurotransmissores,
nucleosideos, aminoacidos, peptideos e outrososohitrofilicos (LEMIEUX; HUANG;
WANG, 2004). Em bactérias, os sistemas de transgmatmitem a captacdo de nutrientes e
ions, a excrecao de produtos finais do metabolsmabstancias deletérias, e a comunicagao
entre células e com o ambiente (PAO; PAULSEN; SAIEFS8).

A PcaK é uma permease 4-hidroxibenzoato (4-HBA)sgmte na bactéria
Pseudomonas putid& pode mediar a quimiotaxia nessa bactéria. A Bcancontrada em
membros da MFS, sendo um transportador da familgntborter de acidos aromaticos. A
quimiotaxia € um fendmeno em que células bactesia®amovimentam no ambiente de
acordo com a disponibilidade de certas substarmpiamicas. Em ensaios de quimiotaxia
feitos com mutantes completamente defectivos naeespo da PcaK, o 4-HBA néo
conseguiu se difundir pela membrana plasmaticagemtio da célula em taxas que a bactéria
fosse capaz de sentir e responder a este acidoicog@ pode influenciar na motilidade e
colonizacéo de nichos (DITTY; HARWOOQOD, 2002).

Em Erwinia amylovora o agente causal da doenca da ferrugem em rosageas

sistema de transporte de efluxo de multidrogasliauxa competicaan vitro com bactérias
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epifiticas. E. amylovoraacessa os tecidos da planta, colonizando a scipedd estigma,
competindo por espaco e fonte de nutrientes comnaucidade epifitica. Diversos desses
microrganismos epifiticos sdo capazes de sinteam#ibioticos que podem antagonizar a
bactéria fitopatogénica. Foi identificado um trasrsapdor de efluxo de multidrogdorM, da
MFS, que confere B. amylovoratolerancia as toxinas produzidos por esses mianisgos.
Um mutante NorM foi construido e embora sua viruléncia fosse olaskr na planta
hospedeira, o fitopatdbgeno se tornou suscetivelambibioticos produzidos pelo epifitos,
mostrando que os transportadores da MFS podem &@pamm importante papel na
competicdo entre 0s microrganismos no ambientesiraigt (BURSE; WEINGART,
ULLRICH, 2003). Sistemas de resisténcia a mulgdsoe solventes organicos podem ser
observados emPseudomonas aerugingsaB. cepacia Burkholderia pseudomallgi
Stenotrophomonas maltophili@ o ndo patdogenBseudomonas putigda sdo causadas pela
sinergia entre a baixa permeabilidade da membratesna combinada com a expresséo de
um conjunto de proteinas transportadoras espexifieates sistemas, além do efluxo de
drogas, exportam outros compostos: biocidas, cesamketergentes, inibidores metabalicos,
solventes organicos e moléculas envolvidas na cmacdo célula-célula em bactérias
(SCHWEIZER, 2003).

Outra proteina transportadora representante dasdé®s sideroforos. Os sideréforos
sao definidos como compostos microbianos de baeso molecular com uma alta afinidade
por ferro. Sua funcdo é mediar a captacdo de fera as células microbianas. Embora a
maior parte dos sideroforos seja soluvel em ageceetada para o ambiente, existem alguns
sideréforos que ndo sdo secretados em sua towlidatho a micobacitinas, sintetizadas por
micobactérias, que sdo localizadas entre o envetmelar. A principal funcdo dos
sideroforos € adquirir ferro de hidroxidos insoidveu de ferro absorvido de superficies
sélidas, mas também sdo capazes de extrair ferncaddes outros compostos sollveis e
insolUveis, como o citrato férrico, fosfato férri¢ee-transferrina, ferritina ou ferro conjugado
a acucares, pigmentos flavondides de plantas, eoiteos. Em ambientes onde a
disponibilidade de ferro é limitada, uma alta coniazdo local de sideréforos pode ser
produzida quando existem células vizinhas. Estarpupducdo de sideréforos pode ser um
recurso a ser utilizado na adaptacdo de bactéribsngos em seus hospedeiros, e na
capacidade do aumento da viruléncia (WINKELMANNQ2Y) sendo mais um mecanismo
para competicdo entre microrganismos.

A mutacdo em proteinas transportadoras da MFS pedeltar em diferentes

consequéncias metabdlicas aos microrganismos, qdenp resultar em uma redugcdo do
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fitnessda bactéria no ambiente e menor competitividad&ldeao aumento da suscetibilidade
a antibidticos e compostos téxicos produzidos pas hospedeiros, e competitividade contra
microrganismos vivendo no mesmo ambiente, na cagdmeipor nutrientes, motilidade e
diversos outros mecanismos biolégicos. Assim comgliaosiltransferases, diversas familias
de transportadores da MFS ocorrem em bactérias, diterentes proteinas que realizam
inUmeras atividades biolégicas. Logo, um estudosmagrofundado sobre esta proteina de
transporte membranico € necessario para relacanénoétipo defectivo dos mutantes frente

a podriddo mole em orquideas.

5.8.6 Mutante com insercdo na regidao codificadoraa dPoli-beta-

hidroxialcanoato Depolimerase

A sequéncia flanqueadora da insercdo do Tn5 ideadd no mutante M16, restao
relacionadas a uma Poli-beta-hidroalcanoato depodise. Os poli-hidroxialcanoatos (PHAS)
bacterianos sdo poliésteres hidroxiacidos prodszaomo granulos intracelulares por uma
grande variedade de bactérias quando crescem afic@es subdtimas. Os granulos de PHA
correspondem em mais de 90% do peso seco da badéndo sua diversidade quimica
muito ampla. A maioria das bactérias acumula PHA@®@stoque de carbono e energia se
uma fonte de carbono é disponibilizada em excesse, qualquer outro nutriente, como um
nitrogénio, enxofre, fosfato, ferro, magnésio, psid ou oxigénio esta limitado. Quando o
suprimento de um nutriente se torna limitado, o Pldéde ser depolimerizado e
subsequentemente metabolizado como uma fonte deormare energia (KESSLER;
WITHOLT, 2001). A importancia ecolégica do acumule PHAs é cogitada para que seja
usado pela bactéria para aumentar a capacidadebdevivéncia e tolerancia ao estresse em
mudancas ambientais, e determinante competitive @sdfontes de carbono e energia séo
limitadas, como encontradas muitas vezes no sakosfera (KADOURI et al., 2005). Com
um melhor estudo, sera possivel compreender aduggé o PHAs como um polimero de
estoque de fundamental importdncia em ecologia ofii@na, e tratar de estratégia
beneficiadora da manutencédo de inoculantes emgsliasolos.

A via de degradacdo do PHA é iniciada com a demulmacdo do PHA para
monomeros d@-hidroxibutirato por uma PHA depolimerase (codifiogpelapha?), e pode
ocorrer tanto intracelularmente ou extracelularmeAs PHA depolimerases sdo secretadas

extracelularmente por varias bactérias de ambient&® variados, sob condi¢cdes aerdbicas e
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anaerobicas. Esta secre¢do externa serve pailzacat de PHAs no ambiente apos a lise de
células em que estes compostos foram acumuladoscdainaste, as PHA depolimerases
intracelulares degradam granulos de PHA acumuledeshamente em casos de auséncia de
fontes adequadas de carbono e energia exogena (KIRDEX al., 2005).

Avaliando dois mutantes déseudomonas resinovorgnsm com atividade total e o
outro com atividade parcial bloqueada por uma frasigdo no gene phaZ, que realiza a
depolimerizacdo do PHA, foram comparados ao setwa@s pesquisadores observaram que
0s mutantes, quando crescidos em meio contende é@nhitrogénio limitada por 5 dias, ou
excesso de nitrogénio por 3 dias. Um decréscimmdliao na quantidade PHA foi observado
no selvagem durante os 5 dias de limitagdo de gd@tio, enquanto que para as duas
linhagens mutantes néo foi observada nenhuma madescduas fases de crescimento. Estes
resultados demonstram a importancia da atividade edaima polihidroxialcanoato
depolimerase na adaptacdo a variagbes de dispdadsl de nutrientes no ambiente
(SOLAIMAN; ASHBY; FOGLIA, 2003).

Portanto, as PHAs depolimerases podem desempemnmamportante papel para
adaptacéo de células bacterianas em diferentescéesdle estresse ambiental, como a baixa
disponibilidade de nutrientes e fatores quimictscds e biolégicos nocivos. Para lidar com
essas mudancas em ambientes oligotroficos, muéteeriias desenvolvem estratégias para
sobrevivéncia, e 0 acumulo e degradacdo de PHAnftripotetizadas como uma forma das
bactérias melhorarem seu estabelecimento, prajdierae sobrevivéncia em ambientes

competitivos.

5.8.7 Mutante com insercdo na regido codificadoraa dAcido-graxo

Desaturase

A mutacao identificada para a sequéncia flanqueadorTn5 no mutante M15 foi
identificada para o gene de uma &cido-graxo dess#urAs acido-graxo desaturases sao
enzimas que desempenham um papel essencial no ali@tab dos acidos graxos e a
regulacéo da fluidez da membrana celular. Sabetseligersos tipos de estresses ambientais,
como térmico e osmotico, causam alteracdes nasipdaples fisicas da membrana lipidica de
células vivas. Estas células percebem estas dtgaga proteinas sensoras e transferem estes
sinais do ambiente por uma comunicac¢éao via siraisahsducdo, que resultam na regulacao

da expressao génica. O estado fisico da membzidac# age diretamente sobre a regulacéo
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da atividade das proteinas de membrana, como sldcagdo de pequenas moléculas, canais
de ions, receptores associados as proteinas kiragesteinas sensoras (LOS; MURATA,
2004). As enzimas acido graxo desaturases mostraeanimportantes para adaptacdo de
Bacillus subtilisao choque térmico quando expostas a baixas tetupesg WEBER et al.,
2001).

Em plantas, acido graxo desaturases podem desearpergortante papel em sistema
de defesa em plantas. Uma mutacéo recessiZaesultou em um aumento na resisténcia a
Peronospora parasiticaporém, em contraste, um subconjunto de respastasiefesa
reguladas pela via de sinalizacdo do acido jasroddit), incluindo a expressao de defensina
e a resisténcia Botrytis cinereapela planta foi prejudicada. Uma abordagem baseada
mapeamento dssi2mostrou que esta codifica uma estearoil-ACP dessgyum acido graxo
desaturase arquetipico membro de uma familia dpfgraxos desaturases solluveis. Estas
enzimas desempenham um importante papel na requtkgdivel geral de acidos graxos
insaturados da célula, e neste trabalho foi obdergae diferengas no perfil de 4cidos graxos
insaturados levam a inducdo de determinadas respdst defesa e a inibicdo de outros,
propondo que sinais derivados dos acidos graxosila@mda comunicacdo de diferentes vias
de sinalizacdo (KACHROO et al.,, 2001). Este trabattemonstra que as &cido graxo
desaturases podem se comportar como elicitadorasspesta de defesa na planta, mas a
possibilidade de enzimas dessa natureza, deriv@asicrorganismos, estarem envolvidas
neste mecanismo exigem estudos mais aprofundados.

Os resultados obtidos até o momento levantam adspdle que varios mecanismos
podem atuar em conjunto para o controle biol6égied?d carotovorapor B. cenocepacia
TC3.4.2R3 emOncidium Estes possiveis mecanismos estdo associadosteseside
compostos antimicrobianos, inducéo de respostaefdsa na planta hospedeira, competicao
por nutrientes, capacidade de colonizagéo, intesa@htre microrganismos, entre outras
estratégias.

Compant et al. (2005) em sua revisdo, reforca ia idé que diferentes mecanismos
estdo associados ao controle de patdgenos, de8ds dicetas contra o patdgeno, e acdes
indiretas, mediando os sistema de defesa da plaatdre os mecanismos citados pelo autor,
estdo: a competitividade durante a colonizacddatda que é dependente da competéncia de
cada microrganismo em sobreviver e proliferar nesidbs da planta por um periodo
consideravel de tempo, na presenca dos habitaatesais e frente as condicdes ambientais.
A biossintese de aleloquimicos bacterianos poddriboim nesta competicdo, como a

producdo de sideroforos quelatizantes de ferro i@rtds naturais geralmente possuem uma
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baixa biodisponibilidade de ferro), antibiéticogdidas volateis, enzimas liticas (parasitismo
em fungos), e enzimas de detoxificacdo (detoxifioage fatores de viruléncias produzidos
por patdgenos e toxinas vegetais). Somando a gsegsiedades, a interacdo com o
hospedeiro, através da inducdo do sistema de dg&Ry um fendbmeno semelhante a SAR
resisténcia sistémica adquirida, que difere por ndosar sintomas visiveis na planta
hospedeira e sim apenas uma reacao de hipersetzglbil geralmente induzida por bactérias
nao patogénicas a planta. A SAR se desenvolve quanglanta ativa com sucesso seu
mecanismo de defesa em resposta primaria a infqu@g@om patdgeno, onde ocorre uma
lesdo necrotica local e excisédo do tecido.

Este trabalho é mais um exemplo que, a supressdoesigas em plantas por agentes
de biocontrole esta relacionada aos multi-fatorase gnteragem simultaneamente,
configurando as interacdes ecolégicas no meio. &liagdo de variacdes fenotipicas de
mutantes produzidos por técnicas de mutagénesédrdea a identificacdo de genes

associados, mostram que esta estratégia é adguaradestudos de sistemas complexos.
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6 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos no presente esfodan identificados 7 genes

associados ao controle da podriddo mole, comfisspossivel concluir que:

» Isolados deBurkholderiaspp. obtidos de cana de aglUcar sdo capazes delapatr
podriddao mole d®ncidiumsp. causada p®t. carotovora,

» A mutagénese aleatéria por transposon constitui aim@rdagem eficiente na
identificacdo de genes envolvidos no controle ddrigdo mole ddPectobacterium
carotovora pela linhagem de Burkholderia cepacia TC3.4.2R3 (O
SEQUENCIAMENTO DO GENE Rec MOSTROU ISSO), permitngerar uma

biblioteca de mutantes com perda da expressadeternties genes;

» O controle deste patégeno @r cenocepacid C3.4.2R3 enOncidiumocorre por
meio da producdo de compostos aleloquimicos, cogdpetpor nutrientes,
adaptacdo as condicbes ambientais, interacdo cqiarda hospedeira, e entre

microrganismaos.

» Como perspectiva futura, um estudo mais aprofundagartir de uma analise mais
especifica e pontual para cada gene interrompigkili;xdo no entendimento dos
processos alterados nestes mutantes e a sua ingpartdas interacdes entre

microrganismos em sistemas bioldgicos.
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