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1 INTRODUCAO

A descoberta de um mecanismo de RNA interferente (RNAi) em camardes
tem aberto a possibilidade para o desenvolvimento de uma nova ferramenta
molecular antiviral. O RNAi € um mecanismo de silenciamento génico ativado
naturalmente por moléculas de fitas duplas de RNA (dsRNA) de origem enddgena
ou exogena (Robalino et al. 2005). Entretanto, a sintese e disponibilizacdo dessas
moléculas em cultivos de camarfes em larga escala tém custo proibitivo. A utilizacao
de bactérias probidticas recombinantes pode viabilizar o uso dessa ferramenta na
carcinicultura. Porém, para a producao dessas moléculas em bactérias € necessario
o silenciamento do gene que codifica para a ribonuclease 11l (rnc), a qual promove a
degradacao de dsRNAs (Court et al. 2013). Nesse sentido, 0 objetivo desse trabalho
foi clonar e sequenciar o gene rnc em cepas de Bacillus isoladas do trato digestorio
de crustaceos, para a posterior producéo de uma cepa com 0 gene rnc nocauteado.

2 REFERENCIAL TEORICO

Tem sido demonstrado que o0 nocaute do gene rnc € letal para algumas
espécies de procariontes como Bacillus subtilis (Durand et al. 2012). A ribonuclease
[l pode, em algumas situacfes, estar envolvida no processamento dos RNAs
ribossomais. Assim, é necessaria uma prospeccao de bactérias com propriedades
probidticas, para as quais o nocaute do gene rnc ndo cause letalidade.

3 MATERIAIS E METODOS

Em um estudo prévio realizado na Universidade Federal do Ceara foram
isoladas 18 cepas de Bacillus sp. e uma de Paenibacillus agaridevorans. Para o
isolamento foi utilizado o trato digestoério de crustaceos, como siris, caranguejos e
camardes. Para a identificacdo dessas cepas foi realizado o sequenciamento do
gene ribossomal 16S. As sequéncias obtidas foram analisadas a partir do
alinhamento com sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank. Uma arvore
filogenética foi construida a partir do alinhamento do gene 16S rRNA das cepas
isoladas com sequéncias depositadas no GenBank para o gene 16S rRNA de
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algumas espécies do género Bacillus.

Para identificacdo do gene rnc nas cepas foram realizadas PCRs e Nested
PCRs com primers degenerados, desenhados através do alinhamento de
sequéncias do gene rnc. Os produtos da Nested PCR foram purificados,
guantificados e submetidos para sequenciamento.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um total de 19 cepas isoladas do trato digestério dos crustaceos, cinco
foram de siris, oito de caranguejos e seis de camardes. ApOs a andlise das
sequéncias 16S, 18 isolados foram confirmados como pertencentes ao género
Bacillus e um do género Paenibacillus. Destes, nove Bacillus spp., dois B. subtilis,
dois B. megaterium; dois B. cereus, dois B. thuringiensis, um B. circulans e um P.
agaridevorans. Com base na filogenia, foi observada uma forte relacdo entre as
cepas 09, 20, 26 e 28 com a espécie Bacillus subtilis QB928, amplamente utilizada
em ensaios de manipulacdo genética e que tem seu genoma conhecido (Yu et al.
2012). O gene rnc foi amplificado por PCR (450 pb) em todas as cepas, exceto para
B. megaterium. A andlise das sequéncias mostrou um alto grau de conservatividade
para este gene entre as cepas, resultando em apenas 5 grupos diferenciados.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que o0 gene rnc é mais conservado do que o gene
ribossomal 16S, comumente usado para a identificacdo taxondémica de procariontes.
Assim, os primers desenhados para o gene rnc podem ser utilizados para o
isolamento deste gene em outras espécies de Bacillus. As sequéncias rnc obtidas
podem ser utilizadas como base para futuros experimentos de nocaute génico por
recombinacdo homologa e determinacdo da essencialidade da atividade da
ribonuclease Il para a sobrevivéncia destas cepas de Bacillus.
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