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1. INTRODUCAO

A bioluminescéncia é o processo de emissdo de luz fria e visivel por
organismos vivos com fungdo de comunicagao bioldgica.

A proteina fluorescente verde (GFP) € uma macromolécula que, mediante
irradiacdo com luz azul, produz uma intensa fluorescéncia verde. Devido as suas
propriedades fluorescentes, o gene da GFP tornou-se um importante marcador de
expressdo génica em células (procaridticas e eucaridticas)e tecidos. Com o
auxilio desta proteina pode-se investigar o comportamento de células e marcar
tecidos, embrides e células tronco, o que a tornou o gene repérter mais utilizado
em pesquisas bioldgicas, biomédicas e biotecnoldgicas.

Varias espécies de Bacillus sp. tém sido utilizadas como bioinseticidas como
alternativa ao controle de pragas urbanas e agricolas (RODRIGUES et al., 1988).
tém sido demonstrado que suspensdes de bactéria, esporo/toxinas ou toxinas
isoladas possuem acgéo larvicida. Recentemente nosso grupo demonstrou poder
nematicida do Bacillus circulans sobre larvas de Haemonchus sp. e larvas de
terceiro instar de Culex quinquefaciatus (SINOTT et al., 2008). Entretanto se faz
necessario um maior conhecimento dos mecanismos envolvidos na
patogenicidade do B. circulans nos seus hospedeiros alvos.

O objetivo do presente estudo foi a insergdo do plasmideo contendo o gene
da GFP sobre o controle de promotor induzivel do cloranfenicol em B. circulans
para obter uma ferramenta para melhor conhecimento da sua agao, tais como:
localizac&o na larva, numero, isolamento, quantificacéo nas fezes, etc.

2. METODOLOGIA
2.1 Células Competentes

Com o crescimento obtido através da semeadura por isolamento,
selecionou-se uma coldnia aleatoriamente, para o preparo das células
competentes. A partir dessa col6nia foi realizado um inoculo, por diluicdo, em trés
vezes. Esse cultivos foi incubado no agitador orbital a 28°C e a 200 rpm, durante
12 horas. Apés as 12 horas de crescimento, esse foi diluido em agua 1:100 e
determinado sua densidade 6ptica em espectrofotdbmetro com o comprimento de
onda em Aggo. A amostra utilizada foi aquela que apresentou D.O. mais préxima
a1,5 que é a desejada para a realizagao da eletroporacgéo.

Todo o volume foi centrifugado e lavado por quatro vezes consecutivas. E o
pellet formado foi lavado com agua milliQ esterilizada e resfriada a 4°C e
ressuspenso apos a ultima centrifugagcdo com Polietileno glicol 40%, Uma aliquota
foi semeada em BHI agar para observacao da viabilidade das células preparadas.

2.2 ELETROPORACAO
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Nas cubetas de eletroporacdo previamente resfriadas a 4°C, foram
adicionados 250 pL das células competentes e 15 yL de DNA (plasmideo GFP),
diluido em Tris HClI 10mM pH 8,0 EDTA 10mM pH8,0 (TE). As amostras foram
eletroporadas no sistema Bio Rad Gene Pulser modelo Il, nas seguintes
condicdes: 25uF, 2,5v, 1000Q, em apenas um pulso. Apds, as amostras foram
diluidas em BHI e todo o conteudo do tubo tipo eppendorf (aproximadamente
1,5mL) foi semeado em meio seletivo (BHI agar com cloranfenicol 10ug/mL).
Como controle uma aliquota foi semeada em meio sem antibidtico para certificar-
se da viabilidade das células apds a eletroporacao.

Todas as placas foram incubadas na estufa a 28°C durante o periodo de 24
a 48h para observar o crescimento das células transformadas.

2.3 REPIQUE DAS COLONIAS TRANSFORMADAS

As colbnias transformadas (8) foram repicadas em placas de BHI contendo
10 pg de cloranfenicol/mL e incubadas na estufa a 28°C por 48h para confirmar a
expressdo da GFP através do escaneamento no sistema Typhoon 9210 e
visualizacdo das células bacterianas no microscopio de fluorescéncia. Essas
colonias também foram repicadas em meio HCT liquido adicionado de 0,3% de
glicose e 10 pyg de cloranfenicol/mL e incubados no agitador orbital durante 48
horas para estimular a esporulagéo

2.4 ACAO LARVICIDA DE Bacillus circulans TRANSFORMADO

Com amostras fecais de ovinos mono infectados por Haemonchus
contortus com 1000 ovos por gramas de fezes, contados pela técnica de Gordon
& Whitlock (1939), foram montadas coproculturas pela técnica de Robert
O’Sullivan (1950) modificada, adicionando a 4 g de fezes, 2mL (7 x10° UFC) do
cultivo da bactéria transformada. Como controle negativo foi utilizado agua, e
como positivo, B. circulans selvagem. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Essas amostras foram incubadas na B.O.D. a 28°C e UR 60% durante
sete dias. Ao final desse periodo as larvas foram coletadas e contadas. O calculo
do percentual redugdo do numero de larvas dos grupos tratados em relagao ao
controle negativo,foi obtido através da formula R=100(1-T/C), na qual R
corresponde a Reducgao do numero de larvas, T equivale as larvas contadas no
grupo tratado e C, as larvas contadas no grupo controle. Outros ensaios foram
realizados como o anterior, entretanto o periodo de incubacgao foi reduzido a 24
horas. Utilizando a técnica de Baermann, obteve-se larvas de Haemonchus spp.
nos estadios iniciais (L1 e L2) sendo observadas em microscépio de
fluorescéncia.

Foi testada a capacidade inseticida de B. circulans transformado, através
de ensaios submetendo larvas de C. quinquefasciatus a agao de esporos da
bactéria, por trés dias. Como controle negativo foram utilizadas larvas em solugao
fisiolégica, como controle positivo, larvas em B. circulans selvagem. O
experimento foi realizado em duplicata e o percentual de reducdo do numero de
larvas vivas foi calculado pela férmula R=100(1-T/C). Apds as primeiras 24h as
larvas tratadas com o bacilo transformado, foram observadas no microscopio de
fluorescéncia, com o intuito de observar a aplicabilidade da transformagdo como
ferramenta de estudo do controle bioldgico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O controle biolégico vem sendo utilizado na agricultura ha décadas, como
coadjuvante ou até mesmo, mais recentemente, como alternativa aos tradicionais
defensivos. A insercao do plasmideo da GFP tem como uma das principais
funcbes marcar e sinalizar, facilitando a visualizagdo dos locais de ag¢ao do
microrganismo estudado no parasito. Assim, como uma mais facil identificagdo do
seu local de multiplicagdo no animal hospedeiro, pela emissido da fluorescéncia e
a multiplicagao da bactéria em meio seletivo, contendo10ug/mL.

3.1 COPROCULTURAS COM Bacillus circulans TRANSFORMADO

Através da coprocultura observou-se que B. circulans mesmo apéds a
inser¢cao do plasmideo contendo o gene da GFP nao teve suas propriedades
nematicidas, frente a larvas de Haemonchussp alteradas, pois nao houve
diferenca entre as médias dos resultados encontrados nas amostras tratadas com
a bactéria selvagem e as tratadas com a transformada. Através da aplicagédo da
técnica de Baermann, apds 24 horas de exposicdo a bactéria transformada,
verificou-se, por microscopia de fluorescéncia, o agente no interior das larvas (L1
e L2) de Haemonchus sp. Como controle, utilizou-se o tratamento com a bactéria
selvagem, conforme Figura 1.

Figura 1: Larva L1 de H. contortus tratada com B. circulans transformado.

3.2 CAPACIDADE INSETICIDA DE Bacillus circulans TRANSFORMADO

Depois de decorridos os trés dias de exposi¢cao das larvas ao B. circulans
transformado verificou-se que 70% das larvas tratadas morreram, em relacéo ao
grupo controle. Isso demonstra que a transformacgao do bacilo com o plasmideo
GFP nao interfere na patogenicidade desse sobre as larvas de C.
quinquefasciatus. Através da exposicao das larvas de C. quinquefasciatus a
bactéria transformada pode-se observar a presenca do agente na membrana
peritréfica da larva, conforme Figura 2.

Figura 2: Larvas de C. quinquefasciatus tratada com B. circulans
transformado.
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4. CONCLUSOES

A transformacéao de B. circulans com o plasmideo contendo o gene da GFP
se mostra uma importante ferramenta de estudo para um maior conhecimento e
aprimoramento das técnicas de controle biolégico, através de uma melhor
visualizagao das interagdes parasito e agente de controle biologico.
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