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RESUMO

Chromobacterium violaceum é uma betaproteobactéria de vida livre encontrada em regifes
tropicais e subtropicais. C. subtsugae, bactéria do mesmo género, possui atividade tdéxica
contra insetos de diversos géneros. Entre os genes que podem estar envolvidos no potencial
inseticida dessa bactéria, destacam-se aqueles que codificam quitinases. Em adicédo,
identificou-se também no genoma de C. violaceum ATCC 12472 uma proteina contendo
repeticdbes YD com potencial atividade inseticida, codificada pelo gene cv2776, similar
aquelas produzidas por Xenorhabdus bovienii e Photorhabdus luminescens. O motivo YD
compreende 20 aminoacidos, com sequéncia consenso Gx3-9YXYDx2GR(L, I ou V)x3-10G
(x representa qualquer aminoécido). A proteina TccC, de P. luminescens, possui 9 repeticdes
YD, assim como a proteina SepC, de Serratia entomophila. SepC, juntamente com outras
duas toxinas, SepA e SepB, sdo suficientes para causar a doenga “ambar” em Costelytra
zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae). No presente trabalho, a regido codificadora do gene
cv2776 de C. violaceum ATCC 12472 foi clonada em dois diferentes sistemas de expresséo
heter6loga. Em Escherichia coli, o gene foi expresso sob controle do promotor araBAD,
induzido por L-arabinose. A proteina rCV2776 foi detectada por ensaio de imunoblotting na
fracdo insoluvel das células de E. coli induzidas. A rCV2776 presente na fracdo insoluvel das
celulas dessa bactéria teve efeito letal sobre larvas de Callosobruchus maculatus, diminuindo
em até 78% o numero de insetos adultos emergidos, além de diminuir o peso médio desses
insetos. Além disso, a fracdo celular de E. coli contendo rCVV2776 mostrou-se capaz de inibir
0 crescimento vegetativo de trés fungos fitopatogénicos, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Quando incorporada no meio de cultura em uma
concentracdo de 1% (m/v), essa fracdo causou percentuais de inibicdo de crescimento do
micélio de 38.5% (R. solani), 60.7% (M. phaseolina) e 71.1% (S. rolfsii), respectivamente. Na
levedura Pichia pastoris, a regido codificadora foi expressa sob controle do promotor Paox,
que € induzido na presenca de metanol como Unica fonte de carbono. Quando expressa em P.
pastoris, a proteina recombinante foi aparentemente degradada por proteases enddgenas, e ndo
pOde ser detectada em analises de SDS-PAGE ou Western Bloting, mesmo quando foram
aplicados 8,0 mg do sobrenadante concentrado e liofilizado no gel de eletroforese. Em
conclusdo, a proteina rCV2776 presente na fracdo insollivel das células de E. coli induzidas
foi efetiva em controlar a emergéncia do caruncho do feijdo-de-corda, bem como em retardar
o0 crescimento de M. phaseolina e S. rolfsii.

Palavras-chave: repeticdes YD; CV2776; expressao heterologa; atividade inseticida; atividade
fungicida



ABSTRACT

Chromobacterium violaceum is a free-living betaproteobacterium, which is found in the water
and soil environments of tropical and subtropical regions. C. subtsugae, another species of the
same genus, is toxic towards insects belonging to several orders. Among the genes that may
be involved in the insecticidal activity displayed by these bacteria are those that encode
chitinases. In addition to these chitinases, a protein containing YD repeats with potential
insecticidal activity, encoded by the gene cv2776, was also identified in the genome of C.
violaceum ATCC 12472. Similar proteins have also been found in the genomes of
Xenorhabdus bovienii and Photorhabdus luminescens. The YD motif comprises 20 amino
acids, with the consensus sequence GxsoYXYDx,GR(L, I or V)x3.10G, where X represents any
amino acid. The protein TccC, from P. luminescens, has nine YD repeats in its sequence, as
well as the protein SepC, from Serratia entomophila. SepC, along with two other toxins,
SepA and SepB, are able to cause the "amber" disease in Costelytra zealandica (Coleoptera:
Scarabaeidae). In the present work, the DNA coding seuquence of the gene cv2776 of C.
violaceum ATCC 12472 was cloned in two different heterologous systems. In Escherichia
coli, the coding sequence was expressed under control of the promoter araBAD, induced by
L-arabinose. The protein rC\V2776 was detected by imunoblotting in the insoluble fraction of
induced E. coli cells. The rCV2776 present in the total insoluble cell fraction caused the death
of Callosobruchus maculatus larvae, reducing the number of emerged adults in 78% and also
decreasing the average weight of the insects. The E. coli cell fraction containing the
recombinant protein also affected the vegetative growth of the phytopatogenic fungi
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii. When the fraction
containing rCV2776 was incorporated at 1.% (w/v) in the medium, the inhibition percentages
of the mycelium growth were 38.5% (R. solani), 60.7% (M. phaseolina) and 71.1% (S.
rolfsii). In the yeast Pichia pastoris, the coding sequence was expressed under the control of
the promoter Paox, Which is induced by methanol as the sole carbon source. When expressed
in P. pastoris, the recombinant protein was apparently degraded by endogenous proteases and
could not be detected by SDS-PAGE or Western Blotting, even when 8 mg of protein was
loaded into the gel. In conclusion, the recombinant protein CVV2776 present in the insoluble
fraction of induced E. coli cells was effective in controlling the emergence of the cowpea
weevil, as well as slowing the growth of M. phaseolina and S. rolfsii.

Key words: YD repeats; CV2776; heterologous expression; insecticidal activity; antifungal
activity
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YD; Itélico: residuos que compdem a cauda de poli-histidina.. Erro! Indicador ndo definido.

FIGURA 31 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% do gene cv2776 amplificado por PCR a
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4,5, 6, 7 — Clones de pPIC::cv2776cl, isolado de P. pastoris X-33; 8, 9, 10, 11, 12, 13 —
Clones de pPIC::cv2776¢5, isolado de P. pastoris X-33; 14 — Controle positivo, utilizando
pPGEM::cv2776 como substrato; 15 — Controle negativo, utilizando adgua no lugar do DNA

SUBDSEIAL0. .. Erro! Indicador ndo definido.
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por metanol

Bgl Il —endonuclease de restri¢cdo obtida a partir de Bacillus globiggi
CTAB — brometo de cetiltrimetilaménio
C-terminal — carboxi-terminal

cv1887 - janela aberta de leitura presente no genoma de C. violaceum com 4.155 pb que
codifica uma proteina nematicida

cv2776 — janela aberta de leitura presente no genoma de C. violaceum com 810 pb que
codifica uma proteina hipotética conservada

DAB — diaminobenzidina

DNA — &cido desoxirribonucléico

dNTP — desoxinucleotideo trifosfato

DOgoo — densidade optica a 600 nm

Eco RI —endonuclease de restricdo obtida a partir de Escherichia coli estirpe RY 13
EDTA — &cido etileno diamino tetracético

EtBr — (IUPAC: 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridinium bromide) brometo de etideo,
formula molecular C1H20BrNs;

FI — Fracéo Insolivel da rCV2776 expressa em Escherichia coli TOP10

FS — Fracdo Soluvel da rCV2776 expressa em Escherichia coli TOP10

IgG — imunoglobulina G

IPTG — isopropil B-D-1tiogalactopiranosideo

kDa — quiloDalton

mA — miliamper

m/m — massa/massa

m/v — massa/volume

N-terminal — amino-terminal

ORF — “open reading frame” (janela aberta de leitura)

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida

pb — pares de base

pBAD/Myc-His C — vetor de 4.100 pb para expressdo em E. coli

PCR - Polimerase Chain Reaction (reacdo em cadeia da DNA polimerase)
pPICZo/Myc-His A — vetor de 3.328 pb para expresséo secretada em P. pastoris
rCV1887 — proteina recombinante codifcada pela sequéncia cv1887 de C. violaceum



Bezerra, W. M. 2008

rCV2776 — proteina recombinante codificada pela sequéncia cv2776 de C. violaceum
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1.  INTRODUCAO

1.1. A bactéria Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é uma [B-proteobactéria saprofita, Gram-negativa,
anaerobia facultativa, de vida livre e encontrada em amostras de solo e agua, em variados
ecossistemas de regides tropicais e subtropicais de diversos continentes. Suas colbnias séo
violetas e regulares, levemente convexas, ndo gelatinosas, porém variantes irregulares e

col6nias sem pigmentacdo também ja foram isoladas (DURAN; MENCK, 2001).

Normalmente considerada como néo patogénica, ocasionalmente pode atuar como
patdgeno oportunista em animais, e no homem pode causar septicemia fatal a partir de les6es
da pele, com abscessos no pulméo e no figado (CARIS et al., 2003). Verificou-se que essa
bactéria poderia causar infecgdes em animais, como bufalo, porcos, macacos, ovelhas e caes.
Alguns casos de infeccdes serias e mesmo fatais, em humanos, foram reportados em alguns
paises, inclusive no Brasil. Aparentemente, a incidéncia de infeccdo por C. violaceum em
humanos é baixa (DURAN; MENCK, 2001).

Essa bactéria é abundantemente encontrada nas margens do rio Negro, o principal
afluente do rio Amazonas, e no Brasil, tem sido estudada nas ultimas trés décadas
(VASCONCELOS et al., 2003). O principal foco desses estudos tem se voltado para o
pigmento violeta caracteristico produzido pela bactéria, a violaceina. Estudos comprovaram
que esse pigmento de cor parpura exibe atividade toxica contra patégenos de importancia
médica, como Mycobacterium tuberculosis (SOUZA et al., 1999), Trypanosoma cruzi
(DURAN et al., 1994), e Leishmania sp. (LEON et al., 2001), além de possuir atividades
antiviral (ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2003) e anticancer (UEDA et al., 1994; MELO
et al., 2000), além de conferir protecdo contra radiacdo UV (CALDAS et al., 1978). A
violaceina é constituida por trés subunidades estruturais: 5-hidroxiindol, 2-oxoindol e 2-
pirrolidona. Esse pigmento apresenta coloragdo violeta, cujas subunidades sdo formadas pela
condensacdo de duas moléculas modificadas de triptofano (BROMBERG; DURAN, 2001;
AUGUST et al., 2000).

Além da producdo de violaceina, C. violaceum apresenta outras caracteristicas
fisioldgicas importantes, como a producdo de cianeto de hidrogénio, antibidticos e

exoproteases, além de metabolitos que atuam como substancias de defesa contra competidores
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e/ou predadores, incluindo potenciadores de antibidticos beta-lactdmicos, glicopeptideos e
agentes antitumorais, com alta citotoxicidade para linhagens de cancer de pulm&o, mama,
c6lon e leucemia em humanos (CARIS et al., 2003; DURAN; MENCK, 2001). Produz ainda
homopoliésteres, que podem ser utilizados na formulagdo de polimeros biodegradaveis,
representando uma alternativa vidvel aos plasticos derivados de petroquimicos
(STEINBUCHEL et al., 1993; VASCONCELOS et al., 2003). Essa bactéria mostrou-se capaz
de promover a hidrélise de filmes plasticos e a solubilizagdo de metais pesados através de
processos livres de mercurio, evitando, dessa maneira, a contaminacdo ambiental
(VASCONCELOS et al., 2003).

Alguns trechos do genoma da C. violaceum, com interesse biotecnoldgico, ja eram
conhecidos antes do inicio das atividades do Projeto Genoma Brasileiro (Rede Nacional de
Sequenciamento de DNA). Entre eles estdo os genes envolvidos na biossintese da violaceina
(AUGUST et al, 2000), o gene da fenilalanina hidroxilase (VOLNER et al., 2000),
fragmentos genémicos contendo orfD (homélogo a SoxR de Escherichia coli)
(KOLIBACHUCK; DENNIS, 1998) e sequéncias de genes que codificam RNAS ribossomais
16S e 23S (HARMSEN; SINGER, 1999). Entretanto, apesar de alguns trechos do genoma da
C. violaceum terem sido estudados, esses se basearam no conhecimento de uma pequena
fracdo da constituicdo genética do organismo. Portanto, somente a partir do sequenciamento
do genoma completo da estirpe ATCC 12472 da C. violaceum foi possivel obter um retrato
mais detalhado da complexidade molecular requerida para a versatilidade desse organismo,
assim como um extenso compéndio de ORFs que significativamente aumentou o potencial
biotecnologico dessa bactéria (VASCONCELOS et al., 2003).

O genoma da C. violaceum (cuja sequéncia completa estd depositada no GenBank
com o numero de acesso AE016825) compreende um Unico cromossomo circular de 4,7 Mb
com um contetido G + C medio de 64,83%. Existem 4.431 ORFs, uniformemente distribuidas
e cobrindo cerca de 90% do genoma, com um comprimento meédio de 954 pb
(VASCONCELOS et al., 2003). A anotacdo do genoma revelou, além dos genes relacionados
ao metabolismo geral, uma quantidade relativa significativa (em torno de 11%) de ORFs
codificando proteinas transportadoras de membrana (GRANGEIRO et al., 2004), as quais
devem mediar a interacdo da C. violaceum com os ambientes do solo e da 4gua nos quais ela
habita. Além disso, genes relacionados a resposta a condi¢bes de estresse, motilidade,
patogenicidade e com potencial aplicacdo em diversas areas foram identificados
(VASCONCELOS et al., 2003).
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Além do operon responsavel pela sintese do pigmento violaceina, existem muitas
outras ORFs codificando para produtos de interesse biotecnolégico e médico, como também
ORFs codificando para produtos de interesse na agricultura. Dentre esses produtos, podem-se
citar vérias quitinases que sdo potenciais agentes de biocontrole contra insetos, fungos e
nematdides. Em adicdo a essas quitinases, identificou-se uma proteina com potencial
atividade inseticida e nematicida, codificada pelo gene cv1887, similar aquelas produzidas por
Xenorhabdus bovienii e Photorhabdus luminescens.

Em termos biotecnoldgicos, o conhecimento das sequéncias dos genes permite
desvendar as etapas envolvidas nos processos metabdlicos e orientar eventuais melhorias na
produtividade de metabdlitos. Esse conhecimento abre ainda a possibilidade do desenho de
novos farmacos ou de inibidores de processos bioquimicos proprios a uma determinada

patogenicidade.

1.2. Bactérias como agentes no controle de pragas na agropecuaria

As pragas exercem um papel economicamente importante na vida do homem. Por
exemplo, alguns insetos atuam como vetores de certas doengas que atacam o homem,
enquanto outros estdo diretamente envolvidos na destruicdo das culturas agricolas, bem como
das plantas cujos produtos sdo armazenaveis, e plantas para alimentacdo animal. Ao longo dos
anos, varios esforcos tém sido realizados para controlar as pragas, incluindo o uso de
inseticidas quimicos. Entretanto, estes compostos matam uma ampla faixa de organismos
incluindo aqueles que sdo Uteis para o homem. Além disso, a longa exposi¢do das pragas a
esses inseticidas quimicos freqlientemente leva a selecdo de organismos resistentes. Assim,
esses produtos sdo melhorados ou alterados, com um enorme custo, de forma a superar o

desenvolvimento da resisténcia da praga.

Dessa maneira, inseticidas biologicos sdo uma alternativa possivel, se
apropriadamente manejados ou usados como complemento no manejo integrado de pragas. O
controle bioldgico de insetos tem a vantagem de ter um alvo especifico, ndo poluir o ambiente
e, até agora, apresentar menor risco de selecdo de pragas resistentes (OWUANA, 2001).
Predadores de insetos, fungos, bactérias, parasitides e parasitas, tais como virus e
nematoides, sdo organismos comumente usados no controle biolégico de insetos (ARONSON
et al., 1986; OWUANA, 2001).
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As bactérias exercem um papel chave no comércio de controle de insetos. As
principais espécies de bactérias envolvidas nesse controle pertencem ao grupo dos Bacillus
formadores de esporos. Esporos de Bacillus thuringiensis Berliner controlaram com sucesso
pestes agricolas quando pulverizados sobre a superficie foliar (FERRO et al.,, 1997) ou
quando genes que codificam proteinas inseticidas produzidas por essa bactéria foram usados
na producdo de plantas transgénicas (PERLAK et al., 1993). Entre as estratégias utilizadas
para o controle de pestes na agricultura, estdo aquelas que se baseiam no desenvolvimento de
culturas transgénicas que expressam proteinas toxicas para insetos, nematdides e outras
pragas (LEE et al., 2004).

Iniciada em 1996, a comercializacdo de plantas de milho e algodao expressando
proteinas Cry de B. thuringiensis (BATES et al., 2005) mostra-se ainda como a estratégia
mais largamente aplicada no desenvolvimento dessas e de outras culturas transgénicas com
resisténcia a pragas. Essas toxinas tém sido usadas com sucesso no controle de diferentes
espécies de diptera, lepidoptera e coledptera (ARONSON et al., 1986). As proteinas Cry sdo
toxinas cristalinas (6-endotoxinas) produzidas pela bactéria durante a sua fase de esporulagéo
(HOFTE; WHITELEY, 1989) e tem efeito letal sobre insetos saudaveis ap0s a ingestdo da
bactéria pela larva do inseto. Apos a ingestdo, as proteases do intestino medio ativam as
endotoxinas que formam, entdo, poros na membrana das células epiteliais do intestino médio,

causando lise osmotica e, como consequéncia, a morte do inseto (KNOWLES et al., 1989).

Entretanto, o uso constante e em larga escala, bem como o desenvolvimento
crescente de culturas transgénicas expressando essas toxinas, promovem a selecdo de
populacdes de insetos resistentes. Dessa maneira, novas proteinas devem ser exploradas como
alternativa a tecnologia Bt, para promover a diversificacdo dos genes utilizados para o
controle de pragas (LEE et al., 2004).

Muitos trabalhos ja demonstraram o potencial de toxinas produzidas por
microorganismos no controle de pragas (BOWEN et al., 1998; LEE et al., 2004; MARTIN et
al., 2007b). Alguns desses microorganismos sdo simbiontes de nematoides
entomopatogénicos, que causam doengas em varias pragas que provocam danos em diversas
culturas. Essas bactérias tém a habilidade de matar insetos devido a producédo de um grupo de
proteinas toxicas que sdo ativas quando administradas por via oral (MORGAN et al., 2001).
Por exemplo, toxinas isoladas da bactéria Photorhabdus luminescens com atividade inseticida
oral tem sido detalhadamente estudadas (BOWEN et al., 1998; GUO et al., 1999).
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Xenorhabdus bovienii e Photorhabdus spp. possuem uma ampla faixa de
hospedeiros e sdo introduzidos no inseto por meio do seu nematdide simbionte (ARONSON
et al., 1986). Essas bactérias ocupam o intestino de nematoides das familias Steinernematidae
e Heterorhabditidae, respectivamente. Os nematdides, ao invadirem as larvas dos insetos,
regurgitam as bactérias no seu interior, que se multiplicam na hemolinfa das larvas,
produzindo substéncias tdxicas e causando septicemia, culminando na morte das mesmas. Os
nematdides se reproduzem e a progénie se alimenta no interior dos cadaveres das larvas dos
insetos, invadindo posteriormente as outras larvas da populagdo (ARONSON et al., 1986;
KAYA; GAUGLER, 1993). Embora esses nematdides atuem como agentes inseticidas, a
producdo, manutencdo e distribuicdo desses organismos para 0 controle de insetos séo

laboriosas, onerosas e ineficientes.

Trabalhos recentes demonstram que Chromobacterium subtsugae Martin
provocou, em ensaios de laboratdrio, um percentual de mortalidade de 80 a 100% em insetos
adultos de Diabrotica undecimpunctata howardi Barber e D. virgifera virgifera LeConte, e
em larvas de Leptinotarsa decemlineata Say, insetos da mesma familia de Callosobruchus
maculatus Fabricius (Coleoptera: Chrysomelidae) (MARTIN et al., 2004, 2007a, 2007b).
Esses organismos sdo pragas de culturas de leguminosas (soja Glycine max L. Merr. e
amendoim Arachis hypogea L.), solaniceas (batata Solanum tuberosum) e cucurbitaceas
(pepino Cucumis sativus L. e mel6es Cucumis spp.). Além disso, o inseto heteroptero Nezara
viridula (L.), praga de culturas de solanaceas, algoddo (Gossypium spp.), leguminosas
(Phaseolus vulgaris L.) e outros vegetais, como tomate (Lycopersicum spp.), mostrou-se
totalmente susceptivel nos ensaios com essa bactéria, que causou 100% de letalidade
(MARTIN et al., 2007b).

A proteina codificada pelo gene cv1887 da C. violaceum apresenta similaridade
com uma proteina nematicida de X. bovienii e com proteinas inseticidas de P. luminescens
(FREIRE, 2007), dois microorganismos que tem propriedades inseticidas ja comprovadas
experimentalmente, como visto anteriormente. Freire (2007) expressou essa proteina em E.
coli, e demonstrou que a fracdo protéica que concentrava a rCV1887 foi capaz de retardar
significativamente o tempo médio de desenvolvimento de larvas do caruncho do feijao-de-
corda C. maculatus, de duas populacbes. Devido a semelhanca estrutural com a proteina
CV1887, e pela presenca de repeticdes YD em relativamente grande numero, a proteina

codificada pelo gene cv2776 deve possuir também alguma atividade inseticida.
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A exploracdo das espécies de Xenorhabdus e Photorhabdus como biopesticidas
pode ser limitada, visto que elas ndo sobrevivem na agua ou no solo por muito tempo. A
bactéria C. violaceum, por outro lado, é encontrada na 4gua e no solo, e é considerada uma
bactéria de vida livre, mas, por atuar como um patdgeno oportunista em animais e até no
homem, seu uso como biopesticida também pode ser bastante limitado. Portanto, é importante
que a toxicidade detectada em bactérias com essas caracteristicas possa ser geneticamente
transferida para outras bactérias, microorganismos ou plantas para sua devida exploracéo
como agentes de biocontrole de pragas. Para tal fim, é essencial estudar essas toxinas em
maiores detalhes, assim como a habilidade para expressar essas proteinas em um hospedeiro

heter6logo, com manutencédo da sua atividade inseticida.

1.3. Proteinas com repeticGes Tyr-Asp (YD)

As repeticdes Tyr-Asp (YD) compreendem um motivo de cerca de 20
aminodacidos, com a sequéncia consenso Gxz9YXYDx,GR(L, I ou V)x3.10G, onde X representa
qualquer aminoécido (MINET; CHIQUET-EHRISMANN, 2000), que se repetem ao longo de
determinadas sequéncias protéicas, em variados numeros de cépias. Repeticdes com esse
motivo foram inicialmente detectadas nas sequéncias de proteinas codificadas pelos
elementos de rearranjo (rhs - rearrangement hot spot) de Escherichia coli (ZHAO et al.,
1993) e na proteina WAPA (Wall Associated Protein A) de Bacillus subtilis (FOSTER, 1993).

As teneurinas sdo as Unicas proteinas de eucariotos descritas que apresentam as
repeticdes YD (MINET; CHIQUET-EHRISMANN, 2000). As teneurinas sdo uma familia de
proteinas transmembrana conservadas, recentemente estudadas, presentes em vertebrados e
em invertebrados. Essas proteinas ja foram encontradas em Drosophila melanogaster
(BAUMGARTNER et al., 1994) e Caenorhabditis elegans (DRABIKOWSKI et al., 2005),

bem como em galinha, rato e até no homem (TUCKER et al., 2007).

Em Drosophila, a teneurina Tem-m participa ativamente dos primeiros estagios
da regulacdo do desenvolvimento embrionario (BAUMGARTNER et al., 1994), bem como
nos estagios posteriores do desenvolvimento dos folhetos embrionarios e sistema nervoso
central e periférico (LEVINE et al., 1997).

Em vertebrados, as repeticdes YD estdo localizadas na porcdo C-terminal das

teneurinas, e existem pelo menos 26 dessas repeti¢cbes consecutivas, seguidas por uma regido
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de repeticdes YD-like condensadas (MINET et al., 1999). Minet e colaboradores (1999)
demonstraram que proteinas com repeticbes YD sdo capazes de reconhecer e se ligar a
heparina, e que a interacdo é favorecida pelos maltiplos dominios presentes nas proteinas.
Essa forte interacdo esta relacionada a presenca dos aminodcidos arginina (Arg/R) e lisina
(Lys/K) dentro da sequéncia consenso das repeticGes YD, ja que a ligagdo de uma proteina a
heparina envolve a presenga de amino&cidos basicos (HILEMAN et al., 1989). Estudos desses
autores também sugerem que as repeti¢des YD presentes nessas proteinas podem ser capazes
de se ligar a condroitina (MINET et al., 1999), um importante componente estrutural da
cartilagem, formado por uma cadeia de N-acetilgalactosamina e acido glucorénico alternados.
Dessa maneira, esses autores propuseram essas repeticdes como um novo dominio de ligacao

a carboidratos.

Sete diferentes elementos rhs foram descritos para E. coli (HILL et al., 1995), e
esses elementos podem estar presentes ou ndao, em diferentes linhagens dessa bactéria. Esses
elementos codificam proteinas de elevada massa molecular, mas que até hoje ndo foram
isoladas em laboratério (MINET et al., 1999). Mesmo assim, as janelas de leitura desses
genes se mantem intactas, 0 que sugere que essas proteinas hipotéticas tenham uma funcéo
vital em E. coli (HILL et al., 1995). Analises in silico dos elementos rhs de E. coli indicam
que a presenca dessa sequéncia codificadora na bactéria é fruto de uma transferéncia
horizontal, evidéncia que é suportada pelo alto contedtdo G + C presente nas sequéncias
codificadoras dessas proteinas, que sdo atipicos quando comparados com o restante do
genoma da bactéria. Dessa maneira, acredita-se que essas proteinas sdo essenciais na

interacdo bactéria-hospedeiro (HILL et al., 1995).

As proteinas WAPA de B. subtilis também contem repeticbes YD bastante
similares, mas pouco se sabe sobre a sua funcdo (FOSTER, 1993). Essa proteina é encontrada
na superficie celular, com a por¢do N-terminal inserida na parede celular da bactéria e a pocdo
C-terminal, rica em repeticdes YD, livre na superficie, possivelmente para possibilitar
interacdes com hospedeiros (FOSTER, 1993; MINET et al., 1999).

Uma das toxinas do complexo Tc de P. luminescens, TccC possui 9 repeticdes
YD na sua sequéncia, assim como SepC, uma proteina codificada no plasmidio pADAP de
Serratia entomophila, bactéria patogénica para Costelytra zealandica (Coleoptera:
Scarabaeidae). SepC, juntamente com outras duas toxinas, SepA e SepB, sdo suficientes para

causar a doenga “ambar” nesses insetos (HURST et al., 2004).
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Grangeiro e colaboradores (resultados ndo publicados) verificaram a existéncia de
cinco genes codificando proteinas com diferentes nimeros da repeticdo YD, no genoma da C.
violaceum: os genes cv1887 e cv1238, codificando proteinas com 12 repeticGes; cv1431, para
uma proteina com 16 repeticOes; e 0s genes cv2776 e cv1429, para proteinas com 4 e 3
repetigdes, respectivamente. A proteina codificada pelo gene cv1887 da C. violaceum
apresenta similaridade com a proteina nematicida de X. bovienii e com proteinas inseticidas
de P. luminescens (FREIRE, 2007), dois microorganismos que tem propriedades inseticidas ja

comprovadas experimentalmente, como visto anteriormente.

Outra sequéncia similar, porém mais distantemente relacionada as repetices YD,
é encontrada na toxina A de Clostridium difficile (repeticdo de casse Il). A toxina A de C.
difficile € uma enterotoxina e citotoxina, que causa hemaglutinacdo em eritrocitos de rato pela
ligacdo das repeticOes de classe Il aos carboidratos da superficie das células sanguineas
(MINET; CHIQUET-EHRISMANN, 2000). Essa toxina tambem foi capaz de reconhecer e
interagir com os carboidratos da superficie de células do epitélio intestinal humano (MINET
et al., 1999).

Proteinas com dominios de ligacdo a carboidratos (lectinas), especialmente as de
plantas, exibem caracteristicamente efeitos deletérios sobre o crescimento e desenvolvimento
de insetos, fungos e nematdides (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; VASCONCELOS;
OLIVEIRA, 2004). Devido a similaridade entre as repeticdes YD (presentes nos elementos
rhs, bem como em CV2776), a proteina WAPA e as repeticGes presentes na toxina A, e pelo
fato de que em todos os casos a presenca de elementos que reconhecem e se ligam a
carboidratos serem essenciais a sua funcdo, é provavel que a propriedade de interacdo com
carboidratos das repeticdes YD esteja relacionada a potencial acdo nematicida e inseticida
dessas proteinas. Como as proteinas YD de C. violaceum ndo possuem nenhum outro dominio
particular além das repetices YD, a demonstracdo experimental dessas suas propriedades
(ligacéo a heparina e agdo inseticida/nematicida) sera uma evidéncia da atividade de interacédo

a carboidrato como causa do efeito sobre nematdides e pragas.

1.4. Sistemas heterdlogos para a producéo de proteinas recombinantes

O uso da tecnologia do DNA recombinante e a producdo de proteinas em sistemas

heter6logos (bactérias, leveduras e células animais e vegetais) tém fornecido importantes
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contribuicdes no estudo da estrutura, biossintese e funcdo das proteinas (CARVALHO, 2004),
além de permitir a producdo de uma proteina ativa atraves de um meio de cultura
relativamente barato ao invés de gasto extensivo com a producdo e extragdo da mesma

proteina no organismo de origem (YIN et al., 2007).

Os sistemas heter6logos produzem proteinas com uma sequéncia de aminoacidos
definida e permitem que a relacdo entre sequéncia e funcdo da proteina possa ser explorada
(NEPOMUCENO, 2008; LUO et al., 2005). A producao de proteinas recombinantes exige
que o gene a ser estudado seja clonado num vetor de expressdo sob o controle de um
promotor, geralmente induzivel (SCHUMANN et al., 2004).

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli é o microorganismo mais
extensivamente utilizado para a expressdao heterologa de proteinas. O uso de E. coli como
sistema de expressdo apresenta como vantagem o fato dessa bactéria ser um organismo de
bioquimica, fisiologia e genética relativamente simples e bem caracterizadas, além da
disponibilidade de indmeras linhagens de células e vetores de expressdo, que produzem
proteinas fusionadas com diversos tags moleculares, e que proporcionam uma expressao
otimizada para diferentes tipos de proteinas (CHOI et al., 2006; TAMAS; SHEWRY, 2006;
CARVALHO, 2004).

A expressdo de proteinas heter6logas em E. coli € largamente empregada em
laboratdrios em todo o mundo. Essa bactéria apresenta baixos requerimentos de carbono e
nitrogénio, o que permite um baixo custo e enorme conveniéncia na producdo de proteinas
recombinantes. Esse sistema de expressao também apresenta uma alta taxa de crescimento,
possibilitando um rapido acimulo de biomassa, além da capacidade de fermentacéo continua
em culturas de alta densidade de células, levando, dessa maneira, a um processo simplificado
de producédo em larga escala (SHADEV et al., 2008; YIN et al., 2007).

Trabalhos relatam rendimentos de 8,5 g de proteina recombinante por litro de
meio de cultura para a IGF-1, expressa em corpos de inclusdo (JOLY et al., 1998) e 5,2 g de
fosfatase alcalina recombinante por litro de cultura (CHOI et al., 2000). Entretanto, esses
rendimentos extraordinarios sdo obtidos somente em culturas com alta densidade de células,
utilizando fermentadores (YIN et al., 2007).

A réapida producdo de proteinas recombinantes em E. coli pode ocasionar a
formacdo de agregados insolveis, conhecidos como corpos de inclusdo (SCHUMANN et al.,

2004), que permanecem protegidos da acdo proteolitica da célula hospedeira (YIN et al.,
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2007). Estas particulas esféricas resultam de uma falha do sistema de reparo ou remocgédo de
proteinas desenoveladas ou enoveladas incorretamente e acumulam-se, permanecendo
separadas do citoplasma (SCHUMANN et al., 2004). Para a obtencdo de proteinas soluveis,
faz-se necessaria a aplicacdo de métodos apropriados de solubilizacdo e renaturacdo das
proteinas recombinantes (MIDDELBERG, 2002). Porém, em alguns casos, a tentativa de

ressolubilizagdo promove a desnaturagdo irreversivel da proteina recombinante.

Dessa maneira, a utilizacdo de sistemas procariéticos para expressao de proteinas
recombinantes apresenta limitagdes quando se deseja produzir uma proteina que sofre
processamentos co- e/ou poés-traducionais (como glicosilagdes, clivagens proteoliticas ou
formacdo de pontes dissulfeto). A possivel toxicidade da proteina recombinante para a
bactéria, a formacdo de corpos de inclusdo, a degradacdo da proteina por proteases bacterianas
e a adi¢do de residuos de metionina N-terminal s&o também fatores limitantes (SHARMA,
1986).

Para minimizar essas limitagdes, outros sistemas de expressdo, baseados em
organismos eucariontes, tém sido extensivamente estudados e utilizados. O potencial
biotecnologico dos sistemas de expressao baseados em leveduras pode ser confirmado devido
a similaridade entre os processos bioguimicos, moleculares e genéticos que as leveduras
compartilham com os eucariotos superiores e pela sua capacidade de produzir proteinas
heter6logas em larga escala, com alto rendimento (YIN et al., 2007). Atualmente, além de
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris (CREGG et al., 2000) e Schizosaccharomyces
pombe (YIN et al., 2007), outras leveduras “ndo convencionais” também tém sido exploradas
como sistemas de expressao heterdlogos, tais como Hansenula polymorpha, Kluyveromyces
lactis (GELLISSEN; HOLLENBERG, 1997) e Yarrowia lipolytica (MADZAK et al., 2004).

Além das vantagens de crescimento rapido, meios de cultura simples e baixo
custo, como em E. coli, o rico sistema compartimentalizado de endomembranas das leveduras
permite que proteinas sintetizadas no interior da célula possam ser secretadas para 0 meio
extracelular. Adicionalmente, as leveduras podem produzir proteinas sollveis e com o correto
enovelamento, e, para aquelas que necessitam de modificacdes pds-traducionais, 0s sistemas

baseados em leveduras trazem a vantagem de realizar tais modificacdes (Y IN et al., 2007).

Nesse contexto, a levedura Pichia pastoris se destaca pelas seguintes vantagens: a
facilidade da manipulacdo genética e a sua semelhanca com a levedura S. cerevisiae, um dos
sistemas de expressdo melhor caracterizado atualmente; a habilidade dessa levedura em

produzir proteinas heter6logas em altos niveis, tanto intra como extracelularmente; e a
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capacidade de realizacdo das modificagfes pds-traducionais realizadas por organismos
eucariotos, como glicosilacdo, formacdo de pontes dissulfeto ou processamento proteolitico
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

A expressdo de proteinas heterélogas em P. pastoris baseia-se na sua capacidade
de metabolizar metanol, na auséncia de qualquer outra fonte de carbono e energia. O primeiro
passo no metabolismo do metanol é a oxidacdo desse alcool em formaldeido, utilizando
oxigénio molecular, reacdo catalisada pela enzima alcool oxidase (AOX), que tem pouca
afinidade por oxigénio. Para compensar essa baixa afinidade, a célula produz grandes
quantidades da enzima, que pode se acumular, compreendendo até 30% das proteinas
celulares totais (GURKAN; ELLAR, 2005). A expressdo extracelular de proteinas heterélogas
em P. pastoris € uma opc¢do particularmente atrativa, pois essa levedura secreta niveis muito
baixos de proteinas endogenas. Além disso, utilizando-se um promotor Paox, € possivel obter
a proteina recombinante em altos niveis, 0 que ja torna esse tipo de expressdao um passo
importante na sua purificacdo (GURKAN; ELLAR, 2005).

Assim, a levedura metilotrofica P. pastoris € um excelente sistema de expressao
de proteinas recombinantes (YIN et al., 2007), e ja foi reportado, para esse sistema, a
expressdo de mais de 200 proteinas de uma variedade de organismos, tanto procariotos como
eucariotos, como bacterias, fungos, plantas, animais, incluindo o homem, e até de virus
(CREGG et al., 2000). Alem disso, trabalhos recentes mostram rendimentos excelentes na
expressdo de muitas proteinas eucariéticas, biologicamente ativas, em P. pastoris
(BAUMGARTNER et al., 2002, 2003; ROMANOS et al., 1992).
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, cultura de tecidos e
transformacgdo genética de plantas, tem possibilitado uma abordagem alternativa no controle
de pragas e doencas. Genes que codificam proteinas que interferem com o crescimento e
desenvolvimento de insetos, nematoéides e fungos, podem ser introduzidos nas culturas de
interesse para reduzir sua suscetibilidade a esses agentes nocivos. De fato, desde o inicio da
sua comercializacdo em 1996, culturas transgénicas contendo caracteristicas agronémicas
desejaveis tém sido introduzidas em diferentes mercados agricolas economicamente
importantes (CASTLE et al., 2006). Nesse contexto, 0s genomas microbianos constituem
recursos naturais promissores para 0 desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos
inovadores para a agricultura, na forma de novos genes para o controle de insetos-praga e
patogenos (VODOVAR et al., 2006).

A economia brasileira baseia-se fortemente no agronegocio. Entretanto, o
potencial biotecnologico de C. violaceum para abordar questdes ligadas a agricultura ainda
ndo foi explorado. O uso de microganismos no controle de pragas da agricultura pode ser
ecologicamente sustentavel e economicamente viavel, e C. violaceum é um forte candidato
para essa exploracdo (BARRETO et al., 2008).

Apesar da sua adaptacdo ao meio ambiente, a exploracdo de C. violaceum como
biopesticida pode ser bastante limitada ou impossivel, ja que esta bactéria pode atuar como
um patdgeno oportunista em animais e no homem. Portanto, é importante que 0s genes que
codificam proteinas potencialmente toxicas para insetos, fungos e nematoides tenham essas
propriedades validadas experimentalmente. Esses genes poderdo entdo ser transferidos para
outras bactérias, microorganismos ou plantas para sua devida exploracdo como agentes de
controle de pragas e doencas. Para tal fim, € essencial estudar essas toxinas em maiores
detalhes, assim como a habilidade para expressar essas proteinas em hospedeiros heterdlogos

e verificar a manutencdo da suas atividades biologicas nesses sistemas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de um gene de
Chromobacterium violaceum, que codifica uma proteina com repeticdes YD (CV2776), como

agente no biocontrole de pragas da agricultura.

3.2. Objetivos especificos

Clonar, em dois diferentes sistemas de expressao, a regido codificadora do gene
cv2776 de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, que codifica uma proteina com

repeticdes YD;

Determinar, para os dois sistemas de expressao heterdloga, as condicGes ideais de

expressao desse gene e induzir a producédo da proteina recombinante (rCV2776);

Avaliar a atividade inseticida para Callosobruchus maculatus das fragcdes solvel
e insoluvel obtidas a partir da lise de células de Escherichia coli transformadas, expressando a
proteina rC\V2776;

Avaliar a atividade fungicida para os fungos fitopatogénicos Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii das fragdes soltvel e insolivel obtidas da

lise de células de E. coli expressando a proteina rC\V2776;

Contribuir para o conhecimento cientifico, no que diz respeito a natureza e ao

mecanismo de acao das proteinas de bactérias com repeti¢des YD.
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4. MATERIAIS

4.1. Enzimas e anticorpos

Para a realizacdo do trabalho, foram utilizadas as enzimas Taq DNA polimerase
(Amersham Biosciences), T4 DNA ligase (Promega — Madison, WI, USA), e as enzimas de
restricio Sna BI, Bgl Il, EcoR I, Xba | e Sst | (Jena Bioscience GmbH, Alemanha),
acompanhadas de seus respectivos tampdes de reagdo 10X. Ribonuclease bovina | A,
Proteinase K (GE Healthcare — Piscataway, NJ, USA), Lisozima de clara de ovo (USB -
Cleveland, OH, USA) e DNase | (Promega) também foram utilizadas em diferentes etapas do

desenvolvimento do trabalho.

Anticorpo (IgG) monoclonal de camundongo contra cauda de histidina e 1gG de
cabra anti-IgG de camundongo conjugada com peroxidase (Santa Cruz Biotechnology — Santa
Cruz, CA, USA) foram utilizados nos experimentos de imunodeteccéo (Western blotting).

4.2. Cepas de bactérias e levedura, plasmidios e antibioticos

A estirpe ATCC 12472 da Chromobacterium violaceum foi adquirida atraves da

distribuidora Interlabdist da ATCC (Americam Type Culture Collection).

A bactéria Escherichia coli estirpe TOP10 (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA) foi
utilizada como hospedeira para os vetores de clonagem e expressdo, bem como para 0S
experimentos de expressdo nesse sistema, enguanto que a levedura metilotrofica Pichia
pastoris estirpe X-33 (Invitrogen) foi utilizada nos experimentos de expressdo da proteina

recombinante.

O plasmidio pGEM-T Easy (Promega) foi usado como vetor de clonagem,
enquanto que os plasmidios pBAD/Myc-His C ¢ pPICZo/Myc-His A (Invitrogen) foram

utilizados como vetores de expressdo em bactéria e levedura, respectivamente.

Os antibioticos ampicilina (USB), carbenicilina (USB), estreptomicina (USB) e
zeocina (Invitrogen) foram utilizados durante os experimentos. Para 0s ensaios biolégicos da

rCV2776 contra fungos fitopatogénicos, foi utilizado meio BDA.
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4.3. Espécimes usados em bioensaios

Os adultos de Callosobruchus maculatus, identificados de acordo com SANTOS
(1971), foram originalmente coletados a partir de sementes infestadas, adquiridas no comércio
de Fortaleza em janeiro de 2004, e a cultura mantida no Laboratorio de Genética Molecular
do Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

Os fungos fitopatogénicos Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Macrophomina
phaseolina foram cedidos pela profa. Dra. Francisca Nemaura, do Laboratorio Biofabrica Bt
do Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do
Ceara.

4.4. Sistemas e Kkits

Sistema para purificacdo de DNA de gel de agarose GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), kit de sequenciamento DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing (GE Healthcare), sistema para purificacdo de plasmidios Wizard (Promega), e Kit
para clonagem de produtos de PCR (Promega) foram utilizados durante os experimentos de

clonagem e sequenciamento dos insertos.

4.5. Reagentes e outros materiais

Oligonucleotideos iniciadores complementares as extremidades 5° ¢ 3’ da ORF
cv2776 foram sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies, USA). Os padrdes para
eletroforese de &cidos nucléicos, DNA A digerido com Hind 11l e $X-174 RF DNA digerido
com Hae Ill, foram obtidos da Invitrogen, e o0 Mass Ruler DNA Ladder High Range foi obtido

da Fermentas Life Sciences (Burlington, Canada).

PadrbGes para eletroforese de proteinas, BenchMark Pre-stained (Invitrogen) e

High Molecular Weight Marker (GE Healthcare) foram utilizados nos experimentos de SDS-

dTM

PAGE. Membranas de nitrocelulose Hybon C Extra (Amersham Biosciences Corp., USA)

e papel de filtro Hybond™ foram utilizados nos experimentos de Western Blotting. Leite
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desnatado Molico® foi obtido no comércio local e utilizado nos experimentos de
imunodeteccéo.

Para 0s ensaios biolégicos da proteina rCV2776 contra Callosobruchus
maculatus, foram utilizadas sementes de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) obtidas

comercialmente e capsulas gelatinosas n° 2, para a confec¢do das sementes artificiais.

Os demais reagentes (reagentes para biologia molecular, para expresséo e
deteccdo de proteinas recombinantes, solventes organicos, vidrarias, plasticos e outros

materiais) eram todos de grau analitico.

4.6. Formulacao dos meios de cultura

4.6.1. Meios de cultura para bactéria

LB (Luria-Bertani) caldo: triptona bacteriologica 1,0%, NaCl 1,0%, extrato de
levedura 0,5%, pH 7,5. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos.

LB agar: triptona bacterioldgica 1,0%, NaCl 1,0%, extrato de levedura 0,5%, agar
bacteriolégico 1,5%, pH 7,5. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos.

2xYT (Yeast extract Triptone): extrato de levedura 1%, triptona bacterioldgica
1,6%, NaCl 0,5%. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos.

SOB: triptona bacteriologica 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,05%, KCI 2,5
mM, pH 7,5. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos. Resfriar e adicionar MgCl, estéril para
concentracdo final de 10 mM.

SOC: meio SOB adicionado de dextrose estéril para concentracdo final de 40mM.

GYT (Glycerol Yeast extract Triptone): glicerol 10%, extrato de levedura 0,125%,
triptona bacteriolégica 0,25%. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos.

LB low salt:: triptona bacterioldgica 1,0%, NaCl 0,5%, extrato de levedura 0,5%,

pH 7,5. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos.
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4.6.2. Meios de cultura para levedura

YPD (Yeast extract Peptone Dextrose): extrato de levedura 1%, peptona
bacterioldgica 2%. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos. Resfriar e adicionar dextrose esteril

para concentracédo final de 2%.

YPDS agar: extrato de levedura 1%, peptona bacteriolégica 2%, sorbitol 1M, agar
bacteriologico 1,5%. Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos. Resfriar e adicionar dextrose

esteril para concentracéo final de 2%.

BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium): extrato de levedura 1%, peptona
bacterioldgica 2%, glicerol 1%, preparado em tampéo fosfato de potassio 6,0 mM, pH 6,0.
Autoclavar a 121 °C, por 15 minutos. Resfriar e adicionar: YNB estéril para concentracdo
final de 1,34%, biotina estéril para concentracao final de 4 x 10°%.

BMMH (Buffered Methanol-complex Medium): extrato de levedura 1%; peptona
bacterioldgica 2%; preparado em tampao fosfato de potéssio 6,0 mM pH 6,0. Autoclavar a
121 °C, por 15 minutos. Resfriar e adicionar: YNB estéril para concentracao final de 1,34%,
biotina estéril para concentracdo final de 4 x 10°% e metanol para concentracdo final de
0,5%.

4.6.3. Culturas estoque

Os estoques de células recombinantes em glicerol 10% foram preparados a partir
de uma cultura crescida por aproximadamente 16 horas em 5,0 mL de meio de cultura em
caldo. Os estoques foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos em
freezer (-80 °C).

4.6.4. Meio de cultura para ensaios com fungos

BDA (Batata Dextrose Agar): amido de batata 0,4%; dextrose 2%; agar

bacteriolégico 1,5%.



Bezerra, W. M. 2008

5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Conteudo protegido para publicagdo. Obrigada pela compreens&o.

40



Bezerra, W. M. 2008

6. RESULTADOS
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7. DISCUSSAO
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8. CONCLUSOES
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