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RESUMO

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

A bacteriaPectobacterium carotovora causa 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 interagcdes com o seu hospedeiro, com
outros microrganismos, e com 0 ambiente. Resultagegntes demonstraram que bactérias
endofiticas do génerBurkholderia sdo capazes de controlar a podriddo mole em aggiice tem
sido observado e®@ncidium que a aplicacdo da bactéria pode reduzir em &€ k¥ 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¢cdo 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 Tn5. Podriddo mole
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ABSTRACT

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

The bacteriumPectobacterium carotovora cause 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 tBurkholderia genus
were able to control the soft rot @rchids, and has been observeddncidium that 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 carotovora. We 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.



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&atobaterium carotovora é 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@Bnekholderia sdo 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
Burkholderia sp., 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



bactéria.

O controle deP. carotovora em Oncidium flexuosum foi demonstrado em estudo
utilizando isolados endofiticos, onde apenas issdateBurkholderia obtidos 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 carotovora e
Burkholderia sp. resultaram no controle de 100% dos sintompes# 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 controleodagfio mole dé . carotovora por uma
linhagem endofitica dBurkholderia sp. Os resultados obtidos poderdo permitir umdnonel
compreensao dos mecanismos envolvidos na completesiagdo da triade patdgeno-

hospedeiro-agente de controle bioldgico.



6 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos no presente esfodan identificados 7 genes

associados ao controle da podriddo mole, comfisspossivel concluir que:

> Isolados deBurkholderia spp. obtidos de cana de aglUcar sdo capazes delapatr
podriddo mole d®ncidium sp. causada p®t. carotovora,

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

biblioteca de mutantes com perda da expressadeternties genes;

» O controle deste patégeno f&rcenocepacia TC3.4.2R3 enOncidium ocorre 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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