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RESUMO

O género Burkholderia € composto por bactérias gram-negativas, ndo fermentativas,
aerObias, taxonomicamente pertencentes a classe [(-Proteobacteria (Filo
Pseudomonadota). Esse género de bactérias é capaz de colonizar diversos
ambientes, como solo, rizosfera, agua doce e diferentes hospedeiros, incluindo
fungos, plantas, insetos e mamiferos, inclusive seres humanos. Além disso,
Burkholderia spp. produzem moléculas com atividade antifingica e antibacteriana,
possibilitando a sua aplicacdo no controle de fitopatdbgenos. Dentro desse género
existe um grupo denominado de complexo Burkholderia cepacia (Bcc), que pode
infectar pacientes imunocomprometidos e portadores de fibrose cistica, sendo
considerado um patégeno oportunista, demonstrando que estas bactérias podem
apresentar interacfes benéficas e/ou prejudiciais ao seu hospedeiro. O
sequenciamento do genoma dessas bactérias tem demonstrado que espécies
pertencentes ao grupo Bcc apresentam diferentes mecanismos de interacdo que
possibilitam a ocupacédo de nichos diferentes no solo, plantas e animais, decorrente
da colonizacdo de ambientes completamente contrastantes e estratégias diferentes
de interacdo com o seu hospedeiro e/ou diferentes micro-organismos. Burkholderia
spp. apresentam um cluster génico, denominado cluster WCB, o qual apresenta
genes responsaveis pela biossintese de acUcares, metabolismo de lipideos,
glicosiltransferases e proteinas de transporte responsaveis pela sintese de cépsula
(EPS). Entretanto, o papel desta capsula e destes genes na interacdo destas
bactérias no ambiente ndo esta bem compreendido para as espécies do grupo Bcc,
embora estudos prévios sugiram que esteja envolvido nos mecanismos de interacdo
no ambiente. Portanto, esse trabalho busca avaliar o papel da capsula, produzida por
Burkholderia cenocepacia H111, nos mecanismos de interagcdo ambiental. Para isso,
genes do cluster wch foram deletados, e 0s nove mutantes obtidos tiveram suas
delecdes confirmadas e seu fendtipo avaliado com relacéo a capacidade de producao
de antifungicos contra fungos de diferentes espécies do género Fusarium e viruléncia
ao pimentdo. As delecbes dos genes wcbA, wcbB e fkbM foram confirmadas. Nao
foram observadas diferencas na producdo de antifungicos pelas mutantes. Com
relacdo a viruléncia ao pimentdo, foi observado que o gene fkbM é um fator de
viruléncia de B. cenocepacia H111 a esta planta. Os resultados obtidos nesse
trabalho sugerem que a capsula de B. cenocepacia H111l estd envolvida em
mecanismos de interagcdo no ambiente.

Palavras-chave: cdpsula, ecologia microbiana, mutagénese, interagao.



ABSTRACT

The genus Burkholderia is composed of bacteria gram-negative, non-fermentative,
aerobias, taxonomically belonging to the class B-Proteobacteria (Phylum
Pseudomonadota). This genus of bacteria can colonize several environments, as
soils, rhizosphere, fresh water and different hosts, including fungus, plants, insects
and mammals, including humans. In addition, Burkholderia spp. produce molecules
with antifungal and antibacterial activity, turning able your application in
phytopathogen control. Inside this genus, exists a group named Burkholderia cepacia
complex (Bcc), that can infect immunocompromised patients and cystic fibrosis
patients, being considered an opportunistic pathogen, demonstrating that these
bacteria can present beneficial and/or harmful interactions for the host. Genome
sequencing of this bacteria has shown that species that belong to the Bcc can have
different mechanisms in interaction that turn able the occupation of different niches in
soil, plants, and animals, resulting of colonizing environmental completely contrasting
and different strategies of interaction with the host and/or different microorganisms.
Burkholderia spp. has a gene cluster, call wcb cluster, that have genes responsible of
polysaccharides synthesis, lipids metabolism, glycosyltransferase, and transport
proteins responsible of capsule synthesis (EPS). Meanwhile, the function of the
capsule and that genes in interaction of this bacteria in the environment is not really
understood for Becc species, although previously studies suggest that it can be involved
in mechanisms of environmental interaction. Therefore, this work aims to evaluate the
function of the capsule, produced by Burkholderia cenocepacia H111, in the
mechanism of environmental interaction. For that, genes of wcb cluster were deleted,
and nine mutants obtained had their deletions confirmed and their phenotypes
evaluated with respect to the capacity of antifungal production against different
species of Fusarium genus and virulence in sweet pepper. The deletions of wcbA,
wcbB and fkbM genes were confirmed. There is no difference between antifungal
production by the mutants. About sweet pepper virulence, were observed that the fkbM
gene is a virulence factor for Burkholderia cenocepacia H111 for that plant. The results
obtained in this work suggests that capsule of Burkholderia cenocepacia H111, is
involved in mechanisms of environmental interaction.

Keywords: capsule, microbial ecology, mutagenesis, interaction.
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1. Introducéo

O género Burkholderia € composto por bactérias gram-negativas, nao
fermentativas, aerdbias, taxonomicamente pertencentes a classe B-Proteobacteria
(Filo Pseudomonadota). Esse género de bactérias é capaz de colonizar diversos
ambientes, como solo, rizosfera, agua doce e diferentes hospedeiros, incluindo
fungos, plantas, insetos e mamiferos, inclusive seres humanos (Coenye e
Vandamme, 2003; Eberl e Vandamme, 2016). Além disso, Burkholderia spp.
produzem moléculas com atividade antifungica e antibacteriana, possibilitando a sua
aplicacdo no controle de fitopatogenos. Dentro desse género existe um grupo
denominado de complexo Burkholderia cepacia (Bcc), que pode infectar pacientes
imunocomprometidos e portadores de fibrose cistica, sendo considerado um
patdgeno oportunista (LiPuma, 2010). Esse complexo também estd associado a
guadros endémicos de septicemia aguda, conhecida como sindrome cepacia. Essa
sindrome pode ser observada em até 20% dos pacientes infectados, que foram
atendidos em um centro de fibrose cistica em Toronto. Também apresentam
resisténcia a antibiéticos, alta taxa de transmisséo e viruléncia, e de troca de material
genético entre as diversas linhagens gerando novas variantes (LiPuma, 2010).

As bactérias apresentam interacbes benéficas e/ou prejudiciais ao seu
hospedeiro (Depoorter et al., 2016). E possivel a identificacio de espécies capazes
de promover crescimento em plantas, melhorar o fithess de fungos, fazer controle
biolégico ou causar doencas em plantas e animais (Eberl e Vandamme, 2016).
Sequenciamento do genoma dessas bactérias (Ho e Huang, 2015; Naughton
et al. 2016) tem demonstrado que espécies pertencentes ao grupo Bcc apresentam
diferentes mecanismos de interacéo que possibilitam a ocupacéo de nichos diferentes
no solo, plantas e animais, decorrente da colonizagcdo de ambientes completamente
contrastantes e estratégias diferentes de interacdo com o seu hospedeiro e/ou
diferentes micro-organismos.

Algumas espécies do Bcc podem viver comensalmente em plantas, em intima
associacdo com raizes, sendo uma das bactérias mais abundantes nas raizes e na
rizosfera de diferentes espécies vegetais (Nacamulli et al., 1997), podendo ter
diversas aplicacdes biotecnolodgicas, como biocontrole,

biodegradacao/biorremediacdo (Depoorter et al., 2016; Eberl e Vandamme, 2016),
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promocéo de crescimento vegetal (fixacdo de nitrogénio e producao de fitohormonios)
(Santos et al., 2001; Perin et al., 2006), producédo de biopolimeros (Perin et al., 2006)
e producéao de antifungicos (Parker et al., 1984; Mao et al., 2006).

Burkholderia spp. apresentam um cluster génico, denominado cluster WCB, o
qual apresenta genes responsaveis pela biossintese de aclUcares, metabolismo de
lipideos, glicosiltransferases e proteinas de transporte (Cuccui et al., 2012).
Entretanto, o papel desta capsula e destes genes na interacdo destas bactérias no
ambiente ndo estd bem compreendido para as espécies do grupo Bcc, embora
estudos prévios sugerem que esteja envolvido nos mecanismo de interacdo no
ambiente (Kim et al., 2005). Dessa forma, estudos devem ser conduzidos para um
melhor entendimento da funcdo destes genes nos mecanismos de interacdo de
Burkholderia spp. com o seu hospedeiro e com outros micro-organismos associados.

Com relagdo a viruléncia foi observado que a inativacdo do gene wchE,
homologo a uma glicosiltransferase de B. pseudomallei, resulta na perda de
lipopolissacarideo (O-PS tipo I) e viruléncia atenuada em modelo animal (Reckseidler
et al., 2001; Cuccui et al., 2012; Dando et al., 2016). Também foi observado que um
mutante insercional para o gene glicosiltransferase em B. pseudomallei resultou em
uma linhagem sem capsula e menos virulenta quando comparada com a bactéria
selvagem, indicando que a expressdo desse gene é essencial para sua viruléncia
(Reckseidler-Zenteno et al., 2010).

Em Burkholderia cenocepacia H111, isolado de pacientes portadores de
fibrose cistica, o cluster WCB néo foi essencial para o fenotipo mucéide (Miller et al.,
2015). Foi sugerido pelos autores que a biossintese desses polissacarideos poderia
envolver fatores especificos para cada espécie de Burkholderia, e ndo somente o
cluster WCB.

Alem disso, foi observado que este cluster wch € regulado em resposta a
mudanca de temperatura (Gongalves et al., 2019), sendo a parte central (com
excecao do gene wcbE), responséavel pela sintese de exopolissacarideos € induzida
a 37°C em comparacao a 28°C, sugerindo que este cluster pode estar envolvido na
colonizacgao de diferentes ambientes (mamiferos, plantas ou solo). Nesse contexto foi
observado que a sintese de antifungicos é induzida a 28°, enquanto a viruléncia a
Galleria mellonella € induzida a 37°C (Gongalves et al., 2019). Dessa forma, estudos
devem ser realizados com a finalidade de entender o papel dos genes desse cluster

em resposta a diferentes condi¢cdes ambientais e hospedeiros.
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Em estudo anterior, foi comparado ao cluster wch em trés espécies diferentes
de Burkholderia, sendo elas: B. seminalis TC3.4.2R3, B. cenocepacia H111 e B.
cenocepacia K56-2. Foi observado que o cluster wcb de B. seminalis apresenta um
maior nimero de genes envolvidos no metabolismo de acucares (Figura 01), que
somados as glicosiltransferases poderiam resultar em uma cépsula com maior
complexidade. Quinze dos vinte e quatro genes desse cluster sdo compartilhados
entre as trés linhagens analisadas. Ha uma maior similaridade entre as linhagens
K56-2 e TC3.4.2R3, porém uma metiltransferase (gene fkbM) de funcédo

desconhecida, € compartilhada apenas entre as linhagens H111 e TC3.4.2R3.

‘ m DD —
TC3.42R3 <]<]<:K]<]<j W_MD—
[\‘620<:}<(:K;Kg <_Hibaa ; ( -GGGODE&_

Funciao

[ Biossintese de lipidios [ Transportadores [ Glicosiltransferase
[ Biossintese de aglicares B Metiltransferase Il Desconhecido

Figura 01. Organizacdo do cluster wcb em B. cenocepacia H111 e K56-2 e B. seminalis
TC3.4.2R3. Marcacao em azul claro entre os clusters indicam genes compartilhados entre as

diferentes linhagens. O gene fkbM presente nas linhagens H111 e TC3.4.2R3 sao ortélogos.

Cinco genes sdo responsaveis pela sintese de lipideos da capsula, sendo
conservado pelas trés linhagens, séo eles: wcbP/Q/R/S/T, sugerindo que apresenta
uma funcdo bastante importante na adaptabilidade dessas bactérias. Entre esses
genes esta o wcbR, que é apresenta um dominio PKS (Policetideo Sintase do Tipo 1)
/ &cido graxo sintase.

As glicosiltransferases séo enzimas capazes de transferir residuos de acucar
de um precursor de nucleotideo para uma cadeia crescente de carboidrato, sendo
responsavel entdo, pela extensdo da cadeia de agUcares para formacdo da capsula
(Whitfield & Keenleyside, 1995). Sdo observados dois genes que codificam
glicosiltransferases no cluster wcb de B. cenocepacia H111, sdo eles: wcbE e wcbB.

Em B. cenocepacia H111, ha apenas um gene associado a sintese de manose,
o manC. Considerando apenas a analise desse cluster, poderia ser proposto que esta
linhagem produz uma capsula de complexidade reduzida, porém, ha genes presentes
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em outros clusters do genoma da H111 que esté@o envolvidos na sintese de agUcares,
tais como ADPL-glycero-B-D-manno-heptose, o qual esta associado a sintese do LPS
ligado & membrana externa de bactérias. Isso sugere que, embora ausente no cluster
wcb, ha genes presentes na membrana externa da bactéria, que estdo envolvidos
com o metabolismo de acucares, o que poderia conferir a linhagem H111, a
capacidade de colonizar diferentes ambientes.

Em projeto anterior (Aradgjo et al., 2021), foram obtidas linhagens de B.
cenocepacia H111 a partir do sistema da nuclease I-Scel (Flannagan et al., 2008). No
atual projeto, as mutacoes realizadas em B. cenocepacia H111 foram confirmadas e

0S mutantes, avaliados fenotipicamente.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo do projeto foi avaliar o papel dos genes do cluster wcb envolvidos na
sintese da capsula de Burkholderia cenocepacia H111, nos mecanismos de interacédo

ambiental.

2.2. Objetivos especificos

e Confirmacdo da delecdo de genes por PCR e sequenciamento;

e Caracterizacdo fenotipica dos mutantes de Burkholderia cenocepacia H111
com relacéo a capacidade de inibicdo de crescimento de fungos;

e Caracterizacdo fenotipica dos mutantes de Burkholderia cenocepacia H111

com relagdo a viruléncia a pimentao.
3. Materiais e métodos
3.1. Linhagens bacterianas, fungicas e condi¢fes de cultivo
No atual projeto, foram avaliadas nove mutantes de B. cenocepacia H111,
obtidas em projeto anterior, nas quais diferentes genes do cluster wcb foram mutados

(tabela 01). As bactérias foram cultivadas a 28°C sobre meio PIA. Os fungos

fitopatogénicos — Fusarium oxysporum, F. solani, F. equisetum e F. decemoelu -
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foram cultivados em meio BDA (Batata Dextrose Agar — Merck) a 28°C por até 10
dias.

Linhagem de Burkholderia Genes mutados

cenocepacia

H111 (1) selvagem

Mutante 3 (HM 2) wcbC e proteina hipotética

Mutante 4 (HM 3) WCbR

Mutante 7 (HM 6) fkbM

Mutante 8 (HM 7) wcbR e fkbM

Mutante 12 (HM 11) wcbA e wcbB

Mutante 15 (HM 14) wcbA, wcbB e wcbR

Mutante 16 (HM 16) wcbA, wcbB, wcbR, webC e proteina hipotética
Mutante 18 (HM 18) wcbA, wcbB e tkbM

Mutante 19 (HM 19) wcbA, wcbB, webC, webR, fkbM e proteina hipotética

Tabela 01. Linhagens de B. cenocepacia H111 e quais genes foram mutados em cada uma

delas.

3.2. Confirmacgéo da delecéo de genes por PCR e sequenciamento

Foram desenhados primers para identificacdo da delecdo dos genes wcbA,
wcbB, e fkbM, com auxilio do programa Geneious. Cada mutante teve determinados
genes deletados, esses genes estao representados em branco, como esquematizado
(figura 02 a 10). Foi realizado o PCR de todos os genes citados e observado em gel
de agarose. Para o gene fkbM, foi realizado o sequenciamento e comparado através
da plataforma Blast.

Mutante 3
webT webs wcbR wcbQ wcbP wcbE fkbM wcbC wchB wcbA manC

— - L ¢ - L & a

Figura 02. Delecdes realizadas na mutante 3
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Mutante 4

WebT webs wcbR webQ webP webE fkbM webC webB wcbA manC

¢— ey -
«— P adiaay

Figura 03. Delecdes realizadas na mutante 4

Mutante 7

webT webs wcbR wcbQ webP wcbE fkbM wcbC wchB wchA manC

444 44— @& (D
A - N

p y ’/ ////_ ",
B R B - N

Figura 04. Delecdes realizadas na mutante 7
Mutante 8

webT webs wcbR webQ webP wcbE fkbM  wcbC webB wcbA  manC

A 4 o '

(@GaE a1 Pvea iy -

¢4 a4

X B B 0 g e
¥ <

Figura 05. Delecdes realizadas na mutante 8

Mutante 12

webT webs wcbR webQ webP webE fkbM  wcbC wcbB webA  manC

444G 4t T PaEd 4
4 (G 4 Tae

Figura 06. Delecdes realizadas na mutante 12

Mutante 15
webT webs webR webQ webP webE fkboM  webC wchB webA  manC
/_ y o
- .-
/_ Yo
—4 — . —

Figura 07. Delec¢des realizadas na mutante 15



Mutante 16

webT webs wcbR wcbQ wchP wecbE fkbM wchC wcbB WCbA manC

@4 CH—
4¢ @

Figura 08. Delecdes realizadas na mutante 16

Mutante 18

wchT webS wcbR wcbQ wcbP wcbE fkbM webC wcbB wcbhA manC

ccammet = wit b
44O 44— /\

Figura 09. Delecdes realizadas na mutante 18

Mutante 19

wcbT webS wcbR wcbQ wcbP webE fkbM  wcbC wcbB wcbA manC
B A I 44— . ﬂm
Figura 10. Delegdes realizadas na mutante 19

3.3. Analise de producao de antifungicos
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As dez linhagens de B. cenocepacia H111l (selvagem e mutantes) foram

crescidas durante 24 horas em meio LB (Luria Bertani) a 28°C e a densidade 6ptica

(DOeoonm) foi ajustada para 0,1. Cinco ul dessa suspenséao foram inoculados em trés

extremidades diferentes em uma placa contendo meio BDA (batata-dextrose-agar).

No centro de cada placa que foram inoculadas as bactérias, foi adicionado um fungo

da espécie Fusarium. As placas foram incubadas a 28°C por 10 dias. Apés o

crescimento do fungo, foi analisada a formacé&o do halo de inibicdo com relacdo ao

controle, o qual o fungo foi cultivado isolado em uma placa de meio BDA nas mesmas

condicdes. As andlises foram realizadas em triplicatas.

3.4. Viruléncia a pimentéao
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As linhagens de B. cenocepacia H111 (selvagem e mutantes) foram crescidas
durante 24 horas em meio LB a 28°C. As culturas foram lavadas em salina e a DOsoonm
ajustada para 0,1. Cinco ul dessa suspensédo foram inoculados em fragmentos de
pimentdo, previamente furados com palito de dente. Foi utilizado como controle
fragmentos de pimentdo inoculados apenas com salina. Os fragmentos inoculados
foram mantidos a 28°C por 4 dias e a formacéo de necrose foi avaliada diariamente.

O experimento foi realizado em triplicata.

4. Resultados

4.1. Confirmacéao dos genes deletados

Foram confirmadas as delecfes dos genes wcbA, wcbB e fkbM de suas
respectivas mutantes, a partir da PCR e sua visualizacado em gel de agarose (figura
11 e 12). Para realizar a delecao do gene fkbM como esquematizado (figura 13), o
resultado do sequenciamento foi avaliado e comparado na plataforma Blast, entre a

mutante e a selvagem (figura 14 e 15).

13 & 7 8 12 15 16 18 19

— Wy

wcbAB
Figura 11. Confirmacgé&o da delecdo dos genes wcbA e wchB em gel de agarose, sendo 1, a

selvagem; 3, 4, 7 e 8 as mutantes sem o wcbA e wcbhB deletados; e 12, 15, 16, 18 e 19 as
mutantes com o wcbA e wcbB deletados.

134 7812151618 19
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Figura 12. Confirmacé&o da delecdo do gene fkbM em gel de agarose, sendo 1, a selvagem;
3,4, 12, 15 e 16 as mutantes sem o fkbM deletado; e 7, 8, 18 e 19 as mutantes com o fkbM

2591

2793

3637

deletado.
110 6?0 regidao deletada
605 2416

1
|
|

1

521 723

Figura 13. Esquematizacéo da dele¢&o do gene fkbM, sendo os numeros inferiores o que foi
amplificado nas mutantes e 0s niUmeros superiores o que seria equivalente na selvagem,
indicando a regido de delecao do gene. A regido do inicio e do final pode ser observada

amplificada no gel de agarose.
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Figura 14. Confirmag&o da delecdo do gene fkbM na plataforma Blast, a partir da primeira
regidao amplificada.

Range 2: 2591 to 2793 Graphics A Previous Match & First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
375 bits(203) 2e-107 203/203(100%) 0/203(0%) Plus/Plus

Query 521 GATGAGGTTTCAGGTGAGCAGCACAAAGCTGGGGAACGCACGCGACAACCGTCGCTTCTC 580
e 2or. AT
Query 581 GAGCGAACAGAGATTCTCACCGGTCATCTCGTCAGCCTGTGTATCGCTAATTTCCTCGAG 640
NS i i
Query 641 TGTACGCGTTGCATTGTCGTTAACCAGCCGGCGCGATCGGGGATGTTGTCGAT 7080
Ny ittt o
Query 781 CACATGAACTGCATCGGTGGTGG 723

Sbjct 2771 CACATGAACTGCATCGGTGGTGG 2793

Figura 15. Confirmacé&o da delecdo do gene fkbM na plataforma Blast, a partir da segunda
regido amplificada.

4.2. Producéao de antifungicos

Foi observado que tanto a bactéria selvagem quanto as mutantes foram
capazes de inibir o crescimento dos quatro fungos testados - Fusarium oxysporum
(Figura 16 a 20), F. solani (Figura 21 a 25), F. equisetum (Figura 26 a 30) e F.
decemoelu (Figura 31 a 35) - em comparacdo ao controle. Logo, ndo ha diferenca
entre a capacidade de producéo de antifingicos pelas mutantes, todas as linhagens
analisadas (selvagem e mutantes) foram capazes de formar o halo de inibicao,

indicando que a delecdo destes genes ndo afeta a sintese e secrecdo destes

compostos.
Z 6 _5\
o M @wn C f ¥ £
\\70(0’1 \L" \ oxy
— ~ o
Figura 16. Controle do fungo Figura 17. Formacéo de Figura 18. Formac&o
F. oxysporum. halo de inibic&o pela de halo de inibicdo

pelas mutantes



bactéria selvagem e
mutantes.

Figura 19. Formacao
de halo de inibigéo
pelas mutantes

Figura 20. Formacao
de halo de inibi¢do
pelas mutantes

Figura 23. Formagéo de
halo de inibicédo pelas
mutantes

Figura 22. Formagéo do
halo de inibicdo pela
selvagem e mutantes

Figura 25. Formagéo de halo
de inibicdo pelas mutantes

Figura 26. Controle do
fungo F. equisetum

Figura 29. Formagéo
do halo de inibi¢do
pelas mutantes
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Figura 21. Controle
do fungo F. solani

Figura 24. Formacao do
halo de inibig&do pelas
mutantes

Figura 27. Formacao do
halo de inibicdo pela
bactéria selvagem e
mutantes

Figura 30. Formacéo
do halo de inibigéo
pelas mutantes
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Figura 28. Formacéo de
halo de inibig&do pelas
mutantes

Figura 31. Controle do Figura 32. Formacao do Figura 33. Formacéo do
fungo F. decemoelu halo de inibicdo pela selvagem halo de inibicdo pelas
e mutantes mutantes

Figura 34. Formacéo do Figura 35. Formaco
halo de inibig&o pelas do halo de inibicdo
mutantes pelas mutantes

4.3. Viruléncia a pimentédo

Foi observado que apenas a mutante 7, delecdo do gene fkbM (figura 40) ndo
causou necrose nos fragmentos de pimentdo, assim como o controle (sem bactéria)
(figura 36). A bactéria selvagem (figura 37) e as demais mutantes (figura 38, 39, 41,
42,43, 44, 45 e 46) foram capazes de causar necrose.

o hl s i‘A . \.
Figura 36. Controle  Figura 37. Necrose Figura 38. Necrose Figura 39. Necrose
causada pela bactéria  causada pela mutante causada pela mutante
selvagem 3 4
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b

Figura 40. Figura 41. Necrose Figura 42. Necrose Figura 43. Necrose
Auséncia de causada pela mutante  causada pela mutante causada pela mutante
necrose pela 8 12 15
mutante 7
r,.

= 14 ; - \
Figura 44. Necrose Figura 45. Necrose Figura 46. Necrose
Causada pela mutante 16 causada pela mutante 18 causada pela mutante 19

5. Discussao

As delecdes dos genes wcbA, webB, e fkbM foram observadas, a partir de PCR
e sequenciamento, e confirmadas em suas respectivas mutantes, de forma que
algumas delas poderiam resultar em alteracdes nos fenétipos avaliados.

Com relacao a producédo compostos antifingicos, ndo foi observado diferencas
entre a bactéria selvagem (Burkholderia cenocepacia H111), e suas mutantes, todas
foram capazes de formar halo de inibicdo quando testadas com diferentes fungos
fitopatogénicos do género Fusarium. Esse resultado mostra que, para linhagem H111,
estes genes do cluster wcb ndo estdo envolvidos com inibicdo de fungos no ambiente.

Também pode ser avaliado a capacidade de formacdo de necrose em
pimentédo. Foi observado que todas as mutantes, com excec¢do da mutante 7 (delecéo
do gene fkbM), foram capazes de induzir necrose nos fragmentos de pimentdo. Desta
forma, a delecdo deste gene fkbM, que codifica uma metiltransferase) impede a
formacao de necrose no pimentdo, porém, esse efeito é suprimido quando outro gene,
além deste, também é deletado, como observado na mutante 8, na qual os genes
fkbM e wcbR foram deletados, e na mutante 18, na qual os genes fkbM, wcbA e wcbB
foram deletados. Sugerindo assim, que a agdo dos genes wcbR, wcbA e wcbB
suprimem a acao do gene fkbM. Outros estudso deverdo ser conduzidos para a
compreensao do mecanismo envolvido na viruléncia a pimentdo, e o papel desta

metiltransferase codificada por este gene fkbM.
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Uma hipotese para esse resultado, € que os agucares que compdem a capsula
sdo metilados para poderem deixar o interior celular, e quando a metiltransferase
fkbM é deletada, ocorre o acumulo desses agulcares na célula. Segundo Coccu et al.
(2012), os genes wcbA e wcbC sao transportadores, o gene wcbB é uma
glicosiltransferase e o wcbR participa na biossintese de lipidios, desta forma, a
delecdo desses genes inibem a acdo do gene fkbM, uma vez que impediriam a
formacdo do complexo lipidio-oligossacarideo no interior celular e ndo haveria

acumulo desse complexo para ser metilado e translocado para superficie celular.

6.Concluséo

Os resultados obtidos permitem concluir que, os genes wcbA e wcbB foram
deletados de suas respectivas mutantes, mas que nao resultam em alteracbes nos
fendtipos avaliados. O gene fkbM também foi deletado de suas respectivas mutantes,
resultando na perda de viruléncia ao pimentéo.

N&o héa diferenca na producéo de antifingicos pelas mutantes, visto que todas
foram capazes de inibir o crescimento dos fungos avaliados. Sendo assim, 0s
resultados obtidos nesse trabalho, confirmaram que genes envolvidos na sintese de
capsula podem alterar o fenétipo de B. cenocepacia H111, afetando os mecanismos

de interacdo no ambiente.
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