MR R IR N R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

':Il'lﬂtll'lllﬂﬁ de genes ...

T5-2008. 0RS34
CHPHR-TE81-1
ADELAIDE FERREIRA MARSIGLIO
CARACTERIZACAO DE GENES CODIFICADORES
DE ENTOMOTOXINAS DE
Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii.
Tese apresenlada ao programa de Pos-
Graduacao Interunidades am
Biotecnologia ICBMUSP para a
obtencio de titulo de Doulor em
Fiotecnologia.
580 Pauto
2007
2534
2087

TS-PP-2028 . 20534
el



ﬂnrlntlrlilclu de genes .
T5-2288 . 22534

h!llﬂllll.ﬂ[lllllﬂillﬁllllll
CRPHR-7551=1
ADELAIDE FERREIRA MARSIGLIO
EAHAGTEHEAGED DE GENES CODIFICADORES
DE ENTOMOTOXINAS DE
Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii.
Tese apresentada ao programa de Pos-
Graduacao intemanidades 2m
Biotecnologia ICB/USP para a
obtencdo de flitule de Doutor em
Fictecnologia
Sdo Paulo
2007
U534
2ea7

T5-PP-2008 . 00534



CARACTERIZAGAO DE GENES CODIFICADORES DE ENTOMOTOXINAS DE

Photorhabdus luminescens subsp. akhursiii.

ADELAIDE FERREIRA MARSIGLIO

Bidloga

Orientador Dr. kamar Soares de Melo

Tese apresentada ao programa de Pos-
Graduagédo Interunidades em Biotecnologia
ICB/[USP para a obtengao de titulo de

Doutor em Biotecnologia.

Sao Paulo

Fevereiro — 2007



DADOS DE CATALOGACZAD NA PUBLICAGAD (CIF)
Senvico de Biblictega e Informacsn Biomédica do
Institulo de Ciéncias Binomeadicas ¢a Universdade de Sao Paulo

© reproaucan tolal

T-ICR

BlOT Marsigho, Adelaide Fameaira.

QH3d3.6

MaT2cg
2007

Laracierizacio de genes codificadores de enfomotoxinas de
Fhotorhabdus iminescens subsp. akhurati | Adelaide Ferreira
Marzigho. — Sao Paulo, 2006

Dnientador: llamar Scares de Melo:

Tese (Doutorada) = Universidade de S8o Paulo Institulo de Ciéncias
Biomedicas. Programa de Pds-Graduagao Interunidades em
Eiotecnologia USP/Institulo Butantan/IPT. Area de concentracio
Biolecnologia Linha de pesquisa: Entomotoxinas de Pholorhabdus
luminascans.

Versdao do titulo para o inglés: Characlerization of enlomotoxins
geneas of Pholorhabdus luminescens subsp. akhursli

Descritores. 1. Pholorhabdus luminescans 2. Enlomotoxinas 3.
Genes tc 4 Diafraea saccharalis 5 Simbionte de nematbides 6
Heterorhabditis 1. Melo, hamar Soares de I, Universidade de Sao
Paulo. Instituto de Cigncias Biomédicas. Programa de Pos-Graduagas
em Biotecnologia 1. Titulo,

ICB/SBIBDO1/2007




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de Pds-Graduagao Interunidades em Biotecnologia
Universidade de S&o Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnologicas

Candidato(a): Adelaide Ferreira Marsiglio,

Titulo da Tese: Caracterizacao de genes codificadores de entomotoxinas
de Photorhabdus luminescens subsp. akhurstii .

Orientador(a) tamar Soares de Melo.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de’ Dafa‘sa da Tese de Doutorado, em sessao
publica realizada a -IH ....... R e fadesq , considerou

{ :,Q Aprovado(a) ( } Reprovado(a)

Examinador(a): Assinatura: . W'Cr_/'f“ﬂ"““;} ........ ‘L. ........................................

Mome: |t $vg,. & P

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

Instituicao: ... &, RUBEN TN ot anes
Examinadoria): Assinatura: ..... H“-D\ai’p:» HL‘”‘“ .......................................................
Nome: ... FLE&RSY l‘cscwm.!t ......................................................

Instituigao: .. ey l.-LL'-n,'L ~ 1},—1..

Examinador(a):  Assinatura: /(l.:'f"-’- f'{;

iy 'JMHL PL : 1’}-5?&;1%*.& ...................... : e
]l‘lﬂlltl.llt}ﬂﬂ -I *nlt. :.";t _____ f}mélg A R R P
Examinador(a);  Assinatura; .70 \Fe mhm

Mnme__ _!h_ ‘if-t’k i g‘::. .................................................................

Presidente. Assinatura: *"?“'“L "fl ,3[ ».m.:‘r.:'.':...‘."f ?,H-. ______________ S

..........................
....................................................

111111



Aos meus pais Creso e Ana Eugénia
Acs meus filhos Luisa e Rafael

Ao meu marido Ricardo

Dedico



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. lkamar Soares de Melo pala oportunidade e confianca

Ao Dr. Ricardo Harakava pela crientagio valiosa, auxilio e grande amizade

Aos meus pais pelo grande incentivo e apoio.

Ao meu marido e meus filhos pela paciéncia e incentive.

Ac Dr. Luis Gamgds Leite do Instituto Biologico de Campinas pela
contribuicdo e fornecimento de larvas de Diatraea saccharalis e Gallena
melionelia.

Ao bidlogo Heraldo Negrn de Oliveira do Departamento de Entomologia da
ESALQYUSP pela contribuigac e fomecimento de larvas de Dhafraea saccharalls.

As pesquisadoras Dra. Sylvia Guzzo & MSc. Silvia Galetti do Inshituto
Bioldgico de S&o Paulo pelas sugestdes, companheinsmo e amizade.

Aos professores, funcionarios e colegas do ICB/USP pela formacgdo e

auxilio.



RESUMO

CARACTERIZAGAO DE GENES CODIFICADORES DE ENTOMOTOXINAS

DE Photorhabdus luminescens subsp. akhurstili,

Um isolado nativo da bacteria Photorhabdus luminescens (linhagem
IBO1) simbionte de nematdides do género Heferorhabditis foi identificada como
Phatorhabdus luminescens subsp. akhurstii. Alravés da comparacgao de genes
teC & fcdA da linhagem IBO1 com os de outras ja estudadas verificou-se a
presenga de genes semelhantes acs genes fcdAl, tedA2, tedA3, ledAd, teeCH,
teeC2 e teeC3 do isolado W14 de P. luminescens e tccCE do isolado TTO1. Og
genes tcdA1 e tedA4 de |IBO1 foram clonados em Escherichia coli e lotalmenle
segiienciados. Foi construido um vetor para otimizagao da expressdo do gene
tcdA1 em bacténias. Fol produzida uma biblicteca gendmica e os cosmideos
contendo genes tcdA foram identificados, A toxicidade oral e injetavel da
linhagem IBO1 e de clones de E. coli contendo genes da mesma foi testada

contra larvas dos insetos Galleria mellonella L. e Dialraea saccharalis (Fabr.).

Palavras chave: Photorhabdus luminescens, entomotoxinas; genes fc;

Dialraea saccharalis; simbionta de nematoides, Helerorhabdilis.



ABSTRACT

CARACTERIZATION OF ENTOMOTOXIN GENES OF Phothorhabdus
luminescens subsp. akhurstii

A nalive isolate of the tacteria Photorhabdus luminescens (strain IB01) a
symbiont of the nemathode Heferorhabditis was identified as FPhotorhabdus
luminescens subsp. akhurstii. Comparison of the genes fccC e tedA of strain
IBO1 to other strains already studied showed similarity with the genes fcdA7t,
ledA2, tedAd, fcdAd, feeCl, teeC2 and teeC3 of P. luminescens strain W14 and
tecCB of strain TTO1. Genes tcdAT e tcdA4 of |B01 were cloned in Eschernichia
coli and completely sequenced. A vector to improve the expression of fcdA1
gene in bacteria was developed. A genomic library was constructed and
cosmids carrying tedA genes were identified. Oral and injected toxicity of strain
IBO1 and E. coll clones carrying genes from this strain were tested against

Galleria mellonella L. and Diatraea saccharalis (Fabr.) larvae.

Key words: Phoforhabdus luminescens; entomotoxins; fc genes; Diafraea

saccharalis; nemathode symbiont; Heterorhabdilis,
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1.INTRODUGAO

Fhotorhabdus luminescens & uma bacteria encontrada no intestino de
nematodides do género Heferorhabditis (Heterorhabditae) que altema fases
patogénica e simbidtica no seu ciclo de vida e representa uma fonte de novos
genes associados a viruléncia e simbiose. Este enfomopatogeno vive em uma
"simbiose entre patogenos” com nematoides que invadem insetos, ou seja, a
bacténa & simbidlica com nematdides enltomopatogénicos, mas se toma
patogénica quando & fiberada, pelo nematoide, no sistema circulatério do inseto, o
qual funciona como um reservatéro para a sua reprodugao assim como a do
nematoide (Forst & Nealson, 1996, Forst et al,, 1997).

Warios autores testaram o efeito patogénico de F. luminescens sobre larvas
de insetos das ordens Lepidoptera (Abdel-Razek, 2003), Coleoptera (Bowen &
Ensign, 1988, Guo et al., 1999, Blackbum et al., 1998) Hemiptera (Blackbumn et
al., 1998) Hymenoptera e Dictyoptera (Bowen & Ensign, 1998),

Foi encontrado que a bactéria produz uma séne de substancias loxicas gque
provacam a morle do inselo hospedeiro. Entre estas toxinas encontra-se o
complexo denominado proteinas Tc (Bowen & Ensign, 1998), a toxina Mcf (makes
catterpillar floppy) (Dabom et al., 2002) e a proteina Txp 40 (Brown et al , 2004 &
2006).

A5 proteinas Tc purficadas demonstraram toxicidade oral contra larvas de
inselos das ordens Coleoptera e Hemiptera (Blackbum et al, 2005, Guo et &l
1989). A toxina Tc punficada demonstrou também toxicidade oral e atraves de
injecao contra larvas de outros insetos das ordens Lepidoptera, Hymenoptera e
Dictyoptera (Bowen & Ensign, 1998, Blackbum et al,, 1998).

Os genes [cdA, fcdB e tecC de P, Juminescens ja@ foram clonados com
sucesso na bacténa Escherchia colil que passou a apresentar atividade loxica
conlra larvas do inseto Manduca sexia L. (Waterfield et al., 2001). Liu et al. (2003)
produziram uma linhagem transgénica de Arabdopsis thaliana expressando o gene



-

lcdA de P. luminescens. A toxina produzida pela planta transgénica se mosirou
efeliva conlra larvas de M. sexta e Diabrotica undecimpunctata howard,

Mematdides dos géneros Helemorhabditis e Steimemema vem sendo
utilizados com sucesso como agentes de controle biologico de pragas em diversos
tipos de cultvo, porem, sua acao esta restnta a insetos cujas larvas se
desenvolvem nas raizes vegetais. Um esforco no sentido de buscar a distribuicdo
de entomotoxinas na parte aérea das plantas @ importante para auxliar no
controle de insetos cujas larvas se desenvolvem e se alimentam destas regides.
do vegetal, causando grandes prejuizos para a producdo agricola

A possibiidade da utilizacao das entomotoxinas de P, luminescens na
produgdo de plantas transgénicas para o controle de pragas da agricullura pode
criar uma altemativa para a utilizacéo de Bacillus thunngiensis (Bt) A expansio
das culturas transgénicas expressando G&-endoloxinas vem cnando uma
preccupacao com relagdo ao potencial de desenvolvimento de resisténcia das
pragas a toxina.

Uma altemativa a producdo de plantas transgénicas, cuja oblencdo nem
sempre e possivel devido a dificuldades técnicas, sao as baclénas endofiticas que
vem sendo utiiizadas como velores para a expressao de toxinas visando o
controle de pragas (Lacey et al., 2001). A utilizag@o desta estratégia de controle
bioldgico de insetos praga pode apresentar algumas vantagens. Devido a sua
localizagéo no intenior das plantas, organismos endofiticos transformados podem
auxiliar no controle de insetos que se alimentam de tecidos intemos da planta,
onde agentes quimicos e oulras formas de controle bioldgico ndo sio efetivos.

Mo Brasil, a utlizacio de nemaldides entomopatogénicos vem sendo
pesquisada para o controle biologico de pragas de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.), entre elas, Dialraea saccharalis Fab., conhecida como broca da
cana. A partir de uma cepa do nematoide Heferorhabditis sp. coletado no interior
do Estado de Sao Paulo foi isolada uma linhagem de F. luminescens denominada
|B0O1 que foi o objeto desla pesquisa.

Os objetivos do presente trabalho foram: a identificacdo de um isolado
nativo de P. luminescens (linhagem I1B01); a comparagao de genes (ceC, [cdA e



mcf da linhagem IB01 com os de outras jJa estudadas, a clonagem e o
seqlenciamento total dos genes (cdAT e lcdA4, a construgio de um vetor para
olimizagdo da expressao do gene fcdA7 em bactérias, a produgdo de uma
biblioteca gendmica e identificacdo de cosmidecs contendo genes fcdA;, a
realizagao de testes de toxicidade oral e injetavel da linhagem |B01 e de clones de

E. coli contendo genes da mesma contra larvas dos insetos Gallernia melionefia L.
e D saccharalis.



2. REVISAQ DA LITERATURA

2.1 - Photorhabdus luminescens

Photorhabdus luminescens @ uma bactera encontrada no intestino de
nematdides do género Heferomabditis (Heterorhabditae) gque allema fases
patogénica e simbidtica no seu ciclo de vida e representa uma fonte de novos
genes associados & viruléncia e simbiose. Este entomopatogeno vive em uma
"simbiose enire patogenos’ com nemaloides gue invadem insetos, ou seja, a
bactéria e simbidtica com nematdides entomopatogénicos, mas se toma
patogénica quando € liberada pelo nematoide no sistema circulatdrio do inseto, o
qual funciona como um reservatoro para 8 sua reproducao assim como a do
nematoide (Forst e Nealson, 1996, Forst et al., 1997).

O género Photorhabdus fol proposto pela primeira vez por Boemare e
colaboradores em 1993 para separar linhagens da bacténa Xenorhabdus
luminescens que apresentavam diferencas significativas quando comparadas com
as outras especies do género. O género Xenorabdus consiste quase gue
inteiramente de espécies simbiontes de nematdides entomopatogénicos (Akhurst,
1883, Boemare el al., 1993, Thomas e Poinar, 1979). O estudo de hibridizacdo de
DNA envolvendo 18 inhagens de Xenorhabdus resultou em informacdes sobre o
grau de parentesco enfre elas, e quatro linhagens previamente identificadas como
X. luminescens exibiram menos de 20% de homologia com gualguer outra
linhagem de Xenomabdus levando a proposicio da reclassificacao desta espécie
em um novo género, Fenatipicamente o novo género denominado FPholorhabdus
se distingue de todas as outras Xeporhabdus spp. por apresentar
bicluminescéncia, atividade da enzima catalase e produgdo de antraquinona
(Boemare et al., 1883, Forst e Nielsen, 1996). A analise comparativa dos acidos
graxos de linhagens dos géneros Xenorhabdus e FPhotorhabdus mostra a
existéncia de diferencas qualitalivas e quantilativas entre eles (Janse e Smits,

10890).



A dferenca entre os géneros pode ser ainda demonstrada pelas suas
interagbes com o hospedeiro simbionte, uma vez gue, ate o presenie, P
luminescens foi 1solada apenas a parir de nematoides do género Heterorhabdilis,
enguanto bactérias do género Xenorhabdus foram isoladas apenas a partir de
nematdides do género Steinemema {Boemare et al,, 1983, Forst e Nielsen, 15936).

O novo género Photorhabdus foi descrito como baciios gram-negativos, nao
esporogénicos, bioluminescentes, com mobilidade e perencentes a familia
Enterobactenaceae (Boemare et al,, 1993),

Varios autores demonstraram que o genero Pholorhabdus constitui um grupo
heterogeneo, com base na hibridizacdo DNA-DNA (Akhurst el al., 1986, Famer el
al., 1989) e seqlienciamento do rDNA 165 (Liu et al, 1887, Reiney et al., 1995,
Szallas et al, 1997),

A necessidade de desenvolver um método rapido e acurado de identificagao
de Photorhabdus e Xenorhabdus spp. levou Brunel e colaboradores (1987) a
analisarem o padrao de restn¢ao do gene que codifica o IRNA1G6S amplificado por
PCR. Os resultados mostraram que a técnica foi baslante efetiva em distinguir as
inhagens dentrc dos géneros Fholorhabdus e Xenorhabdus e também
concordaram com os estudos anterores gque dividem estas bactérias em géneros
diferentes. Porém o trabalho foi realizado com um pumero restrito de linhagens
bacterianas obtidas através de isolamento a partir de colegdes de nematoides e,
portanto, em 1988, Fischer-Le Saux e colaboradores realizaram uma pesquisa
envolvendo um numero maior de amosiras de simbionles provenienies do Caribe
com a finalidade de conhecer melhor a distribuicac ecolégica dos gendtipas no
gque diz respeito a taxonomia do nematdide hospedeiro e aos falores ambientais.
Os autores encontraram grande polimorfismo no padrdo de resingdo do gene
rRNA16S das bacienas simbiontes coletadas e compararam os parametros;
gendtipo, nematdide hospedeiro e distribuigio geografica destes isolados com os
mesmos parametros de linhagens de Pholorhabdus e Xenorhabdus coletadas em
vanas localidades do mundo. Mo que diz respeito aos isolados de Photorhabdus,
foram encontrados quatro genotipos diferentes sendo dois deles exclusivamenie
simbiontes de H. indica & os outros dois de H. baclerophora Restrita a areas



tropicais, H. indica foi a especie de nematdide hospedeiro coletada em maior
guantidade (87%) em relac@o a H. bacterophora (10%) que & uma espécie mais
homogeneamente distribuida.

O relative alto nivel de diversidade genotipica encontrado pelos autores no
trabalho anterior levou a um guestionamento com relacdo ac status taxonomico
dos grupos de F. luminescens determinados por padrao de restricao do gene
rRMNA16S. Em 1999, Fischerle Saux e colaboradores delinearam espécies e
subespécies dentro do género Photorhabdus aplicando uma abordagem polifasica
que combinou hibridizacao DNA-DNA, sequenciamento do rDNA 165 e dados
fenctipicos. Os autores sugeriram a existéncia de trés especies enlre as linhagens
por eles analisadas: P. luminescens, linhagem tipo e inhagens provenientes de
nematoides que se desenvolvem em regides guentes; P temperala, linhagens
simbioticas de nemaidides de regides temperadas e P asymbiofica, linhagens
isoladas de pacientes humanos, aparentemente ndo simbidticas de nematdides.
Entre as especies P. luminescens e P. temperala foram propostos subaspécies de
acordo com a associagdo simbidtica com diferenles especies de Helerorfabdilis.
P. luminescens subsp. luminescens associada a H. bacfenophora subgrupo
Bracon, P. luminescens subsp. akhursti associada a H. indica, e F. luminescens
subsp. laurmondii associada a H. bactenophora subgrupo HPBE. Da mesma forma,
fol proposta uma subspécie para P. femperata: P. femperata subsp. temperata,
associada a H. megidis sub-grupo NTP.

Hazir e colaboradores (2004) encontraram mais duas subespecies de F.
lurminescens isoladas a pantir de H. bactenophora coletado em solo da Turquia. A
caracterizacio das novas subespécies foi feita com base em analise filogenética
das seqgidncias do gene rRNA1BS, caracteristicas fisiologicas e testes

bioguimicos. As novas subespecies descritas foram denominadas F. luminescens
subsp. kayaii e P. luminescens subsp. thracensis.
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2.2 - SIMBIOSE ENTRE Photorhabdus luminescens E HEMAT(JIDEE Do
GENERO Heterorhabditis

Nematoides do genero Heterorhabdilis apresentam uma unica fase de vida
livre encontrada no solo denominada juvenil infectva (JI). Mesta fase, os
nematoides apresentam uma cuticula protetora, n3o se alimentam nem se
reproduzem, apenas procuram por um inseto hospedeiro. Quando encontram uma
larva do inseto presa, os Jis penetram na sua hemocela atraves da boca, anus ou
espiraculo, perdem a cuticula protetora e passam a se movimentar ativamente
liberando as bactérias do seu trato intestinal, que se multiplicam e matam o
hospedeiro entre 24 e 48 horas. Em seguida, o nematdide se alimenta da larva
morta ingenndo concomitantemente as células vivas da bactéria, e se transforma
na fase adulta reprodutiva hermafrodita. Mesta fase, até trés geragdes podem ser
produzidas dentro de um Unico hospedeiro em um periodo de 10 a 20 dias e
aparentemente em resposta a possibilidade de escassez de alimenlo, os adultos
reprodutivos se diferenciam na fase juvenil infectante (JI) no interior do corpo da
mae em um processo conhecido por endotoguia matricida e deixam o cadaver do
inseto para procurar por novas presas (Forst e Nealson, 1996, Forst el al, 1937,
Ciche & Ensign, 2003),

A necessidade da presenca de ceélulas vivas de F, luminescens associadas
ao nematdide H bactenophora para o sucesso da sua reproducac fol constatada
por Han e Ehiers (2000), Larvas do inseto Galiena mellonella L., provenientes de
cultura axénica, foram tratadas com juvenis infeclantes axénicos de H.
bacteriophora que foram Incapazes de malar as larvas do hospedeiro G
mellonella. A injec3o de sobrenadante de diferentes culluras de P luminescens
matou of insetos, mas nao foi capaz de fomecer nulnentes para o fuluro
desenvolvimento dos nematoides. Somente a injegao de células bactenanas pode
sustentar a propagacac dos nematdides no inseto axénico,

Através de utilizacdo de transposons para a indugac de mutagao, Ciche e
colaboradores (2001) obliveram wum mutante de F. Juminescens que
definitivamente falhou em subsidiar o crescimento e reproducio do nematoide H.
bactenophora. O gene ngrA, intemompido pelo transposon, parece codificar a



anzima fosfopanteteinil transferase requenda para a biosintese de sideroioros e
moléculas que apresentam atividade antibidtica. Porém & improvavel que a perda
da capacidade de produzir estes compostos esteja diretamente envolvida com a
perda da capacidade de suporar o crescimento do nematdide, uma vez que
adicionando o sobrenadante de cultura de F. luminescens selvagem ao meio de
cultura dos nematéides, o seu crescimento naoc fol cbservado. Alem disso,
mutantes de P. luminescens incapazes de produzir siderdforos nao impedem o
crescimento de H. bacterophora. Os autores sugerem que o gene ngrA eslea
envolvido na produgao de um hermanio ou um regulador de sinal

Alem de dar condigOes para a reprodugao do nematoide simbionte, bacténas
do género Fhotorhabdus também s&o necessarias para o sucesso da colonizagao
do inseto presa pelo parasita (Forst et al,, 1997, firench-Constant et al., 2003).
Bactérias deste género sd0 capazes de suprimir o sistema imunologico da presa e
se proliferam no seu interior colonizando a hemocela e o trato intestinal do inseto,
onde promovem signficativas modificagbes na parede o que acaba por
impossibilitar sua alimentagdo (Blackbum et al., 1998). Além disso, Photorhabdus
spp. produz antbidticos que evitam a proliferagao de outros microrganismos
evitando a competigdo por alimento no cadaver da presa (Shama et al., 2002).

Ma tentativa de detemminar genes requendos para ambas os processos de
simbiose e patogenicidade desenvolvidos por P luminescens, Bennett e Clarke
(2005), trabalhando com a linhagem TTO01, obtiveram mutantes ulilizando a
insercdo de transposons. Foi isolado um mutante cuja inserg@o do transposon
ocomeu em um gene anotado como pbgEl no genoma de P. luminescens
linhagem TTO1, Este gene faz parte de um operon homodlogo ao operon
pmrHFIJKLM de Salmonella entérca que codifica proteinas responsaveis pela
biosintese de L-arabinose e a subsequente ligagdo deste amino-acicar com
lipidios de LPS da bactena. O mutante, denominado BMM305, mostrou-se nao
virulento a larvas do inseto G. mellonefla provavelmente devido a maior
sensibilidade a CAMPs (polimixina B) e a incapacidade de produzir o antigeno O
na superficie do LPS. A transformacao do mutante pbgE1 com os genes E7, E2 e
E3 do operon pbg diminuiu a sensibilidade a CAMPS, restaurou a capacidade de



sintetizar o antigeno O e, conseqluentemente, a virulencia a larva do inseto,
porém, guando a transformagao foi feita apenas com o gene pgbE7, a capacidade
de sintetizar o antigenc O néo fol restaurada e nem a viruléncia, levando os
autores a sugenr que a presenca do antigeno O seja necessana para gue a
pactéria provoque 8 morte das larvas do inseto. Com relag@o a simbiose, ©
mutante BMM305 mostrou-se incapaz de colonizar o intestino do nematoide H.
bactenophora e, portanto, de estabelecer a relacao simbictica

F luminescens apresenta duas fases no seu ciclo de vida denominadas fase
| ou pnmara e fase Il ou secundana, A fase pnmaria se caraclenza por células
bactenanas com corpos de incluséo que sS40 encontradas no inteslino da fase
juvenil infactiva do nemattide Heterorhabdits spp., sao liberadas na larva do inseto
e passam a se aimentar e multiplicar a custa de seu cadaver, Nesta fase, a
bacténa se associa novamente ao nematoide pemnitindo sua producac em grande
quantidade para a finalidade de conftrole biologico. A fase secundaria inibe a
propagacac do nematoide in vitro e se caractenza pela auséncia de corpos de
inclusdo no interior das células que permanecem em estado de repouso no
intestino do nematoide (Bintrim e Ensign, 1998),

Vanacao de fases em bacténas entomopatogénicas ocome provavelmente
como mecanismo de adaptagao a mudancas ambientais e escape do sistema
imunologico do hospedeiro, (Chiche e Ensign, 2003)

A mudanga da fase pnmaria para a secundarna pode ser provocada pela
baixa osmolaridade do meio de cultura como demaonstrou Krasomil-Osterfeld
(1895). Durante seu ciclo com fases simbidtica e patogénica, P. Juminescens
encontra diferentes condigbes ambientais as quais precisa se adaptar
fisiologicamenta. Durante a fase de desenvolvimento na larva do inseto, o alimento
€ abundante @ a osmolaridade elevada, no periodo de domméncia dentro do

intestino do nematoide ou livre no solo, a bactéria passa por uma fase de falta de
alimenio e baixa osmolaridade.
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2.3 - TOXINAS DE Photorhabdus luminescens

A bacténa P luminescens produz uma série de substancias toxicas que
provocam & morte do inseto hospedeiro. Entre estas loxinas enconfra-se o
complexo denominado proteinas Tc (Bowen e Ensign, 1998), a toxina Mcf (makes
catterpiliar floppy) (Dabom et al., 2002 e Waterfield et al. 2003) e a proleina Txp
40 (Brown et al, 2004 e 2008), esta dltima também produzida pelo
entomopatégeno Xenorhabdus nematophila

Um grande nimero de toxinas produzidas por P. luminescens pode eslar
envolvido na morte de uma ampla vanedade de insetos. Algumas podem agir
sinergisticamente ou serem usadas em redundancia garantindo a morte rapida do
hospedeiro. Algumas destas toxinas podem ainda provocar a8 morte dos inselos
por interferéncia no seu desenvolvimento. Duchaud e colaboradores (2003)
seglenciaram o genoma completo de P luminescens linhagem TT01 e
encontraram 5.688.987 pares de bases contendo 4.839 genes que codificam
provaveis proteinas. Surpreendentemente, ele codifica um grande numero de
adesinas, toxinas, hemolisinas, proteases e lipases, e contem uma larga serie de
genes para a sintese de antibidticos. Estas proteinas provavelmente representam
um papel imporante na eliminacdo de competidores, colonizacao do hospedeiro,
INvasao e bioconservacdo do cadaver do inselo, fazendo de P fuminescens um
modelo promissor para o esludo de simbiose e interagdo patdgeno-hospedeiro
Comparagao entre 0s genomas de bactérias relacionadas revelou a aquisigao de
fatores de wviruléncia por uma extensiva transferéncia horizontal e forneceu
indicaghes sobre a evolugao de um patogeno de insetos. Alem disso, proteinas
inseticidas identificadas recentemente podem ser altemativas efetivas para o
controle de inselos praga.

P. luminescens defende o cadaver do inseto hospedeira contra ©
estabelecimento de competidores microbianos produzindo antibioficos que atuam
contra uma diversidade de bacténas Gram-positivas e Gram-negativas (Foerst e
Mealson, 1996 firench-Constant et al., 2000 e 2003 Williams el al,, 2005; Hu et
al., 2006). O genoma da linhagem TTO1 contem 33 genes, agrupados em 20 locl,



codificando proteinas similares a policetideos e peptideos. sintases nao
ribossomais que podem fazer parte das wvias metabolicas destes antibioticos
{Duchaud et al., 2003). Na genoma da linhagem W14 da F. luminescens tambeém
foram encontradas seqiéncias que apresentam semeihanga com sequencias de
policetideo sintases de outras bacterias patogénicas (ffrench-Constant et al |
2000).

Waterfield e colaboradores (2002) encontraram, atraves da construgao de
uma biblioteca de cosmideos, o gene mcf (‘'makes caterpillars floppy"), que
codifica uma toxina de allo peso molecular denominada de Mcf por provocar
flacidez em larvas de M. sexfa. Além do fendtipo fidcido, a proteina Mcf parece
conferir & E. colf a capacidade de permanecer no inseto hospedeiro & mata-lo. A
analise histologica das larvas mortas mostrou que a proteina causa destruigio de
hemocitos impedindo o funcionamento do sistema de defesa do hospedeiro e
tambem a destruicdo do inteslino médio das larvas provocando perda de turgor e
flacidez (fendtipo * floppy™).

llhas gendmicas sao regifes do genoma bacteriano responsaveis por um
tnico aspecto do comportamento da bacténa, como simbicse ou patogenicidade.
Quando eslas regibes estdo envolvidas em palogénese elas sAo denominadas
ihas de pailogenicidade. Foram descrtas ihas de patogenicidade de P
luminescens subsp. akhursti linhagem W14 que codificam fatores envolvidos
aparentemente em ambos os processos de simbiose e patogenicidade. As
estruluras destas ilhas sao comparaveis com aquelas encontradas em patogenos
de mamiferos. As ilhas de patogenicidade de P. luminescens parecem camegar
elementos similares a organizagao genomica de ilhas de patogenicidade de outras
Enterobactenaceae, apesar do fato de elas codificarem loxinas com fungdes
diferentes (Waterfield et al., 2004).

Entre as substancias produzidas por P. luminescens gque agem como
inseticidas, as loxinas Tc vemn recebendo alengao dos pesquisadores devido,
enire culras propnedades, a sua agao contra insetos das ordens Coleoptera,
Lepidoptera, Homoptera, Hemiptera, Hymenoptera e Dictyoptera, contrastando
com o relativo limitado espectro de agio das endoloxinas de Bacillus thunngiensis
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que muilas vezes s3o0 especificas para um determinado grupo de insetos (Hofte e
Whitely, 1989, Bowen et al. 1998, Crickmore et al. 19568).

Bowen e Ensign (1998) demonstraram a atividade inseticida de proteinas
produzidas por trés isolados (W-14, NC-19 e Hm) de P. luminescens injetando
células da bacléria em larvas do inseto Manduca sexta. A more das larvas
ocomeu 24 horas apds a injec@o de aproximadamente 100 células. Os trés
isolados de P luminescens foram também testados com relacdo a atividade
inseticida do sobrenadanie do meio onde as bacterias foram cultivadas. Amostras
da cultura esterlizadas por meio de filtragdo foram injetadas em larvas de M
sexta. Vinte & quatro horas depois, as larvas pararam de se alimentar & mais de
um tergo mormeu apos 72 horas. A administracao oral de sobrenadanies das
culturas, concentrados através de ultrafiltracdo, das trés linhagens mostrou maior
suscetibilidade dos insetos a atividade toxica da linhagem W-14 uma vez que na
concentracac de 15 vezes foi capaz de provocar a morle de 70 % das larvas e
nenhuma atividade letal foi observada para as oulras linhagens na mesma
concentracao. A atividade inseficida das toxinas de W14 fol perdida quando
aguecidas ou fratadas com proteinase K, delerminando sua natureza proléica,
porém néao foi observada atividade enzimatica de lipase, proteinase ou fosfolipase
gue normalmente esto associadas 4 viruignela. A purificacdo da toxina inselicida
resullou em um complexo protéico de aproximadamente 1.000 kDa que foi
separado em frés fragbes através de eletroforese em gel de agarose. A fragao
comespondente a banda 1 apresentou atividade inseticida quando injetada ou
administrada oraimente em larvas de M. sexta. A fragao comespondente 8 banda 2
apreseniou alividade inseficida apenas quando injetada nas larvas e a fragao
comespondante a banda 3 nac apresentou atividade inseticida. A toxina purificada
demonslrou também toxicidade oral e através de injecio contra larvas de outros
insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Dictyoptera

O complexo de foxinas inseticidas produzidas pela linhagem K-1 de P
luminescens foi purificado e caracterizado como dois complexos protéicos de
aproximadamente 1.000 kD e ativo contra larvas de Spodoplera fifura Fab. e G
mefionella. A finhagem K-1 foi isolada de H. indica coletado no sul da India e
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identificada como P. luminescens subsp. akhursti atraves de testes fenolipicos &
bioguimicos, além da analise do padrao de restrigio de fragmento do gene 165
rRNA (Rajagopal e Bhatnagar, 2002), Os autores comentam que o trabalho é a
primeira comunicacgao a respeilo das toxinas desta subespéecie, uma vez que
guando Bowen e Ensign em 1998 reportaram as toxinas da linhagem Wid de P
luminescens, a reclassificacio de Photorhabdus em especies e subspécies
(Fischer-Le Saux el al., 1998 e 1999) ainda né&o havia sido proposia.

Para a realizagdo de estudos histopatologicos, larvas de M. sexta receberam
diela kratada com 1 pg de complexo protéico Tca purificado (concentragao
comespondentie a 50 % da dose letal - LDss) ou injegées dirstamente na hemocela
contendo 550 ng de Tca O complexo proteico denominadoe aqui de Tca
corresponde a fragdo 1 do complexo protéico purficado no trabalho de Bowen e
Ensign (1998). As larvas que ingeriram dweta tratada com Tca pararam de se
alimentar apds 24 horas, mas foram capazes de sobreviver por varas dias, porém
com ganho de peso muito menor em comparagdo ao controle. Larvas gque
recebaram injecao de Tca na hemocela continuaram a se alimentar por dois a trés
dias e momeram 24 horas depois de cessada a alimentagdo, Ambos os
ratamentos provocaram desamanjo no epitelio intestinal com a formacgéo de
vesiculas pelas células colunares que 580 langadas no Iomen intestinal na regido
do intestino médio (Blackbum el al., 1988).

A purficagdo das loxinas Tc de P. juminescens W14 mostrou que a linhagem
apresenta quatro complexos de toxinas denominados Tca, Tcb, Tcc e Ted, que
foram separados por HPLC (Bowen et al, 1898). Anticorpos monoclonais e
paliclonais produzridos conira esies complexcs protéicos purficados foram
i.iilizadus para selaecionar clones de E. coll contendo os genes responsavels pela
codificagio das toxinas em uma biblioteca gendmica de FP. luminescens W14
Foram identificados clones que codificam as toxinas Tc e, embora sua expressao
tenha sido comprovada alraves de reconhecimento por anticorpos, elas nao foram
processadas nem exportadas, nao apresentando atividade toxica contra larvas de
M. sexta, Foi realizada tambeém a interrupg¢aoc dos loci codificadores das toxinas Tc
de P. luminescens gerando os mutantes fca, fob, (oo e fod'. Inativagdo dos genes
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fca e tod provocou uma dréstica redugao na letalidade e correspondente aumento
no ganho de peso relativo das larvas de M. sexia sobreviventes. A inativacao de
ambos os logi gerando uma linhagem tcaficd aboliu completamante a toxicidade
oral, engquanto os mutantes (ch e toe” apresentaram toxicidade oral reduzida.

Guo e colaboradores (1999), buscando proteinas inseticidas que pudessem
ser utiizadas para a producao de plantas transgénicas resistentes a nsetos,
varificaram gue a linhagam W14 de P, luminescens produz em meio de cultura
duas proteinas, denominadas A e B, que apresentam efeito tdxico sobre as larvas
de Diabrolica undecimpunciata howardi Bar.,, uma importante praga da cultura de
milho gue nao & eficientemente controlada pelas endoloxinas de B. thunngiensis.
f}mﬂ base nos resullados das clonagens realizadas neste trabalho, oS autores
concluiram gue as toxinas A e B encontradas, s3o idénticas respeclivamente aos
peptideos TcdA codificado pelo gene fodA, locus fod, e TebA, codificado pelo gene
lchA, locus fcb, descritos por Bowen e colaboradores (15958)

Com a finalidade de identificar genes gue codificam potenciais fatores de
viruléncia, foram analisadas 2.000 sequéncias a0 acaso, a partir de uma biblioteca
gendmica da linhagem W14 de P. luminescens (firench-Conslant et al 2000) Os
autores verificaram a existéncia de mais do que qualro loci de genes Ic uma vez
gue varnas copias dos loci fca, tobdcd e.tce foram encontradas. As proteinas Tc
previstas tém trés areas de similaridade entre elas e, apesar da aparente
complexidade dos loci, somente trés tipos basicos de elementos geneticos podem
sar encontrados:; genes tipo IcaAB ou tocdA; genes tipo lcals ou fedB e genes lipo
iccC. Homodlogos destes elementos (ém sido encontrados em varias baclérias e
Sua consenvacao sugere gue estes trés componentes basicos sS40 necessanos
para a atividade oral deste complexo protéico contra insetos (Waterfield et al,
2001a).

A alividade oral das toxinas produzidas por P. luminescens contra larvas de
mnsetos ndo era esperada uma vez que, na natureza, as células da bacléna sao
depositadas diretamente na circulagao (hemolinfa) da larva do inseto hospedeiro
pelo nematodide vetor, Uma possivel explicagio para esta atividade oral proposta
aor Walerfield e colaboradores (2005), sena o fato de outros entomopatogenos



15

como por exemplo Serratia enfomophila, apresentar genes semelhantes aqueles
que codificam toxinas em P. fuminescens cujo produto € toxico a larvas de insetos
guando Ingerdo. Tais genes encontram-se em um plasmideo conugativo, sendo
possivel que tenham sido adquindos por bacténas do género Pholorhabdus e
posteriormente tenham sofrido modificagbes que levaram a produgao de toxinas
que sao ativas em ambos os lados do intestino da larva hospedeira.

Waterfield e colaboradores (2001b) demonstraram que a combinagao de tres
genes, fcdA, tcdB e foeC, & essencial para a toxicidade oral contra larvas do inseto
M. sexta quando a expressio destes genes é feita em E. coll  Foram construidos
plasmideos com diferentes combinacdes destes genes que foram utilizados para
transformar E. coli e tambem uma linhagem de F. Juminescens que nao apresenta
loxicidade oral contra M. sexta (linhagem K122). No caso da expressao em E. coli,
além da presencga dos trés genes, o acréscimo de mitomicina C ao meio de cultura
ou a ruplura mecanica das células 8 essencial para ocomencia de toxicidade oral
maxima sugerindo a necessidade de liberagdo das moléculas de toxina gue
podem estar associadas a membrana celular. O plasmideo contendc os genes tod
confere & lnhagem K122 de P Juminescens toxicidade oral superior aquela
verficada para a linhagem W14, demonstrando a possibilidade de se construir
uma linhagem recombinante ainda mais toxica do que a original.

O gene fcdA de P luminescens codifica uma proteina de 283 kDa, toxina A,
que & altamente toxica a uma variedade de inselos, incluindo algumas impordantes
pragas da agncultura. Foi testada a eficacia da toxina A transgénica em
Arabidopsis thaliana L. Heynh para o controle de insetos que se alimentam dela
{Liu et al., 2003). Plantas expressando toxina A acima de ?Dﬂ_ ng/mg de proteinas
exiraidas se mostraram altamente toxicas a M. sexta, Toxina A isolada de plantas
fransgénicas tambem inibiu fortemente o crescimento da praga de mitho D
undecimpunciata howsardl. Adicio de regides 3' e 5 nao traduzidas do gene
osmotin (osm) de tabaco aumentou em 10 vezes a producao de toxina e em 12
vezes a recuperacao de linhagens resistentes ao inseto. Na melhor linhagem a
alta expressao da toxina A e a resisténcia ao inseto foi mantida em pelo menos
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cinco geracoes em toda a progénie. O mRNA fcdA intacto representa o maior
produto de transcrigao de um transgene em plantas efetivo ale a data.

Embora o gene tcdA7 insendo no genoma de A thaliana tenha sido expresso
g capaz de promover loxicidade oral a larvas de M. sexta e D. undecmpunctata
howardi, a atividade toxica oral completa de TedA1 requer a agao de dois oulros
produtos génicos do complexo Tc, TcdB1 e TecC1 ou TedBZ e TecC3. A
polencializagao da toxina TedA1 requer que os genes fcdA T, fcdB 1 e tocC 1 sajam
expressos no mesmo citoplasma (Waterfield et al., 2005).

2.4 - CONTROLE BIOLOGICO

Insetos sdo naturalmente atacados por entomopatégenos e parasitGides, que
sao imporantes reguladores de populagdo. A ulilizagdo destes vem sendo
estudada e em alguns casos aplicada com a finalidade de conirolar pragas de
culturas agricolas. Esta pratica, conhecida coma controle bioldgice, apresenta uma
serie de beneficios que devem ser considerados além de apenas sua eficiéncia e
custo. Estes beneficios incluem seguranga para a espécie humana, e outros
organismos que nao sejam o alvo de controla, reducao de residuos de agrotdxicos
nos alimentos e no solo, preservacdo de outros NIMIgos naturais e aumento da
blodiversidade em ecossistemas cultivados,

Agenies de controle bioldgico de pragas podem ser eficientes e servir de
allarnaliva para inseticidas quimicos de largo espectro de agao. No entanto, um
Incremeanto no uso destes agernies deve vir acompanhado de: aumento da sua
virulencia e velocidade da letalidade, manutencao ou melhora do desempenho em
condigdes ambientais adversas, producdo eficiente, formulacdo que permita facil
aplicacdo, persisiéncia no ambiente e longo periodo de armazenamemo, bom
entendimento de como se encaixa no ambiente & sua inleracdo com outros

componentes de manejo integrado e, por fim, aceitagao pelos produtores e plblico
consumidor (Lacey et al., 2001).
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241 - Nematdides entomopatogénicos dos géneros Stelnernema e
Heterorhabditis como agentes de controle biologico de pragas

Nematdides enlomopatogénicos dos generos Steinernema e Helerorhabdilis,
gue se associam com bacterias dos géneros Xenorhabdus e Heterorfiabdus
respecltivamente, vém sendo utilizados como eficientes agentes controladores
bioldgicos de diversas pragas de solo. Em todo o mundo, estes nematdides vém
sendo utilizados comerciaimente no controle de diversas pragas, e respondem
pela segunda maior quantidade comercializada de agentes de biocontrole, depois
de Bacillus thunngiensis. (Lacey et al., 2001)

Mo Brasil, Machado e colaboradores (2005) testaram a eficigéncia “in vitro”
dos nematoides Heferorhabditis indica e Sieinemema glasen no controle do
coledptero Migdofus fryanus West, uma imporiante praga da cullura de cana-de-
acucar. Ambos parasitam diferentes fases do desenvolvimento de M. fryanus (ovo,
larva recém-eclodida e larva em estagio final de desenvolvimento) causando a
morte do inseto. H. indica se mostrou mais eficiente do que S. glasen em causar a
morte das larvas de M fryanus no estagio final de desenvolvimento.

Uma hnhagem de Helerorhabdilis isolada de solo no municipio de
ltapetininga, SP, se mostrou eficiente contra ninfas da cigaminha da raiz da cana-
de-agicar, Mahanarva fimbriolata Stél, em condigdes de laboratério (100 % de
mortafidade), e foi entdo escolhida para testes em campo (Leite et al, 2005) O
controle promovido pelo nematdide pode ser comparado ac do inseticida

tametoxam e do fungo Meltarhizivm anisopliae, utilizado como agenta de controle
bioldgico de insetos praga.

2.4.2 — Controle biolégico de Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera:
Crambidae)

O inselo Diatraea saccharalis conhecido como broca da cana-de-aglcar, &
considerado a principal praga desta cullura especiaimente na Regiao Sudeste do
Brasil onde causa aos produtores prejuizo significativo.

O ciclo da broca no canavial comega com as manposas, que colocam
pequenos ovos na parle de baixo das folhas, Quando os ovos eclodem, saem
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minusculas larvas. de cerca de 1 a 2 milimetros, que caminham em direcdo &
regiio proxima ao colmo da planta, onde penetram e se alimentam da polpa
camuda e doce. Dentro da cana, as larvas vao mudando de fase, até atingir cerca
de 3 a 4 centimetros, quando saem da planila, transformam-se novamente em
mariposas e dao inicio a um novo ciclo de vida do inseto. As galenas feitas por
esses inselos masligadores ocupam praticamente todo o interor da planta,
provocando diminuigdo da massa vegetal e falha na geminacdo, que além de
reduzir a tonelagem por area, nao raro, exige custosos replantes.

Qcorrem também prejuizos indiretos considerdveis, pois as aberuras
{orificios e galerias) permitem entrada dos fungos Colletotnichum falcatum Went e
Fusanum moniliforme,que invertem a sacarose em glucose, diminuindo a pureza
do caldo e o peso do agucar (Gallo el al., 1988). Quando a maténa-prima se
destina a produgdo de alcool, o problema € ainda mais grave, pois 0sS
microorganismos invasores contamnam o caldo e concomrem com as leveduras na
fermentacio.

O controle bioldgico desta praga no Brasil enconira-se baslanie
desenvolvido, principaimente atraves do emprego da vespa Apanfeles flavipes =
Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera, Braconidae), um parasitdide das larvas
de Diafreea spp. originaria de Trinidad e Tobago e introduzida no Brasil em 1874
(Botelha, 1992)

Porem, 03 pequenos produtores ndo tém como fazer o controle bioldgico
porque nao ha produgio suficiente de vespas em escala comercial, sem contar
que elas tém de ser liberadas na plantagio nas condigdes ideals de temperatura e
quantidade para surtr efeito. E a partir do momento em que a broca penetra na
cana as perdas 5ao inevitaveis, porque nessa fase nao @ mais possivel recorrer ao
conlrole biclogico nem ag quimico, devido ao allo custo dos inseticidas € 4 baxa
eficiéncia dos produtos, incapazes de alingir as lagartas no interior da planta.

Embora C. flaviceps seja eficiente no controle de broca da cana-de-aclicar,
parasitdides de ovos do género Trichogramma vém sendo estudados por diversos
pesquisadores (Lima Filho e de Lima, 2003).
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Botelho e colaboradores (1999) observaram a eficiencia de Trichogramma
galloi Zucchi no controle de D. saccharalis em locais de allas infestagoes e baixa
predagao de ovos, assim como acao sinérgica da sua associacao com C. flavipes.
Em detemminadas situacdes, o parasitocide larval C. fliavipes nao é tao eficiente no
controle bioldgico de D. saccharalis, particularmente guando a predagao de ovos
por especies nativas de inselos & baixa. Aumentando-se a predagao de ovos com
a liberacao de T. gallol, as lagartas provenientes de ovos sobrevivenies podem ser
melhor controladas por C. flavipes, reduzindo as perdas causadas pela broca da
cana-de-agucar nas situagbes mencionadas, caracteristicas de areas do Brasi|
Central.

Outra forma de controle biologice de D. saccharalis que vem sendo avaliada
no Brasil é a utilizagdo do fungo Beauvena bassiana (Wenzel et al,, 2006). Os
autores verificaram que o fungo causou morte de até 83 % das lagarias da broca
da cana-de-agUcar, 6 dias apos tratamento com suspensac de conidios na
concentragio de 5 x 10%mL.

MNao foram encontrados na literatura relatos sobre o emprego de nematoides
enlomopatogénicos para o controle de D. saccharalis, embora larvas deste inseto
tenham sido ulilizadas para a multiplicacae de Steinemema campocapsae
(Folegatti et al, 1988). Tampouco foram encontrados estudos sobre o efeito de
bactérias do género Phoforhabdus ou de suas loxinas sobre esta praga.
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JI.MATERIAL E METODOLOGIA

31 - CIBTEHGED E IDEHTIF?EAC.ED DO ISOLADO I1B01 DE Photorhabdus
fuminescens

O isolado de Phoforhabdus luminescens utlizado no presente trabalho fol
isolado do inlerior de larvas do nematdide Heferorabditis sp no |laboratdric de
Controle Bioldgico do Instituto Biolégico de Campinas (SP) e foi denominado 1BO1.

3.1.1 - Amplificagao do rDNA 16S através de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR)

A identificacido da bactéria foi feita por segienciamento do rDMNA 165

A amplificagdo foi feita atraves de PCR com a ulilizagdo dos primers
universais para bactérias fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e P1 (5'-
ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Weisburg et al, 1991). Com o auxilio de
palito de madeira esterlizado, uma amostra de coldnia do isolado bacteriano foi
transferida para microlubo contendo 50 pl da sequinte solucdo: 5 pl de tampdo
10x; 5 uL de MgCE (25 mM); 1 pL de dNTPs (10 mM cada), 1 ul de cada pamer
(10 pM); 0,5 pl da enzima Tag DNA polimerase (5 Ulul); 36,5 ul de agua esléril
Todos os reagentes ulilizados foram da marca Invitregen.

Em sequida, procedeu-se a amplificacdo em termociclador (PerkinElmer -
GeneAmp PCR System 2400) utilizando-se o seguinte programa desnatluracio
inicial a 94 *C por 4 min; 40 ciclos de desnaturacao a 84 *C por 30 5, anelamento
a 60 "C por 30 s e extensao de primers a 72 *C por 1 min & 30 s; extensao final a
72 *C por 4 min,

Uma amosira {5 pl) do produto da amplificagio foi visualzada por
eletroforese em gel de agarose 0,8 % com o corante brometo de etidio (0,1 pg/mL)
em tampéo TAE (0,04 M Trisacetato pH 8,0 + 1 mM EDTA) para a verificacio da
presenga de um fragmento de aproximadamentea 1.500 pb.
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3.1.2 - Segienciamento do rDNA 165

O produto de amplificacio comespondente ac rONA 168 foi punficado com
o PureLink PCR Punfication kit (Invitrogen), seguindo instrugbes do fabncante. O
produto foi totaimente sequenciado utilizando-se os pnmers D1 e A1, para as
extremidades 5" e 3°, e os pamers intemos 165-F2 (5'- AGCAGCCGCGGTAATAC
-3 e 165-F3 (5-ATACCCTGGTAGTCCACGC-37). O seqlenciamento foi
realizado com o reagente Big Dye Terminator (Applied Biosystems) e o apareiho
seqienciador de DNA ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).

3.1.3 - Analise das seqiiéncias obtidas

A sequencia do rONA 16S do isolado IBO1 de P. luminescens, determinada
conforme descrito no tem 3.1.2 foi comparada com aquelas presentes no banco
de dados intermacionais GenBank atraves do programa BLASTn (Altschul et al.,

1880). O alinhamento de sequéncias foi realizado com os programas Clustalx
(Thompson et al,, 1997) e Biokdit (Hall, 1999).

3.2 - AMPLIFICAGAD, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DE SEGMENTOS
DOS GENES tcdA, tccC e mef DE P. luminescens 1B01

3.2.1 - Extrag@ao do DNA total

O isolado 1BO1 de F. luminescens foi incubado em 5 mL de meio LB
{irptona, 10 g, extratlo de levedura, 5 g, NaCl, 5 g em 1 L de agua), sob agitagio a
26 °C até a saturagdo (aproximadamente 24 h). Uma aliquota de 1.5 mL da cultura
foi centrifugada por 2 min, 12.000 g e o pellet foi ressuspendido através de
pipetagio em 567 plL de tamp3o TE (10 mM Tris HCI pH 8,0, 1 mM EDTA). Foram
adicionados 30 pl de SDS 10% e 3 uL de proteinase K (20 mg/ml) a suspenséo
de ceiulas que foi incubada por 1 h a 37 °C. Em seguida adicionou-se 100 pl de
NaCl 5M e B0 ulL de CTAB/MNaCl (CTAB 100 g/L, NaCl 41 g/L) e a mistura foi
incubada por 10 min a 65 *C. Uma extracao foi feita através de adigao de igual
volume de clorofdrmio/alcool isoamil (24:1) e centrifugagdo por 5 min a 12.000 g
O sobrenadante foi transferido para um tubo novo ao qual foi adicionado igual
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volume de fenolfcloroférmio/aicool isoamilico (25:24.1) e o matenal foi agitado e
novamente centrifugado por & min & 12.000 g O sobrenadante foi transfendo para
tubo novo e adicionado 0,6X o seu volume de isopropanol gue foi misturado
gentilmente até ocomer a precipitagdo do DNA. O DNA precipitado foi lavado com
1 mL de etanal 70 %, seco e ressuspendido em 100 pl de tampao TE.

3.2.2 — Amplificagdo dos segmentos centrais dos genes fcdA, tecC e mcf de
P. luminescens 1B01

Foram utilizados os primers tcdA-F1 (5-ACRCGYTTTGCNGAYTGGGET-3")
e lcdA-R1 (5-CCGYTGAARTCCATTGGYTC-3") para a amplificagdo de
segmentos dos genes fodA; tecC-F (5 -GNGARGARCAYGGNAAYG-37) e tccC-R
(5"-CCRTANGGRTARTAYTCYTC-3") para a amplificagao dos genes fccC e mef-F
(5 -TCTGGCYACCGCNCTNAA-3) 3 mecf-R {5°-
GAAAGATGTAGAARTCRTARTCRAA-3') para a amplficagdo dos genes mcf de
P. luminescens a partir do DNA total da bactéria obtide conforme descrito no item
3.2.1. Estes primers foram desenhados com base no alinhamento das sequéncias
de genes fedA, tccC e mof disponiveis no GenBank para os isolados W14 € TTO1
de F luminescens, conforme mostram as Figuras 1, 2 e 3. Para os genes fcdA, o3

lamanhos previsios para os produtos amplificados seriam de 2230 a 2966 pb, para
os genes fccC, de 932 a D66 pb e para os genes mef, de 917 pb.
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Figura 1 - Desenho dos primers lcdA-F1 e tcdA-R1 baseade no alinhamento das
seqléncias nucleolidicas de genes fcdA de P, luminescens W14 e TTO1.
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Figura 2 - Desenho dos prmers tccC-F @ tccC-R baseado no alinhamento das sequéncias
nuclectidicas de genes feeC de P fuminescens W14 e TTO1.
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Figura 3 - Desenho dos pnmers mel-F e mef-R baseado no alinhamento das seqléncias
nucleotidicas de genes mof de P. luminescens Wi4 e TT01.

Foram misturadaos 4 ul de tampao PCR 5X, 0,5 pl de dNTP (10 mM cada),
0.5 ul de cada paimer F e R (10 uM cada), 1 uL do DNA total de P. luminescens,
0,2 ul de Tagq DNA polimerase (5 Ulpl) e 13,3 pl de agua deionizada para as
reagbes de amplificagao que foram realizadas em lermociclador utilizando-se o5
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programas: 94 “C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 84 °C por 30 s, 56 *C por 30
5, 72 °C por 2 min € 40 5 & extensao final a 72 "C por 4 min para amplificagao de
segmentos dos genes fcdA; 94 °C por 2 min, 40 ciclos de 94 "C por 30 5, 46 °C
por 30 s e 72 *C por 60 s e extensao final a 72 *C por 4 min para amplificacao de
segmentos dos genes fecC e 94 °C por 2 min, 40 ciclos de 94 *C por 30 s, 56 °C
por 30 s @ 72 "C por 60 5 & extensao final a 72 *C por 4 min para amplificacao de
segmentos dos genes mef.

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 0.8 % para a venficagao da presenga de fragmentos que foram exfraidos

e purficados utilizando-se o kit QlAquick Gel Exiraction (Qiagen) seguindo as
instrucbes do fabricante.

3.2.3 - Clonagem dos segmentos amplificados no vetor pGEM-T

Os produtos purificados das PCRs dos segmentos dos genes fcdA, fooC e
mecf de P. luminescens foram clonados separadamente no vetor pGEM-T Easy
(Promega).

A reagao de ligagdo com o vetor foi realizada a misturando-se 7 pl do DNA
provenienie da amplificagdo, 1 pl de tampéo de ligagdo 10x, 1 pL do velor p
GEM-T Easy & 1 pL da enzima T4 DNA figase (3 Uful) e incubagao a 16 *C por 12
horas.

3.24 - Transformagao por eletroporagio em células competentes de
Escherichia coli

Os produtos de ligagao com o vetor foram precipitados com 1 pl de acetato
de sodio 3M pH 5,2 e 27 ul de etanol absolule durante 10 min a — 80 °C. Apds a
centrifugacao da amostra (20 min, 12.000 g, 4 “C), o sedimento foi lavado com
etanol 7O % e submetlido a secagem a vacuo por 5 min. Em seguida o sedimento
foi ressuspendido em 2 ul de agua deionizada e esterilizada e misturado com 18
ul de ceélulas eletrocompetentes de Escherichia coli cepa DH5«, preparadas
segundo procedimento descrito por Sambrook e Russel (2001),
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As células de E, coll foram transformadas com o produto da reagio de
ligagdo utilizando-se eletroporador (Cell-Porator £ coli Pulse, Life Technologies).
Apos o choque elétrico, as células foram colocadas em 1 mbL de meio de cultura
liguido LB e mantidas sob agitacio a 37 *C durante 60 min. Em seguida a cullura
foi centrifugada (1 min, 12.000 g), 800 pL do sobrenadante foram descartados e as
celulas ressuspendidas em 200 pl do meio restante, sendo plagueadas em meio
solido LB contendo ampicilina (100 mg/L), X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-§-D-

galaclosideo) e IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranosidec — indutor do operon Lac

de E. coli). As culturas foram mantidas a 37 *C por 15 horas para o crescimento
das coldnias bacterianas.

A presenca do antibidtico no meio de cultura permite apenas o crescimento
das células transformadas contendo o vetor. Células transformadas contendo
apenas o vetor sem o inserto formam colonias de coloragdo azul, resultante da
reagao da enzima [-galactosidase com o substrato X-Gal, permitindo assim sua
identficagao.

Apos o periodo de incubagao, 16 coldnias brancas de cada placa contendo
transformantes com segmentos dos genes (cdA, oo e mcf foram selecionadas
para extracho de plasmideos e seqienciamento dos insertos.

3.2.6 - Extragdo dos plasmideos dos clones obtidos

Os plasmideos foram extraidos das celulas bacterianas atraves do método
de fervura (Sambrook e Russel, 2001).

Para a extragdo foram ulilizadas culturas bacterianas com 12 horas de
crescimento em 37 "C sob agitagfo, Aliquotas de 1.5 mbL de cultura foram
centrifugadas por 1 min, em temperatura ambiente, 12.000 g e o sobrenadante foi
ressuspenddo em 350 pL de tampdo STET (100 mM Tns pH 8,0, 100 mM NaCl, 1
mM EDTA, 5% Tnton X-100). Acresceniou-se 25 pL de lisozima (10 g/mL em 10
mM de TrisHCI pH 8.0) e a suspensao foi agitada e submersa em agua fervente
por 40 seqg. Em seguida a suspensao foi centrifugada por 10 min em temperatura
ambiente, 12.000 g e o pellet formado foi removido com o auxilio de um palito de
dente esterilizado. A precipitacao foi feita através da adigio de 40 pl de acetato
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de sodio 2,5 M (pH 5,2), 450 pul de isopropancl e centrifugacio por 5 min, 12.000
g a 4 *C. O precipitado foi lavado com etancl 70 %, seco e ressuspendido em 30
ul de TE pH 8,0, com RNase A (20 pa/mL),

O seqglenciamento dos inserios fol realizado conforme descrito em 3.1.2,
porem  ulilizando-se ©s prmers baseados no wetor, T7  (5°-
TAATACGACTCACTATAGGG -37) & 5PE (5-ATTTAGGTGACACTATAG -37).

3.2.6 - Amplificacdo dos segmentos iniciais e finais dos genes tcdA1 e fcdAd4
de P. luminescens IB01

As seqiéncias oblidas para a regido central dos genes fcdd mostraram
grande semelhanga com as dos genes comespondentes da linhagem W14 de P.
luminescens que estdo depositadas no GenBank. Com base nesfas seqiéncias
oblidas, foram desenhados oS primers tcdAl-F {5-
ATGAAYKMGYCTGTAAAGAG-3"), tcdAd-F (5 -ATGAACTCATACGTGAAAGAG-
3, tcdA-R2 (5 -GYGCYTGARTACTGGCTTG-3), tedA1-R (5'-
TTATTTAATGGETGTAGCGAAT -37), tcdAd-R (5 -TTATTCGAGRATAGTGTAACG-
3) e tcdA-FZ (5-AATACBCTATTYGCYCGCCA-3"), para a obtengdo dos
segmentos iniciais e finais destes genes. A Figura 4 mostra a posicBo destes
primers nos genes fcdA1 e lcdad.

tSdAT-F —
2
tedAd-F —» gt okl
e ————. { / {_:
tedA-R2 tedA-R 1 « ltcdAd-R

=ene tcdA1 ou tcdAd

Figura 4 - Posigdo dos pnmers desenhados para a amplificagao dos segmenios iniciais &
finais dos genes fcdA{ e fcdA4.
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A reagao de amplificagao foi feita utilizando-se o seguinte programa: 94 "C
por 2 min, seguido de 40 ciclos de 84 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, 72 "C por 2 min
e45 s e exansio final a 72 *C por 4 min.

Os produtos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T & parcialmentie
sequenciados.

Uma vez que os segmentos iniciais e finais dos genes fcdA1 e focdA4 do
isolado 1B01 foram amplificados com sucesso, foi verficada a possibilidade de
amplificacao destes genes inteiros utilizando-se os pares de pomers tcdAl-F +
tcdA1-R e tcdA4-F + tcdA4-R e o kit Expand Long Template PCR System (Roche
Molecular Biochemicals).

Os genes tcdA7-IB01e tcdA4-IB01 foram clonados no vetor pGEM-T Easy
(Promega) onginando os vetores fcdA 1pGEM-TE e fcdA4/pGEM-TE.

Os procedimentos de amplificacdo, clonagem, transformacio e
sequenciamento foram realizados conforme descrito nos itens anteriores.

3.3 - SEQUENCIAMENTO DOS GENES tcdA1 E tcdA4 DE P. luminescens IB01
ATRAVES DA CONSTRUCAO DE UMA SUB-BIBLIDTECA DE PLASMIDEOS

Clones contendo cada um dos genes (lcdA7-IBO1 e fodA4- 1BO1) foram
cullivados em 30 mL de meio LB por 12 horas a 37 °C sob agitagdo e a extragio
dos plasmideos fol realizada através do QlAquick PCR Purfication Kit (Qiagen,
Califormia, USA) Os plasmideos purificados foram entdo fragmeniados em
nebulizador propelido com nitrogenio gasoso @ depois sofreram tratamenio com a
enzima Mung Bean nuclease (New England Biolabs) (20 pl. DNA nebulizado, 3 plL
tampao 10x, 1 pL Mung Bean nuclease, 6 ul agua destilada — 30 min, 30 °C) para
a obtencdo de extremidades relas. Os produlos obtidos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8 %, do qual se exiraiu um segmento contendo
fragmentos da tlamanho vanando entre 500 e 1.000 pb,

Apos purificag@o com o kit QlAguick Gel Extraction (Qiagen), os fragmentos
foram clonados no vetor pGEM-3Z2f+ previamente digerido com a enzima Smal e
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desfosfariiado. A reacdo de ligagdo consistiu de 5 plL tampdo 2X, 0.5 pl pGEM
3Zf+ linearizado, 3,5 ul. DNA tratado e 1 ul. DNA ligase (3 U/uL) e a incubagao foi
realizada por 12 h a 16 *C. Foram selecionados 96 clones com fragmentos de
cada um dos genes para sequenciamento. Inicialmente, o seqlienciamento dos
clones foi realzado apenas em um sentido empregando o pamer T7. Apos a
analise dos resultados, quando necessario foi realizado o seqlenciamento da
extremidade oposta do clone utilizando-se o primer 5P6.

3.4 - CLONAGEM DO GENE tcdA1-IB01 JUNTO A SEQUENCIA TIR NO VETOR
pGEM-T Easy

A sequéncia TIR do vetor pGreanTIR (Miller & Lindow, 1897} fol introduzida
junto ao gene fcdA7-IB01 para aumentar sua express@o. Esla segléncia é
composta por uma regi@o consenso Shine-Dalgamo com uma regido espacgadora
que minimiza a formagdo de estruturas secundarias no RNA e uma seqgiéncia
acentuadora de tradugio do gene 10 do fago TV (Miller & Lindow, 1997). As

etapas sequidas para a introdugdoc da sequéncia TIR precedendo o gene fcdA7-
IBO1 estdo represeniadas na Figura 5.

3.4.1 - Transferéncia do segmento Sacl do pGREEN-TIR para o pGEM-T Easy.

Os plasmideos pGreenTIR e pGEM-T Easy foram digeridos com a enzima
Sacl (Invitrogen) e o produto de digestdo do pGEM-T Easy foi tratado com 1 pl de
fosfatase alcalina por 5 min a 50 °C para impedir o fechamento do vetor.

Os produtos de digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 08 % a partir do qual foram exiraidas e purficadas as bandas
correspondentes ao pGEM-T Easy linearizado e ao fragmento Sacl-TIR—gfp de
aproximadamente 800 pb.

O ifragmento Sacl-TIR—gfp foi ligado ao pGEM-T Easy dando origem &ao
vetor TIRgfp/pGEM-TE o qual foi infroduzido em E. coli. As colbnias transformadas
foram identificadas através da sua fluorescéncia verde sob luz UV, Os plasmideos
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contendo os inseros foram extraidos pela técnica de fervura e foi realizada
digestao com as enzimas Sacl e Ndel para confirmacao da presenga do inserto.

34.2 - Introdugdo de sitios de restricio EcoRl e Ndel no inicio do gene
tcdA1-4B01

Um segmento inicial de aproximadamente 2.5 kb do gene {cad 1-1B01 fol
amplificada utilizando-se 0s primers lcdA1-EcoNde (5'-
AAGAATTCATATGAACGAGTCTGTAAAAGAG-3") e tcdA-R2 para a introdugio
de sitios para as enzimas de restricio EcoR| e Ndel,

A reagao de amplificagao foi realizada com o Expand Long Template
System (Roche Molecular Biochemicals) utilizando-se o seguinte programa. 94 °C
por 2 min, seguido de 94 °C por 10 s, 54 °C por 30 5, 68 *C por 2 min (10 ciclos) e
94 *C por 10 5, 54 *C por 30 5, 68 "C por 2 min + 20 s por ciclo (20 ciclos),

O produto da amplificacaa foi clonado no vetor pGEM-TEasy produzindo o
vetor EcoNde-tcdA1/pGEM-TE.

3.4.3 - Clonagem do fragmento Nde-tcdA1 no vetor TIRgfp/pGEM-TE
O vetor TIRgip/pGEM-TE e o velor EcoNde-icdA1/pGEM-TE foram
digeridos com a enzima de restricdo Ndel. O produto de digestic do
Rafp/pGEM-TE foi desfosforiiado para impedir o fechamento do vetor.
Os produlos das digesibes foram purificados através de eletroforese em gel
' de agarose 0,8 %. Foram extraidas do gel uma banda de aproximadamente 1,200
pb produzida pela digestio do EcoNdedcdA1/pGEM-TE e uma banda
Lorespondente a0 TIR/pPGEM-TE, do qual foi removido o gene gfp, de
aproximadamente 3.000 pb. Estes fragmentos foram ligados entre si dando origem
8o vetor TIR-tcdA1-Nde/pGEM-TE.
A verificagdo da presenga do segmento TIR-tcdAi-Nde, na onentacao
~ comela, fol realizada através da técnica de PCR direto de colénias bacterianas.
'!:%FH a2 reagao de amplificagdo foram utilizados o primer tcdAd-Nde (5°-
:IfEETETGPuAEGﬁGTETGT AAAAGAG-3") e 0 primer T do vetor.
%
2
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3.4.4 - Clonagem do segmento Bghl-Sphl do gene tcdA714B01 no vetor TIR-
tcdA1-Nde/pGEM-TE

O vetor TIR-cdA1-Nde/pGEM-TE (clone 8) e o velor tcdA1/pGEM-TE
(clone 1) foram digeridos com as enzimas de restricdo Bglll e Sphl.

Os produtos de digestéo foram submetidos & eletroforese em gel de
agarose 0,8 %. Foram extraidas do gel uma banda de aproximadamente 7.100 pb
produzida pela digestao do lcdA1/pGEM-TE e uma banda de aproximadamente
3.500 pb.oriunda do TIR-tcdA1-Nde/pGEM-TE. Estes fragmentos foram ligados
enlre si dando origem ao vetor TIR-tcdA1/pGEM-TE, o qual foi introduzido em E.
coli As colonias transformadas foram submetidas a lécnica de fervura para a

_exiragio dos plasmideos 05 quais foram verificados quanto a corregao do inserto,
atraves de digestao com a enzima Hindlll.
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‘Figura 5 - Elapas do processo de clonagem do gene fodAT de P, luminescens 1B01 junto
aseqiéncia TIR no vetor pGEM-T Easy.
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3.6 - CONSTRUGAO DE BIBLIOTECA DE COSMIDEOS DE P. luminescens
IBO1

Clones de E. coli carregando cosmideos contendo genes (¢ foram obtidos
atraves da construgdo de uma biblioteca genomica a partr do DNA tolal de F.
luminescens isolado 1BO1.

A biblioleca gendmica de P. luminescens IB01 foi construida utilizando-se o
pWEB-TNC Cosmid Cloning Kit (Epicentre Biotechnologies, Madison, Wisconsin)
de acordo com as instrugbes do fabricante,

O DNA gendmico de FP. luminescens IB01 foi fragmentado atraves da
passagem pela agulha de uma seringa gerando fragmentos de aproximadamente
40.000 pb. As exlremidades dos fragmentos foram reparadas e agueles de
tamanho adequado foram selecionados em gel de agarose de baixo ponto de
fusao atraves da comparagao com marcador de 36.000 phb.

Os fragmentos de aproximadamente 40.000 pb do DNA gendmico da
baciena foram inseridos em cosmideos pWEB-TNC (Figura 6) que apresenta
resisténcia aos antibidticos ampicilina e cloranfenicol, Os cosmideos contendo os
insertos foram empacotados usando o extrato MaxPlax e, em seguida, procedeu-
se a infecgdo das celulas hospedeiras de E. coli linhagem EPI100-T1. A selegio

dos clones transformados foi feita em placas de meio LB com ampicilina (100
mg/mL}.
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Figura 6 - Mapa do cosmideo pWEB-TNC (Epicentre Bictechnologies) utilizado para a
construcac de biblioteca genbmica de P. luminescens linhagem 1BO01.

Foram obtidos 272 clones, distribuidos em placas de 96 pogos. A
identificagao dos cosmideos contendo genes fcdA foi feita através da amplificagao
por PCR com os pamers tcdA-F1 e tcdA-R1, a pariir de conjuntos de B clones
comespondentes as colunas 1 a 12 de cada placa. Os produtos de amplificagao
gerados por este par de pimers apresentam de 2.230 a 2.966 pb.

Atraves deste processo, foram obtidos 5 conjuntos de clones para os quais
o resultado da amplificagao foi positivo. Para cada um dos 8 clones componentes
dos 5 conjuntos considerados positivos, foi realizada uma amplificac¢io individual
que levou & determinacio da presenga de seqiéncias do gene ledd em quatro
clones denominados |B01-02804, 1B01-02D08, |1B01-01D11 e IBO1-01FDZ.

A exlragBo dos cosmideos foi realizada utilizando-se o kit Wizard Plus
Minipreps (Promega) e em seguida foi determinado um padrdo de digesiio para
cada um dos clones atraves da utilizacio das enzimas de restrigdo BamHl e
Hindlll. Este par de enzimas libera o inserto e pamite que o vetor parmanega
quase intacto uma vez que os sitios de restricio para a enzima BamH| encontrams-
se nas posicbes 36 e 44 do vetor e para a enzima Hindlll apenas na posigao 113.
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Os segmentos inicial e final dos insertos dos cosmideos contendo genes
fcdA foram sequenciados com a utiizagdo dos prmers WEB-M13-F (5'-
GGTTTTCCCAGTCACGAC-3") e T7. As seqiidncias oblidas foram comparadas
com aquelas depositadas no GenBank através do programa BLAST-n.

3.6 - AMPLIFICACAQ E CLONAGEM DE SEQUENCIAS CONSERVADAS DE
GEMNES pks DE P. luminescens |1B01

Foram utilizados oS pimers KS-F (5°-
MGIGARGCIHWISMIATGGAYCCICARCAIMG-37) e KS-R (5°-
GGRTCICCIARISWIGTICCIGTICCRTG-3) (Beyer et al, 1998) para a
amplificacio de segmenlos conservados de genes codificadores de sintases de
policetideos (genes pks) de P luminescens a partir do DNA tolal da baclena
obtido conforme descrito no item 3.2.1. Os primers foram cedidos pela Dra. Marli
de Fatima Fiore do CENAJUSP- Piracicaba.

A amplificagao foi realizada utilizando-se o programa: 94 *C por 2 min,
seguido de 5 ciclos de 84 *C por 1 min, 45 "C por 1 min, ¥2 *C por 1 min e 30
ciclos de 84 *C por 30 s, 50 °C por 1 min, 72 *C por 4 min & extensao final a 72 °C
por 15 min.

O produto da amplificagao por PCR, de aproximadamente 720 pb, foi
clonado em vetor pGEM-T Easy e céiulas de £. coli DH10B foram transformadas
por eletroporagao. Dezesseis coldnias foram submetidas a PCR empregando-se
os prmers T7 e SP6, para idenlificag@o daquelas que continham o inserio. Destas,

10 continham insertos do tamanho esperadc e foram submebidas ao
seqlenciamento.
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3.7 - TESTES DE TOXICIDADE DE P luminescens 1B01 E DOS CLONES DE E.
coli CONTENDO GENES fc CONTRA LARVAS DOS INSETOS Galleria
meflonella E Diatraea saccharalis

3.7.1 — Toxicidade oral e por injegdo de P. luminescens IB01 e dos clones de
E. coli contendo genes ic sobre larvas de G.mellonella

Os clones 1801-02B04, 1B01-01D08, I1B01-01D11 e 1B01-01F02, contendo
cosmideos que apresentam genes fc de P. luminescens IBD1 e o clone TIR-lcdA1-
1 de E. cofi contendo o gene icdA1 antecedido pela seguéncia TIR foram
cultivados em 2 mlL de meio de cultura LE a 37 °C sob agitagdo por 18 horas,
Apds este periodo foi adicionado 1 pg/mL de mitomicina as culluras que
permaneceram por mais 3 h nas mesmas condigbes. O isclado IBO1 de F
luminescens foi cultivado em 2 mL de meio de cultura LB a 25 °C sob agitacio por
21 horas. Como controle negativo do expenmento foi utlizada cultura de E. coll
nao transformada acrescido de mitomicina (1 pg/ml) nas mesmas condigoes
descritas.

Cinco larvas de G. mellonella de aproximadamente 1.5 cm foram pesadas
e introduzidas em frascos de vidro de 6,0 cm de diametro por 12,0 cm de altura
estenlizados e receberam 1,0 g de dieta (cera de abelha, 475 g, leite em po
desnatado, 46 g, levedura de cerveja, 188 g; fuba de milho, 385 g; soja, 160 g;
glicerina 416 mL; formaldeldo 40%, 1,5 mL; agua destilada, 300 mL) acrescidos de
200 uL dos tratamentos e controle. Os frascos foram tampados com tela metalica
e permaneceram no escuro a 25 *C. Dois dias apds o inicio do experimento, as
larvas receberam nova porgio de 1,0 g de dieta sem tratamento. Foram realizadas
3 repeticoes para cada tratamento.

Apos um periodo de 4 dias, as larvas sobreviventes foram pesadas
novamente para a avaliagio do ganho de peso no periodo.

A porcentagem do ganha de peso foi calculada com base no aumento de
peso por grupo de 5 larvas no final do expermento em relagdo ao peso inicial,
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Os expenmentos para determinagdo de toxicidade através de injegio na
hemocela das larvas foram realizados com o sobrenadante das culturas
bactenanas. O isolado IBO1, E coli, e os clones 1BO1-02B804, 1B01-01D08&, 1BO1-
01011, IBO1-01FC2 e TIR-tcdA1-1 foram cultivados conforme descnlo acima e em
seguida foram centrifugados por 1 min, 10.000 g para a decantagdo das celulas.
Cinco microlitros do sobrenadante de cada cultura foram injetados com seringa
Hamilton (10 pL) na regido veniral posterior de cada larva. Foram utilizadas 5
larvas de aproximadamente 1,5 cm por tratamento que foram Iratadas e colocadas
em placas de Petr plasticas estéreis e receberam e receberam 1,0 g da dieta
descrita acima. Permaneceram no escuro a 25 °C e a avaliagao da mortalidade foi
realizada apts um periodo de 48 horas.

3.7.2 - Toxicidade oral e por injegao de P. luminescens IB01 e dos clones de
E. colj contendo genes fc sobre larvas de D. saccharalis

Para a determinacgio da toxicidade oral e por injecao sobre larvas de
Diafraea saccharalis foram utilizados os mesmos fratamentos e controle descritos
no item 3.7 1.

Para os lestes de toxicidade oral, cinco larvas de D. saccharalis de
aproximadamente 1.5 cm foram pesadas e introduzidas em frascos de vido de 6,0
cm de diametro por 12,0 cm de allura eslenlizados e receberam como dieta
fraghes de colmo de cana-de-agtcar de 2,0 g embebidos em 200 pL dos
tratamentos e controles. Os frascos foram tampados com tela metalica e
permaneceram no escuro a 25 °C. Foram realizadas trés repetigbes de cada
fratamento. As larvas receberam nova porgdo de colmo de cana-de-aglicar sem
tratamento no segundo dia do expenmento e foram pesadas apos um periodo de 4
dias,

Os expenmentos para delemminagao de toxicidade atraves de injegaoc na
hemocela das larvas foram realizados com © sobrenadanie das culturas
bacterianas. Os clones foram cultivados corforme descrito acima e foram
centrifugados por 1 min, 10.000 g para a decantagao das celulas. Trés microlitros
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do sobrenadante de cada cultura foram injetados com sennga Hamilton (10 pL) na
regido ventral posterior de cada larva. Foram utilizadas 5 larvas de
aproximadamenta 1.5 cm por tratamento que foram iratadas e colocadas em
placas de Petr plaslicas esiéreis

e receberam como dieta fraghes de colmo de cana-de-agicar de 2,0 g.
Foram realizadas trés repeligbes de cada tratamento. As larvas pemrmaneceram no
escuro a 25 °C e a avaliagdo da mortalidade foi realizada apds um periodo de 48
horas.

As larvas de G. mellonefla foram cedidas pelo Dr. Luis Gamigos Leite,
pesguisador da Sec¢ao de Controle Biclogico do Instituto Biologico de Campinas
onde também foi preparada a dieta. Larvas de D. saccharalis foram cedidas pelo
Dr. Luis Gamigos Leite e pelo bidlogo Heraldo Negri de Qliveira do Depariamento
de Eniomologia da ESALQIUSP, Os colmos de cana-de-agucar foram coletados
no campo experimental do Instituto Bicldgico de Sao Paulo.
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4. RESULTADOS

4.1 - OBTENGAO E IDENTIFICAGAO DO ISOLADO I1B01 DE Photorhabdus
luminescens

A identificacio do isolado bacteriano IBO1, obtido a partir de larvas do
nematdide Heterorhabdifis sp no Instituto Biologico de Campinas, fol realizada
atraveés do sequenciamento do rONA 165, A comparagho da segléncia obtida
com as sequéncias do mesmo gene da espécie Pholorhabdus luminescens
depositadas em banco de dados internacional mostrou 98,2 % de identidade com
P. luminescens subsp akhurstii linhagem IND (nimero de acesso: AY278643),
98,6 % com P. |. subsp. akhurstii linhagem W14 (nimero de acesso: AY278642),
97,7 % com P. luminescens subsp. laumondii linhagem TT01 (ndmero de acesso:
AYZ278646), 96,8 % com P. | subsp. kayaii {(numero de acesso:AJ560631) e 86 6
% com F. I subsp. thraceaensis (numero de acesso: AJ560634). Com base nestes

resultados o isolado IB01 foi identificado como pertencente & espécie
Photorfiabdus luminescens subsp. akhursti.

4.2 - AMPLIFICACAO E CLONAGEM DOS GENES tcdA DE P. luminescens
1801

O DNA total do isolado IBO1 de P. luminescens foi eficientemente extraido
das celulas da bactéria através do método do CTAB. Atraves de elelroforese em
gel de agarose 0.8 % foi possivel observar a presenc¢a de uma banda mais intensa
caracleristica de DMNA cromossomal bacleriano. A amostra oblida apresentou
concentragao de 0,88 ma/mL.

Com a utilizagao de primers desenhados para regibes conservadas dos
genes fcdA foram oblidos produlos de amplificacBo com tamanhos enlre
aproximadamente 2.200 a 2.900 pb. Apds clonagem e seqglenciamento de 12
clones contendo o8 produtos amplificados por PCR, foi possivel a oblengao de
seqgléncias que quando comparadas com as segiéncias depositadas em banco
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de dados internacional se mostraram semelhantes aos genes fodA 1, ledA2, tcdA3
e lcdA4 de P Juminescens subsp. akhursti isolade W14, Conforme pode ser
observado na Figura 7, a extremidade 5 do clone 08 apresentou maior
similaridade ao gene fcdA7 (966 % idéntico) e em menor escala ao gene fcdAd
(73,8 %). O clone 06 apresentou maior similaridade ao gene fcdAZ (92,7 %) e o
clone 11 ao gene fcdA3 (88,2 %). Quando analisada a extremidade 3' (Figura 8),
verficou-se que o clone 08 tem maior similaridade ao gene tcoA4 (79,3 %) do que
ao gene fcdA1 (58,3 %). O clone 06, apesar de ainda se mostrar mais semelhante
ao gene [cdAZ2, apresentou nivel de identidade bem menor (490 %) que sua
exiremidade 5', devido a presenca de uma lacuna de 384 nucleotideos. O clone 11
manteve em sua extremidade 3' uma maior similaridade ao gene fodA3 (88,0 %)
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Figura 7. Alinhamento das seqiéncias nucleotidicas das extremidades 5' dos clones 08,
06 e 11, contendo genes tcdA de P luminescens IBO1, e seqiéncias de genes fodA de P
fuminescens W4,
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As sequencias oblidas para a regiao central dos genes tcdA mostraram
grande semethanca com as dos genes comespondentes da linhagem W14 de F
luminescens gue est3o depositadas no GenBank. Com base nas segléncias
oblidas, foram desenhados os primers gue permitiram a obtengdo dos segmentos
mniciais e finais destes ganes, A amplificagao do inicio e do fim do gene fcdAT de
IBO1foi obtida através da utilizagio respectivamente dos pares de pAimers tcdA1-F
e lcdA-RZ e tcdA1-R e tcdA-F2, com produtos de amplificacdo de 2.560 pb e 2.735
pb. Da mesma forma, foram ulilizados os pares de paimers lcdA4-F e (cdA-R2 e
lcdAd-R e tedA-F2 para amplificacdo dos segmentos inicial e final de fcdA4d

A amplificagao dos genes fcdA 1 e fcdA4d (Figura 9) completos foi alcangada
utilizando-se os pares de primers tcdA1-FiicdA1-R e tcdAd-FiedA4-R e a enzima
Expand. Os genes amplificados foram clonados em vetor pGEM-T Easy dando
origem aos plasmideos tcdA1/pGEM-TE e tcdA4/pGEM-TE gque foram introduzidos
em E. coli. Apds a transformagao foram obfidas vanas colonias das quais foram
selecionadas 24, para cada um dos insertos, para a extragao dos plasmideos.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agamse 08 % dos genes fcdAl e fodAd de P
fuminescens |IBO1 amplificados por PCR ulilizande a enzima Expand. 1 — marcador
molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen). 2 e 3 — bandas de aproximadamente 7 500 pb
comespondentes ao gene fcdA ] (concentragao do tampao 1,75 mM e 2 25mM de MgCl;
respectivamente). 4 e 5 - banda de aproximadamente 7.500 pb comespondante ao gene
fedA4 {concentragao do tampao 1,75 mM e 2 25mM de MgCl. respectivamenie).

Foram obtidas 4 colonias de E. coll transformadas com tcdA1/pGEM-TE,
aparentemente contendo o inserto desejado. As extremidades §' e 3' dos genes
lcdA1 destes clones foram seqienciadas com os paimers T7 e SP6. Os resultados
mastraram que o5 Insertos presentes nos clones 18 & 19 foram clonados no
sentido inverso ao do gene lacZ do vetor (T7-5P6) e os clones 1 e 8 no mesmo
sentido (SPG-T/7). Aparentemente, as colonias 18 e 19 apresenlaram crescimento
reduzido e aspeclo transiucido em comparacao com as demais,

A transformacao de E coli zom o tcdAd/ipGEM-TE onginou 8 colonias
aparentemente contendo o gene inteiro, ¢ que foi confirmado através do
seqgienciamento das exiremidades 5' e 3'. Os clones 1, 5, 11 e 12 foram clonados
no sentido inverso ao do gene jacZ do vetor (T7-SP6) enquanto que os clones 2,
3, 7 e 9 apresentavam-se no mesmo sentido (SPS-T7). Nao foram observadas
diferencas nos aspectos das colonias desles clones
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4.3 - SEQUENCIAMENTO DOS GENES tcdA1 E tcdA4 DE P.
luminescens |1B01 ATRAVES DA CONSTRUGAO DE UMA SUB-BIBLIOTECA
DE PLASMIDEOS

0O vetor pGEM-TE, no qual foi clonado o gene tcdd 1, foi extraido a partir de
urna coldnia de E, coli clone tcdA1-18) e o DNA foi fragmentado mecanicameante
produzindo segmentos de aproximadamente 500 a 1000 pb, os quais foram
clonados em pGEM-3Zf+. O mesmo procedimento foi realizado para o clone
lcdAd-1.

Foram seqoenciados os Insertos de 86 dos clones obtidos para cada um
dos genes (lcdA7 e fcdA4) As sequéncias obtidas foram analisadas e
processadas pelo programa Sequencher que resultou na oblengdo das
seqléncias completas dos genes IcdA? e [(cdA4 do jsolado 1B01 de P
luminescens (Figuras 10 e 11), A mantagem do gene fcdA71-IB contou com &3
‘reads”, resullande em um "contig" de 7.554 nuclectidecs caodificando uma
proteina de 2.517 aminoacidos. A montagem do gene tcdA4-I1B contou com 86
‘reads” resultando em um “contig” de 7. 185 nucleotideos codificando uma proteina
de 2 394 aminoacidos
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Figura 10 - Montagem da sub-biblioteca do clone fcdA1-18. As selas represeniam os
inserlos dos sub-clones seqlenciados,
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Figura 11 - Montagem da sub-biblioteca do clone tedAd-1, As sefas representam os
inserios dos sub-clones seqienciados,

A proteina TcdA1-IBO1 apresentou identidade de 94.3 % com a proteina
TecdA1-W1i4 e de 87 4 % com TedA1-TTO1 (Figura 12) Embora seja clara a maior
semelhanca entre TedA1-1IBO1 e TecdA1-W14, ha um pequeno trecho entre os
aminoacidos 1636-1754 de TcdA1-1B01 em que se observa malor similaridade
com TedA4-W14 (Figura 13)

5 A proteina TcdA4-1BO1 apresentou identidade de 90,3 % com a proteina
E +‘._ TedA4-W14 e de 86,2 % com a TedA1-TT01 (Figura 14). Também ha um pequenc

~trecho entre os aminoacidos 1505-1635 de TcdA4-1B01 em que se observa maior
similaridade com TedA2-W14 (Figura 15).
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Figura 12 - Comparagdo entre as seqléncias de aminoacidos da toxina TodAd
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Figura 13 - Segmenio onde a proteina TedA1-IB01 apresenta maor similandade com a
proteina TedAd-\W14.
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Figura 14 - Comparagdo entre as seqiéncias de aminoacidos da toxina TcdA4 dos
isolados TTO1, W14 e IBO1 de Photorhabdus luminescens.
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44 - CLONAGEM DO GENE tcdA7 JUNTO A SEQUENCIA TIR NO VETOR
pGEM-T Easy

Inicialmente, o fragmento TIRglp de aproximadamente 800 pb for relirado
do vetor pGreenTIR utilizando-se a enzima de restngac Sacl, e o fragmento foi
clonado em pGEM-T Easy onginando o vetor TiRgip/pGEM-TE. Coldnias de E
coll transformadas com este velor foram identificadas afraves da sua
fluorescencia.

Sitios de restricdo para as enzimas EcoR| e Ndel foram introduzidos, por
PCR, na extremidade 5' do gene fcdA1 atraves da amplificagdo com os pnmers
tcdA1-EcoNde e tcdA-R2. O produto de 2570 pb foi clonado no vetor pGEM-T
Easy produzindo o vetor tcdA1-EcoNde/pGEM-TE A introducdo do sitio de
restrigo para a enzima EcoRl foi um recurso utilizado para a adigao de bases
adjacentes acima ("upstream”) do sitio de resirigao para Ndel necessarias para o
seu reconhecimento.

O fragmento Ndel do tcdA 1-EcoNde/pGEM-TE, comespondente a 1.200 pb
da exiremidade 5 do gene tcdA?, foi clonade no TIRgfp/pGEM-TE tambem
digerido com Ndel orginando o vetor TIR-tcdA1-Nde/pGEM-TE que apresenia a
sequéncia TIR e o inicio do gene fcdAT aié o sitio de restrigac para a enzima
Ndel. O restante do gene tcdA1 (fragmento Bglll-Sphl) foi clonado no TIR-tcdA -
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Nde/pGEM-TE originando o TIR-tedA1/pGEM-TE. As extremidades 5' e 3' do TIR-

tcdA1 foram sequenciadas, confirmando que a segiéncia TIR foi introduzida com
SUCESS0.

4.5 - AMPLIFICAGAO, CLONAGEM E SEQIENCIAMENTO DE GENES fccC de
P. luminescens |1B01

Através da utilizag8o dos primers desenhados para regides conservadas de
genes tccC, foi possivel amplificar segmentos de aproximadamente 950 pb dos
genes fccC de IBO1. Foram analisadas as sequéncias de 16 clones e foi realizada
a comparacao das seqiéncias oblidas com segléncias depositadas no GenBank.
O clone 7 mostrou maior semelhanca com o gene fccCT-W14 (99,2 % idéntico), o
cione 8 com o gene fccC2-W14 (95,2 % idéntico), o clone 11 com o gene fecC3-

W14 (94,4 % idéntico) e o clone 12 com o gene fccCETTO1 (86,7 % idéntico)
(Figura 16)



clomm=07
t=Cl-Tis

¥ na
foesce: 3 —H b A
clowe~11
2o B R
claha— 19
ponCe-TT0i

il oEa-07
Tt l=l4
c jam=0n
L&t -Had
Elnipe-11
e I=EIa
mlome=L1
LeeCi =TT

clone-@7
Lpaci-=id
£ Loma—fa
EocCl-B1d4
cloime=11
LeCcEy-AEd
almae—-13
Eei=TTO0

cilona-=0T
e el P
alana—Gk
Eaoetd -@id
=lnns—11
EmcCi=H14
alans—1F
EocCE-TToR

o loms-07T
Paocl] ~HEA
Elhhe- 0
L -wle
flnne=11
EecC1-E1d
Elone=11

L -TTOL

Slons-3F
1

olops-07
Ergii-14
clmms 00
Lt =wLa
£logm-11
Lecili-N1d
ol oo £ R
TegGE-TTE]

i EAER

L1- ]
e
are

Faa
i)
¥nn

137
a7
1358
LD
L
L]
L Fp]
¥

b B
1157
uy
1104
TR
h L=
ek
11dh

17
LA
ans
Rl
LR}
1LE A
158

awT
LeaT
aTe
L
LAl
LAER
(R

93



=igre—07
Ll =H
@ 1anE-0d
roost-AlLe
rlane— il
EecCi-Eild
wlowe=ix
TocE-TTL

™
i e

151
et |
BEED
TN
1=k

Eings=l
Ermc ] =1 Ed
clahie=09 |
COOGE-NEL | SN
LA P | 1 B
EooGl-EAE ;B
mlome=1F L L
EeeON-TTEL | §

BaS
N ¢ OIRFES
ST Hls
1E31
nan
L&Ed
0%
s . TEOT

cloos-07 1 B
booci-#id
il -0
Ensl <-H14 3

LN ]
¥ 1 e

FL
1. ATl
1 R
L AR
S T
s Ay

@30 . EdD ® L&D - §hAaf .
alqna—T
Ec=CL<H1#

ol nne=2i
EpcCI-E18
alem=—11
Eorch-E1e 7
clonms 1F
oGl -TINT

i
JELT
oo
LN

L 1]
I 2BED
I Bl
R1 T

Figura 16 - Alinhamento das sequencias nucleotidicas de clones contendo genes ool de
P. luminescens 1801 e seqléncias de genes feoC de P luminescens linhagens Wid e
TTa1.

46 - AMPLIFI{:AI;‘.E{}. CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DE GENES mcf de
P. luminescens 1B01

Empregando-se os pnmers mcl-F e mcf-R, foi amplificado um produio de
917 pb a pariir de DNA genomico de F. luminescens |1B01. Apos a clonagem em
vetor pGEM-T Easy & sequenciamento de 16 clones, estes formaram dois grupos
sendo um similar ao gene mefi e o ouirc ao gene mcl2 dos isolados W14 e TTO1
(Figura 17). O fragmento do gene mcf1-IBO1 apresentou identidades de 98,6 % e
B6,6 % aos genes mof1 dos isolados W14 e TT01, respectivamente: O fragmento
do gene mcf2-1801 apresentou identidades de 98,1 % e 86,8 % sos genes mofl?
dos isolados W14 e TT01, respectivamanta.
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Figura 17 - Alinhamento das sequiéncias nucleotidicas de clones contendo genes mef de

P luminescens IB01 e seqléncias de genes mcf de P. luminescens linhagens W14 e
TTO,

4.7 - AMPLIFICACAD E CLONAGEM DE SEQUENCIAS CONSERVADAS DE
GENES pks DE P. luminescens IB01

O produte da amplficagdo por PCR, de aproximadamente 720 pb, foi
clonado em velor pGEM-TEasy e celulas de E. coli DH10B foram transformadas
por eletroporacdo. Dezesseis colonias foram submetidas a PCR empregando-se
ve primers T7 e SP6, para identificagao daquelas que continham o inserto. Destas,
10 continham inseito do tamanho esperado e foram submetidas ao
sequenciamento.

Foi observada a existéncia de duas seqlencias distinlas dentre os 10
clones analisados. Uma delas, exemplificada pelo clone IB01-PKS-14, apresentou
alta similaridade ao gene plu2312 de F luminescens subsp. laumondi TT01,
sendo as seqOéncias de aminodcidos 986 % idénficas (Figura 18) A outra
sequéncia, exemplificada pelo clone |BO1-PKS-16, apresentou alta similaridade ao
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gene plu18B0 de P luminescens subsp. laumondi TTO1, com 877 % de
identidade entre as sequéncias de aminoacidos (Figura 18)
2220

TTOl-plu231d | KARQFDASLFGTAROEAEMLID OGS
IBOL1-FHE-1I4 [ -—-—=———m——mmmmmmmmm

TTOL-plulBA0 @ GCARFDARFPGEYSSREADVMDPODeEEy e
IROL-FHE-186 1 -ecemmm e e coo R ;

Trol=pluZ3l2 ; M
THD1-Fr3-14 §
Trol-plulgfd :
IHOL-FHRI=18&

TTOL -pluzIlZ 1 GEEN
IBOL-PES-14 : &
TTO1-plul@Bg :
IB01-PK3-16

TTOl-pluZ313d : EWS
IBQL=-PES=14 1 B
TTol-plulead ; B
IBOL-PES=16

Figura 18 — Comparacdo entre as seqgléncias de aminoacidos de pks-IBO1 e
P luminescens TTO1.

4.8 — CONSTRUGAO DA BIBLIOTECA DE COSMIDEOS DE P. luminescens
IBO4

Através da utilizacdo do pWEB-TNC Cosmid Cloning Kit foram obtidos 272
clones de E. coli. linhagem EPI100-T1 com insertos de aproximadamente 40 000
pb provenientes do DNA gendmice de P. luminescens |B01. Destes clones, cinco
apresentaram o gene fedA, o que foi verificado atraves da amplificagao por PCR
de fragmentos com tamanhos entre 2,200 a 2.900 pb aproximadamente, quando
utilizados os iniciadores tcdA-F1 e tedA-R1.

Os clones contendo inserlos gque apresentaram o gene fcdA foram
denominados 1B01-01A07, IB0O1-02B04, 1B01-02D08, IBO1-01F02 € IBCOT-O01011. A
digestdo dos cosmideos com as enzimas de restric3o BamHI e Hindlll permitiu a
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obtencio de um padrio de restricdo para cada um dos clones e a liberagdo do
velor pWEB de 5 821 pb conforme pode ser observado na Figura 18.

12216 pib

& DI p
4072 pb
1054 pb

L0036 pb

1018 pb

Figura 19 - Padrao de restricio com as enzimas BamH| e Hindlll dos cosmideos 1BO1-
D1AD7, IB01-02B04, |1B0O1-02D08, IB01-01F02 e IBO1-01D11. Eletroforese em gel de
agarose 0,8 %. MM = marcador molecular 1 Kb DNA ladder {Invitrogen)

As sequéncias das extremidades 5' e 3' dos clones 1BO1-01AD7, 1B01-
02804, IB01-02D08, IB0O1-01F02 e IBO1-01D11 foram obfidas com a utillizagao dos
niciadores WEB-M13-F e T7.

A comparacdo destas seqléncias com a ilha de patogenicidade de P
luminescens isolado W14 rca em genes fC ("toxin complex”) (GenBank
AF346500), indicou as regides possivelmente englobadas pelos cosmideos
obtidos para o isolado IBO1 (Figura 20). As sequencias obtidas para os clones
IB01-01A07 e IBO1-02D0B ndo permitiram localiza-los em regibes conhecidas dos
genomas de P. luminescens W14 e TTO1.
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Figura 20 - Posigao dos inseros dos cosmideos I1B01-02B04, 1B01-01F02 e IB01-01D11
em relacdo a regido contendo a itha de patogenicidade de P. luminescens W14 (GenBank
AF 346500).

49 — TOXICIDADE DE P. luminescens |IB01 E DOS CLONES DE E. coli

CONTENDO GENES tc CONTRA LARVAS DOS INSETOS G. mellonella E D.
saccharalis

4.9.1 - Toxicidade oral e por injegdo de P. luminescens |IB01 e dos clones de
E. coli contendo genes tc sobre larvas de G.mellonella

Larvas de G mellonela que receberam dieta tratada com a cullura de F.
luminescens IB0Y apresentaram um aumento de peso médio significativamente
inferior (26,43 %) ao aumento de pesc medio apresentado pelas larvas que
receberam os demais tratamentos e controle. A mortalidade das larvas que
receberam este tratamento foi de 33,33%. Entre os clones contendo genes fc, 0s
tratamentos IBO1-01D11, I1B01-01F02 resultaram em ganho de peso medio
significativamente inferior ao ganho de peso medio daquelas que receberam dieta
tratada com cultura de E. coli ndo transformada (controle). Estes mesmaos clones
provocaram a morte de 20% das larvas (Tabela 1)

Os demais tralamentos nao diferiram significativamente do controle com
relagéo ao ganho de peso como pode ser observado na Figura 21



TRATAMENTO GANHO DE PESO POR LARVA' MORTALIDADE
(% de sumeno de peso-em relagdo 8o |:|-r_-€|-:} inicisl por rama: % dia Taryas morfas)

P luminescens IB01 R22+8.71" 333

1B01-02B04 2587 £25.3% 133

1B01-02D08 2519+ 251" 0

IBO1-01D11 1854 + 320" 20.0

IBO1-D1F02 164.5 + 33.8° 20,0

TIR-tcd A1 202,1+218° 0

E. colf ([controle) 3295126 3° 0

CV (%) 22,05

Tabela 1 - Ganho de peso em relagdo ao peso nicial, por grupo de 5 larvas, de
G.mellonelia alimentadas com dieta artificial tratada com culturas de P. fuminescens 1BO1
e dos clones de E.colf 1BO1-02B04, IB01-02D08, IBO1-01D11, IBO1-01F02 e TIR-tedAT .

Médias seguidas por lefras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,08).
' Média + Erro Padrao da Média
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Figura 21 - Ganm de pﬂﬂ-u em rela;ﬁu an peso lnmaF por Iarva. de G melfonefla
alimentadas com dieta artificial tratada com A - cultura de F. luminescens I1B01, B - clone
IB01-02B04, C - clone 1B01-02D08, D - clone 1B01-01D11, E - clone IB0O1-01F02. F - clone
TIR-tcdA1 & G = E. coli ndo transformada (controle).

A injegio de 5 pL do sobrenadante de cullura do fsolado 1B01 de P
luminescens provocou a morte de 83,3 % das larvas de G. meflonella apds 48
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horas, enquanto gue os demais tralamentos n3o foram letais para as larvas do
inseto.

As larvas moras apresentavam aspecto caracteristico de coloragdo muito
escurecida e flacidez, além de tamanho reduzido em comparagdo com as larvas

Figura 22 - Aspacto de larvas de G. mellonella A - 24 horas apds receber injegao de 5l
do sobrenadante de culiura de P luminescens IB01, B - 24 horas apos receber inje¢ac de
5 plL do sobrenadante de cultura de E, cofi nao transformada (controle),

4.9.2 — Toxicidade oral e por injecao de P. luminescens IB01 e dos clones de
E. coli contendo genes tc sobre larvas de D. saccharalis

Larvas de D. saccharalis que receberam dieta tratada com a cultura de P.
lurmingscens 1BO1 apresentaram um ganho de peso de 12 39 % enquanto que as
larvas do tralamento controle tiveram um aumento de peso médio por larva de

22,62 % (Figura 23). Nenhum dos tratamentos provocou a morte das larvas
(Tabela 2).

Devido & grande vanacio observada neste experimento, as diferencas

obtidas nas porcentagens de ganho de peso nao foram significativas pelas
analises estatisticas.
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TRATAMENTO GANHO DE PESO POR LARVA MORTALIDADE
(% de sumenio de peso em refacia ao pesa inlcial por larva) (% de larvas moras)

P luminescens 1B01 12,3481 o

IB01-02804 27.9+10,1 0

(B01-020D08 230+ 52 ]

IBO1-01D11 160+92 (¥]

IBO1-01F02 2894%75 0

TiR-tcdA1 188460 0

E. coli {controle) 226+32 0

CV (%) 80,2 —

Tabela 2 - Ganho de peso em relagio ao peso inicial, por grupo de 5 larvas, de O
saccharalis alimentiadas com dieta arificial tratada com culluras de F. luminescens |1BO1 e
dos clones de E. coli IBO1-02B04, 1B0102-D0S, IB0O1-01D11, 1IB01-01F02 e TIR-tcdA1.
Médias ndo diferem entre si pelo leste de Tukey (P=0,05).

* Média £ Erro Padrio da Média
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Figura 23 - Ganho de peso em relacio ao peso inkial, por larva, de D. saccharmalis
alimentadas com dieta arificial tratada com A - culiura de P. luminescens [B01, B - clone

IB01-02B04, C - clone IB01-02D08, D - clone 1B01-01D11, E - clone 1BO1-01F02, F - clone
TIR-tedA1 e G = E. coli ndo transformada (controle).

Das larvas de D. saccharalis B66 % momeram 48 horas depois de
receberem injegao de 3 pl do socbrenadante de cultura do isolado |1BO1 de P.
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luminescens, enquanto que os demais tratamentos nao foram letais para as farvas
do inseta,

As larvas morias apresentavam aspecto caracteristico de coloragao mais
escura e flacldez em comparacao com as larvas sobreviventes (Figura 24).

Figura 24 - Aspecto de larvas de D. saccharalis A - 48 horas apos receber inje¢ao de 3 pL
do sobrenadante de cultura de P. luminescens |B01, B - 24 horas apés receber injecio de
3 ul do sobrenadante de cultura de E coli ndo transformada (controle).



5. DISCUSSAO

A bactéria F. luminescens, que vive em simbiose com nemaldides do
género Heferorhabaitis sintetiza e secreta, entre outras substancias proteinas com
atividade toxica pra insetos. Os genes responsaveis por codificar estas proteinas
foram identificados e denominados genes Ic.

Estes nematdides vém sendo utilizados como agentes de controle bioldagico
de insetos cujas larvas, que se desenvoivem no soio, atacam raizes de plantas
economicamente imporiantes. Porém, os genes {¢ potencialmente oferecem
possibllidades de utilizag&o no controle de insetos gue atacam parles aéreas de
plantas, através da sua utilizagdo na produglo de fransgénicos. A producido de
plantas lransgénicas, porém, nem sempre & viavel e para que seja feita é
necessario um grande volume de conhecimento a respeito do gene gue se quer
infroduzir na planta. Além de dificuldades de ordem técnica a sua utiizacio
tambem enfrenta problemas de ordem legal uma vez que o plantio comercial de
uma variedade transgénica nem sempre & pemitido.

LUma altermativa interessante para a utiizacio destas loxinas produzidas por
F. luminescens no controle bioldgico de insetos praga de partes aéreas de plantas
e a introdugdo dos genes [c em bactérias endofiticas que podem ser utilizadas
como inoculo € gue tem capacidade de colonizar os tecidos intemos da planta

P. luminescens |BO1 foi isolado a partir do nematoide Heferorhabditis indica
e identificado come P. luminescens subsp. akhursti. De falo, foi observado que
bactérias do género Photorhabdus se associam exclusivamente com nematdides

do género Helerorhabdilis, assim como o género Xenorhabdus esta inlimamente
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relacionado com nematdides do género Steinernema, sendo esta associagdo um
dos parametros ufilizados para a identificag8o destas bactérias (Boemare et al
1993, Forst e Nielsen, 1996, Rajagopal e Bhatnagar, 2002). Alem da seqlencia do
gene gue codifica o rRNA16S, a comparagdo das seqUéncias completas dos
genes fcdA1 e tcdA4 e das seqléncias parciais dos genes fecC e mef do isolado
IB01 com seqiéncias depositadas no GenBank confirmam a semethanga de 1B0Y
com & linhagem W14 isolada por Bowen e Ensign (1998) e identificada como F.
luminescens subsp, akhursti. Fischer-Le Saux e colaboradores (1998) venficaram
gque & ocoméncia de Heferorhabditis indica @ restrita a regides tropicais e que
sempre estdo associados ao subgrupa genotipico lla de P. luminescens.

Uma andlise mais apurada das segiiéncias de aminoacidos das proteinas
codificadas pelos genes fcdA do isolado IBO1 mosira que exisie identidade parcial
na regido entre os aminoacidos 1636 e 1754 codificados por tcdA1 de |1BO1 com
seqléncia de aminoacidos codificados pelo gene fcdA4 da linhagem W14 (regido
entre os aminoacidos 1506 e 1624). Da mesma forma ocorre identidade parcial
entre os amincacidos codificados por fcdA4 de 1BO1, regido entre 1507 e 1635, e
fedAZ2 de W14 (regido entre o5 aminoacidos 1616 e 1744).

Os genes [g, que codificam loxingas em P Juminescens, aparecem em
estruturas denominadas ilhas de patogenicidade nas guais 0s genes se encontram
dispostos em seqléncia. No isolado W14, quatro genes fodA (fcdAT fcdA2, tcda3
e tcdA4) foram encontrados junto a genes {odB e lccC em uma regido do genoma
denominada ‘fc-loxin island” (Waterfield et al, 2004). No isolado |1BO1 alem dos
genes fcdAT e tcdAd4, tambem foram encontrados genes semelhantes a tcdAZ e

fedA3. A semelhancga entre os genes fodd e sua proximidade nas ilhas de
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patogenicidade pode favorecer a recombinacao enfre eles, o que deve ser a causa
da identidade entre regides de (cdA1-1B01 e fcdA4-W14, e de lcoA4-1B e todAZ-
W14 encontradas para os isolado IBO1 & W14,

As seqléncias parciais dos genes tccC encontrados em |1BO1 mostraram
que estao presentes no genoma deste isolado pelo menos quatro loci diferentes
que apresentam semelhanca com os genes lccC1, lecC2 e fecC3 de W14 e tecCh
da linhagem TTOA1.

Além de genes codificadores de toxinas, o isolado IBO1 também apresenta
genes codificadores de policetideos com seqgléncias de aminoacidos semelhantes
aquelas encontradas em P. Juminescens TTO01 (Duchaud et al., 2003). Estes
genes ainda nao foram investigados na linhagem W14,

A semelhanga das sequéncias de genes que codificam toxinas de IBO1 com
W14 indica que a linhagem nativa é polencialmente loxica a insetos de vénas
ordens uma vez que a inhagem W14 vem sendo testada por diversos autores com
relagdo & toxicidade oral e injetavel de culluras de células, sobrenadantes de
culturas, toxinas purificadas e clones de E coli transformadas com seus genes
(Bowen el al. 1998, Bowen e Ensign, 1998, Guo et al. 1993, Waterfield el al.,
2001, Dabom et al, 2002, Waterfield et al. 2003, Waterfield et al. 2005 e Blackbum
et al. 2005).

A utiizacao de pnmers especificos para genes lcdA permitiv a selegao de
cinco clones da biblioteca de cosmideos do isolado 1B01 de P. luminescens que
contéem genes fc. O sequenciamento das exiremidades dos insertos dos
cosmideos dos clones IB0O1-02B04, 1B0O1-01D11 e IBO1-01F02 pemitiu a

localizacao desles segmentos no locus AF346500 de 127.816 pb do genoma de
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da linhagem W14 de P. luminescens, que comesponde a uma ilha de
patogenicidade. A seguéncia inicial do inserto presente no clone |1B01-02B804
apresenta similandade com & regi&o que se inicia no nucleatideo 24.206 do locus
AF346500 e a seqléncia final do mesmo clone apresenta similandade com a
regiao que termina no nucleotideo 66.594 & que engloba o0s genes tcdA2, tedB2,
leeC3 e parte de fodA4. No locus AF346500, este segmento apresenta 42.375 pb
que comesponde ao tamanho aproximado dos fragmentos de DNA do isolado 1BO1
que foram clonados no vetor p WEB-TNC. A semelhanga entre as seqiéncias de
nucleotideos de 1B01 € W14, e a comespondéncia do tamanho aproximado dos
fragmentos clonados indicam a presenga destes genes no inserto de 1B01-02B04.

Da mesma forma, o segmento inicial do inserto presente no clone 1B0D1-
01011 apresenta similaridade com a regido que se inicia no nuclectideo 61.144 e
a seqguéncia final, com a regiio que temmina no nucleotideo 98.175
corespondendo a uma segluéncia de 37.031 pb do locus AF346500 que engloba
0s genes lcdA4, lecCh, IcdAT e todB1. O inserto presente no clone IBO1-01F02
apresenia similandade com a regido gue se inicia no nucleotideo 40987 e a
seqléncia final, com a regido que lermina no nuclectideo 78.547 comespondendo
a uma sequencia de 37.560 pb do locus AF346500 que engloba os genes fodA2,
tedBe, tocC3, tedA4 e fecCa.

A presenga de multiplas copias de genes codificadores de loxinas favorece
0 swgimento de novas varantes, naoc somente pela possibiiidade de
recombinagao entre elas, mas também porque enguanio um dos genes exerce a
fungao a que se destina os demais estanam livres para sofrerem mutacbes, Os

resulfados oblidos alé o momento indicam que ha uma enormme diversidade de
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genes codificadores de toxinas contra insetos a ser descoberta dentre as bactérias
simbiontes de nematodides entomopatogénicos do Brasi, Os primers degenerados
para 0s genes tcdA e focC, desenvolvidos no presente trabalho, permitem uma
rapida avaliagéo da diversidade de genes codificadores de entomoloxinas de F.
luminescens.

A escolha do gene ledA 1 para clonagem e expressao deveu-se a toxicidade
oral da proteina codificada pelos genes lcdA de P. luminescens observada para
larvas de Manduca sexfa e Dvabrotica undecimpundctala. Porem, apenas a proteina
codificada pelo gene lcdA nao é capaz de conferr completa toxicidade oral a
larvas de insetos. Waterfield e colaboradores (2001) introduziram os genes (cdA,
tcdB e tocC da linhagem W14 de Pholorhabdus luminescens em células de E. coli
através de diferentes plasmideos recombinantes e concluiram que uma alta
toxicidade oral contra larvas do inseto M. sexta depende da presenca dos frés
genes. Um gene sintético com seqléncia otimizada para expressao em plantas e
baseado em fcdA71 de P. luminescens W14 fol introduzido em Arabidopsis thaliana
por Liu e colaboradores (2003). Foi obtida uma planta transgénica capaz de
expressar a toxina A (TcdA) e que demonstrou ser tdxica para larvas de M. sexia
que se alimentaram dela. Os autores demonstraram que a foxina A extraida de
plantas ransgénicas de A fhaliana teve um forte efeito inibitono ao crescimento
de Diabrolica undecimpunciala. Embora a expressio do gene fcdd em um
organismo transgénico (E. coli ou A, thaliana) confira toxicidade oral, ela s6 &
totalmente atingida quando trés genes do complexo {c; tedA, lcdB e lccC, s8o0

expressos simultaneamente. Os genes [(cdB e fecC s80 provavelmente
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potenciadores da toxina fcdA e quando expressos juntos, no mesmo citoplasma,
conferem ao organismo toxacidade oral completa (Waterfield et al 2005),

Os lesles de loxicidade realizados neste trabalho, embora preliminares,
mostraram que substancias produzidas e secretadas em meio de cultura pelo
isolado 1BO1 de P luminescens provocam a morte de larvas dos insetos G
mellonelia (33,3 %) e D. saccharalis (86,6 %) apds 48 horas quando injetadas na
hemocela desles insetos. Bowen e Ensign (1998) observaram mortalidade de
larvas de M. sexta em 48 horas quando injetaram meio de cultura filtrado dos
isolados Hm & W14 de P. luminescens. Toxinas purficadas a partir da cultura de
W14 injetadas em larvas de M, sexta lambém promoveram 100 % de moralidade
nas concentragbes de 5e 0,5 pa.

Embora o lepdoptero M. sexta seja considerado um modelo experimentsl
para a idenpltificagio de novos fatores de viruléncia de P. luminescens (Silva et al,
2002) e tenha sido usado na maiona dos experimentos de toxicidade da bactéria
(Blackburn et al. 1998, Bowen et al. 1998, Bowen e Ensign, 1998, Dabom et al.
2001, Waterfield et al. 2001, Dabom et al. 2002, Liu et al. 2003, Waterfield et al.
2005), a suscelbilidade das larvas do inseto G. mellonella a infecgio por
nematoides do género Heterorhabditis & bastante conhecida, e estas larvas sao
utilizadas para a multiplicag3o dos nematoides com finalidade de experimentacio
cientifica (Gerristein et al., 1998, Boff et al, 2000; Rajagopal e Bhatnagar, 2002).
Ma natureza, P. luminescens é liberada pelo nematdide simbionte no interior das
larvas do hospedeiro, onde se toma patogénica causando & more do inseto.
Dabom et al. (2001) comprovaram a expressdo dos genes fcab e fcdB durante a

infecgao de larvas de M. sexta por P, luminescens W14, Os resultados obtidos no
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presente estudo confirmaram que F. luminescens 1B01 lambém secreta toxinas no
meio de cultura gue promove a morte de G. mellonella quando injetadas na
hemocela de larvas do inselo.

Testes de loxicidade de P luminescens contra D. saccharafis foram
realizados pela primeira vez no presente trabalho demonstrando a toxicidade de
IBO1 també&m contra esta espécie.

P. luminescens produz pelo menos trés grupos de entomotoxinas: complexo
Tc, Mcf e TxpdD. Um clone de E. coli, selecionado a partir de uma biblioleca de
cosmideos de W14, contendo o gene mcf que codifica uma proteina denominada
Mcf (“makes caterpillar floppy™) promoveu a rapida perda de turgor @ morte de
larvas de M. sexia quando injetado na hemocela (Waterfield et al. 2004) No
isolado 1BO1 foram encontradas segiéncias semelhantes as dos genas mof! e
mcf2 de W14 indicando a presenga destes genes no seu genoma. Embora a
presenca da proteina Mcf nao tenha sido verificada em sobrenadantes de culturas
de P. luminescens, & possivel que a morte das larvas de G. mellonella & D.
saccharalis observadas neste trabalho tenha sido causada por esta toxina ou,
mais provavelmente, pelo efeito conjunto das toxinas Tc e Mcl, Vale ressallar que
foi observada grande perda de turgor nas larvas de G. melionelfa que receberam
injegao de sobrenadante de cultura de IB01 e esta mesma caracteristica tambam
pode ser observada nas larvas do inseto que momeram apos se alimentarem de
dieta tratada com cultura de P luminescens |BO1. Perda de turgor também
ocomeu nas larvas de D. saccharalis que momeram em decoméncia da injecio de

sobrenadante de cultura de 1B01, porém nao foi tdo evidente.
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A toxina Txp40 purificada a parir da linhagem V16 de P luminescens
também provocou a morte de larvas de G. mellonella & Helicoverpa armigera
Hitbner através de injecao na hemocela (Brown et al. 2008). A presenga da toxina
Txp40 em meio de cultura tambem ndo fol ainda verificada e nem a presenca do
gene txp40 no isolado IBO1, porém a conlribuigio desta foxina na morte das larvas
testadas neste trabalho nao pode ser descartada.

A adicao de cullura de |1B01 na dieta de G mellonella foi letal para 33,3 %
das larvas, porém ndo foi suficiente para provocar a morte das larvas de D.
saccharalis, 1B01 causou reducio significativa no ganho de peso de larvas de G.
mellonella. Este resultado pode ter ocomdo devido a baixa concentragdo de
toxinas produzidas pelas células da bactéra nas condicbes dos expenmentos e
pela menar sensibilidade de D. saccharalis as toxinas de P luminescens Ensaios
de toxicidade oral bem sucedidos contra larvas de insetos tém sido realizados com
toxinas purificadas do isolado W14. O complexo A, codificado pelos genes fca, fch
e lec de W14, quando avaliado conira larvas neonatas de Manduca sexia, rasultou
em uma DLs; de 875 nglem® de dieta apds 7 dias (Bowen et al,, 1998). Bowen e
Ensign (1998) observaram que toxinas punficadas da linhagem W14 provocam
morialidade oral maior que 30 % em larvas de M. sexta, G. mellonella, Tenebria
malitor L., Monomornium pharaonis L. e Blattella germanica L. Toxinas purificadas a
partir do meio de cultura do isolado W14 se mostraram altamente toxicas zso
caruncho do milho, Drabrotica undeampunciata howardi, quando adicionadas a
dieta artificial das larvas. Dois complexos protéicos foram lestados, A & B, com
DLss de 5 e 87 nglem® de dieta respectivamente (Guo et al., 1999), Blackbum e

colaboradores (2005) testaram a atividade toxica da proteina Tca, contra larvas do
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escaravelho da bataleira (Leplinotarsa decemiineata Say) e da mosca branca
(Bemisia tabaci Gen.) encontrando DlLsy, de 2.7 ppm para L. decemifineala e uma
dose entre 0,1 e 0.3 ppm para a imbigac da progressaoc das ninfas de B. (abaci
para o primeiro instar.

Cultura da linhagem K122 (ocralmente atoxica) de P fuminescens,
transformada com os genes locdA e fedB, passou a ser letal contra M. sexta
quando adiclionada & dieta das larvas. Sobrenadantes das culturas de W14, K122
[pA1] transformada com o lod fca (fcad, icaB e tcaC) e K122 [pD1] transformada
com o loci ted (fcdA e fcdB) tambem foram oralmente téxicos, com doses efetivas
em relagdo a concentragdo do sobrenadante de respectivamente: DEs; = 0,05x,
0,23x e 0,003x (Waterfield et al, 2001b).

Os clones I1B0O1-01D11 e IBO1-01F02 provocaram 20% de mortalidade
quando suas culluras foram adicionadas a diefta adificial das larvas de G.
mellonella e o ganho de peso das larvas sobreviventes foram, respeclivamente,
27,5 & 33,4 % menores do que o ganho de peso das larvas controle (cultura de E.
coli adicionada a dieta). Ambos os clones possivelmente contém genes fodA, fodB
e fccC. Clones de E. cofi contendo os genes fcdA, todB e locoC de P luminescens
W14 promoveram grande inibigio no ganho de peso de larvas de M. sexfa quando
suas culturas foram adicionadas a dieta das larvas, porém o clone festado que nfo
continha o gene fccC nao inibiu significativamente o ganho de peso das larvas
(Waterfield et al. 2001). Aparentemente, a presenca dos Wrés Jod € necessaria
para a toxicidade oral de P. Juminescens e é possivel gue ¢ nimero de copias do
gene fcdA seja um fator imporlante para a toxicidade j@ que os clones mais

efetivos oraimente, IBO1-01D11 e IBO1-01F02, provavelmente contém os genes
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ledAZ/tcdA4 e tcdAddtcdAl respeclivamente, enquanto o clone 1B01-02804 teria
apenas o gene fodA2 completo, o mesmo acontecendo com o clone 1BO1-02008
cujas extremidades nao foram seqlenciadas. Oulra possibilidade a ser investigada
& a eficiéncia de cada um dos genes fcdA de FP. luminescens uma vez gue 1B01-
G1D11 e IBO1-01F02 apresentanam em comum O gene fcdA4, que Nao ocomena
nos clones |1B01-02B04 e IBO1-02D0B.

Waterfield e colaboradores (2001 e 2005) constataram que a presenca
apenas do gene fodA nao e suficiente para proporcionar toxicidade oral completa a
clones de E coli, porém algum nivel de toxicidade oral contra M. sexia foi
observada para clones contendo apenas o gene fcdA 1, assim como plantas de A
thaliana transformadas com o gene fcdAl de P luminescens W14 também
mostraram loxicidade oral parcial contra larvas de M. sexia e D. undecimpunclata
howard (Liu et al, 2003). No presente trabalho, o ¢lone TIR-tcdA1 que camega o
gene tcdA1 de |IBO1 precedido da sequéncia TIR foi capaz de promover redugao
significativa no ganho de peso de larvas de G. mefonella quando comparado com
o controle, porém nao causou morte das larvas. A eficiencia oral parcial deste
clone pode estar associada a um aumento da expressao do gene fcdAT promovido
pela presenca da sequéncia TIR, indicando que a toxicidade oral pode também
eslar relacionada com o nivel de expresséo do gene fodAT.

O efeito oral de IBO1 e dos clones de E. coli sobre larvas de D. saccharaiis
nao fol significativamente diferentes do controle embora tenha sido possivel
observar que o ganho de peso das larvas tratadas com 1B01 foi menor do que o
daquelas gque receberam os demais ltralamentos e o controle. Durante o

acompanhamento do expenmento foi possivel observar uma grande varagio com
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no peso das larvas entre as repeticbes de cada tratamento. E possivel que na
populagao das larvas utilizadas neste experimenio ocorra varagdo quanto a
suscetibilidade as toxinas Tc. Variacao na quantidade de alimento ingerida por
cada larva resulta em maior ou menor exposicao as toxinas, o que tambem pode
ter contribuido para o resultados obtidos.

F. luminescens e as loxinas Tc ainda nao haviam sido testadas contra
larvas do inseto D. saccharalis e, porlanto, questies como concentragdo dos
tratamentos e fase do desenvolvimentio do inselo em gue o tratamento deve ser
ministrado atnda precisam ser elucidadas.

Ma natureza, as loxinas Tc sdo levadas ao interor da larva do inseto
hospedeiro pelo nematdide simbionte, porém, para serem utilizadas na forma de
controle biolkdgico elou na produgio de uma planta transgénica, é desejavel que as
toxinas sejam efelivas atraves de ingestao. As loxinas Tc de IBO1 mostraram
toxicidade oral incompleta a larvas de G. mefloneila e D. saccharalis em testes
preliminares assim como clones contendo genes {c também foram parciaimente
téxicos a larvas de G. mellonella, indicando a polencial utilizacio destes genes.

Os cosmideos contendo genes fc, obtidos no presente trabatho, dever@io
ser lotalmente seqlienciados para que a itha de patogenicidade de |IBO1 possa ser
caracterizada e comparada com as das estipes W14 e TT01. A biblioteca de
cosmideos também peoderd ser faciimente prospectada, por PCR, para outros
genes codificadores de toxinas como mcf, txp40 e tcaABC. A disponibilidade das
sequéncias destes genes facililard a manipulagio dos mesmos visando a sua
aplicagao biolecnoldgica no controle de pragas da agricultura. Outros genes de

interesse que poderao ser buscados nesta biblioteca 550 agqueles codificadores de
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sintetases de policetideos, envolvidos na sintese de antibidticos, que por serem

extensos, dificimente s8o obtidos por outros métodos de clonagem.
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5 . CONCLUSOES

1 - A bactéria isolada de nematdide nativo do género Heterorhabditis foi
identificada como Photorhabdus luminescens subsp. akhursti atraves de
comparagao das sequéncias parciais de nucleotideos dos genes 16s rRNA,
teeC, tedA1 e tedA4 com as sequéncias destes genes da linhagem W14 de F.
luminescens subsp. akhursti O isolado foi denominado 1B01.

2 - Os genes tcdA1 e tcdA4 de IBO1 foram totalmente sequenciados. A proteina
TecdA1-IB0O1 apresentou identidade de 94,3 % com a proteina TcdA1-W14 e de
87,4 % com TcdA1-TTO1. A proteina TedA4-IBO1 apresentou identidade de
90,3 % com a proteina TedA4-W14 e de 86,2 % com a TedA1-TTO1.

3 - IBO1 apresenta genes semelhantes aos fecCl, focC2 e tecC2 da linhagem
W14 e ao tccC6 da linhagem TT01 e aos genes mcfl e mef2 de W14,

4 - Em IBD1 foram encontrados dois genes pks com sequéencias de

aminoacidos semelhantes aos genes plu 2312 e plu 1880 de P. luminescens
TTO1.

5 - Os primers degenerados desenvolvidos no presente trabalho se mostraram
de grande aplicacdo pratica na investigagao da presenga de genes fc e mef em
outros isolados nativos de F. Juminescens.

4 - O isolado IB01 apresenta toxicidade oral e injetdvel contra larvas do inseto
Galleria mellonella e toxicidade injetavel contra larvas do inseto Diatraea
saccharalis.

5 - Clones de E. coli contendo genes tcdAT, tedA2 e ledAd de P. luminescens
IEO1 mostraram toxicidade oral parcial 4 G. mellonella promovendo a redugao
no ganho de peso das larvas.



6 - A biblioteca genfmica de cosmideos obtida para P. luminescens |1BO1
facilitara a identificagao, seqienciamento e manipulagao de novos genes com

polencial biotecnologico.
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