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RELATORIO DESCRITIVO
SISTEMAS E METODOS PARA O CONTROLE DE DOENCA DE NECROSE
HEPATOPANCREATICA AGUDA
[001] Este pedido reivindica o beneficio e a prioridade de: Pedido de Patente
Provisorio U.S. 62/541.824, depositado em 7 de agosto de 2017, intitulado
“Systems and Methods for the Control of Acute Hepatopancreatic Necrosis
Disease A/K/A Early Mortality Syndrome; e Pedido PCT Internacional PCT /
US18 /25766, depositado em 2 de abril de 2018, intitulado Novel System for the
Biocontrol of Pathogens in Aquaculture and Other Animal Systems; e Pedido
Internacional PCT PCT / US18 / 33976, depositado em 22 de maio de 2018,

intitulado Transbiotic Regulation of Bacterial Gene Expression. Todo relatorio

descritivo e as figuras dos pedidos acima mencionados s&o incorporados por
meio deste em suas totalidades por referéncia.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[002] O presente pedido contém uma Listagem de sequéncias, que foi
submetida eletronicamente no formato ASCII e esta incorporada por meio deste
a titulo de referéncia em sua totalidade. A copia ASCII, criada em 7 de agosto de
2018, é denominada PCT7-AF.txt e tem 12 Kbytes de tamanho.

CAMPO TECNICO

[003] Geralmente, a tecnologia inventiva refere-se a novas estratégias
transbibticas para controlar agentes causadores de doencas. Em particular, a
tecnologia inventiva pode incluir novos sistemas, métodos e composi¢des para
o tratamento e / ou prevencdo de organismos sensiveis a mortalidade
associados a Sindrome de Mortalidade Precoce (EMS), através do uso de
bactérias geneticamente modificadas que expressam uma ou mais moléculas
que reduzem a viruléncia / aptiddo de Vibrio sp. patogénico no intestino do
camarao.

[004] A tecnologia inventiva pode incluir novos sistemas para interromper a

deteccdo de quorum bacteriano e sua viruléncia associada e formacédo de
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biofilme, através da introducdo de moléculas de "extingdo de quorum®
distribuidas a um hospedeiro alvo por bactérias geneticamente modificadas. Em
algumas modalidades, a tecnologia inventiva pode incluir uma nova estratégia
de controle de EMS que inclui introduzir cepas bacterianas de doadores
geneticamente modificadas configuradas com muita eficiéncia e distribuicdo
continua de moléculas de extincdo de quorum a um hospedeiro/ambiente de
destino, resultando na reduc&o nos niveis de moléculas de deteccéo de quorum
bacteriano que podem regular os estados patogénicos dos patdgenos mediados
por EMS.

[005] A tecnologia inventiva pode ainda incluir novos sistemas para regular
expressdo de gene bacteriano através da introducdo de RNA antissentido
(asRNA) que pode interromper a expressao de genes patogénicos de alvo e/ou
seus produtos (RNA, proteinas). Em algumas modalidades, a tecnologia
inventiva pode incluir novas cepas bacterianas de doador geneticamente
modificadas configuradas de maneira muito eficiente e distribuir continuamente
moléculas disruptivas de patdégenos e / ou polinucleotideos asRNA a um
patégeno / hospedeiro receptor para tratar e / ou prevenir condi¢cdes de doenca
mediada por EMS.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[006] O desenvolvimento da aquicultura gerou uma mudanca significativa na
producédo global de alimentos, longe dos métodos tradicionais de producédo de
capturas. Impulsionada principalmente pelo aumento da populagéo e pela falta
de crescimento da captura de producao pesqueira tradicional, a aquicultura se
expandiu rapidamente para se tornar um componente importante no
ecossistema mundial de producdo de alimentos. A aquicultura agora é vista
como desempenhando um papel fundamental em muitas economias
emergentes, devido ao seu potencial para contribuir para o aumento da producéo
de alimentos, ajudando a reduzir a pressado sobre 0s recursos pesqueiros.

Conforme observado pela Organizacédo das NacOes Unidas para Agricultura e
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Alimentacdo (UNFAOQO) em seu Relatério de 2016 sobre o Estado das Pescas e
Aquicultura no mundo, a aquicultura € a area de crescimento mais rapida da
producdo de proteinas animais e ultrapassou significativamente a producao
pesqueira de captura tradicional. Por exemplo, a UNFAO estima que a producao
da aquicultura agora represente metade de todos os frutos do mar produzidos
para consumo humano.

[007] O aumento da populacao global, a crescente demanda por frutos do mar
e as limitagbes na producao da pesca de captura conduzirdo inevitavelmente a
continua expansdo global da aquicultura com seus riscos associados ao
surgimento e propagacdo de doencas. Apesar da crescente dependéncia
mundial da aquicultura como fonte primaria de producdo de alimentos,
especialmente em muitas economias em desenvolvimento, 0s sistemas
tradicionais de aquicultura apresentam varios desafios técnicos e bioldgicos que
limitam sua eficacia geral. Uma grande desvantagem dos sistemas de
aguicultura é que os animais aquaticos sao tipicamente colocados em sistemas
de producdo de alta densidade. Isso pode resultar em estresse devido as
condicdes de aglomeracéo e qualidade da dgua abaixo do ideal, que facilitam a
transmissdo da doenca. Em particular, surtos de doencas nos sistemas de
aguicultura podem resultar em perdas macicas entre as populacdes aquaticas,
resultando em grandes perdas econ6micas na aquicultura comercial. De fato,
esses surtos de doencas custaram a industria da aquicultura dezenas de bilhdes
de ddlares nos ultimos 20 anos.

[008] No caso da aquicultura de camardo, o problema da doenca é
especialmente grave. De acordo com a UNFAO, embora a producédo mundial de
camardo de aquicultura tenha aumentado, 0s principais paises produtores,
particularmente na Asia, experimentaram um declinio significativo na producdo
como resultado da doenca generalizada de camardo. Existem varias causas
para isso. Primeiro, ao contrario dos vertebrados, o camarao carece de muitos

dos principais componentes dos mecanismos de resposta imune adaptativa e
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inata, impedindo muitos métodos tradicionais de induzir ou melhorar a
resisténcia natural a doencas. Segundo, a maioria dos principais virus
patogénicos causa infec¢cdes persistentes de nivel muito baixo que podem
ocorrer com prevaléncia moderada a muito alta em populagdes de camardes
aparentemente saudaveis. A maioria dos patégenos do camardo € transmitida
verticalmente e a doenca é o resultado de uma amplificacdo viral macica que
segue a exposicdo a varias formas de estresse ambiental ou fisioldgico. Os
estressores podem incluir manuseio, desova, baixa qualidade da agua ou
mudancas bruscas de temperatura ou salinidade. Os virus de camar&o também
podem ser transmitidos horizontalmente. Uma vez que as cargas virais sao altas
e a doenca se manifesta, a transmissdo horizontal da infeccdo é acompanhada
pela transmisséo da doenca. Terceiro, os camardes geralmente sao infectados
simultaneamente ou sequencialmente com varios virus, ou até diferentes cepas
do mesmo virus. Esse fato apresenta desafios significativos para o diagnéstico,
deteccao e exclusdo de patdbgenos em sistemas de aquicultura.

[009] A Doenca de Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHND), também
conhecida como Sindrome de Mortalidade Precoce (EMS), emergiu como uma
das doencas mais devastadoras na aquicultura de camardo. A EMS afetou
severamente as industrias de aquicultura em varios paises dos hemisférios leste
e oeste, como China, Vietna, Malasia, Tailandia e México. Como mostra a Figura
1, a Alianca Global da Aquicultura estima que as perdas para o setor de cultura
de camardes asiaticos devido a EMS totalizem US $ 1 bilhdo. Em alguns casos,
surtos de EMS resultaram em uma perda impressionante de 80% das
populacdes de aquicultura de camardo. A EMS é causada por espécies
bacterianas de Vibrio , por exemplo, V. harveyi e V. parahaemolyticus, que
podem ser transmitidas por via oral. Essas espécies Vibrio colonizam o trato
gastrointestinal do camardao e produzem uma toxina que causa destruicdo e
disfuncdo tecidual do orgdo digestivo do camardo conhecido como

hepatopéancreas. A EMS afeta tipicamente o camar&o pos-larva dentro de 20 a
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30 dias apds o armazenamento e frequentemente causa até 100% de
mortalidade.

[010] Atualmente, ndo existem meétodos disponiveis para tratar a EMS.
Estratégias tradicionais para prevenir ou tratar surtos de EMS podem realmente
ter o efeito de agravar a propagacdo da doenca. Por exemplo, tentativas de
desinfeccao total do fundo da lagoa e da agua para matar possiveis vetores da
EMS podem realmente contribuir para a disseminacéo epidémica da doenca, ao
invés de controlad-la, removendo populacdes microbianas potencialmente
competitivas. Além disso, o uso de desinfetantes ndo destréi apenas sistemas
microbianos maduros; ja se demonstrou que esses métodos sao ineficazes no
tratamento de doencas causadas por Vibrios luminescentes (i.e., V. harveyi e
outras bactérias que estdo intimamente relacionadas as bactérias causadoras
da EMS).

[011] Outras tentativas foram feitas para criar e isolar populagdes livres de
patdbgenos EMS para a aquicultura. No entanto, esses esforcos sdo lentos e
requerem conhecimentos e capacidades de diagndstico significativos que sdo
proibitivamente caros, para ndo mencionar amplamente ineficazes. Aplicagbes
em larga escala de antibioticos tém sido aplicadas a aquicultura de camaréo, em
particular durante o ciclo de producdo, tanto na fase larval quanto no
crescimento. Testes de sensibilidade mostraram que as bactérias causadoras da
EMS j& desenvolveram resisténcia a toda a gama de antibioticos. Como tal, o
uso de antibidticos para controlar a EMS tem sido associado a problemas
ambientais e de saude humana, incluindo resisténcia bacteriana e persisténcia
da doenca no ambiente aquatico. O acumulo de residuos de antibiéticos nos
tecidos comestiveis do camardo também pode alterar a flora intestinal humana
e causar intoxicacdo alimentar ou problemas de alergia. Outros métodos, como
a aplicacdo de tratamentos imunoestimulantes ou bacteriéfagos para atingir

outros tipos de patégenos da aquicultura de camaréo, foram tentados em outros
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casos com sucesso comercial e pratico limitado e seriam igualmente ineficazes
contra patdégenos causadores da EMS.

[012] Uma solucdo proposta € a utilizagcdo de moléculas baseadas em RNA
engenheiradas. Por exemplo, o uso de asRNA como drogas antibacterianas
altamente especificas tem sido amplamente explorado nas ultimas décadas. A
tecnologia de RNA antissentido (asRNA) emprega a producédo de uma molécula
de RNA que é complementar e hibridiza com um mRNA direcionado. Como
resultado da hibridizagdo do asRNA com o mRNA alvo, 0o mRNA ¢é incapaz de
servir como modelo para traducédo de proteina, portanto, a interagcdo asRNA-
MRNA leva a eliminacéo ou reducéo de niveis da proteina codificada de mRNA
nas bactérias. Além disso, o0 mMRNA alvo pode ser hidrolisado por RNases,
resultando em silenciamento de gene pdés-transcricional. Um dos maiores
obstaculos para a aplicacdo pratica de asRNA como tratamentos
antibacterianos, no entanto, tem sido o modo de producéo e distribuicdo de
asRNA para sitios de infeccdo. O desafio tem sido como produzir e distribuir
continuamente quantidades suficientes de asRNA através de um longo periodo
de tempo para silenciar o gene essencial alvo no patdgeno a custo muito baixo

OuU sem custo.

[013] Os problemas acima relacionados ao biocontrole de patbgenos EMS em
populacdes de aquicultura de camardo podem representar uma necessidade
sentida de uma solugéo eficaz - e econémica - para a mesma.

[014] Como seréa discutido em mais detalhes abaixo, a atual tecnologia inventiva
supera as limitacbes dos sistemas tradicionais de controle de patdégenos do
EMS, enquanto atende aos objetivos de uma estratégia verdadeiramente eficaz
de biocontrole do vetor de EMS.

BREVE SUMARIO DA INVENGAO

[015] Geralmente, a tecnologia inventiva se refere a novas estratégias para

controle de doenca em sistemas animais. Especificamente, a invencado pode
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compreender novas técnicas, sistemas e métodos para o biocontrole de
patdgenos em sistemas aquaticos. Em certas modalidades, isso pode ser
realizado através da introducdo de bactérias geneticamente modificadas em
hospedeiros que expressam moléculas especificas que podem sobrerregular os
principais genes patogénicos direcionados e / ou interromper as vias moleculares
gue levam a, por exemplo, maior patogenicidade e / ou formacéo de biofilme. A
tecnologia inventiva pode ainda compreender novos sistemas para o biocontrole
de patégenos especificos de viruléncia em sistemas de aquicultura. Este sistema
também pode usar um novo mecanismo de reino cruzado para introduzir micro-
organismos engenheirados que podem inativar genes especificos no patdégeno
usando asRNA que podem interromper a expressao de um ou mais genes de
interesse e / ou moléculas especificas que podem inibir a detec¢do de quorum e
/ ou a formacao de biofilme em populacdes de patdgenos bacterianos.

[016] Um aspecto da tecnologia inventiva pode incluir sistemas, métodos e
técnicas para o biocontrole de doencas bacterianas na aquicultura de camarao,
introduzindo micro-organismos engenheirados que podem modular a
concentracédo e / ou biodisponibilidade de moléculas sensiveis ao quorum como
um novo método para a patogenicidade da EMS. Um aspecto da invencgdao inclui
sistemas, métodos e composicdes para o tratamento e / ou prevencdo de EMS
em camardo, através do uso de bactérias entéricas geneticamente
engenheiradas que expressam uma ou mais moléculas que reduzem a viruléncia
/ aptiddo de Vibrio sp patogénico no intestino do camardo. Em um aspecto
preferido, a invencdo envolve gerar bactérias entéricas de camardo
geneticamente engenheiradas configuradas para reduzir o sensor de quorum ou
moléculas autoindutoras no intestino do camardo para tratar e / ou prevenir a
mortalidade de camardo associada a EMS.

[017] Outro aspecto da invencao pode incluir sistemas, métodos e composicdes
para reduzir os niveis de autoindutor 2 (Al-2) no ambiente e, assim, interromper

a deteccao de quorum patogénico, bem como a producéo de biofilmes. Em um
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aspecto preferido, a invencao pode incluir a reducdo nos niveis de moléculas de
deteccdo de quorum bacteriano (QS) que regulam os estados patogénicos do
Vibrio, que por sua vez podem fazer parte de uma estratégia eficaz de controle
de EMS. Por exemplo, o autoindutor 2 (classe Al-2, diéster de furanosil borato)
das moléculas de QS pode sobrerregular a patogénese de EMS no Vibrio.
Aspectos adicionais podem incluir o controle da expressao genética regulada por
Vibrio QS através do controle de duas classes adicionais de moléculas de QS,
incluindo as lactonas homoserinas aciladas (AHL) e a classe de moléculas de
QS da classe CAI-1. Como tal, em um aspecto preferido, a invencgéao inclui criar
bactérias geneticamente modificadas que podem ser configuradas para
superexpressar o operon Isr de E. coli em bactérias entéricas capazes de
colonizar intestinos de camardo para reduzir 0os niveis exdgenos de Al-2
produzidos por agentes patogénicos ou outras bactérias capazes de QS. Nesse
aspecto, a reducao nos niveis de Al-2 das moléculas de QS pode reduzir e / ou
prevenir a patogénese da EMS no Vibrio.

[018] Outro aspecto da invencao pode incluir sistemas, métodos e composi¢des
para reduzir os niveis de moléculas autoindutoras de Al-1 no ambiente e, assim,
interromper a deteccdo de quorum patogénico, bem como a producdo de
biofilmes. Em um aspecto preferido, a invencéo inclui criar bactérias entéricas
geneticamente modificadas que podem ser configuradas para superexpressar
para expressar homoserina lactonases (AHL lactonase) para inativar a classe
AHL (Hal-1) de moléculas QS que também podem ativar a expressao de genes
de patogenicidade no Vibrio.

[019] A presente invencao também se refere a utilizacdo de bactérias doadoras
geneticamente modificadas que podem ser configuradas para produzir certos
polinucleotideos de asRNA que podem direcionar para genes bacterianos
especificos e/ou seus produtos (RNA, proteinas) em sistemas eucariéticos.
Estes polinucleotideos de asRNA podem inibir ou reduzir a expressao de certos

genes e/ou causar comprometimento ou degradacao de produtos de genes em
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um agente causador de doencga. A invengdo pode compreender novas técnicas,
sistemas e métodos para controlar bactérias patogénicas, por exemplo, espécies
Vibrio causadoras de EMS.

[020] Um objetivo da atual tecnologia inventiva pode incluir novos sistemas,
métodos e composi¢des para a regulacdo transbiotica da expressédo de genes
bacterianos em uma bactéria patogénica receptora por asRNA. Uma modalidade
da invencédo pode incluir a expresséao eficaz de altos niveis de asRNA em uma
espécie de bactéria doadora abrigada no hospedeiro. Em certas modalidades,
esta bactéria doadora pode ser uma espécie de bactéria simbiotica,
endossimbidtica e / ou probidtica entérica ou outras espécies geneticamente
engenheiradas para expressar um ou mais polinucleotideos de asRNA
heterdlogos.

[021] Outro objetivo da presente invencao pode incluir a producdo de asRNA
heter6logo em uma bactéria doadora que pode ainda ser distribuida para uma
bactéria aceitadora, mais especificamente uma bactéria patogénica causadora
de EMS. Estes polinucleotideos de asRNA heterélogo podem direcionar genes
especificos e seus produtos de RNA e/ou proteina que podem ser Unicos e/ou
restritos a um patdégeno bacteriano alvo. Tais polinucleotideos de asRNA
heter6logos podem ser totalmente complementares ou conter incompatibilidades
em relacdo aos seus alvos; ambos os aspectos podem induzir a degradacao de
seus alvos ou prejudicar sua traducao, tornando-os indisponiveis para atingir sua
funcao.

[022] Em ainda outro objetivo da presente invencao pode incluir a supresséao de
expressdo de gene direcionada nas bactérias receptoras, resultando na
supressao de populacdes bacterianas e/ou atividade patogénica das bactérias
em um organismo eucariético hospedeiro.

[023] Outro objetivo da presente invenc¢édo pode incluir a geragéo de um ou mais
plasmideos e/ou cromossomos artificiais bacterianos (BACs) que podem

codificar um ou mais polinucleotideos de asRNA heterélogo. Um objetivo
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adicional pode incluir integrac@o de elementos genéticos especificos codificando
um ou mais asRNA no genoma de um patdégeno. Um objetivo adicional da
invencéao pode ser produzir construtos genéticos que podem produzir moléculas
de RNA nao codificadoras, tal como os polinucleotideos de asRNA heterdlogo
mencionados acima, por um par de promotor/terminador de gene constitutivo,
indutivel, heterélogo ou homodlogo na cepa de bactéria doadora. Ainda outro
objetivo da presente invencao pode incluir a coexpressao de certas proteinas ou
outros fatores que podem proteger a molécula de RNA ndo codificadora de
degradacéo.

[024] Um objetivo adicional da presente invencdo pode incluir o
desenvolvimento de cepas bacterianas auxotroficas geneticamente modificadas
que podem produzir polinucleotideos de asRNA heterélogo que podem ainda ser
distribuidos mais eficientemente para um patégeno alvo via nanotubos.

[025] Outro objetivo da presente invencdo pode incluir novas estratégias de
biocontrole para varios organismos aquaticos, como camardo. Outro objetivo da
presente invengdo pode incluir, em uma modalidade preferida, novas estratégias
de biocontrole para populagdes de aquacultura. Nesta modalidade, a tecnologia
inventiva inclui varios mecanismos de reino cruzado para a derrubada de genes
patdgenos essenciais em animais aquaticos cultivados em sistemas de
aguacultura. Isto pode ser obtido através da introducdo de micro-organismos
engenheirados em populagcbes de animais de aquacultura que expressam
polinucleotideos de asRNA heterélogo especificos que podem sobrerregular
e/ou suprimir genes essenciais de patdégenos selecionados.

[026] Em um aspecto preferido, a invencdo pode incluir gerar bactérias
geneticamente modificadas que podem ser configuradas para expressar um ou
mais asRNA direcionando a metilagdo do DNA em Vibrios. Em uma modalidade
preferida, a invencdo pode incluir gerar bactérias geneticamente modificadas
gue podem ser configuradas para expressar um ou mais asRNA direcionados ao

gene Vibrio DNA adenina metilase dam . Nesse aspecto, o asRNA é configurado

Petici0 870200042493, de 02/04/2020, pag. 12/116



11/87

para suprimir significativamente a expressdo de dam em Vibrio harveyi durante
cocultivo ou em sistema hospedeiro-patdgeno. Neste aspecto preferido, a
invencéo pode ainda incluir distribuir asRNA-dam especifico de patdégeno a um
hospedeiro infectado e / ou suscetivel por bactérias entéricas configuradas para
reduzir a expressao de bam em Vibrio parahaemolyticus em intestinos de
camarao e, portanto, impedir a mortalidade associada a EMS.

[027] Outro objetivo da invencédo pode incluir métodos de direcionar multiplos
alvos genéticos especificos de bactérias essenciais para silenciar, bem como
inibir estados de patogénese mediados por QS, de modo que seja possivel
diminuir seletivamente a EMS causando patdgenos Vibrio em populacdes de
camarbes cultivadas em ambientes de aquicultura. Nesta modalidade, a
invencdo pode incluir gerar alimentos contendo bactérias geneticamente
modificadas configuradas para expressar moléculas selecionadas de extincdo
de quorum que podem inibir a deteccdo de quorum em populagbes Vibrio e,
assim, controlar a EMS. Em outros aspectos, a invencao pode incluir a geracao
de alimentos contendo bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar asRNAs selecionados que podem direcionar e suprimir um ou mais
genes de patdégenos Vibrio . Numa modalidade, tal alimento tratado pode ser
introduzido em uma populacdo suscetivel a patébgenos ou afetada por
patdgenos.

[028] Em algum aspecto da invencado, essas moléculas de RNA interferentes,
tais como asRNA, e / ou moléculas de extincdo de quorum expressas por
bactérias geneticamente modificadas, podem atuar como uma vacina para
imunizar camardo. Como tal, um objetivo da invencdo pode incluir o uso de
bactérias geneticamente modificadas para colonizar e expressar moléculas que
fornecem imunidade individual ou de rebanho em animais aquaticos dirigidos a
EMS, como populac¢des de camaréo cultivadas em sistemas de aquicultura.
[029] Outro objetivo da invencao pode ser a geracdo de cepas bacterianas

simbidticas e / ou probidticas geneticamente modificadas que podem expressar
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uma ou mais moléculas inibidoras de quorum e / ou moléculas de RNA inibidoras
dirigidas a EMS causando Vibrios. Em certas modalidades, as bactérias de
camardo entéricas ou endossimbioticas, como Enterobacter sp., podem ser
geneticamente modificadas para expressar uma ou mais moléculas de extingdo
de quorum e / ou moléculas de RNA inibidoras dirigidas a EMS causando Vibrios.
[030] Ainda outras modalidades podem incluir micro-organismos geneticamente
modificados que podem incluir construtos genéticos que podem coexpressar
ainda mais certas proteinas com atividade enzimatica de processamento. Tais
proteinas coexpressas podem incluir enzimas que podem inibir e / ou intensificar
0 processamento pés-traducdo e / ou a modificacdo de moléculas de RNA
inibidoras. Outras modalidades semelhantes podem incluir a introducdo de
micro-organismos em um organismo alvo que pode expressar, ou mesmo
superexpressar, varios genes que podem aumentar a mobilizacdo de moléculas
de RNA inibidoras e / ou genes que podem ativar genes hospedeiros secundarios
a jusante que podem direcionar vias patogénicas.

[031] Finalmente, os presentes inventores descrevem modalidades da
invencdo, incluindo protocolo para alimentacdo de camardo por uma bactéria
geneticamente modificada com deficiéncia de RNaselll que expressa moléculas
de RNA inibidoras dirigidas a EMS causando Vibrios.

[032] Aspectos adicionais da invencdo serdo evidentes a partir das figuras e
descri¢cOes detalhadas abaixo.

BREVE DESCRIC}AO DAS FIGURAS

[033] As figuras anexas, que sdo incorporadas e fazem parte do relatorio
descritivo, ilustram uma ou mais modalidades da presente invencdo e,
juntamente com a descricao, servem para explicar os principios da invencao. Os
desenhos sdo apenas para o propésito de ilustrar uma ou mais modalidades
preferidas da invencao e néo serdo interpretados como limitando a invencéo.

[034] Figura 1: Vias de deteccéo de quorum bacteriano exemplificativas.
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[035] Figura 2: Bactérias de extincdo de quorum que expressam a AidH
lactonase diminuem especificamente a luminescéncia de V. harveyi. (A) O
cocultivo com Agl-pAidH diminui a luminescéncia em peso de V. harveyi que
responde a todos os autoindutores. (B) O cocultivo com Agl-pAidH diminui
fortemente a luminescéncia de V. harveyi 117 que responde apenas a Al-1. (C)
O cocultivo com Agl-pAidH ndo diminui a luminescéncia de V. harveyi 118 que
nao responde a Al-2.

[036] Figura 3: As bactérias de extingdo de quorum que expressam o operon Isr
diminuem especificamente a luminescéncia de V. harveyi. (A) O cocultivo com
Agl-pLsr diminui a luminescéncia em peso de V. harveyi que responde a todos
0os autoindutores. (B) O cocultivo com Agl-pLsr diminui fortemente a
luminescéncia de V. harveyi 117 que responde apenas a Al-1. (C) O cocultivo
comAgl-pAidH diminui fortemente a luminescéncia de V. harveyi 119 que
realmente responde apenas a Al-2.

[037] Figura 4: As bactérias de extingdo de quorum diminuem especificamente
a formacao de biofilme por V. harveyi. (A) O cocrescimento com AG1-pAidH
diminui a formacéo de biofilme apenas por cepas de V. harveyi que sdo sensiveis
a lactona Al-1 correspondente. (B) O cocrescimento com AG1l-pLuc diminui a
formacdao de biofilme apenas por cepas de V. harveyi sensiveis a Al-2.

[038] Figura 5: A deplecdo de Al-1 e Al-2 diminui cumulativamente a
luminescéncia, mas ndo a formacao de biofilme. (A) Efeito do co-ultivo com Ag1l-
pAidH’, Ag1-pLsr e Agl-pAidH-pLsr na luminescéncia de V. harveyi de tipo
selvagem. (B) As curvas diferenciais de bioluminecéncia ilustram diferencas
temporais na extincdo de quorum por Agl-pAidH’, Ag1-pLsr e construto duplo
AG1l-pAidH’pLsr. (C) Efeito do cocultivo com Agl-pAidH’, AG1-pLsr e AG1-
pAidH’pLsr no V. harveyide tipo selvagem de formacgéao de biofilme.

[039] Figura 6: Efeito protetor das cepas de Enterobacter para extingdo de
guorum de camardo durante o desafio Vibrio . (A-B Ensaio 1), A, taxa de

sobrevida de camarao alimentado com as bactérias Agl-Luc, Agl-pLsr e Agl-
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pAidH . B, Contagem total de mortalidade 12 horas apdés a infeccao.
(Experimento C-D) C, taxa de sobrevida de camardo alimentado com as
bactérias Agl-Luc, Agl-pLsr, Agl-pAidH e Agl-pLsr-AidH . D, Contagem total
de mortalidade as 120 h apds a infecgéo.

[040] Figura 7: Expressao do gene de viruléncia em Vibrio parahaemolyticus a
partir de intestinos de camardes alimentados com cepas de extincdo de quorum
de Enterobacter . (A) nivel de expressao de Mam7; e (B) nivel de expressao de
toxinas do tipo Pir.

[041] Figura 8: Efeito protetor de Enterobacter expressando asRNA-dam para
camardo durante o desafio Vibrio . A-B Ensaio 1, A, taxa de sobrevida de
camardo alimentado por Agl-Luc (controle) ou por Agl-asRNA-dam. B,
Contagem total de mortalidade 5 dias apés a infeccdo. C-D Ensaio 2. C, taxa de
sobrevida de camarado alimentado por Agl-Luc (controle) ou por Agl-asRNA-
dam. B, Contagem total de mortalidade 5 dias ap0s a infeccéo.

[042] Figura 9: Expressao do gene de viruléncia em Vibrio parahaemolyticus a
partir de intestinos de camardo alimentados por Enterobacter expressando
asRNA-dam. (A) nivel de expressdo de Mam7; (B) nivel de expressao de toxinas
do tipo Pir.

[043] Figura 10: Posicao hipotética do promotor mam7 e localizacdo das
sequéncias alvo Dam em montante do gene mam7 em Vibrio parahaemoliticus.
[044] Figura 11A-C: Mapas de plasmideos utilizados neste trabalho. O projeto
dos plasmideos € descrito na secao Material e Métodos. Sequéncias dos genes
utilizados para a clonagem de plasmideos pAidH e pLsr, conforme listado abaixo
na secéo intitulada LISTAGEM DE SEQUENCIAS.

[045] Figura 12: Esquema do asRNA expresso em uma bactéria geneticamente
modificada.

[046] Figura 13: Deteccao de quorum em Vibrio harveyi. As enzimas LuxM,
LuxS e CqgsA sintetizam os autoindutores HAI-1, Al-2 e CAI-1, respectivamente.

Esses autoindutores sao detectados na superficie celular pelas proteinas
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receptoras LuxN, LuxP-LuxQ e CqgsS, respectivamente. A. Em baixa
concentracdo da molécula de sinal, os receptores se autofosforilam e transferem
o fosfato para LuxO via LuxU. A fosforilagdo ativa o LuxO, que, juntamente com
0 s54, ativa a producéo de pequenos RNAs reguladores (SRNAS). Esses sRNAs,
juntamente com o acompanhante Hfg, desestabilizam o mRNA que codifica o
regulador de resposta LuxRVh. Portanto, na auséncia de autoindutores, a
proteina LuxRVh nado é produzida. B. Na presenca de altas concentracfes dos
autoindutores, as proteinas receptoras mudam de quinases para fosfatases, o
que resulta na desfosforilagdo de LuxO. LuxO desfosforilado € inativo e, portanto,
0s sRNAs nao sdo formados e o regulador de resposta LuxRVh é produzido.
[047] Figura 14: Efeitos potenciais da expressao de bloqueio de asRNA do gene
dam . Diminuicdo em metilacdo de regido de origem/promotora de DnaA leva a
interrupcéo do ciclo de regulacéo de replicacdo de DNA e a inibicdo da divisdo
celular Vibrio . A repressao da expressao de Dam inibe a formacao de biofilme
por mecanismos desconhecidos que podem incluir inibicdo transcricional de
promotores de gene especificos, resultando em uma desaceleracdo do
crescimento celular.

MODO(S) PARA REALIZAR A(S) INVENCAO(OES)

[048] A presente invencéo inclui uma variedade de aspectos, que podem ser
combinados de diferentes maneiras para descrever geralmente 0S Nnovos
sistemas, métodos e composi¢cdes relacionados ao controle e tratamento da
Doenca de Necrose Hepatopancreéatica Aguda A/ K/ A Sindrome de Mortalidade
Precoce (EMS). As seguintes descri¢cdes sao fornecidas para listar os elementos
e descrever algumas das modalidades da presente invencdo. Esses elementos
séo listados com modalidades iniciais, no entanto, deve-se entender que eles
podem ser combinados de qualquer maneira e em qualquer nimero para criar
modalidades adicionais. Os exemplos descritos de maneira diversa e
modalidades preferidas ndo devem ser interpretados para limitar a presente

invencao apenas aos sistemas, técnicas e aplicacdes explicitamente descritas.
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Além disso, esta descricdo deve ser entendida para apoiar e abranger as
descricbes e as reivindicacbes de todas as varias modalidades, sistemas,
técnicas, meétodos, dispositivos e aplicativos com qualquer namero dos
elementos divulgados, com cada elemento sozinho e também com todas e
quaisquer permutacdes e combinacdes de todos os elementos neste ou em
qualquer pedido subsequente.

[049] A invencéao pode incluir sistemas, métodos e composicdes para a inibicdo
da deteccao de quorum (QS), patogénese mediada por QS e a formacao de
biofilmes em bactérias patogénicas alvo. (Ver Fig. 1) Geralmente, QS descreve
um sistema de estimulos e resposta correlacionado a densidade populacional
bacteriana. A deteccdo de quorum pode permitir que as bactérias produzam e
excretem constantemente moléculas de sinalizacdo de baixo peso molecular,
geralmente chamadas de autoindutores (Als), no ambiente circundante. A
medida que o numero de bactérias aumenta, aumenta também a concentracao
de Als. Em um limiar definido da concentracdo de Al, a populacédo bacteriana
pode expressar uma resposta sincronizada e especifica de Al - geralmente um
fendtipo, como viruléncia, producédo de luz ou formacgéo de biofilme, que € mais
eficaz quando implantado por um grupo de células do que por um Unico bactéria.
Tais respostas de deteccdo de quorum podem intensificar significativamente
uma expressao genética de viruléncia de patdgenos bacterianos, além de
dificultar a interrupcdo do crescimento microbiano por meio de antibigticos ou
outros meios quimicos, como € o caso dos biofilmes bacterianos.

[050] Em uma modalidade, a invencdo pode incluir um vetor de expressao
isolado, como um plasmideo configurado para ser expresso em bactérias
geneticamente modificadas que podem expressar ainda um ou mais
polipeptideos heter6logos que transportam ativamente Als do ambiente
circundante de volta para as bactérias geneticamente modificadas. Numa
modalidade preferida, a invencdo pode incluir e um ou mais vetores de

expressédo isolados, como um plasmideo configurado para ser expresso em
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bactérias que podem expressar ainda mais um operon Isr heterdlogo,
preferencialmente do organismo exemplificativo E. coli e / ou Salmonella
typhimurium. Como detalhado acima, o operon Isr codifica um transportador de
cassete de ligacdo a ATP (transportador ABC) e chaperonas associadas que
bombeiam ativamente Al-2 em células bacterianas. Ao fazer isso, as
concentracdes de Al-2 no ambiente circundante sao reduzidas, em alguns casos,
para concentracdes proximas de zero, impedindo a ativacdo mediada por QS de
estados patogénicos em muitas bactérias patogénicas, como Vibrio.

[051] A invencdo inclui ainda novos sistemas, métodos e composi¢cdes para
reduzir os niveis de Al-2 em uma aquicultura de outros ambientes aquaticos e,
assim, reduzir e / ou tratar EMS em camardes. Numa modalidade especifica,
este novo sistema pode incluir a superexpressao de um operon Isr heterélogo
em bactérias entéricas no intestino de camardo. Bactérias entéricas
exemplificativas podem incluir Salmonella typhimurium, bem como Enterobacter
sp., como Agl. Numa modalidade, através da superexpressédo do operon Isr, a
Al-2 pode ser ativamente transportada de volta para uma célula bacteriana, de
modo que as concentracdes de Al-2 no ambiente alvo possam ser
suficientemente reduzidas para impedir a ativacdo de estados patogénicos
mediada por QS.

[052] Em outra modalidade, bactérias entéricas como Agl, podem ser
geneticamente modificadas para expressar e / ou superexpressar um operon
Isr heter6logo a partir do cromossomo bacteriano. Essas bactérias
geneticamente modificadas podem ser introduzidas em um camardo ou outra
aguicultura ou organismo aquatico, por exemplo, através de um alimento com
infusdo de bactérias ou através da distribuicdo bacteriana direta para por
exemplo, uma populagdo de camardo em uma lagoa ou outro ambiente de
aquicultura. Uma vez colonizada permanentemente e / ou transitoriamente no
intestino do camardo, as bactérias entéricas geneticamente modificadas podem

expressar e / ou superexpressar um operon Isr heterélogo que, por sua vez,
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produzird o transportador ABC acima mencionado e as proteinas chaperonas
associadas que podem transportar Al-2 ativamente de volta a uma célula
bacteriana, de modo que as concentracbes nos meios possam ser
significativamente reduzidas, impedindo a ativagao mediada por QS de estados
patogénicos em bactérias patogénicas.

[053] A invencéo inclui ainda novos sistemas, métodos e composi¢cdes para
reduzir os niveis de Al-2 em uma aquicultura de outros ambientes aquaticos e,
assim, reduzir e / ou tratar EMS em camardes. Em uma modalidade especifica,
este novo sistema pode incluir a superexpressao de um operon Isr heterélogo
em bactérias entéricas geneticamente modificadas que podem ser introduzidas
no intestino do camarao, por exemplo, através de uma alimentacéo de camarao
infundida por bactérias ou através da distribuicdo bacteriana direta para, por
exemplo, uma populagdo de camardo em uma lagoa ou outro ambiente de
aquicultura. Como observado acima, exemplo ndo limitativo de bactérias
entéricas pode incluir Salmonella typhimurium, bem como Enterobacter sp.,
como Agl, ou outras bactérias probidticas que intensificam o crescimento do
camardo. O operon Isr heterélogo codifica um transportador de cassete de
ligacdo a ATP (transportador ABC) e chaperoninas associadas que transportam
ativamente Al-2 para uma célula bacteriana geneticamente modificada, de modo
gue as concentracfes nos meios podem ser significativamente reduzidas,
impedindo a ativagdo mediada por QS de estados patogénicos no EMS
causando Vibrio que pode ser configurado para responder a moléculas
autoindutoras, em particular Al-2. Mais especificamente, 0s reservatorios
extracelulares da molécula QS Al-2 podem ser reduzidos e / ou eliminados,
impedindo a formacdo de ambos os fenétipos QS, como biofilmes, bem como a
ativacao e expressao mediada por QS dos genes de patogenicidade de EMS em
Vibrio e outras espécies de patdgenos.

[054] Em uma modalidade, uma ou mais cepas geneticamente modificadas de

bactérias simbidticas, endossimbioticas e / ou probioticas de camardo podem
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conter um ou mais construtos genéticos que podem resultar na superexpressao
de um operon Isr heterélogo. Nesta modalidade, as bactérias entéricas
geneticamente modificadas podem ser introduzidas em uma populacéo alvo de
camardo ou camaréo de aquicultura e tornar-se parte do microbioma natural do
hospedeiro. A superexpressédo do operon Isr pode causar um aumento no
namero de transportadores ABC e chaperonas associadas que transportam
ativamente a Al-2 gerada por patdogenos de EMS, como as varias espécies de
Vibrio aqui identificadas, na célula entérica geneticamente modificada e, assim,
inibem o QS, como bem como a formacdo de biofilme nessas espécies de
patdgenos Vibrio .

[055] Numa modalidade preferida, bactérias simbibticas, endossimbidticas e /
ou probidticas geneticamente modificadas que superexpressam um operon Isr
heter6logo podem colonizar no intestino ou em outra parte do camaréo. Nesta
modalidade, uma vez colonizada no hospedeiro, a transmissado vertical das
bactérias geneticamente modificadas pode ser passada para a progénie do
hospedeiro, replicando naturalmente o QS patogénico e a supressao de biofilme
para as geracdes subsequentes. Além disso, as bactérias modificadas
geneticamente também podem ser transmitidas horizontalmente para a
populacdo hospedeira em geral através da distribuicAo das bactérias
modificadas no meio ambiente por derramamento. Tal recurso pode permitir a
administracao Unica e / ou periédica das bactérias modificadas no hospedeiro e
/ ou no ambiente do hospedeiro, gerando uma vantagem comercial, técnica e de
custo significativa.

[056] Em outra modalidade, as bactérias colonizadas podem superexpressar
um operon Isr , tendo se tornado parte do microbioma natural do hospedeiro,
podem expressar continuamente o transportador ABC e as chaperonas
associadas que transportam ativamente a Al-2 gerada por patdégenos de EMS
de volta para as bactérias geneticamente modificadas colonizadas, como Vibrio

através do intestino ou de outras areas, desde 0s primeiros estagios larvais até
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os adultos, prevenindo a patogénese do EMS mediada por QS ao longo do ciclo
de vida do hospedeiro. Como tal, essas bactérias geneticamente modificadas
podem atuar como um coletor molecular de moléculas de Al-2. Além disso, como
0 vetor bacteriano entérico pode ser uma parte ja natural do microbioma do
hospedeiro, sua presenca pode néo representar nenhum risco para o organismo,
0 ambiente ou os consumidores finais.

[057] A tecnologia inventiva pode ainda compreender métodos e técnicas para
controlar os niveis e 0 tempo da expressdo do operon Isr heterdlogo no
hospedeiro alvo. Numa modalidade preferida, a expressao do operon Isr
heter6logo pode estar sob o controle de um promotor indutivel ou outro novo
interruptor genético. A troca de genes pode ser controlada por uma molécula de
troca, que pode ser uma molécula solivel em dgua e de grau alimentar que pode
ser adicionada ao ambiente do organismo do hospedeiro ou suprimento de
alimentos. A presenca desta molécula de troca pode ativar a expressao e / ou
superexpressao do operon Isr heterdlogo. A sua auséncia pode impedir ou
diminuir a expressao do operon Isr heterélogo.

[058] Esta modalidade pode ser demonstrada em construtos genéticos que
podem incluir outros elementos de regulacdo de transcricdo, como promotores,
terminadores, coativadores e correpressores, bem como outros elementos de
controle que podem regular a expressao e / ou superexpressao do operon Isr
heterdlogo. Tais sistemas podem permitir o controle do tempo e da quantidade
das proteinas de operon Isr expressas no sistema. As modalidades adicionais
podem incluir construtos genéticos que podem ser induzidos por fatores externos
e / ou ambientais adicionais, como a presenca de uma proteina ou composto
especifico, como proteinas relacionadas ao estresse geradas em resposta a um
patégeno ou mesmo proteinas e outros compostos precursores gerados por
patdgenos e semelhantes.

[059] A invengdo pode incluir sistemas, métodos e composicbes para a

introducéo de bactérias geneticamente modificadas, preferencialmente bactérias
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entéricas que expressam um operon Isr heterélogo a organismos e / ou
populacdes suscetiveis a EMS , de preferéncia organismos aquaticos cultivados
em ambientes de aquicultura. Nesta modalidade, as bactérias colonizadas
podem superexpressar 0 operon Isr e se tornar parte do microbioma natural do
hospedeiro, e podem expressar continuamente o transportador ABC e as
chaperonas associadas que transportam ativamente Al-2 gerado por patégenos
de EMS, como Vibrio por meio do intestino ou outras areas e, assim, fornecendo
protecdo profilatica & populacéo contra a EMS, de preferéncia a EMS mediada
por Vibrio.

[060] Em uma modalidade preferida, um operon Isr exemplificativo pode ser
identificado como SEQ ID NO. 2, ou uma sequéncia com 70% a 99% de
homologia do mesmo. Nesta modalidade, o operon Isr pode ser parte de um
cassete de expressao e pode ainda ser operavelmente ligado a um promotor.
[061] A invencéao pode incluir sistemas, métodos e composicfes para a inibicdo
da patogenicidade e a formacdo de biofilmes em bactérias patogénicas alvo
através da inibicdo do QS bacteriano. Numa modalidade preferida, a invencao
pode incluir sistemas, métodos e composi¢des para a inibicdo / inativacdo das
moléculas de autoindutor-1 (AH-1). Nesta modalidade preferida, as bactérias
endossimbioticas, simbidticas e / ou probibticas podem ser geneticamente
modificadas para expressar e / ou superexpressar uma ou mais homoserina
lactonases aciladas heterdlogas (AHL lactonase) que inativam as moléculas de
Al-1, especificamente moléculas da classe AHL (Hal-1) QS. A expresséao dessa
AHL lactonase heterdloga pode inibir ainda mais a expressdo de genes de
patogenicidade em uma ou mais espécies de Vibrio causadoras de EMS.Em
algumas modalidades, a reducdo de AHLs pode reduzir os reservatorios
bacterianos de Vibrio em ambientes de aquicultura ou outros ambientes naturais,
como lagoas e lagos que podem atuar como portdes de palco para infecgbes de

camarao.
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[062] Em uma modalidade, a invengdo pode incluir um vetor de expressao
isolado, como um plasmideo configurado para ser expresso em bactérias que
podem expressar ainda um ou mais polipeptideos heterélogos que inibem a
producdo de QS e / ou biofilme, bem como a expressdo de genes de
patogenicidade, de preferéncia atraves da inibicdo / inativacdo de moléculas da
classe AHL (Hal-1) QS. Numa modalidade preferida, a invencao pode incluir e
um ou mais vetores de expressao isolados, como um plasmideo configurado
para ser expresso em bactérias que podem expressar ainda uma AHL lactonase
heterdloga, preferencialmente o gene aidH de Ochrobactrum.

[063] Como observado acima, as bactérias que expressam AHL lactonase
podem reduzir a viruléncia / aptiddo do Vibrio sp patogénico no camardo. Como
tal, a invencgé&o inclui ainda novos sistemas, métodos e composi¢des para inibir
QS, formacéao de biofilme e patogenicidade / aptiddo de espécies de Vibrio em
uma aquicultura de outros ambientes aquaticos e, assim, reduzir e / ou tratar
EMS em camardes. Numa modalidade especifica, este novo sistema pode incluir
a superexpressao de uma AHL lactonase heteréloga, como a aidH em bactérias
entéricas no intestino de camardo. Bactérias entéricas exemplificativas podem
incluir Salmonella typhimurium, bem como Enterobacter sp., como Agl. O gene
aidH codifica uma proteina hidrolitica que interfere nas funcées mediadas por
QS através da inativacao da classe AHL (Hal-1) de moléculas QS, impedindo
assim a ativacdo mediada por QS de estados patogénicos em bactérias,
preferencialmente espécies Vibrio causadoras de EMS.

[064] Em outra modalidade, as bactérias entéricas como Agl, podem ser
geneticamente modificadas para expressar e / ou superexpressar um gene aidH
heterdlogo. Esta bactéria geneticamente modificada pode ser introduzida em um
camardo ou em outros organismos aquaticos ou de aquacultura, por exemplo,
através de alimentos com infusdo de bactérias. Uma vez colonizada de forma
permanente e / ou transitéria no intestino do camarao, as bactérias entéricas

geneticamente modificadas podem expressar e / ou superexpressar um gene
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aidH heterodlogo que, por sua vez, produzira a inativacdo de moléculas da classe
AHL (Hal-1) QS. mencionadas acima, inibindo assim a ativacdo mediada por QS
de estados patogénicos em bactérias.

[065] A invencdo inclui ainda novos sistemas, métodos e composi¢des para
reduzir a atividade de Al-1 ativa em uma aquicultura de outros ambientes
aguaticos e, assim, reduzir e / ou tratar EMS em camardes. Em uma modalidade
especifica, este novo sistema pode incluir a superexpressao de um gene aidH
heter6logo em bactérias entéricas geneticamente modificadas que podem ser
introduzidas no intestino do camaréo, por exemplo, através de uma alimentacdo
de camardo com infusdo de bactérias. Como observado acima, exemplos néo
limitativos de bactérias entéricas podem incluir Salmonella typhimurium, bem
como Enterobacter sp., como Agl. O gene aidH heterélogo codifica um
polipeptideo que inativa Al-1s no ambiente, o que pode impedir a ativacéo
mediada por QS de estados patogénicos no Vibrio causador de EMS que pode
ser configurado para responder a moléculas autoindutoras, em particular a Al-
1. Mais especificamente, os reservatérios extracelulares da molécula QS Al-1
podem ser reduzidos e / ou inativados, impedindo a formacdo de ambos os
fendtipos QS, como biofilmes, bem como a ativacdo e expressdo mediada por
QS dos genes de patogenicidade de EMS em Vibrio e outras espécies de
patdgenos.

[066] Em uma modalidade, uma ou mais cepas geneticamente modificadas de
bactérias simbidticas, endossimbioticas e / ou probidticas de camardo podem
conter um ou mais construtos genéticos que podem resultar na superexpressao
de um gene aidH heterdlogo. Nesta modalidade, as bactérias entéricas
geneticamente modificadas podem ser introduzidas em uma populacéo alvo de
camardo ou camarédo de aquicultura e tornar-se parte do microbioma natural do
hospedeiro. A superexpressao do gene aidH pode causar a inativagcao de

mediadores QS da classe Al-1 gerados por patégenos de EMS, como as varias
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espécies de Vibrio aqui identificadas, inibem o QS, bem como a formacéo de
biofilme nessas espécies de patdégenos Vibrio .

[067] Numa modalidade preferida, bactérias simbidticas, endossimbidticas e /
ou probidticas geneticamente modificadas que superexpressam um gene aidH
heter6logo podem colonizar no intestino ou em outra parte do camaréo. Nesta
modalidade, uma vez colonizada no hospedeiro, a transmissao vertical das
bactérias geneticamente modificadas pode ser passada para a progénie do
hospedeiro, replicando naturalmente o QS patogénico e a supressao de biofilme
para as geracfes subsequentes. Além disso, as bactérias geneticamente
modificadas também podem ser transmitidas horizontalmente para a populacao
hospedeira em geral através da distribuicdo das bactérias modificadas no meio
ambiente como lixo. Tal recurso pode permitir a administragdo Unica e / ou
periddica das bactérias modificadas no hospedeiro e / ou no ambiente do
hospedeiro, gerando uma vantagem comercial, técnica e de custo significativa.
[068] Em outra modalidade, a bactéria colonizada pode superexpressar um
gene aidH heterdlogo, tornando-se parte do microbioma natural do hospedeiro,
e pode inibir continuamente a Al-1 gerada por patégenos de EMS, como Vibrio
através do intestino ou de outras areas, desde o0s primeiros estagios larvais até
os adultos, prevenindo a patogénese do EMS mediada por QS ao longo do ciclo
de vida do hospedeiro. Além disso, como o vetor bacteriano entérico pode ser
uma parte ja natural do microbioma do hospedeiro, sua presenca pode nao
representar nenhum risco para o organismo, o ambiente ou os consumidores
finais.

[069] A tecnologia inventiva pode ainda compreender métodos e técnicas para
controlar os niveis e o tempo da expressdao do gene aidH heter6logo no
hospedeiro alvo. Numa modalidade preferida, a expressdo do gene aidH
heter6logo pode estar sob o controle de um promotor indutivel ou outro novo
interruptor genético. A troca de genes pode ser controlada por uma molécula de

troca, que pode ser uma molécula solivel em agua e de grau alimentar que pode
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ser adicionada ao ambiente do organismo do hospedeiro ou suprimento de
alimentos. A presenca desta molécula de troca pode ativar a expresséo e / ou
superexpressao do gene aidH . A sua auséncia pode impedir ou diminuir a
expressao do gene aidH heterdlogo.

[070] Esta modalidade pode ser demonstrada em construtos genéticos que
podem incluir outros elementos de regulacdo de transcricdo, como promotores,
terminadores, coativadores e correpressores, bem como outros elementos de
controle que podem regular a expressao e / ou superexpressao de um gene aidH
heterdlogo. Tais sistemas podem permitir o controle do tempo e da quantidade
das proteinas de gene aidH expressas no sistema. As modalidades adicionais
podem incluir construtos genéticos que podem ser induzidos por fatores externos
e / ou ambientais adicionais, como a presenca de uma proteina ou composto
especifico, como proteinas relacionadas ao estresse geradas em resposta a um
patégeno ou mesmo proteinas e outros compostos precursores gerados por
patdgenos e semelhantes.

[071] A invencdo pode incluir sistemas, métodos e composi¢cbes para a
introducao de bactérias geneticamente modificadas, preferencialmente bactérias
entéricas que expressam um gene aidH heter6logo a organismos e/ou
populacdes suscetiveis a EMS de preferéncia camarao cultivado em ambientes
de aquicultura. Nesta modalidade, as bactérias colonizadas podem
superexpressar o gene aidH , tornando-se parte do microbioma natural do
hospedeiro, e podem inibir continuamente a Al-1 gerada por patégenos de EMS,
como Vibrio através do intestino ou de outras areas e, assim, fornecendo
protecdo profilatica para a populacdo contra a EMS, em particular a EMS
mediada por Vibrio.

[072] Numa modalidade preferida, uma AHL lactonase heteréloga
exemplificativa pode incluir o gene aidH de Ochrobactrum identificado como SEQ

ID NO. 1, ou uma sequéncia com 70% a 99% de homologia do mesmo. Nesta
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modalidade, o aidH heter6logo pode ser parte de um cassete de expresséo e
pode ainda ser operavelmente ligado a um promotor.

[073] A tecnologia inventiva pode compreender sistemas e meétodos para
controlar a viruléncia de patégenos bacterianos ou outros patégenos especificos
por inativacao seletiva de genes patogénicos, essenciais ou outros genes-alvo.
Esta inativagcdo genética direcionada pode ser realizada pela expressédo e
distribuicdo de moléculas de asRNA heterdlogas de uma bactéria doadora a um
patbgeno hospedeiro alvo. Em uma modalidade preferida, uma ou mais
espécies ou cepas bacterianas de doadores podem ser geneticamente
engenheiradas para expressar moléculas de asRNA heter6logas que podem
atuar para regular e / ou inibir a expressao genética em agentes causadores de
doencas alvo, de preferéncia agentes causadores da doenca EMS.

[074] Em certas modalidades, o asRNA pode incluir uma molécula de RNA de
fita simples ndo codificadora que pode exibir uma relacdo complementar com
uma fita de RNA mensageiro especifica (MRNA) transcrita de um gene alvo. As
modalidades adicionais podem incluir asRNA tendo uma ou mais
incompatibilidades em relagdo ao seu mRNA alvo. Independentemente da
homologia entre o0 MRNA e o asRNA, nesta modalidade, o asRNA pode
fisicamente emparelhar e se ligar ao mMRNA complementar. Esta ligacéo
complementar pode inibir a traducdo de um mRNA complementar por
emparelhamento de bases das moléculas de RNA e, desse modo, obstruir
fisicamente ou dificultar estereotipicamente o0 mecanismo de traducao.

[075] Deve-se notar que , ao se referir ao asRNA como complementar, significa
gue o polinucleotideo para uso na supressao antissentido pode corresponder a
todo ou parte do complemento da sequéncia que codifica o polipeptideo alvo,
todo ou parte do complemento da regido nao traduzida 3' e/ou 5' do transcrito do
polipeptideo alvo, ou todo ou parte do complemento da sequéncia de codificacdo
e das regides nao traduzidas de um transcrito que codifica o polipeptideo alvo.

Uma molécula de acido nucleico complementar é a que € complementar a um
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transcrito de mMRNA de toda ou parte de uma molécula de acido nucleico alvo.
Além disso, o polinucleotideo antissentido pode ser totalmente complementar
(isto é, 100% idéntico ao complemento da sequéncia alvo) ou parcialmente
complementar (isto é, menos de 100% idéntico ao complemento da sequéncia
alvo) a sequéncia alvo.

[076] A supressao antissentido pode ser usada para inibir a expressao de varias
proteinas na mesma célula. Além disso, porcdes dos nucleotideos antissentido
podem ser utilizadas para perturbar a expressdo da molécula de acido nucleico
alvo. Geralmente, podem ser usadas sequéncias antissentido de pelo menos 10
nucleotideos, 20 nucleotideos, 50 nucleotideos, 100 nucleotideos, 200
nucleotideos, 300, 500, 550, 500, 550 ou superior, e qualquer quantidade
intermediaria. A sequéncia pode ser complementar a qualquer sequéncia do
RNA mensageiro, ou seja, pode ser proximal ao 5'-terminal ou sitio de
capeamento, a jusante do sitio de capeamento, entre o sitio de capeamento e o
coédon de iniciacdo e pode cobrir todo ou apenas uma por¢do da regido nao
codificadora, pode ligar a regido n&o codificadora e codificadora, ser
complementar a toda ou parte da regido codificadora, complementar ao 3'-
terminal da regido codificadora ou complementar a regido nao traduzida 3' do
MRNA.

[077] A sequéncia antissentido pode ser complementar a uma sequéncia Unica
ou uma sequéncia repetida, de modo a aumentar a probabilidade de ligacao.
Assim, a sequéncia antissentido pode estar envolvida com a ligacdo de uma
sequéncia Unica, uma Unica unidade de uma sequéncia repetitiva ou de uma
pluralidade de unidades de uma sequéncia repetitiva. Os métodos de preparacao
de moléculas de acido nucleico antissentido sdo geralmente conhecidos na
técnica.

[078] Como tal, em certas modalidades, a presente invencao pode incluir
sistemas, métodos e composi¢des para inibir a expressdo de uma molécula de

acido nucleico de um agente causador de doenca e, mais preferencialmente, um
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agente causador de EMS. Ao se referir a inibicdo da expressao de um gene alvo,
entende-se que a expressdao da molécula de &cido nucleico € inibida,
interrompida ou de outra forma interferida, de modo que o hospedeiro alvo seja
protegido de uma doenca. A inibicdo da expressdo de um gene alvo também
pode geralmente se referir a traducdo da molécula de acido nucleico sendo
inibida, interrompida ou de outra forma interferida com tal que o receptor
eucariotico ou o hospedeiro alvo seja protegido de uma doenca. A inibicdo da
expressdo de um gene alvo também pode significar que a expressao da molécula
de &cido nucleico, como um polinucleotideo de asRNA, inibe, interrompe ou
interfere com a expressao ou traducdo de um gene essencial em um patdégeno
de modo que o destinatario eucariético ou hospedeiro alvo exiba taxas de
infeccdo, taxas de transmissao, cargas de patdgenos ou sintomas de doencas
mais baixos do que as de um hospedeiro do tipo selvagem (WT).

[079] Como observado anteriormente, em uma modalidade, a invencédo pode
incluir o uso de asRNA que é complementar a uma molécula de acido nucleico
de um gene alvo em um agente causador de EMS. Em uma modalidade
preferida, uma bactéria doadora pode ser geneticamente modificada para
expressar um asRNA heterologo. Esta expressdo pode ser parte de um vetor de
expressdo e pode ser parte de um cassete de expressao e pode ainda ser
operavelmente ligada a uma ou mais sequéncias de controle de expressao. Esta
bactéria doadora geneticamente modificada pode ser introduzida em um
hospedeiro alvo e expressar o asRNA heter6logo alvo que pode ser exportado
da bactéria doadora e absorvido no agente causador de EMS, que nesta
modalidade pode ser uma bactéria patogénica. O asRNA heterélogo, sendo
distribuido as bactérias Vibrio patogénicas receptoras, pode impedir a
expressdo normal da proteina codificada pela molécula de &cido nucleico alvo.
Isso pode resultar na interferéncia no ciclo de vida do agente causador de EMS,
na capacidade de se replicar e / ou na patogenicidade, proporcionando assim

um sistema eficaz de distribuicdo antibacteriana. Nesta modalidade, a bactéria
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doadora pode ser uma cepa de bactéria simbidtica que pode persistir no
hospedeiro alvo e fornecer expressdo continua de asRNA heterélogo,
fornecendo assim producéo continua no alvo hospedeiro para combater o agente
causador de EMS. Em modalidades adicionais, a bactéria doadora pode ser uma
bactéria probidtica ou do tipo probiotico que pode persistir no hospedeiro alvo e
expressar e distribuir asRNA heterdlogo a um patdgeno bacteriano receptor por
um periodo de tempo limitado. Desta maneira, exposicées mdultiplas e
sequenciais do hospedeiro alvo a um probidtico ou bactéria do tipo probiético
podem efetivamente fornecer asRNA heterblogo, mas ndo persistem
permanentemente no hospedeiro alvo.

[080] Em outra modalidade preferida, uma bactéria doadora geneticamente
modificada pode ser introduzida em um hospedeiro alvo que nao foi exposto a
um agente causador de EMS e pode expressar o asRNA heterdlogo direcionado
que pode ser exportado da bactéria doadora para o ambiente celular e/ou
intracelular do hospedeiro alvo. O asRNA heterélogo, sendo distribuido ao
hospedeiro receptor, pode atuar como um tratamento profilatico, de modo que
quando o agente causador de EMS, como uma bactéria Vibrio patogénica, é
introduzido no hospedeiro alvo, o asRNA heterélogo impede a expressao normal
da proteina codificada pelo molécula de acido nucleico alvo e pode impedir a
capacidade do agente causador de EMS de colonizar ou afetar o hospedeiro
alvo. Nesta modalidade, a bactéria doadora pode ser uma cepa de bactéria
simbidtica que pode persistir no hospedeiro alvo e fornecer expresséo continua
de asRNA heterdlogo, fornecendo assim a producdo continua de vacina
profilatica no hospedeiro conferindo um nivel de imunidade ao agente causador
de EMS.

[081] As modalidades adicionais podem incluir inativagdo genética induzida por
asRNA de um, ou uma pluralidade de genes alvo. Por exemplo, em uma
modalidade preferida, a inativacao de genes pode ser direcionada a um ou mais

genes de patdégenos que sdo essenciais para viruléncia, proteinas de
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revestimento, atividade metabdlica, vias de infec¢do e / ou producdo de energia
e semelhantes. Embora fornecido em um modelo exemplificativo, um gene alvo
pode incluir um ou mais genes responsaveis pela patogenicidade de uma
bactéria ou pela capacidade de causar uma condi¢do de doenca no hospedeiro.
[082] Em uma modalidade, a invencao pode incluir a identificagédo de um gene
alvo em um agente causador de EMS. Nesta modalidade preferida, o gene alvo
pode incluir um gene essencial de um agente causador de EMS, o que significa
que a inibicéo, interrupcéo ou interferéncia na expressao e / ou traducéo de um
OuU mais genes essenciais resulta na redu¢cdo no nimero de agentes causadores
de EMS, melhoria da patogenicidade do agente causador de EMS, interrupcéo
no ciclo de vida do agente causador de EMS, capacidade de colonizar o
hospedeiro eucarittico, evitar uma resposta imune especifica ou geral no
hospedeiro ou causar um estado de doenca.

[083] Em uma modalidade, o asRNA heterélogo, direcionado a uma sequéncia
de acido nucleico no agente causador de EMS que deve ser expresso ou inibido
(molécula de acido nucleico alvo ou gene alvo), pode expressar, inibir ou
competir pelos sitios de ligacdo com qualquer molécula alvo de &cido nucleico
como esta que, quando administrada, resulta em protecdo ao hospedeiro
eucariotico do agente causador da doenca.

[084] De acordo com um aspecto da presente invencao, é fornecido um método
para controlar um organismo infectado patogenicamente, o método
compreendendo administrar um organismo hospedeiro alvo, que em uma
modalidade preferida pode incluir organismos aquaticos, um agente de acido
nucleico compreendendo uma sequéncia de acido nucleico que regula
especificamente uma expressdao de pelo menos um produto genético de
patégeno alvo essencial, em que a sobrerregular a expressao de pelo menos um
produto genético de patdgeno alvo essencial no hospedeiro alvo torna o

hospedeiro alvo protegido do estado de doenga causada por patdgeno.
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[085] Numa modalidade preferida, esse agente de &cido nucleico pode incluir
um polinucleotideo asRNA identificado como SEQ ID NO. 4, ou um homdélogo e
/ ou ortélogo, ou outra sequéncia com 70% -99% de homologia do mesmo. As
modalidades adicionais podem incluir qualquer &cido nucleico que abranja uma
regido superior a média da homologia entre os genes alvo essenciais de varias
cepas de um patdégeno causador de EMS. Uma modalidade preferida pode incluir
qualquer acido nucleico que abranja uma regido de homologia superior a média
entre os genes alvo essenciais, de véarias cepas de um Vibrio. No exemplo de
um agente causador da doenca de Vibrio causador de EMS, este pode incluir,
como mostrado geralmente abaixo na regido que codifica o gene dam
identificado como SEQ ID NO. 4, entre outros. Como observado em outros
lugares, dam é um gene essencial em Vibrio sp. e esta envolvido na regulacao
da expressdao génica. Dam também esta envolvido na regulacdo da via da
viruléncia em muitas bactérias causadoras de EMS.

[086] Em uma modalidade preferida, a invencdo pode incluir uma ou mais
bactérias Agl geneticamente engenheiradas configuradas para distribuir uma ou
mais moléculas de asRNA a bactérias patogénicas em um organismo
hospedeiro. Numa modalidade preferida, a invencéo pode incluir uma ou mais
bactérias geneticamente engenheirada configuradas para fornecer uma ou mais
moléculas de asRNA identificadas como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia com
70% a 99% de homologia, direcionada para inibir a expresséo do gene dam ,
identificada como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia com 70% a 99% de
homologia, em bactérias patogénicas causadoras de EMS em um organismo
hospedeiro aquatico, como camaréo ou outros organismos comumente criados
através da aquicultura.

[087] Em outra modalidade preferida, a atual tecnologia inventiva pode estender
essa tecnologia a micro-organismos simbidticos que persistem nos tecidos, filhos
e / ou ovos de um hospedeiro durante todo o seu desenvolvimento e na fase

adulta. Dessa maneira, 0s micro-organismos geneticamente modificados podem
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produzir e distribuir moléculas de asRNA continuamente aos patdgenos alvo
como Vibrio causador de EMS. Isso pode ser usado para tratar uma condicéo de
doenca EMS em um hospedeiro ja infectado e / ou imunizar uma populacéo
suscetivel.

[088] A presente invengao pode ainda incluir um ou mais vetores para inibir a
expressdo de multiplos genes patdgenos, em que o vetor compreende um, ou
uma pluralidade de polinucleotideos asRNA heterdlogos, que podem
corresponder a um ou mais genes patdgenos selecionados. Esta modalidade
pode incluir o uso de um sistema de expressdo de plasmideo. Em algumas
modalidades, este plasmideo pode ter um ou mais cassetes de expressao,
incluindo: pelo menos uma cassete de supressdo de genes contendo um
polinucleotideo operavelmente ligado a uma(s) sequéncia(s) de controle de
expressdo, em que o polinucleotideo codifica uma molécula de asRNA
heter6loga configurada para reduzir a expressao de um gene patogénico alvo,
como geralmente descrito aqui.

[089] Uma modalidade preferida da presente invengao inclui um vetor para
modular multiplos genes de patégenos, em que o vetor compreendendo um ou
uma pluralidade de asRNAs pode corresponder a um ou mais genes hospedeiros
selecionados. Esta modalidade pode incluir o uso de um sistema de expresséo
de plasmideo. Em algumas modalidades, este plasmideo pode ter um ou mais
cassetes de expressao, incluindo: pelo menos um cassete de supressdo de
genes contendo um polinucleotideo operavelmente ligado a uma(s) sequéncia(s)
de controle de expressao, em que o polinucleotideo codifica uma molécula de
asRNA heterdloga configurada para reduzir a expressao de um gene patogénico
alvo, como geralmente descrito aqui.

[090] A presente invencao também inclui um vetor para inibir a expressédo do
gene do agente causador de EMS em um hospedeiro, em que o vetor
compreende pelo menos um cassete de supressao de genes contendo um

polinucleotideo operavelmente ligado a uma sequéncia de controle de
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expressdo, em que o polinucleotideo codifica uma molécula de asRNA que reduz
a expressao de um gene patogénico alvo. Em uma modalidade, o polinucleotideo
gue codifica 0 asRNA compreende a sequéncia nucleotidica da SEQ ID NO. 3.
Exemplos de promotores adequados para os cassetes de supresséo de genes
incluem, entre outros, promotor Pupp, T7, promotor bla, promotor U6, promotor
pol 1l, promotor Ell e promotor CMV e semelhantes. Opcionalmente, cada uma
das sequéncias promotoras dos cassetes promotores de genes e dos cassetes
supressores de genes pode ser induzivel e / ou especifica de tecido.

[091] Em aspectos adicionais, a presente invencdo inclui métodos de
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma ou mais
bactérias doadoras geneticamente modificadas que expressam um
polinucleotideo de asRNA heterdlogo e / ou molécula extintora de quorum, como
geralmente descrito acima. Em uma modalidade, esta quantidade
terapeuticamente eficaz pode ser a quantidade de bactérias ou a quantidade de
um polinucleotideo de asRNA heterdlogo e / ou molécula extintora de quorum
por uma bactéria doadora geneticamente modificada que pode ser transportada
para fora do doador e captada por um patégeno Vibrio alvo para melhorar,
reduzir ou eliminar uma condicédo de doenca, preferencialmente EMS, e / ou 0s
referidos extintores de quorum pode inibir a patogenicidade mediada por GQ,
respectivamente. Numa modalidade preferida, como asRNA e um ou mais
extintores de quorum podem ser coexpressos como geralmente descrito aqui.
[092] Em outra modalidade, esta quantidade terapeuticamente eficaz pode ser
a quantidade de bactérias geneticamente modificadas ou a quantidade de um
polinucleotideo de asRNA heterélogo e / ou molécula extintora de quorum
expressa por um doador de bactérias geneticamente modificadas que podem ser
transportadas para fora do doador, de modo que o hospedeiro tenha maior
resisténcia a infecgdo por um patégeno Vibrio causador de EMS introduzido

posteriormente.
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[093] Em outra modalidade, esta quantidade terapeuticamente eficaz pode ser
a quantidade de bactérias doadoras geneticamente modificadas que podem
colonizar ou se tornar endémica dentro de uma populacédo de hospedeiros alvo
por transferéncia vertical e / ou horizontal.

[094] Em uma modalidade, a presente invencdo pode incluir métodos para a
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma bactéria
geneticamente modificada, configurada para expressar polinucleotideo de
asRNA hetero6logo, que pode direcionar um gene alvo essencial no Vibrio que
esta envolvido na metilagdo de DNA. Numa modalidade preferida, este gene alvo
pode incluir a SEQ ID NO. 4, ou uma sequéncia com 70% a 99% de homologia
na mesma.

[095] Numa modalidade, a presente invencdo pode incluir métodos para
modular a metilacdo do DNA em um Vibrio, ou outros patdgenos bacterianos.
Nesta modalidade, o método pode incluir a etapa de administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma bactéria geneticamente modificada, configurada
para expressar polinucleotideo de asRNA heterdlogo, pode direcionar um gene
alvo essencial no Vibrio que estd envolvido na metilagio de DNA. Numa
modalidade preferida, este gene alvo pode incluir a SEQ ID NO. 4, ou uma
sequéncia com 70% a 99% de homologia na mesma.

[096] Em uma modalidade, a presente invencédo pode incluir métodos de
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma bactéria
geneticamente modificada, configurada para expressar polinucleotideo
heter6logo de asRNA, pode direcionar um gene alvo essencial no Vibrio que esta
envolvido na metilacdo de DNA e, em que o referido asRNA pode ser identificado
como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia com 70% a 99% de homologia na
mesma.

[097] As modalidades alternativas da presente invengéo podem incluir um novo
método in vitro e / ou in vivo para selecionar as bactérias simbioticas que podem

ser utilizadas em um sistema eficaz de supressao de genes de patdgenos. Em
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particular, outro objetivo da presente invencao pode incluir um novo método in
vitro e / ou in vivo para selecionar as bactérias hospedeiras simbidticas que
podem ser utilizadas em um sistema eficaz de supressdo de genes de
patégenos. Essas bactérias hospedeiras simbidticas podem nao ser patogénicas
aos seres humanos e, além disso, tém cultura, transformabilidade, mobilizacédo
de plasmideos e séo capazes de secretar acidos nucleicos alvo, como asRNA e
semelhantes, endémicas ou capazes de se tornar endémicas nas populacdes
hospedeiras, dispersiveis, por exemplo, por aerossolizacdo, capazes de
sobreviver no ambiente e ser consumidas ou absorvidas pelos hospedeiros em
todas as fases da vida, preferivelmente.

[098] Em outro aspecto, a presente invencao inclui os métodos para a producao
dos vetores da presente invencéo. Ainda em outro aspecto, a presente invencao
inclui  meétodos para produzir 0s micro-organismos transformados ou
geneticamente modificados da presente invencéo, por exemplo, através da
transformacao com um plasmideo recombinante.

[099] Outra modalidade da presente invencao pode incluir uma célula, como um
micro-organismo geneticamente modificado, configurado para expressar um
agente de acido nucleico heterélogo, como um asRNA, ou o construto de acido
nucleico, como um plasmideo, de algumas modalidades da invencdo. Em uma
modalidade preferida, a presente invencdo pode incluir uma bactéria
geneticamente modificada, configurada para expressar um polinucleotideo de
asRNA heterdlogo e / ou molécula de extincdo de quorum.

[0100] Outra modalidade da presente invencdo pode incluir uma célula
compreendendo o agente de acido nucleico isolado, como uma molécula de
asRNA ou extingdo de quorum ou o construto de acido nucleico, como um
plasmideo, de algumas modalidades da invencao, em que a célula é selecionada
do grupo que consiste em um célula bacteriana, célula de algas, bactéria
simbidtica e célula de um micro-organismo da superficie da dgua. De acordo com

um aspecto de algumas modalidades da presente invencéo, € fornecido um
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composto ingerivel compreendendo a célula de algumas modalidades da
invencao.

[0101] Em outra modalidade preferida, uma espécie ou cepa de bactéria pode
ser modificada para produzir um asRNA que pode ser complementar ao mRNA
que codifica a DNA adenina metilase (Dam) em Vibrio. Essas bactérias
modificadas podem incluir cepas ou espécies que fazem parte da flora normal
do camaréo e / ou simbidtica e / ou endossimbiotica com um hospedeiro alvo,
como camardo ou outros organismos aquaticos. Apos a introducdo, essas
bactérias geneticamente modificadas podem ser absorvidas pelo camarédo e se
tornar parte da flora normal.

[0102] Nesta modalidade, o asRNA identificado como SEQ ID NO. 1, pode ser
expresso em uma bactéria doadora, como cepa de E. coli ou e Enterobacter
como Agl, e pode suprimir a expressdo dadam, oi outro gene essencial em
Vibrio em um hospedeiro alvo. Em outra modalidade, asRNA-Dam, identificado
como SEQ ID NO. 1, expresso em uma bactéria doadora, identificada como SEQ
ID NO. 4, pode diminuir a aptiddo deVibrio causador de EMS e também gerar
um declinio pronunciado na formacao ou patogénese do biofilme. A diminuicédo
da aptiddo de Vibrio pode estar diretamente relacionada a reducéo da expressao
de Dam nas células Vibrio receptoras, conforme indicado pelas observacdes
encontradas no Pedido de PCT totalmente incorporado PCT/US18/33976, que:
1) o DNA de Vibrio é 30% menos metilado quando cocultivado com bactérias
que expressam asRNA-Dam; 2) a origem de replicagcdo de Vibrio oriC e o
promotor de dnaA,elementos criticos no inicio da replicacdo do DNA, eram 2
vezes menos metilados do que nos controles ndo expostos a bactérias que
expressam asRNA-Dam; 3) a expressao do gene Vibrio dam também diminuiu 2
vezes em relacdo aos controles; 4) a expressao do gene Vibrio dnaA diminuiu 3
vezes em relacdo aos controles; 5) a expressdo do gene Vibrio dam gene pode
diminuir 6 vezes quando exposta aa Enterobacter Agl que expressa asRNA-

Dam no organismo animal modelo. Tais resultados demonstram a capacidade
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da presente invencdo de controlar a geracdo de doencas e biofiimes por
producao e distribuicdo direcionadas de asRNA de um doador a uma bactéria
receptora em um organismo hospedeiro.

[0103] Como observado anteriormente, a distribuicdo de asRNA heterdlogo e /
ou moléculas de extingdo de quorum, pode ser realizada através da introdugéo
de micro-organismos doadores especificos a hospedeiros geneticamente
modificados, como bactérias entéricas, endofiticas, simbidticas e / ou
endossimbidticas. Esses micro-organismos especificos do hospedeiro
geneticamente modificados podem incluir: 1) micro-organismos que fazem parte
do microbioma bacteriano interno ou externo normal do patégeno alvo; 2) micro-
organismos que foram modificados para serem capazes de colonizar um
hospedeiro alvo, tecido, célula ou ambiente hospedeiro alvo; 3) micro-
organismos que s&o utilizados como alimento ou fonte de energia pelo
hospedeiro alvo; ou 4) micro-organismos que foram modificados para colonizar
ou persistir temporariamente no hospedeiro alvo, como no caso de um micro-
organismo probidtico ou do tipo probidtico, um animal, planta, tecido, célula ou
ambiente hospedeiro especifico. Como observado anteriormente, em uma
modalidade preferida, a bactéria doadora de asRNA heterdlogo pode incluir E.
coli, bem como a bactéria do género Enterobacter, como Agl como aqui descrito.
[0104]Em uma modalidade preferida, as bactérias dadoras podem ser
transformadas com construtos genéticos criados artificialmente, tais como
plasmideos que podem gerar polinucleotideos de asRNA heterdlogo e / ou
moléculas de extincdo de quorum. Tais plasmideos podem ser construidos para
serem transferiveis para outras bactérias através de conjugac¢ao e outros meios
que podem permitir a distribuicdo generalizada do construto, em alguns casos.
Em certas modalidades, moléculas de asRNA e / ou moléculas de extincdo de
guorum podem ser codificadas em plasmideos e / ou BACs sob o controle de um
par promotor / terminador de gene constitutivo, indutivel, heterdlogo ou

homologo nas bactérias doadoras que distribuem os polinucleotideos de asRNA
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heterdlogo e / ou as moléculas de extingdo de quorum. Em uma modalidade
adicional, os construtos genéticos para a geracao de polinucleotideos de asRNA
heter6logo e / ou moléculas de extingdo de quorum podem ser integrados no
genoma bacteriano da bactéria de distribuicdo ou hospedeira.

[0105] Em outra modalidade preferida, um ou mais polinucleotideos de asRNA
heter6logo e/ou moléculas de extingdo de quorum podem ser distribuidos a um
hospedeiro / populacdo animal alvo através de bactérias doadoras
geneticamente modificadas que podem colonizar naturalmente o hospedeiro ou
ser configuradas para colonizar o hospedeiro. As bactérias doadoras podem
entdo, em uma modalidade preferida, disseminar os construtos genéticos que
expressam polinucleotideos de asRNA heterdlogo ou moléculas de extingdo de
guorum para micro-organismos hospedeiros que de ocorréncia natural e / ou
bactérias patogénicas no ambiente circundante. Nesta modalidade, uma vez
colonizada no hospedeiro alvo, a transmisséo vertical das bactérias modificadas
pode ser passada para a progénie do hospedeiro, replicando assim naturalmente
a resisténcia bacteriana patogénica as geracdes subsequentes. Além disso, as
bactérias modificadas também podem ser transmitidas horizontalmente para a
populacdo hospedeira em geral através da distribuicAo das bactérias
modificadas no meio ambiente como lixo. Tal caracteristica pode permitir a
administracdo Unica ou pelo menos peridédica das bactérias geneticamente
modificadas no hospedeiro e / ou no ambiente do hospedeiro, gerando uma
vantagem comercial significativa.

[0106] A tecnologia inventiva pode ainda compreender métodos e técnicas para
controlar os niveis e o tempo da expressdo de polinucleotideos de asRNA
heterdlogo nas bactérias doadoras. Em uma modalidade preferida, a expresséo
de um ou mais polinucleotideos de asRNA heterélogo pode estar sob o controle
de uma nova troca de genes. Essa troca de genes pode ser controlada por uma
molécula de troca, que pode ser uma molécula sollavel em agua e de grau

alimentar que pode ser adicionada ao ambiente do organismo do hospedeiro ou
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a um suprimento de alimentos. A presenca desta molécula de troca pode ser
ativada, por exemplo producdo de asRNA heterélogo. Na sua auséncia, a
producdo de asRNA pode ndo ocorrer ou apenas ocorrer em niveis despreziveis.
[0107] As modalidades adicionais da presente inven¢do podem incluir métodos
e sistemas para otimizar a eficacia dos polinucleotideos de asRNA heterdlogos.
Em uma modalidade preferida, o asRNA pode ser coexpresso e / ou fundido com
proteinas chaperonas para proteger as moléculas de RNA da degradacdo. As
modalidades preferidas adicionais podem incluir a coexpressao e / ou fuséo de
marcadores / porcdes de secrecdo que podem facilitar a secrecédo e / ou
absorcao de polinucleotideos de asRNA heterélogos, aumentando sua eficacia.
[0108] Endoribonucleases, exoribonucleases e degradossomas de RNA
bacterianas podem degradar as moléculas de RNA nao codificadoras, como
asRNA. Em uma modalidade, a tecnologia inventiva pode incluir modificacédo das
bactérias de distribuicdo previamente identificadas para ter a expressao reduzida
ou funcédo ou atividade inativada dessas familias de proteinas. Esta diminuicao
ou inativacao na expressao e / ou atividade pode inibir ou diminuir a degradacao
de espécies de RNA ndo codificadoras de fita simples. Em uma modalidade
preferida, as bactérias especificas do hospedeiro previamente identificadas
podem ser geneticamente modificadas para expressar eficientemente os
polinucleotideos de asRNA heter6logos em um fundo deficiente em
endoribonuclease, exoribonuclease e / ou degradossomas de RNA. Em uma
modalidade preferida, uma bactéria doadora pode néo ter ou ter a funcao de
RNase IIl degradada. Nesta modalidade preferida, estes genes de degradacao
de moléculas de RNA ndo codificadoras podem ser eliminados por
recombinacdo homologa ou por outros métodos apropriados.

[0109] Outra modalidade da tecnologia inventiva pode incluir sistemas e métodos
para facilitar a superexpressao de genes bacterianos especificos do hospedeiro
conhecidos por melhorar a estabilizacdo e / ou mobilizagdo de moléculas de RNA

nao codificadoras, como asRNA e / ou gRNA, bem como a mobilizacdo e
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disseminagdo de seus construtos geneéticos subjacentes, como plasmideos.
Nesta modalidade preferida, um ou mais genes conhecidos por estabilizarem
asRNA ou mobilizarem os construtos genéticos, tais como plasmideos podem
ser superexpressos para melhorar a sua vida util e facilitar o movimento no
organismo / célula / tecido hospedeiro.

[0110] Em outra modalidade, as moléculas de RNA nao codificadoras, como
polinucleotideos de asRNA heterdlogo, podem ser distribuidos por bactérias
modificadas e / ou geneticamente modificadas que induzem a formacéo de
conexdes intracelulares, especialmente em condigbes ambientais nao ideais ou
onde certos nutrientes essenciais estdo ausentes no ambiente circundante.
Dessa maneira, as bactérias podem formar nanotubos para trocar nutrientes,
material genético e outros sinais quimicos entre as células conectadas e, assim,
ajudar a distribuir funcdes metabdlicas nas comunidades microbianas. Nesta
modalidade, as bactérias auxotroficas podem ser geneticamente modificadas
para induzir a formacéo de nanotubos que podem permitir a disseminacéo direta
de asRNA de bactérias doadoras para bactérias alvo ou receptoras. Em outra
modalidade, as bactérias auxotroficas podem ser geneticamente modificadas
para induzir a formacéo de nanotubos que podem permitir a disseminacéo de
construtos genéticos que codificam para o asRNA para atingir as bactérias que
nao possuem o construto genético artificial. Nessa configuracdo, sob certas
condigBes ambientais ou deficientes em nutrientes, as bactérias de distruibui¢cdo
podem disseminar asRNA e / ou 0s construtos genéticos, como plasmideos, que
codificam um asRNA para outras bactérias na comunidade. Essa acdo pode
ajudar a prejudicar a expressao de genes alvo especificos em uma grande
populacdo de bactérias patogénicas.

[0111] Nesta modalidade, esses construtos genéticos podem incluir por¢des de
regulacdo de transcricdo, como promotores, terminadores, coativadores e
correpressores e elementos de controle semelhantes que podem ser regulados

em sistemas procarioticos, e também eucarioticos. Tais sistemas podem permitir
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o controle do tipo, tempo e quantidade de polinucleotideos heterdlogos de
asRNA, ou outras moléculas de RNA nao codificadoras, expressas no sistema.
As modalidades adicionais podem incluir construtos genéticos que podem ser
induzidos por fatores externos, como a presenca de uma proteina ou composto
especifico dentro de uma célula, como proteinas relacionadas ao estresse
geradas em resposta a um patégeno ou mesmo as proteinas e outros compostos
precursores gerados por patdgenos e semelhantes.

[0112] Como observado anteriormente, em uma modalidade preferida, um ou
mais polinucleotideos de asRNA heter6logos podem ser distribuidos a um
hospedeiro/populacdo alvo de camardo através de bactérias geneticamente
modificadas que podem naturalmente, ou ser configuradas para, colonizar e / ou
ser simbibticas com o camardo. Nesta modalidade, uma vez colonizada no
hospedeiro, a transmissao vertical das bactérias modificadas pode ser passada
para a progénie do hospedeiro, replicando assim naturalmente a resisténcia
patogénica as geracfes subsequentes. Em certas modalidades, as bactérias
geneticamente modificadas que expressam um ou mais polinucleotideos de
asRNA heter6logo podem colonizar um camarao ao longo de seu ciclo de vida.
Por exemplo, uma bactéria doadora geneticamente modificada que expressa um
ou mais polinucleotideos de asRNA heter6logos pode colonizar um camaréo
enguanto ele é: um ovo, um nauplius, um protozoario, um mysis, estagio pos-
larval ou um adulto. Nesta modalidade, as bactérias colonizadas podem
expressar polinucleotideos de asRNA heterdlogos, que podem ser direcionados
para serem expressos e transportados da bactéria doadora e absorvidos por uma
bactéria patdgena receptora e inibem a expressdo ou um ou mais genes
essenciais. Além disso, essas bactérias colonizadas, que se tornam permanente
e / ou temporariamente parte do microbioma natural do hospedeiro, podem
distribuir continuamente os polinucleotideos de asRNAs heterdlogos, em um
caso através do intestino, desde os estagios larvais mais antigos até o estagio

adulto, fornecendo sobreregulacdo de mRNA especifico para o patdgeno de
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genes patdgenos essenciais ao longo do ciclo de vida do hospedeiro. Além disso,
como o vetor bacteriano doador pode ser uma parte ja natural do microbioma do
hospedeiro, sua presenca pode néo representar nenhum risco para o organismo,
0 ambiente ou os consumidores finais.

[0113] A tecnologia inventiva pode incluir métodos e técnicas para a geragao de
bactérias especificas do hospedeiro e, em particular, bactérias entéricas ou
simbidticas especificas do hospedeiro que podem atuar como um vetor de
doador apropriado para polinucleotideos de asRNA heterélogos e moléculas de
extincdo de quorum direcionados a patdégenos bacterianos que afetam
organismos aquaticos. Como um modelo exemplificativo, o camarédo pode ser
utilizado como hospedeiro alvo. No entanto, como pode ser compreendido por
um versado na técnica, esses métodos e técnicas podem ser aplicados a uma
variedade de organismos diferentes.

[0114] O termo "aquicultura”, conforme usado aqui, inclui o cultivo de organismos
aguaticos sob condi¢des controladas.

[0115] O termo "organismo aquatico” e / ou "animal aquético", conforme usado
aqui, inclui organismos cultivados em agua, seja agua doce ou salgada. Os
organismos /animais aquaticos incluem vertebrados, invertebrados, artrépodes,
peixes, moluscos, incluindo camarao (por exemplo, camarao penaeid, Penaeus
esculentu, Penaeus setiferus, Penaeus stylirostris, Penaeus occidentalis,
Penaeus japonicus, Penaeus vannamei, Penaeus monodon, Penaeus chinensis,
Penaeus aztecus, Penaeus duorarum, Penaeus indicus e Penaeus merguiensis,
Penaeus californiensis, Penaeus semisulcatus, Penaeus monodon, camardode
agua salgada, camardo de agua doce, etc), caranguejos, ostras, vieiras,
améijoas de camarao, peixe cartilaginoso (por exemplo, pargo, truta, robalo, etc.)
robalo, tilapia, peixe-gato, salmonideos, carpas, peixes-gato, savelhas, peixes-
carpa, tambor vermelho, etc.), crustdceos, entre outros. Camarao incluem,

camarao criado na aquicultura também.

Petici0 870200042493, de 02/04/2020, pag. 44/116



43/87

[0116] O termo "probidtico” refere-se a um micro-organismo, como bactérias, que
pode colonizar um hospedeiro e proporcionar um beneficio. O termo "probidtico”
também refere-se a um micro-organismo, como bactérias, que podem colonizar
um hospedeiro por um periodo de tempo suficiente para desviar uma quantidade
terapéutica ou eficaz de um polinucleotideo de asRNA heter6logo e/ou uma
molécula de extincdo de quorum. Um probiético pode incluir bactérias
endossimbioticas ou flora natural que pode colonizar permanentemente
temporariamente um animal, como um organismo aquético. Os organismos
probiéticos também podem incluir algas e fungos, como leveduras.

[0117] Exemplos especificos de vetores bacterianos incluem bactérias (por
exemplo, cocos e bastonetes), algas filamentosas e detritos. As modalidades
especificas de células de vetores bacterianos transformaveis que podem ser
enddgenas através de todos os ciclos de vida do hospedeiro podem incluir todas
as listadas aqui. Modalidades adicionais podem incluir uma ou mais cepas
bacterianas adicionais.

[0118] O termo "operon" refere-se a uma unidade composta de genes ligados.
[0119] As moléculas de “extintor de quorum” ou “extingdo de quorum” referem-
se a moléculas heterélogas ou homologas que inibem QS e / ou a formacao de
biofilmes e / ou reduzem a patogenicidade bacteriana.

[0120] A presente invencdo pode incluir novos sistemas e métodos para a
expressdo de gRNA em uma espécie ou cepa bacteriana de doador simbiético
gue pode ser utilizada pelo sistema CRISPR / Cas9 para interromper 0s genes
alvo em bactérias patogénicas que expressam genes CRISPR / Cas9, como
dam, ou genes QS Geralmente, o CRISPR / Cas9 pode ser usado para gerar um
gene alvo nocauteado ou perturbado coexpressando um gRNA especifico para
0 gene a ser direcionado e a endonuclease Cas9. O CRISPR pode consistir em
dois componentes: gRNA e uma endonuclease ndo especifica associada ao
CRISPR (Cas9). O gRNA pode ser um RNA sintético curto composto por uma

sequéncia de andaime que pode permitir a ligacdo de Cas9 e um espacador de
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~20 nucleotideos ou sequéncia de direcionamento que define o alvo genémico
a ser modificado. Em uma modalidade preferida, as bactérias exemplificativas,
como bactérias simbidticas e endossimbibticas podem ser geneticamente
modificadas para produzir um ou mais gRNAs direcionados a sequéncia genética
de um gene patogénico ou outro gene alvo e que podem se associar a
endonuclease Cas9 de ocorréncia natural da bactéria alvo. Em outra modalidade
preferida, as bactérias exemplares, como as bactérias endofiticas e / ou
entéricas, podem ser geneticamente modificadas para produzir um ou mais
gRNAs que sédo direcionados a sequéncia genética de um gene patogénico ou
outro gene alvo, como dam em Vibrio, e que podem se associar a endonuclease
Cas9 de ocorréncia natural da bactéria alvo.

[0121] Como utilizado neste documento, o termo "RNA antissentido” ou "asRNA"
refere-se a um agente RNAI que é um oligonucleotideo de fita simples. Em um
asRNA tipico, a fita simples € complementar a todo ou parte do mRNA alvo. A
complementaridade de um asRNA pode ser com qualquer parte do transcrito do
gene especifico, isto €, na sequéncia ndo codificadora 5', na sequéncia nao
traduzida 3', nos introns ou na sequéncia codificadora. O asRNA pode ser
introduzido em uma célula para inibir a traducao de um mRNA complementar por
emparelhamento de bases com ele e obstruir fisicamente a maquina de traducéo.
O RNA antissentido emparelha a uma sequéncia alvo de mMRNA complementar
e a traducdo da sequéncia alvo de mRNA é interrompida como resultado do
impedimento estérico seja do acesso ao ribossomo ou da leitura ribossémica. O
mecanismo de RNA antissentido € diferente da interferéncia de RNA (RNAI), um
processo relacionado no qual fragmentos de RNA de fita dupla (dsRNA, também
chamados de pequenos RNAs interferentes (SiRNAs)) desencadeiam o
silenciamento de genes mediado cataliticamente, geralmente direcionando o
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) para se ligar e degradar o
MRNA. O recozimento de uma fita da molécula de asRNA em mRNA ou DNA

pode resultar em rapida degradacdo do RNA duplex, RNA hibrido / DNA duplex
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ou RNA duplex semelhante ao tRNA precursor por ribonucleases na célula ou
pela clivagem do RNA alvo pelo composto antissentido em si.

[0122] Como aqui utilizado, o Vibrio ¢ um género de bactérias anaerébicas
facultativas Gram-negativas que possuem uma forma de bastdo curvo,
com Vibrio sp. indicando uma espécie do género Vibrio. Em algumas
modalidades, Vibrio sp. pode compreender qualquer uma ou mais das seguintes
espécies de Vibrio e em todas as combinacdes possiveis: adaptatus, aerogenes,
aestivus, aestuarianus, agarivorans, albensis, alfacsensis, alginolyticus,
anguillarum, areninigrae, artabrorum, atlanticus, atypicus, azureus, brasiliensis
calviensis, campbellii, casei, chagasii, colera, cincinnatiensis, coralliilyticus,
crassostreae, cyclitrophicus, diabolicus, diazotrophicus, ezurae, fischeri, fluvialis,
fortis, furnissii, gallicus, gazous, gigantis, haliético, harioti, hepaticapolis, harioti
ichthyoenteri, indicus, kanaloae, lentus, litoralis, logei, mediterranei,
metschnikovii, mimicus, mytili, natriegens, navarrensis, neonates, neptunius,
nereis, nigripulchritudo, ordalii, orientalis, pacinii, parahaicolyusus, pectenicidae,
pectenicidae, pectenicidae rotiferianus, ruber, rumoiensis, salmonicida,
scophthalmi, splendidus, superstes, tapetis, tasmaniensis, tubiashii, vulnificus,
wodanis e xulii.

[0123] Como utilizado neste documento, a frase "hospedeiro” ou "hospedeiro
alvo" refere-se a um organismo ou populacdo portadora de um patdgeno
causador de doenca ou um organismo ou populacao suscetivel a um patdégeno
causador de doenca. Um "hospedeiro” ou "hospedeiro alvo" pode ainda incluir
um organismo ou populacdo capaz de transportar um patégeno causador de
doenca.

[0124] Como utilizado neste documento, os termos “controle” e / ou "biocontrole”
se referem a reduzir e / ou regular a progressao e / ou transmisséo de patégenos
/ doencas.

[0125] Como utilizado neste documento, "vacina" refere-se a composi¢coes que

resultam em imunizacdes ativas e passivas. Tanto os polipeptideos quanto os
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polinucleotideos quanto 0s seus produtos genéticos expressos sao aqui
referidos como vacinas. Uma alimentacdo pode incluir uma bactéria tratada
configurada para expressar um polinucleotideo de RNA heterdlogo e / ou uma
molécula de extingdo de quorum também pode ser uma vacina. A alimentacdo
com racao tratada a um animal pode ser uma vacinacgao.

[0126] Como utilizado neste documento, a frase "alimento para animais" refere-
se ao material de consumo animal introduzido como parte do regime de
alimentacao ou aplicado diretamente a agua no caso de animais aquéticos. Um
"alimento tratado" refere-se a um alimento tratado com uma bactéria tratada
configurada para expressar polinucleotideo bacteriano e de moléculas de
extingdo de quorum, como geralmente descrito aqui. Uma “alimentagao” também
pode ser um ou um in6culo de lagoa de cultura de camarédo / aquicultura.

[0127] O termo "acido nucleico", conforme usado aqui, refere-se a um polimero
de ribonucleotideos ou desoxirribonucleotideos. Tipicamente, 0os polimeros de
"acido nucleico" ou de "agente de acido nucleico” ocorrem na forma de fita
simples ou dupla, mas também s&o conhecidos por formar estruturas
compreendendo trés ou mais fitas. O termo "acido nucleico” inclui polimeros de
acido nucleico de ocorréncia natural, bem como &cidos nucleicos
compreendendo analogos de nucleotidicos conhecidos ou residuos ou ligacées
modificadas da cadeia principal, que sdo sintéticos, de ocorréncia natural e de
ocorréncia ndo natural, que tém propriedades de ligacdo semelhantes as do
acido nucleico de referéncia e que sdo metabolizados de maneira semelhante
aos nucleotideos de referéncia. Analogos exemplificativos incluem, entre outros,
fosforotioatos, fosforamidatos, metil fosfonatos, fosfonatos quirometil metil, 2-O-
metil ribonucleotideos e acidos nucleicos peptidicos (PNAs). "DNA", "RNA",
"polinucleotideos”, "sequéncia de polinucleotideos”, "oligonucleotideo",
"oligonucleotideo", "nucleotideo", "acido nucleico", "molécula de acido nucleico",
"sequéncia de acido nucleico", "fragmento de &cido nucleico" e "fragmento de

acido nucleico isolado” sdo aqui utilizados indiferentemente.
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[0128] O termo "recombinante” quando usado com referéncia, por exemplo, a
uma célula, ou acido nucleico, proteina ou vetor, indica que a célula, organismo,
acido nucleico, proteina ou vetor foi modificada pela introducdo de um acido
nucleico heterélogo ou proteina ou a alteragdo de um 4cido nucleico ou proteina
nativo ou a célula é derivada de uma célula assim modificada. Assim, por
exemplo, as células recombinantes podem expressar genes que nao sao
encontrados na forma nativa (ndo recombinante ou do tipo selvagem) da célula
ou expressar genes nativos que de outra forma sdo anormalmente expressos,
superexpressos, subexpressos ou nao expressos de forma alguma.

[0129]0s termos  "geneticamente  modificados”, "biotransformados”,
"transgénicos”, "transformados”, "transformacéao" e "transfeccao" tém significado
semelhante a "recombinantes”. "Transformacao”, "transgénico" e "transfeccao"
se referem a transferéncia de um polinucleotideo para o genoma de um
organismo hospedeiro ou para uma célula. Essa transferéncia de
polinucleotideos pode resultar em heranca geneticamente estavel dos
polinucleotideos ou nos polinucleotideos que permanecem extracromossémicos
(ndo integrados ao cromossomo da célula). A heranca geneticamente estavel
pode potencialmente exigir que o0 organismo ou célula transgénica seja
submetido, por um periodo de tempo, a uma ou mais condicdes que exijam a
transcricdo de parte ou de todo o polinucleotideo transferido para que o
organismo ou célula transgénica viva e / ou cresca. Os polinucleotideos que séo
transformados em uma célula, mas ndo estdo integrados no cromossomo do
hospedeiro, permanecem como um vetor de expressdo dentro da célula. Pode
ser necessario cultivar a célula sob certas condicbes ambientais ou de
crescimento para que o vetor de expressdo permaneca na célula ou na progénie
da célula. Além disso, para que a expressao ocorra, 0 organismo ou célula pode
precisar ser mantido sob certas condi¢bes. Os organismos ou células

hospedeiras contendo o polinucleotideo recombinante podem ser referidos como
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organismos ou células “transgénicos” ou “transformados” ou simplesmente como
“transformantes”, bem como organismos ou células recombinantes.

[0130] O termo "vetor" refere-se a alguns meios pelos quais DNA, RNA, uma
proteina ou polipeptideo podem ser introduzidos em um hospedeiro. Os
polinucleotideos, proteinas e polipeptideos que devem ser introduzidos em um
hospedeiro podem ser de natureza terapéutica ou profilatica; podem codificar ou
ser um antigeno; podem ser de natureza regulatoria; etc. Existem varios tipos de
vetores, incluindo virus, plasmideo, bacteriéfagos, cosmideos e bactérias.
[0131]Um "vetor de expressao” é um acido nucleico capaz de se replicar em
uma célula ou organismo hospedeiro selecionado. Um vetor de expressao pode
se replicar como uma estrutura autbnoma ou, alternativamente, pode integrar-
se, no todo ou em parte, aos cromossomos da célula hospedeira ou aos acidos
nucleicos de uma organela ou pode ser usado como uma langadeira para
distribuir DNA estranho as células e assim replicar junto com o genoma da célula
hospedeira. Assim, 0s vetores de expressao sao polinucleotideos capazes de se
replicar em uma célula hospedeira, organela ou organismo selecionado, por
exemplo, um plasmideo, virus, cromossomo artificial, fragmento de &cido
nucleico e para 0s quais certos genes no vetor de expressao (incluindo genes de
interesse) sao transcritas e traduzidas em um polipeptideo ou proteina dentro da
célula, organela ou organismo; ou qualquer construto adequado conhecido na
técnica, que compreende um "cassete de expressdo". Por outro lado, como
descrito nos exemplos deste documento, um "cassete" € um polinucleotideo
contendo uma secdo de um vetor de expressdo desta invencdo. O uso do
cassete auxilia na montagem dos vetores de expressao. Um vetor de expressao
€ um replicon, como plasmideo, fago, virus, virus quimérico ou cosmideo, e que
contém a sequéncia polinucleotidica desejada operavelmente ligada a(s)
sequéncia(s) de controle de expressao.

[0132]Uma sequéncia de polinucleotideo € "operavelmente ligada" a uma

sequéncia de controle de expressdo” (por exemplo, um promotor e,
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opcionalmente, um intensificador) quando a sequéncia de controle de expresséo
controla e regula a transcricdio e / ou traducdo dessa sequéncia de
polinucleotideo. Como utilizado neste documento, a frase "produto genético”
refere-se a uma molécula de RNA ou uma proteina. Além disso, o termo "gene"
pode as vezes se referir & sequéncia genética, ao mMRNA transcrito e
possivelmente modificado desse gene ou a proteina traduzida desse mRNA.
[0133] Os presentes ensinamentos contemplam o direcionamento de homologos
e ortélogos de acordo com as espécies patogénicas selecionadas, por exemplo,
espécies de Vibrio. Sequéncias homologas incluem sequéncias ortlogas e
paraldgicas. O termo "paralogo” refere-se a duplicacfes de genes no genoma de
uma espécie que leva a genes paralogos. O termo "ortdlogo" refere-se a genes
homélogos em diferentes organismos devido a relacdo ancestral. Assim, 0s
ortélogos séo contrapartes evolutivas derivadas de um unico gene ancestral no
altimo ancestral comum de duas espécies (Koonin EV and Galperin MY
(Sequence - Evolution - Function: Computational Approaches in Comparative
Genomics. Boston: Kluwer Academic; 2003. Chapter 2, Evolutionary Concept in
Genetics and Genomics. Disponivel em:
www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK20255/) e, portanto, tem grande probabilidade
de ter a mesma fung¢do. Como tal, os ortélogos geralmente desempenham um
papel semelhante ao das espécies originais de outras espécies.

[0134] A homologia (por exemplo, porcentagem de homologia, identidade de
sequéncia + semelhanca de sequéncia) pode ser determinada usando qualquer
software de comparacdo de homologia que calcule um alinhamento de
sequéncia em pares. Como utilizado neste documento, "identidade de
sequéncia” ou "identidade" no contexto de duas sequéncias de &cido nucleico ou
polipeptideo inclui referéncia aos residuos nas duas sequéncias que sdo iguais
guando alinhadas. Quando o percentual de identidade de sequéncia € usado em
referéncia a proteinas reconhece-se que as posi¢cfes do residuo que ndo séo

idénticas frequentemente diferem por substituicbes conservativas de
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aminoécidos, em que os residuos de aminoacidos sé@o substituidos por outros
residuos de aminoacidos com propriedades quimicas semelhantes (por
exemplo, carga ou hidrofobicidade) e, portanto, ndo alteram as propriedades
funcionais da molécula. Onde as sequéncias diferem nas substituicbes
conservadoras, a identidade percentual da sequéncia pode ser ajustada para
cima para corrigir a natureza conservadora da substituicdo. As sequéncias que
diferem por tais substituicbes conservadoras sao ditas para terem "similaridade
das sequéncia" ou "similaridade". Os meios para realizar este ajuste sdo bem
conhecidos pelos versados na técnica. Normalmente isso envolve marcar uma
substituicdo conservadora como uma incompatibilidade parcial e ndo completa,
aumentando assim a identidade da sequéncia percentual. Assim, por exemplo,
qguando um aminoécido idéntico recebe uma pontuacéo de 1 e uma substituicdo
nao conservadora recebe uma pontuacao zero, uma substituicdo conservadora
recebe uma pontuacdo entre zero e 1. A pontuacdo das substituicdes
conservadoras € calculada, por exemplo, de acordo com o algoritmo de Henikoff
S e Henikoff JG. [Amino acid substitution matrices from protein blocks. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 1992, 89(22): 10915-9].

[0135] De acordo com uma modalidade especifica, as sequéncias de homaologos
sdo pelo menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou mesmo
idénticas as sequéncias (sequéncias de acido nucleico ou aminoécido)
fornecidas aqui. Sequéncias homoélogas de qualquer uma das SEQ ID Nos 1-4
entre 50% a 99% podem ser incluidas em certas modalidades da presente
invencao.

[0136] A expressdo de sobrerregulacdo de um produto genético de patdgeno
pode ser monitorada, por exemplo, por deteccdo direta de transcritos de genes
(por exemplo, por PCR), por deteccéo de polipeptideo(s) codificado(s) pelo gene
(por exemplo, por Western blot ou imunoprecipitagéo), por deteccéo da atividade
biolégica de polipeptideos codificados pelo gene (por exemplo, atividade

catalitica, ligacdo a ligantes e semelhantes) ou por monitoramento de alteracdes
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no hospedeiro (por exemplo, motilidade reduzida do hospedeiro etc.). Adicional
ou alternativamente, a expressao da sobrerregulacdo de um produto genético de
patdogeno pode ser monitorada medindo os niveis de patdégeno (por exemplo,
niveis bacterianos etc.) no hospedeiro em compara¢do com um hospedeiro do
tipo selvagem (isto é, controle) ndo tratado pelos agentes da invencgao.
[0137]Como utilizado neste documento, o termo "moléculas de RNA
interferentes” ou "RNA interferente"” refere-se a um polinucleotideo de RNA que
€ capaz de inibir ou "silenciar" a expressdo de um gene alvo em um patégeno.
Em certas modalidades, uma "molécula de RNA interferente” ou "RNA
interferente” pode incluir um asRNA ou asRNA heterélogo. A sequéncia inibidora
de RNA pode ser maior que 90% idéntica ou mesmo 100% idéntica a porcdo do
transcrito do gene alvo. Alternativamente, a regiao duplex do RNA pode ser
definida funcionalmente como uma sequéncia de nucleotideo que é capaz de
hibridizar com uma porcéo do transcrito do gene alvo sob condicdes rigorosas
(por exemplo, NaCl 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4, EDTA 1 mM, hibridacdo em
60 graus C por 12 libras horéarias; seguido de lavagem). O comprimento das
sequéncias de nucleotideos de fita simples complementares ao transcrito do
gene alvo pode ser pelo menos cerca de 18, 19, 21, 25, 50, 100, 200, 300, 400,
491, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 900, 1000 ou mais bases. Em algumas
modalidades da invencao, o comprimento da sequéncia de nucleotideos de fita
dupla é aproximadamente de cerca de 18 a cerca de 530, ou mais, nucleotideos
de comprimento.

[0138] Deve-se notar que o asRNA pode ser definido em termos da sequéncia
de acido nucleico do DNA que codifica o transcrito do gene alvo e entende-se
que uma sequéncia de asRNA correspondente a sequéncia de codificacdo de
um gene compreende um complemento de RNA da sequéncia de codificagéo do
gene ou outra sequéncia do gene que é transcrita no RNA.

[0139] Por exemplo, para silenciar a expressdao de um mRNA de interesse, a

sintese do asRNA adequado para uso com algumas modalidades da invencéo
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pode ser selecionada como se segue. Primeiro, a sequéncia de mRNA é
digitalizada, incluindo o 3'UTR e o 5'UTR. Segundo, a sequéncia de mRNA &
comparada a um banco de dados gendmico apropriado usando qualquer
software de alinhamento de sequéncia, como o software BLAST disponivel no
servidor NCBI (wwwdotncbidotnimdotnihdotgov / BLAST /). As regides putativas
na sequéncia de mRNA que exibem homologia significativa com outras
sequéncias de codificacdo sao filtradas. As sequéncias alvo qualificadas séo
selecionadas como modelos para a sintese de asRNA. As sequéncias preferidas
sao as que tém pouca homologia com outros genes do genoma para reduzir um
efeito "fora do alvo". Sera compreendido que o agente de silenciamento de RNA
de algumas modalidades da invencdo n&o precisa se limitar as moléculas
contendo apenas RNA, mas abrange ainda nucleotideos e n&do nucleotideos
quimicamente modificados.

[0140] De acordo com uma modalidade especifica, o vetor para o polinucleotideo
de asRNA heterologo e / ou moléculas de extin¢cdo de quorum, ou doador, é uma
bactéria. Em outras modalidades, o doador é uma célula de algas. Vérias
espécies de algas podem ser usadas de acordo com o0s ensinamentos da
invencdo, uma vez que sao uma parte significativa da dieta para muitos tipos de
hospedeiros que se alimentam oportunisticamente de micro-organismos, bem
como de pequenos animais aquaticos, como rotiferos. Exemplos de algas que
podem ser usadas de acordo com 0s presentes ensinamentos incluem, entre
outras, algas verde-azuladas e algas verdes. Especificamente, Actinastrum
hantzschii, Ankistrodesmus falcatus, Ankistrodesmus spiralis, Aphanochaete
elegans, Chlamydomonas sp., Chlorella ellipsoidea, Chlorella pyrenoidosa,
Chlorella variegate, Chlorococcum hypnosporum, Chodatella tisisisisina,
Closterium acis, Closterium acis , Cosmarium botrytis, Desmidium swartzii,
Eudorina elegans, Gloeocystis gigas, Golenkinia minutissima, Gonium
multicoccum, Nannochloris oculata, Oocystis marssonii, Oocystis minuta,

Oocystis pusilla, Palmella texensis, Pandorina simplis, Pandorina piedra,
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Paulschulzia gelatinosa, Polyedriopsis spinulosa, Pseudococcomyxa adhaerans,
Quadrigula closterioides, Radiococcus nimbatus, Scenedesmus basiliensis,
Spirogyra pratensis, Staurastrum gladiosum, Tetraedron bitridens, Trochiscia
hystrix. Anabaena catenula, Anabaena spiroides, Chroococcus turgidus,
Cylindrospermum licheniforme, Bucapsis sp. (U. Texas No. 1519), Lyngbya
spiralis, Microcystis aeruginosa, Nodularia spumigena, Nostoc linckia,
Oscillatoria lutea, Phormidiumfaveolarum, Spinilina platensis.

[0141] Em uma modalidade adicional, uma composic¢éo incluindo uma bactéria
geneticamente modificada configurada para expressar asRNA e moléculas de
extincdo de quorum pode ser formulada como um granulo ou p6 dispersivel em
agua que pode ainda ser configurado para ser disperso no ambiente. Ainda em
uma outra modalidade, as composicdes da presente invencdo também podem
compreender um p6 umectavel, pulverizador, emulsdo, coloide, solugdo aquosa
ou organica, polvilho, granulado ou concentrado coloidal. As formas secas das
composicdes podem ser formuladas para se dissolver imediatamente apds a
umedecimento ou, alternativamente, se dissolver de uma maneira controlada, de
liberacdo sustentada ou de outra maneira dependente do tempo. Alternativa ou
adicionalmente, a composicdo pode compreender uma solucdo aquosa. Tais
solucBes ou suspensfes aquosas podem ser fornecidas como uma solucéo
estoque concentrada que é diluida antes da aplicacdo ou, alternativamente,
como uma soluc¢do diluida pronta para aplicacdo. Tais composi¢cdes podem ser
formuladas de véarias maneiras. Elas podem ser empregadas como pés
umectaveis, granulos ou pés, misturando-se com varios materiais inertes, como
minerais inorganicos (derivados de silicone ou silicio, filossilicatos, carbonatos,
sulfatos, fosfatos e semelhantes) ou materiais botanicos (espigas de milho em
pd, cascas de arroz cascas de nozes e semelhantes). As formulacdes ou
composi¢cbes contendo bactérias geneticamente modificadas podem incluir
adjuvantes de adesivo espalhador, agentes estabilizadores, outros aditivos

pesticidas ou tensoativos. As formulacdes liquidas podem ser empregadas como
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espumas, suspensdes, concentrados emulsionaveis ou semelhantes. Os
ingredientes podem incluir agentes teologicos, tensoativos, emulsificantes,
dispersantes ou polimeros.

[0142] As composi¢Bes da invengdo, que podem incluir bactérias doadoras
simbidticas geneticamente modificadas que expressam polinucleotideos de RNA
heter6logo e/ou uma molécula de extincdo de quorum, podem ser usadas para
o controle biologico de patégenos em um animal ou outro hospedeiro. Tal pedido
compreende administrar a um hospedeiro uma quantidade eficaz da composicéo
que expressa do doador polinucleotideos de RNA heterdlogo e/ou uma molécula
de extincdo de quorum suficientes que podem ser transportados para fora do
doador e absorvidos pelo patégeno alvo, interferindo assim na expressao de um
gene essencial alvo e, assim, controlar o patégeno e / ou doenc¢a do patdégeno
causando efeitos no hospedeiro.

[0143] As composicBes da invencdo podem ser usadas para o controle da
expressao genética de patdégenos e / ou QS e seus efeitos aqui descritos, in vivo.
Tal aplicagdo compreende administrar ao hospedeiro alvo, como camarao, uma
quantidade eficaz da composicdo que suprime o patégeno transportado pelo
hospedeiro, reduzindo ou eliminando o estado da doenca no hospedeiro, além
de tornar o patdgeno intransferivel, por exemplo, a uma populacdo hospedeira.
Assim, independentemente do método de aplicacdo, a quantidade de bactérias
doadoras  simbiodticas  geneticamente  modificadas que  expressam
polinucleotideos de RNA heterdlogo e/ou moléculas de extingdo de quorum que
podem ser aplicados em uma quantidade eficaz para matar ou suprimir um
patbgeno e / ou suprimir QS ou seus efeitos em um patégeno, variara
dependendo de fatores como, por exemplo, o hospedeiro a ser controlado, o tipo
de patdégeno, em alguns casos a fonte de agua a ser tratada, as condicdes
ambientais e o método, taxa e quantidade de aplicagdo da composicdo. A

concentracdo da composi¢do que é usada para aplicacdo ambiental, sistémica
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ou foliar variard amplamente, dependendo da natureza da formulacao especifica,
meios de aplicacdo, condicbes ambientais e grau de atividade biocida.

[0144] De acordo com algumas modalidades, o polinucleotideo de asRNA
heterdlogo e/ou uma molécula de inibicdo de quorum é fornecido em quantidades
eficazes para reduzir ou suprimir a expressao de pelo menos um produto de gene
patdgeno e / ou reduzir ou suprimir QS e / ou reduzir ou suprimir a formacao de
biofilme. Como utilizado neste documento, "uma quantidade supressora” ou
"uma quantidade eficaz" ou "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a
uma quantidade de asRNA que é suficiente para regular (reduzir a expressao
do) gene alvo em pelo menos 5%, 10% 20%, 30%, 40%, 50%, ou mais, 60%,
70%, 80%, 90%, oi ainda até 100%. Todas as faixas incluem as faixas
estabelecidas especificamente. Como utilizado neste documento, "uma
quantidade supressiva" ou "uma quantidade eficaz" ou uma molécula de inibicao
de quorum refere-se a uma quantidade de uma molécula de inibicdo de quorum
gue é suficiente para reduzir a formacéo de QS e / ou biofilme em um patégeno
alvo, preferencialmente um patégeno causador de EMS, em pelo menos 5%,
10% 20%, 30%, 40%, 50% ou mais, digamos 60%, 70%, 80%, 90%, ou
até100%. Todas as faixas incluem as faixas estabelecidas especificamente.
[0145] Como utilizado neste documento, o termo "gene" ou "polinucleotideo”
refere-se a um uUnico nucleotideo ou um polimero de residuos de acido nucleico
de qualquer comprimento. 0] polinucleotideo pode conter
desoxirribonucleotideos, ribonucleotideos e / ou seus analogos e pode ser de fita
dupla ou de fita simples. Um polinucleotideo pode compreender acidos nucleicos
modificados (por exemplo, metilados), analogos de acidos nucleicos ou acidos
nucleicos de ocorréncia ndo natural e pode ser interrompido por residuos de
acidos ndo nucleicos. Por exemplo, um polinucleotideo inclui um gene, um
fragmento de gene, cDNA, DNA isolado, mRNA, tRNA, rRNA e RNA isolado de

qualquer sequéncia, polinucleotideos recombinantes, iniciadores, sondas,
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plasmideos e vetores. Incluidos na definicdo estdo os polimeros de &cido
nucleico que foram modificados, seja naturalmente ou por intervencao.

[0146] Como utilizado neste documento, os termos "aproximadamente™ ou "cerca
de" se referem a £ 10%. Sempre que uma faixa numérica for aqui indicada, ela
deve incluir qualquer ndmero citado (fracionario ou integral) dentro da faixa
indicada. As frases "variando / varia entre” um primeiro nimero indicado e um
segundo numero indicado e "abrangendo/abrange de" um primeiro ndamero
indicado "a" um segundo numero indicado sdo usadas aqui de forma
intercambiavel e devem incluir o primeiro e o segundo nimeros indicados e todos
0s numerais fracionarios e integrais entre eles.

[0147] Os termos "compreende”, "compreendendo”, "inclui", "incluindo”, "tendo"
e seus conjugados significam "incluindo, entre outros.” O termo "consistindo em"
significa "incluindo e limitado a". O termo "consistindo essencialmente em"
significa que a composicdo, método ou estrutura pode incluir ingredientes,
etapas e / ou partes adicionais, mas somente se 0s ingredientes, etapas e / ou
partes adicionais ndo alterarem materialmente as caracteristicas basicas e
novas da composicéo, método ou estrutura reivindicada.

[0148] Como utilizado neste documento, a forma singular "uma”, "um" e "a/o"
inclui referéncias no plural, a menos que o contexto claramente indique de outra
forma. Por exemplo, o termo "um composto” ou "pelo menos um composto” pode
incluir uma pluralidade de compostos, incluindo suas misturas.

[0149] Ao longo deste pedido, varias modalidades desta invencdo podem ser
apresentadas em um formato de faixa. Deve ser compreendido que a descricao
em formato de faixa € meramente para conveniéncia e brevidade e ndo deve ser
interpretada como uma limitacdo inflexivel no escopo da invencéo.
Consequentemente, a descrigdo de uma faixa deve ser considerada como tendo
divulgado especificamente todas as possiveis subfaixas, bem como valores
numeéricos individuais nessa faixa. Por exemplo, a descricdo de uma faixa, tal

como de 1 a 6, deve ser considerada como tendo divulgado especificamente
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subfaixas taiscomodela3,dela4,dela5,de2a4,de2a6,de3a6,etc.,
bem como numeros individuais dentro dessa faixa, por exemplo, 1, 2, 3, 4,5 e 6.
Isto se aplica independentemente da amplitude da faixa.

[0150] Como utilizado neste documento, o termo "sistema" e/ou "método" refere-
se a modos, meios, técnicas e procedimentos para realizar uma determinada
tarefa, incluindo, entre outros, modos, meios, técnicas e procedimentos
conhecidos, ou facilmente desenvolvidos a partir de modos, meios, técnicas e
procedimentos conhecidos por praticantes das técnicas quimicas,
farmacoldgicas, biologicas, bioquimicas e médicas. Como utilizado neste
documento, o termo "tratamento” inclui revogar, inibir substancialmente, retardar
ou reverter a progressao de uma condi¢cdo, melhorar substancialmente os
sintomas clinicos ou estéticos de uma condicdo ou impedir substancialmente o
aparecimento de sintomas clinicos ou estéticos de uma condi¢ao.

[0151] Como utilizado neste documento, "simbidtico” ou "simbiontes” geralmente
se refere a uma bactéria que é um simbionte de um hospedeiro. Ele também
pode incluir bactérias que persistem ao longo do ciclo de vida de um hospedeiro,
interna ou externamente, e podem ser passadas horizontalmente para a prole ou
ovulos de um hospedeiro. Os simbiontes também podem incluir bactérias que
colonizam fora das células do hospedeiro e até mesmo nos tecidos, linfa ou
secrecOes do hospedeiro. Endossimbiontes geralmente se refere a um subgrupo
de simbiontes internos.

[0152] Como utilizado neste documento, “transbiodtico” refere-se a producgéo de
polinucleotideos de RNA ou extintores de quorum dentro de bactérias
simbidticas ou naturais que vivem dentro do organismo hospedeiro alvo que séo
projetadas para inibir a expressao dos genes hospedeiros ou patégenos alvo.
[0153] Esta invencéo utiliza técnicas de rotina no campo da biologia molecular.
Os textos basicos que descrevem os métodos gerais de uso nesta invengao
incluem Green e Sambrook, 42 ed. 2012, Cold Spring Harbor Laboratory;
Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1993); and
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Ausubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, 1994-current, John
Wiley & Sons. Salvo indicacdo em contrario, os termos técnicos sédo usados de
acordo com o uso convencional. As definicbes de termos comuns em biologia
molecular podem ser encontradas, por exemplo, em Benjamin Lewin, Genes IX,
publicado por Oxford University Press, 2007 (ISBN 0763740632); Krebs, et al.
(eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, published by Blackwell Science
Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology
and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

[0154] A invencéo agora descrita em geral sera mais facilmente entendida por
referéncia aos exemplos a seguir, que sao incluidos apenas para fins de
ilustracdo de certos aspectos das modalidades da presente invencdo. Os
exemplos ndo se destinam a limitar a invencdo, como um versado na técnica
reconheceria a partir dos ensinamentos anteriores e dos exemplos a seguir que
outras técnicas e métodos podem satisfazer as reivindicacbes e podem ser
empregados sem se afastar do escopo da invencdo reivindicada. De fato,
embora essa invengao tenha sido particularmente mostrada e descrita com
referéncias as modalidades preferenciais da mesma, serd compreendido pelo
versado na técnica que varias alteracdes na forma e detalhes podem ser feitas
sem se distanciar do escopo da invencdo abrangido pelas reivindicacdes
anexas.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Prevencao de EMS com bactérias entéricas que interrompem

0 projeto de construto de deteccdo de guorum.

[0155] Para degradar Al-1, os presentes inventores superexpressaram a
lactonase, AidH, de Ochrobactrum. Ao contrario da B. cereus AiiA lactonase, a
atividade catalitica de AidH n&o requer zinco, que pode estar presente apenas
em quantidades limitadas na 4gua do mar e/ou em ambientes de aquicultura

artificial. Os presentes inventores colocaram o gene aidH sob o controle de um
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forte promotor Pupp que esti4 operavelmente em bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Um cassete de expressao de PuppaidH foi clonado no vetor
vaivém pAD43 e em pACYC184. Para absorver Al-2 do ambiente, 0s presentes
inventores clonaram e superexpressaram o operon de E. coli Isr. Na tentativa de
diminuir a concentracdo de moléculas de sinal Al-1 e Al-2, os presentes
inventores coexpressam ainda os construtos de extingao de Al-1 e Al-2 usando
construtos de plasmideo compativeis. O projeto do plasmideo € descrito em
Materiais e Métodos. Todos os plasmideos foram transformados em isolado
natural entérico Enterobacter sp.

Exemplo 2: O cocultivo de Vibrio harveyi com construtos de AG1l que

expressam aidHleva a uma diminuicdo na luminescéncia do Vibrio

[0156] Como geralmente mostrado na Figura 1, os presentes inventores
demonstraram as propriedades de extincdo de quorum das cepas construidas.
Nesta modalidade, os presentes inventores realizaram experiéncias de extingao
de luminescéncia com uma matriz de cepas de V. harveyi que respondem
diferencialmente a Al-1 e Al-2. Para este ensaio, 0s construtos de AG1 de
extingdo de quorum foram cocultivados com cepas Vibrio que emitem
luminescéncia durante 12-16 horas em placas de 96 pocos com fundo
transparente. Construtos de controle que expressam genes neutros (por
exemplo, AG1-pOX ou AG1l-pLuc) foram usados como cepas de controle em
experimentos paralelos. Durante o0 crescimento bacteriano, tanto a
luminescéncia quanto a densidade Optica da cultura foram monitoradas. Como
observado pelos presentes inventores, a luminescéncia das cepas de Vibrio é
acentuadamente aumentada na fase inicial de crescimento estacionario,
manifestando a detec¢cédo de quorum bacteriano.

[0157] Novamente, como mostrado na Figura 2, um construto bacteriano Al-1,
AG1 gque expressa o0 gene da aidH demonstrou a capacidade de extinguir tanto
a luminescéncia de V. harveyi de tipo selvagem 116 (Fig. 2A) e, ainda mais

proeminente, a luminescéncia da cepa de V. harveyi 117 mutante que
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respondem apenas a Al-1 (Fig. 2B). No entanto, néo foi observada extin¢cdo da
luminescéncia quando o0s presentes inventores cocultivaram as bactérias
geneticamente modificadas com uma cepa de V. harveyi 118 que responde
exclusivamente a Al-2 (Fig. 2C). Construtos bacterianos que expressam
luciferase como gene neutro (pLuc) foram usados como controle. O efeito
proeminente de extin¢do de luminescéncia do cocultivo de Vibriocom AG1-pAidH
demonstra que as novas cepas bacterianas geneticamente engenheiradas sao
extintores de quorum eficientes, conforme indicado por uma reducédo na
bioluminescéncia.

Exemplo 3: O cocultivo de Vibrio harveyi com construtos de AG1l que

expressam Isrleva a uma diminuicdo na luminescéncia do Vibrio

[0158] Os presentes inventores demonstraram a seguir que a superexpressao do
operon Isr em Agl leva a extincdo do quorum. Nesta modalidade, os presentes
inventores realizaram experiéncias analogas, como geralmente descrito acima,
utilizando um construto Agl — pLsr. Como construto de controle, foi utilizada a
cepa Agl-pOX contendo um plasmideo sem nenhum inserto. Como geralmente
mostrado na Figura 3, Al-2, AG1-pLsr extingue a bioluminescéncia de V. harveyi
116 de tipo selvagem em uma extensdo semelhante a Agl-pAidH (Fig. 3A). No
entanto, houve efeito insignificante na bioluminescéncia de V. harveyi 117
(responsavel apenas pela Al-1) (Fig. 3B). Em contraste, a bioluminescéncia da
cepa Vibrio 119, que responde apenas a Al-2, foi visivelmente extinta pelo
cocultivo com Agl-pLsr (Fig.3C). Assim, os presentes inventores confirmaram
gue 0s novos construtos bacterianos geneticamente modificadas reduziram a
deteccado de quorum de Vibrio , especifica e eficientemente.

Exemplo 4: O co-cultivo de Vibrio harveyi com construtos de Agl de

extincdo de quorum leva a uma aptiddo de Vibrio reduzida e a uma formacéo de

biofilme reduzida.

7

[0159] Como descrito acima, a formacéo de biofiime &€ um importante traco

patogénico de muitas bactérias. A fim de estabelecer mecanismos
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antipatogénicos dos construtos de extingdo de quorum projetados, 0s presentes
inventores estudaram seu efeito na formacéo de biofilme por V. harveyi. Como
mostrado abaixo, os presentes inventores demonstraram que o AG1 sozinho néo
produziu quase nenhum biofilme durante enquanto o cocultivo de AG1 com
cepas de V. harveyi resulta em camada detectdvel de biofime. Como
geralmente mostrado na Fig. 4A, a eliminacao de Al-1 do meio bacteriano por
AG1-pAidH leva a diminuicdo da formacédo de biofilme por todas as cepas de
Vibrio que respondem a Al-1 (por exemplo, 116 e 118), mas ndo pela cepa
mutante 117 que ndo responde a Al-1. Os presentes inventores demonstraram
ainda que AG1-pLsr, que extingue as moléculas de Al-2, € capaz de diminuir a
formacdo de biofilme em todas as cepas sensiveis a Al-2 (por exemplo, tipo
selvagem 116 e sua variante mutante 119). No entanto, o cocultivo com AG1-
pLsr ndo teve efeito negativo na formacéo de biofilme por V. harveyi 118, que
responde apenas a Al-1. Assim, usando o patdgeno oportunista V. harveyi como
um organismo modelo exemplificativo, os presentes inventores mostram que, em
certa modalidade, os construtos de extingdo de quorum da novidade sao
capazes de diminuir a formacéo de biofilme de maneira eficiente e especifica.
(Fig.4)

Exemplo 5: A co-expressao de aidH e Isr em Agl leva a luminescéncia de

Vibrio reduzida, mas nao diminui a formacédo de biofilme.

[0160] Em uma modalidade da invencao, os presentes inventores demonstraram
gue construtos bacterianos que expressam fatores individuais de extingdo de
quorum (por exemplo, Isr ou aidH) exibem efeitos semelhantes, mas parciais, na
luminescéncia e na formacao de biofilme. Foi raciocinado que a coexpressao de
dois inibidores de quorum juntos pode levar a um resultado aditivo. Assim, 0s
presentes inventores clonaram e expressaram o0 gene aidH sob controle do
mesmo promotor forte de pupp no vetor de plasmideo compativel pACYC184
gue pode coexistir com os tipos de plasmideos pOX em células bacterianas. Os

plasmideos pLsr (pOX) e pAidH’ (pLuc) foram introduzidos nas células AG1.
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Como geralmente mostrado na figura 5, embora pACYC184-AidH possui
nameros de copias menores em comparacdo com o plasmideo pAD-AidH,
produziu proteina AidH suficiente para extinguir a luminescéncia de Vibrio de
forma eficiente (Fig5. A, B) e para reduzir a formagéo de biofilme (Fig. 5 C).
Embora tenha sido observado qualquer efeito da coexpressao de pLSR e pAidH’
na formacéao de biofilme, um efeito cumulativo na bioluminescéncia de Vibrio foi
demonstrado nos dados. E importante ressaltar que a coexpressdo de dois
construtos de extincdo de quorum permite que as modalidades da presente
invencao abranjam diferentes fases de crescimento populacional de bactérias.

Exemplo 6: Desafio de alimentacdo de camardo / Vibrio parahaemolyticus

[0161] Para determinar se a interrup¢cdo da deteccdo de quorum em bactérias
entéricas fornece protecdo ao camarao contra o Vibrio sp. Patogénico e se reduz
a mortalidade associada a EMS, os presentes inventores realizaram ensaios
com EMS de camardo usando Vibrio parahaemolyticus como patégeno
exemplificativo. Nesta modalidade, para estabelecer uma populacdo de
bactérias que inibem o quorum no intestino do camardo, o camardo foi
alimentado pela Enterobacter expressando varias moléculas de inibicdo do
quorum codificadas por plasmideo ou asRNA-dam por 5 dias antes do desafio
com Vibrio .

[0162] Para confirmar que as bactérias Agl sdo capazes de sobreviver e persistir
no intestino de camardo, foram realizadas experiéncias preliminares de
colonizacdo. As Agl foram transformadas pelo plasmideo pGFPuv (Clontech)
gue codifica a proteina GFP fluorescente. Os camardes foram alimentados com
alimentos com Agl-pGFPuv por 10 dias e a presenca de Agl foi detectada nos
dias 5 e 10 por analise de intestinos de camardo sob microscopio fluorescente
(fluorescéncia de GFP detectada nos intestinos) e por um método de contagem
de placas (colénias Agl foram identificadas por fluorescéncia de GFP) usando

intestinos isolados de camaréo. Apés 5 dias de alimentacdo de Agl, o titulo
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bacteriano no intestino do camaréo foi de ~ 2,8E +06 ufc / g e aumentou
levemente no dia 10 (Ver a Tabela 1 abaixo). Nesta modalidade, no dia 5 apés
a alimentacdo das bactérias geneticamente modificadas ao camardo, 0s
presentes inventores iniciaram os desafios com Vibrio .

Exemplo 7: Contagem de mortalidade induzida por EMS.

[0163] Neste exemplo, foram realizados dois ensaios independentes de desafio
EMS. Como geralmente mostrado na figura 6, no ensaio 1, a infeccao por Vibrio
parecia ser aguda e produziu mortalidade rapida em todos os grupos testados;
100% dos camardes do grupo de controle morreram 12-24h apés o desafio com
o Vibrio . No entanto, o desenvolvimento da infec¢éo foi retardado em camardes
alimentados com bactérias Ag-AidH1p (mortalidade de 37% dentro de 12 horas
apos a infeccdo versus mortalidade de 68% no grupo controle) e 20% do grupo
Ag-AidH1p sobreviveram ao experimento de 5 dias, enquanto nenhum camarao
do grupo de controle sobreviveu. (Fig 6 A-B)
[0164] As condi¢cdes de infeccdo foram otimizadas para o segundo ensaio de
camardo de extingdo de quorum. A dose de infeccao foi reduzida em 10x e
etapas adicionais de lavagem foram adicionadas para eliminar o acamulo de
toxinas bacterianas na cultura Vibrio antes do desafio. Neste estudo, a infec¢éo
se desenvolveu mais lentamente e a mortalidade total no dia 5 apés a infeccéo
atingiu 55% no grupo de controle alimentado apenas com Agl-Luc. Sob essas
condi¢Oes, todas as cepas de extingao de quorum forneceram ao camaréo algum
nivel de protecdo. Para o grupo com melhor desempenho, Ag-AidHlp, a
mortalidade total apds 5 dias apds a infeccao foi de 25% vs 55% para 0 grupo
de controle. Os camarfes alimentados com Ag-1lpLsr e Ag-AidH1p-Isr tiveram
taxas de mortalidade de 31% e 34%, respectivamente. (Fig 6 C-D)

Exemplo 8: Reducéo de genes de viruléncia de expressdo em Vibrio de

intestinos de cepas de extincdo de quorum Enterobacter alimentadas com
camarao Agl-pAidH, Agl-pLsr e Agl-pLisr-pAidH.
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[0165] Como geralmente descrito acima, para muitas bactérias patogénicas, a
deteccdo de quorum é uma parte importante da regulacédo da viruléncia e esta
envolvida na regulacdo da expressao dos genes da viruléncia. Como tal, os
presentes inventores selecionaram dois fatores separados de viruléncia doVibrio
parahaemolyticus , nomeadamente Mam7 e PirA, como marcadores para 0
estado de patogenicidade do Vibrio nesta modalidade preferida. Mam7 € uma
proteina de adesdo que se liga a fibronectina e é fundamental para a ligacao
inicial do Vibrio as células hospedeiras durante o estagio inicial da infec¢édo. PirA
€ uma proteina citotdéxica envolvida no desenvolvimento de EMS.

[0166] Como geralmente mostrado na figura 7, os camardes vivos e mortos foram
coletados no Ensaio 2, 48 horas apos a infeccdo, e os niveis de expressao de
Mam7 e Ap4 foram avaliados por gqPCR no mRNA extraido do intestino de
camardo. A expressdo de Mam?7 foi reduzida em cerca de 2 vezes em Vibrio a
partir de intestinos de camarao alimentados com todas as cepas de Enterobacter
que extinguem quorum. Os niveis de expressdao de Mam7 em Vibrio de
intestinos de camardo morto foram aproximadamente 0os mesmos que no
camarao vivo do grupo controle, indicando que o mRNA n&o foi degradado no
camardo morto. (Ver Fig. 7A.) A expressdo da toxina PirA mRNA também foi
reduzida no Vibrio obtido de camardes alimentados com todas as cepas
bacterianas de extingdo de quorum, com a maior reducdo observada em
camardes alimentados com bactérias Agl-pAidH. Perceptivel, este grupo de
camardes teve taxas de sobrevivéncia superiores em comparag¢ao com todos os
outros grupos. O nivel de expresséo de pirA no Vibrio a partir de intestinos de
camardo morto foi quase 10 vezes elevado em comparacdo com todos 0s
camardes sobreviventes (ver Fig.7B).

Exemplo 9: Prevencéo de EMS inoculando camardo com bactérias entéricas de

camarao que expressam genes Vibrio gue direcionam asRNA.

[0167] Como descrito acima, em uma modalidade, a tecnologia de convite inclui

novos meétodos, sistemas e composi¢cOes para a regulacdo da expressao de
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genes alvo em bactérias por asRNA produzido em outra bactéria que direciona
um gene de interesse expresso pelas bactérias receptoras. Por exemplo, em
uma modalidade, a invencéo pode incluir reducdo na expressao de dam em
Vibrio cocultivado com Enterobacter Agl expressando asRNA-dam. Em Vibrio,
a metilacdo de DNA dependente de dam esta envolvida na regulagdo das vias
de patogenicidade; portanto, a redugao no nivel de expressédo de dam deve levar
a diminuicdo da viruléncia do Vibrio . Em uma modalidade potencial desta
estratégia de asRNA, os camardes foram alimentados por Agl expressando
asRNA-dam e depois desafiados por Vibrio parahaemolyticus.

Exemplo 10: Contagem de mortalidade induzida por EMS.

[0168] Neste exemplo, foram realizados dois ensaios independentes de desafio.
Como geralmente mostrado na figura 8, em ambos 0s ensaios, o camardo
alimentado com Enterobacter expressando asRNA-dam (Agl-asRNA-dam) teve
mortalidade reduzida em comparacdo ao grupo controle. Em um ensaio de
desafio mostrado na figura 8 A-B, os camardes foram alimentados com Agl
configurada para expressar uma proteina inespecifica (Agl-Luc) como controle.
Neste exemplo, a reducdo no efeito da mortalidade foi moderada, com 43% de
mortalidade em camarbes alimentados por Agl-asRNA-dam vs 59% de
mortalidade no grupo controle. (Ver Fig.8) Em um segundo ensaio mostrado na
figura 8 C-D, a taxa de mortalidade de camardes alimentados com Agl-asRNA-
dam foi reduzida em mais de 2 vezes em comparacdo com 0s camardes
alimentados por Agl-Luc. A mortalidade no dia 5 apés a infecgédo foi de 24% vs
55% para o grupo controle. (Fig.8 C-D) As diferencas nos resultados entre o
primeiro e o segundo ensaios podem ser explicadas pelo fato de que, no
segundo ensaio a cultura de culturas de Vibrio foi lavada 3X antes de adicionar
as bactérias ao alimento dos camardes, 0 que potencialmente reduz o acumulo

de toxinas bacterianas no alimento.
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Exemplo 11: Reducdo da expressao de genes de viruléncia em Vibrio , obtida a

partir de Enterobacter alimentado com camardo, expressando asRNA

direcionando a expressao do gene dam de Vibrio.

[0169] Neste exemplo, os niveis de expressdo dos genes de viruléncia de Vibrio
parahaemoliticus mam?7 e pirA foram avaliados por gPCR no RNA extraido de
intestinos de camarao vivo e morto coletados no Ensaio 2 as 48 h apds o desafio
com Vibrio . A expressdo de ambos os genes de viruléncia foi drasticamente
reduzida no Vibrio obtido de intestinos de camardo alimentados com Agl-
asRNA-dam. A expressédo do gene mam? foi reduzida 3,5 vezes e a expresséo
de pirA foi reduzida ~ 10 vezes neste grupo. (Fig. 9)

Exemplo 12: A expressdo de Mam7 pode ser regulada por metilacdo de
DNA dependente de Dam.

[0170] Significativamente, a analise qPCR indicou reducdo na expressdo de
mam7 em Vibrio em camardes alimentados com Agl-asRNA-dam, indicando
gue a expressao de mam?7 pode ser regulada por metilacdo de DNA dependente
de dam. A regulacdo do gene Mam7, incluindo o promotor e / ou outros
elementos reguladores de acéo cis / trans, ndo foi previamente identificada. Para
verificar a possibilidade de regulacdo dependente de Dam de expressdo de
mam7 0s presentes inventores analisaram a montante do gene mam7 (VP1611)

com o software Softberry (http://www.softberry.com/) para predizer a posicéo e

composic¢ao do promotor de mam7 . Como mostrado na Figura 10, um potencial
promotor de gene foi encontrado na posi¢cdo 288 pb a montante do cédon de
iniciacdo de mam7 . Foram encontradas quatro potenciais sequéncias alvo de
metilacdo de Dam DNA metilase (GATC) na area do promotor, com uma delas
sobrepondo o elemento promotor -10. Esta composicdo promotora predita
sugere fortemente regulacdo dependente de Dam da expressao genética de

mam-7.
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Exemplo 13: Utilizando bactérias entéricas de camardo engenheiradas

para expressar moléculas perturbadoras de deteccdo de quorum ou asRNAs

direcionando o silenciamento de genes essenciais/ e / ou de viruléncia no Vibrio.

[0171]Os presentes inventores descrevem aqui sistemas, métodos e
composi¢cdes para o0 uso de bactérias engenheiradas geneticamente, mais
especificamente bactérias entéricas de camardo projetadas para expressar
moléculas perturbadoras de deteccao de quorum e / ou asRNAs direcionado o
silenciamento de genes essenciais / e / ou de viruléncia para proteger o camaréo
do desenvolvimento de infeccdo de Vibrio e reduzir a mortalidade associada a
EMS. Foi demonstrado ainda que o Vibrio de intestinos de camaréo alimentados
com bactérias de extincdo de quorum e / ou bactérias que expressam asRNA-
dam reduziu a expressdo dos genes de viruléncia mam7 e pirA. Tomados em
conjunto, esses resultados demonstram certas modalidades da tecnologia
inventiva atual que usam bactérias entéricas engenheiradas como uma
plataforma eficaz para protecdo de camardo contra infeccédo por patégenos.

Exemplo 14: Material e Métodos.

Projeto e construcdo de cepas e plasmideos

[0172] Todas as cepas e plasmideos usados nesta invencédo estao listados na
Tabela 2. Para criar cepas bioativas, os plasmideos descritos abaixo foram
transformados em células Enterobacter eletro-competentes. As descricdes dos
plasmideos séo as seguintes: (a) gene pAidH — aidH de Ochrobactrum sp.(Mei
et al., 2010) foi otimizado por cédon para expressao de Enterobacter usando o
traje do programa Vector NT. O gene otimizado por codon foi suplementado com
o sitio de ligacéo ao ribossomo e foi encomendado como fragmento de DNA via
IDTDNA. A PCR adicional foi realizada usando os oligonucleotideos pAD-lact-for
e pAD-lact-rev (Tabela 3). Para a clonagem, foi utilizado o kit NEBuilder® HiFi
DNA Assembly (NEB) para montar as sequéncias genéticas amplificadas e o
plasmideo pAD43 linearizado (Fig. 10 A); (b) pLuc - foi usado como um
plasmideo de controle que codifica o gene neutro. Foi feito como descrito acima,
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mas o gene da luciferase foi usado em vez de aidH; (c) pAidH’, pLuc’. O vetor
pACYC184 foi utilizado para criar o vetor compativel com pAD / pSF que
expressa aidH (Luc) Para amplificar os genes com os correspondentes sitios de
ligagdo do promotor, terminador e ribossomo, foi realizada a PCR adicional
usando os oligonucleotideos pACYC-for e pACYC-rev. Finalmente, o produto de
PCR foi clonado no plasmideo pACYC184 linearizado com EcoRV usando o kit
NEBuilder® HiFi DNA Assembly (NEB). O mapa de plasmideo € mostrado na
Fig. 10

[0173] Plasmideos produzidos por GENESCRIPT: (a) pLsr - contém o operon E.
coli Isr expresso sob o controle do promotor lacUV no vetor de plasmideo de
copia multipla pSF-OXB19 (Sigma). O mapa de plasmideo € mostrado na Fig.
10; (b) projeto estabilizador de RNA de terminagdo emparelhads (PT) de
p(asDam) e p(asGFP)A para produzir RNA antissentido (asRNA) foi utilizado
para criar cassetes que expressam asRNA. Fragmentos de alcance GC
invertidos de flanqueamento de 38 pb de comprimento foram adicionados em
ambas as extremidades da sequéncia de asRNA especifica, formando uma
estrutura em gancho de cabelo com a alca de asRNA na extremidade. O
terminador rrnB (terminador do gene rrB E.coli ) foi colocado apés uma
sequéncia de conector de 207 pb de comprimento no final do cassete que
expressa asRNA e o cassete foi clonado para o plasmideo pAD-43-25 sob o
controle do promotor Pupp .

Crescimento bacteriano

[0174] Utilizou-se meio LBS para o crescimento de bactérias (10 g / L de Bacto-
Triptona, 5 g/ L de extrato de levedura, 20 g / L de NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH
7,5). Quando necessario, antibidticos foram utilizados nas seguintes
concentragdes: carbenicilina 50 pg / ml, ampicilina 100 pg / ml, cloranfenicol 25

ug / mi.
Ensaio de biofilme
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[0175] Cepas de Vibrio harveyi e Enterobacter Agl foram cultivadas durante a
noite em meio LBS, diluidas para ODesoo 0,2 - 0,4 e misturadas com Vibrio sp.em
uma razdo de Vibrio/Agl a 5/1. Em seguida, 150 pl da cultura mista foram
adicionados aos pocos de uma placa de 96 pocos (3 experimentos
independentes com 8 replicagbes técnicas em cada experimento foram
analisados para cada tratamento) e incubados sem agitacdo a 28° C por 24h.
Apos a incubacao, os biofilmes bacterianos foram corados com violeta de cristal
de acordo com o protocolo descrito por O'Toole (O'Toole, 2011) e a absorbancia
foi medida no leitor de placas Tecan a 550 nm.

Ensaio de bioluminescéncia

[0176] As cepas Vibrio e Enterobacter Agl (extintores de quorum) foram
cultivadas durante a noite em meio LBS, diluidas para ODeoonm de 0,1 - 0,2 e
foram misturadas na razao de 1:1 em uma placa de cultura de tecidos preta de
96 pocos com fundo claro. As placas foram cobertas por filme transparente
respiravel ao ar. Culturas mistas foram cultivadas a 28 °C por 12 h em um leitor
de placas Sinergy H4 com aeracéo periddica. As medicdes de luminescéncia e
ODsoonm foram realizadas a cada 20 minutos. 8 curvas paralelas tomadas para
cada condicdo experimental; 2 experimentos independentes foram realizados;
curvas médias sdo mostradas.

gRT-PCR

[0177]1 A expressdo relativa do gene nas células Vibrio foi medida por PCR
guantitativa em tempo real (QRT-PCR). Os RNAs totais foram isolados usando
um kit de RNA bacteriano Omega E.Z.N.A. A amplificacdo por PCR em tempo
real foi realizada usando um sistema QPCR Mx3000P (Agilent technologies).
Utilizou-se um kit RT-gPCR universal de uma etapa Luna® (NEB) para realizar
uma etapa de RT-PCR. A concentracao de oligonucleotideos e as condicdes de
ciclizacao utilizadas estavam de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Os genes e os iniciadores especificos de genes estéo listados nas Tabelas 5 e

6, respectivamente. Menos que 25 ng de RNA bacteriano total foram utilizados
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em cada reacdo. Os niveis de expressdo relativa dos transcritos especificos
foram calculados usando o nivel de expressdo de mRNA de gyrB como
referéncia interna para normalizacao.

Analises de dados

[0178] As médias e erros padrdo da meédia (SEM) foram calculados a partir de
pelo menos trés experimentos independentes. Todos os outros dados foram
analisados pelo teste Anova com SigmaPlot. A significancia das diferencas entre
0S grupos experimentais foi aceita com um valor de P <0,05.

Desafio Vibrio de Camaréo

[0179] Bactérias: Enterobacter sp. Agl foi transformada com plasmideos
indicados na Tabela 2. As bactérias foram cultivadas durante a noite em LB com
o antibiotico correspondente e, em seguida, centrifugadas e misturadas em
alimentos comerciais de camarao (Zeigler PL 40) a uma concentracao de 1E +10
CFU / g de racéo e refrigerados. A racao preparada foi fornecida com um grama
de camardo com 10% de peso corporal, dividida em trés refeicbes por dia.

[0180] Alimentacdo de camardo: Camarao SPF (Shrimp Improvement System,

Islamorada, FL) 1 g de peso foram mantidos em aquérios de 7 galdes (n = 12).
Os camardes foram distribuidos aleatoriamente nos grupos de tratamentos:
camardo alimentado com comida comercial com Agl-Luc (ns), camardo
alimentado com comida comercial com Agl-pLsr; camardo alimentado com
comida comercial com Agl-pAidH; camarao alimentado com comida comercial
com Agl-pAidH e camardo alimentado com comida comercial com Agl-pLsr-
AidH. As bactérias foram fornecidas ao camaréo por 5 dias antes do desafio com
Vibrio e durante o curso do desafio através de racao.

[0181] Desafio EMS: Um isolado EMS + V. parahaemolyticus foi cultivado em

Caldo de Soja Triptico (TSB) + NaCl a + 2%, cultivado durante a noite,
centrifugado, enxaguado 3 vezes e suspenso em Caldo de Soja Triptico (TSB).
A suspensdo foi levada a uma concentracdo de 10'° CFU/ml. Um ml da

suspensao preparada foi misturado com um grama de racdo para camarao
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(Zeigler PL 40) e deixado de molho na ragao por 15 minutos. Os camardes foram
alimentados com 5% do seu peso corporal.

[0182] Contagem de mortalidade induzida por EMS: A contagem de mortalidade

foi realizada no dia 2-5 ap6s o desafio de Vibrio . Foram analisadas 4-6
repeticdes bioldgicas (tanques separados) para camardes de todos 0s grupos de

tratamento.
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TABELAS

Tabela 1: Carga de fluorescéncia no intestino de camardo alimentado por Agl

gue expressa GFP.

Carga bacteriana Carga bacteriana

Grupo fluorescente, 5 dias, ufc | fluorescente, 10 dias,
/g ufc /g

camarao alimentado
com Ag1-GFP 2.8E-+06 7.7E+07
camarao alimentado
com comida 0 0
comercial

Tabela 2: Cepas bacterianas e plasmideos.

Cepas Genotipo Origem
Vibrio harveyi WT Cepa do tipo ATCC
116 BAA-1116, BB120
Vibrio harveyi luxN::tn5Kan ATCC BAA-1117,
117 BB170
Vibrio harveyi luxPQ::tn5Kan ATCC BAA-1118,
118 BB886
Vibrio harveyi luxM::tn5Kan ATCC BAA-1119,
119 BB152
Vibrio pirA isolado WT positivo da HBOI, Florida
parahaemoliticus | lagoa de camarao infectada
Agl Enterobacter sp. Obtido no laboratério

NMSU, Xu, isolado de
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Agl (pAD Dam) ApR, asRNA
para Vibrio dam sob Pupp
clonado em pAD43-25

Agl (pAD GFP) ApR, asRNA
paragfp sob Pupp clonado em
pAD43-25

Agl transformada com pLsr

Agl (pAD pAidH) ApR

Agl (pACYC184 pAidH) CmR,
Agl transformada com pSF-
OXB19

Agl transformada com pAidH’

Aedes gambiae no
intestino médio
Plasmideo produzido
por GENESCRIPT
transformado em Agl
Plasmideo produzido
por GENESCRIPT
transformado em Agl
Agl transformada com
pLsr.

Esta invencao

Esta invencao

Esta invencao

Esta invencao

Esta invencao
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clonada em pAD43-25, ApR

e pLsr
Agl-pGFPuv Agl transformada com pGFPuv | Esta invencgéo
Plasmideo Descricao Origem
pAD43-25 Gram-positivo - vetor de (Dunn & Handelsman,
vaivém de E. coli expressando | 1999)
ofp sob Pupp, ApR
pSF-OXB19 Vetor de clonagem geral, ApR Sigma
pLsr Operon deE. coli Isr expresso Esta invencao
sob o promotor bacteriano de
forca média ApR
pAidH aidH lactonase sob Pupp Esta invencao




pAidH’

pLuc

pGFPuv

74/87

aidH lactonase sob Pupp
clonada em pACYC184, CmR
luciferase sob Pupp clonada
em pAD43-25, ApR

Vetor de E.coli expressando

gfpuv sob promotor lac

Esta invencao

Esta invencao

Clontech

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para clonagem de lactonase.

Oligo

Sequéncia

lact-for

lact-rev

-for

-rev

GA

CC

pAD | GGGAAAACTGTATGTATTTGATCCTGCTTATCGATCTAGAGAAA

pAD CAAGTTAAGGGATGCAGTTTACACGAACGAAAATCGCCATTCG

PACYC | TGCCGGGCCTCTTGCGGGATGATTGAAGAAGACTGCCGAG

pACYC ATGCTGTCGGAATGGACGATATCCGCTTACAGACAAGCTG

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados na analise de gPCR.

Nome Sequéncia
Vp-mam?7-for GCTTAGAAAGCATGAGCGCC
Vp-mam7-rev TGCCACGGTACATGATTGGT
Vp-gyrB-for CGAGCATGCGCTAAGTGTTG
Vp-gyrB-rev TAACGCTGACGGCTTAGACC
Vp-Ap4-for ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC
Vp-Ap4-rev TTGAGAATACGGGACGTGGG
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Tabela 5: Genes utilizados na analise de gPCR

Gene Localizacdo do Funcao Ref
Cromossomo
gyrB | 1:11353-13770 Subunidade B da DNA
girase
mam7 1: 1708552- Adesina (Krachler et al.,
1711200 2011)
pirA plasmideo Toxina da sindrome de (Lee et al.,
mortalidade precoce 2015)
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
SEQID NO. 1
DNA
aidH (lactonase gene)
Ochrobactrum
ATGACAATTAATTATCATGAATTGGAAACCAGTCACGGTCGTATCGCAGTC
CGTGAGTCAGAAGGGGAAGGTGCGCCGCTGCTGATGATACATGGTAATAG
CAGTTCCGGGGCGATTTTTGCGCCACAGCTTGAGGGGGAAATAGGAAAGA
AATGGCGTGTCATTGCCCCAGATCTGCCGGGACATGGAAAGAGCACGGAC
GCAATCGACCCGGACCGCTCTTACAGCATGGAAGGCTACGCTGATGCCAT
GACAGAGGTTATGCAACAACTCGGTATTGCAGATGCGGTGGTATTCGGCT
GGAGCCTTGGAGGTCATATTGGCATAGAAATGATCGCGCGTTACCCAGAA
ATGCGTGGTTTAATGATTACGGGCACCCCTCCGGTTGCACGGGAAGAAGT
AGGACAAGGCTTTAAGAGTGGTCCAGATATGGCGCTTGCAGGTCAAGAAA
TTTTTTCAGAACGGGATGTTGAGTCTTACGCTCGGAGTACGTGCGGAGAA
CCTTTTGAAGCTAGTCTTTTGGACATCGTAGCACGGACTGACGGGCGGGC
TAGACGCATTATGTTCGAAAAATTTGGGAGTGGAACTGGCGGTAACCAAC
GGGACATCGTTGCTGAAGCACAATTACCTATTGCCGTAGTGAATGGGCGG
GATGAACCATTTGTCGAGTTGGACTTCGTTAGCAAAGTTAAATTTGGAAAC
CTCTGGGAAGGTAAAACTCATGTAATCGACAATGCGGGACATGCTCCTTTC
CGGGAAGCTCCAGCTGAGTTCGATGCATATCTCGCCCGCTTCATACGTGA
TTGTACGCAGTAA

SEQ ID NO. 2

DNA

Isr operon

E. coli
ATGCAAACGAGTGATACCCGCGCGTTACCGCTACTTTGCGCCCGCTCGGT
TTATAAACAGTATTCAGGGGTCAATGTCCTGAAAGGCATCGATTTTACGTT
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GCATCAGGGGGAGGTCCACGCCCTGCTCGGCGGCAATGGTGCCGGTAAA
TCGACGTTAATGAAGATTATTGCCGGTATTACCCCTGCTGATAGCGGTACG
CTGGAGATTGAGGGCAACAACTACGTCAGATTAACGCCAGTTCATGCTCAT
CAGCTGGGTATTTATCTCGTTCCCCAGGAACCGCTGCTTTTCCCAAGCCTG
TCGATAAAAGAAAACATCCTGTTTGGGCTGGCAAAAAAACAGCTCTCCATG
CAGAAAATGAAGAACTTGCTGGCGGCGCTGGGCTGCCAGTTTGATCTGCA
TAGTCTGGCAGGATCGCTGGATGTCGCCGATCGCCAAATGGTGGAAATCC
TCCGCGGGCTGATGCGCGACTCGCGGATTCTGATCCTCGATGAACCTACC
GCCTCGCTTACCCCTGCGGAAACCGAACGCTTGTTTAGTCGCTTGCAAGA
GCTGCTTGCTACTGGCGTGGGTATTGTTTTTATCTCGCATAAGCTGCCGGA
AATTCGCCAGATTGCCGATCGAATTAGCGTGATGCGCGACGGAACCATCG
CCTTAAGCGGCAAAACCAGCGAACTGTCTACCGACGACATTATTCAGGCC
ATCACCCCAGCGGTACGGGAAAAATCGCTCTCTGCCAGCCAAAAATTATG
GCTGGAGTTACCTGGTAACCGCCCACAACATGCCGCCGGAACGCCGGTG
CTGACACTGGAAAATCTGACCGGCGAAGGTTTCAGGAATGTCAGCCTGAC
GCTCAATGCCGGAGAAATTCTGGGCCTGGCTGGGCTGGTGGGGGCCGGA
CGCACAGAACTGGCCGAGACGCTCTATGGTCTGCGTACTTTGCGTGGCGG
ACGCATTATGCTGAATGGTAAAGAGATCAATAAATTATCCACTGGAGAACG
TTTACTGCGCGGTCTGGTTTATCTGCCGGAAGATCGCCAGTCATCCGGAC
TGAATCTCGATGCTTCGCTGGCCTGGAACGTCTGCGCCCTTACTCATAACC
TTCGTGGATTCTGGGCGAAAACCGCGAAAGATAATGCCACCCTGGAACGT
TATCGTCGGGCGCTGAATATTAAATTCAACCAACCGGAACAAGCTGCACG
GACATTATCCGGTGGCAACCAGCAAAAAATCCTCATTGCCAAATGCTTGGA
AGCTTCGCCGCAAGTATTGATTGTCGATGAGCCGACGCGCGGCGTGGATG
TCTCGGCCCGTAATGATATCTACCAGCTGTTGCGCAGCATCGCCGCACAA
AATGTGGCTGTGCTGCTTATCTCCTCCGACCTGGAAGAGATCGAACTGAT
GGCAGATCGTGTGTATGTGATGCATCAGGGCGAAATTACCCACTCTGCAC
TGACCGAGCGCGATATTAATGTCGAGACTATTATGCGCGTTGCCTTCGGC
GATAGTCAGCGTCAGGAGGCGTCATGCTGAAGTTTATTCAGAACAACCGT
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GAAATCACGGCACTGCTGGCGGTGGTGCTGCTGTTTGTATTACCCGGTTT
TCTCGACCGCCAGTATTTAAGTGTGCAAACGCTGACCATGGTTTATAGCAG
CGCGCAAATCCTGATCCTGCTGGCAATGGGCGCGACGCTGGTAATGCTTA
CGCGCAATATTGATGTTTCAGTGGGTTCGATTACCGGAATGTGCGCGGTG
CTGTTGGGGATGTTACTGAACGCAGGATATTCACTACCTGTTGCTTGTGTC
GCGACTTTACTGCTTGGTTTGCTCGCGGGATTTTTCAACGGTGTCCTGGTC
GCGTGGCTAAAGATCCCTGCCATTGTTGCCACCCTTGGCACGTTAGGGTT
GTACAGAGGCATCATGTTGCTGTGGACTGGCGGCAAATGGATTGAAGGGT
TACCCGCCGAACTGAAACAGCTCTCCGCCCCGCTGCTGCTTGGCGTTTCA
GCAATTGGTTGGTTGACGATAATTCTGGTGGCATTTATGGCCTGGCTGCTG
GCAAAGACGGCGTTTGGACGCAGTTTTTATGCCACGGGCGATAATTTACA
GGGCGCTCGTCAACTGGGCGTTCGTACTGAAGCCATTCGCATTGTGGCAT
TTTCGTTGAACGGCTGCATGGCGGCACTGGCGGGAATTGTGTTTGCTTCG
CAGATTGGTTTTATCCCCAACCAGACCGGTACCGGGCTGGAGATGAAAGC
AATTGCAGCCTGCGTGCTGGGCGGCATTAGTTTGCTCGGTGGTTCCGGTG
CGATCATTGGTGCGGTACTCGGCGCATGGTTCCTGACGCAGATCGATAGC
GTACTGGTGCTGTTGCGCATTCCGGCATGGTGGAATGATTTTATCGCGGG
TCTGGTTCTGCTGGCGGTGCTGGTGTTTGATGGACGCCTGCGTTGTGCGC
TGGAACGTAATCTACGGCGGCAAAAATATGCCCGCTTTATGACGCCACCG
CCATCCGTTAAACCCGCTTCGTCAGGTAAAAAACGGGAGGCCGCATAATG
CGTATTCGCTACGGTTGGGAACTGGCTCTTGCCGCACTGCTCGTTATTGA
GATTGTCGCATTTGGTGCAATTAACCCGCGAATGTTAGATCTCAATATGTT
GCTGTTCAGCACCAGTGACTTTATCTGCATTGGCATTGTCGCCCTACCGCT
AACGATGGTGATTGTCAGTGGCGGGATCGATATTTCGTTTGGTTCGACCAT
CGGCCTCTGCGCCATTGCATTGGGCGTACTGTTTCAAAGTGGTGTGCCGA
TGCCGCTGGCGATACTCCTGACCTTACTGCTCGGCGCATTGTGCGGGCTG
ATCAACGCCGGATTAATTATCTATACCAAAGTTAACCCGCTGGTGATTACG
CTTGGCACGCTGTATCTGTTTGCCGGAAGCGCTCTGCTGCTTTCCGGTAT
GGCCGGAGCGACGGGGTACGAAGGTATTGGTGGATTCCCGATGGCGTTT
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ACAGATTTCGCTAACCTGGATGTGCTGGGACTCCCCGTTCCGCTGATTATC
TTCCTGATATGTCTCCTCGTTTTCTGGCTCTGGCTGCATAAAACCCATGCC
GGACGTAATGTGTTTTTGATTGGGCAAAGCCCGCGCGTGGCGCTTTATAG
CGCGATTCCAGTTAACCGTACCTTATGTGCGCTCTATGCCATGACGGGGC
TGGCGTCTGCGGTCGCCGCTGTGCTGCTGGTATCGTATTTTGGTTCAGCA
CGTTCCGATCTCGGTGCGTCGTTTCTGATGCCCGCCATCACCGCCGTGGT
GCTTGGCGGGGCCAATATTTATGGTGGTTCCGGTTCCATTATCGGCACCG
CCATTGCGGTTTTATTAGTGGGATATTTGCAACAAGGTTTGCAAATGGCAG
GAGTGCCAAATCAGGTGTCCAGCGCCCTTTCCGGTGCGCTACTTATCGTC
GTTGTCGTAGGTCGTTCCGTTAGCCTGCATCGCCAGCAAATTAAAGAGTG
GCTGGCGCGTCGGGCCAATAACCCATTGCCATAAAGGATATCTTCATGAC
ACTTCATCGCTTTAAGAAAATCGCCTTACTTAGCGCTCTTGGCATTGCCGC
AATCTCTATGAATGTGCAGGCCGCAGAGCGTATTGCATTTATTCCCAAACT
GGTTGGCGTGGGATTTTTTACCAGCGGTGGCAACGGCGCACAACAAGCG
GGTAAAGAGCTGGGCGTTGATGTGACCTACGACGGGCCGACAGAACCCA
GTGTTTCTGGTCAGGTACAGTTGATTAATAACTTCGTCAATCAAGGTTATAA
CGCCATTATCGTTTCTGCGGTTTCGCCTGATGGCTTGTGTCCGGCACTGAA
ACGCGCCATGCAACGTGGTGTGAGAGTGCTGACCTGGGACTCTGATACTA
AACCGGAGTGCCGCTCTTACTACATTAATCAGGGAACGCCCGCCCAGTTA
GGAGGTATGTTGGTGGATATGGCGGCGCGTCAGGTGAATAAAGACAAAGC
CAAAGTCGCGTTTTTCTACTCAAGCCCCACCGTTACGGACCAAAACCAGTG
GGTGAAAGAAGCGAAAGCGAAAATCGCCAAAGAGCATCCAGGCTGGGAAA
TTGTCACTACGCAGTTTGGCTATAACGATGCCACTAAATCGTTACAAACCG
CAGAAGGAATATTAAAAGCGTATAGCGATCTCGACGCCATTATCGCCCCC
GATGCCAACGCCCTGCCCGCTGCCGCACAAGCCGCAGAAAACTTGAAAAA
TGACAAAGTAGCGATTGTCGGATTCAGTACGCCAAATGTGATGCGCCCGT
ATGTAGAGCGCGGCACGGTGAAAGAATTTGGCCTGTGGGATGTGGTTCAG
CAAGGCAAAATTTCAGTGTATGTCGCGGATGCATTATTGAAAAAAGGATCA
ATGAAAACGGGCGACAAGCTGGATATCAAGGGCGTAGGTCAGGTTGAAGT
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CTCGCCAAACAGCGTTCAGGGCTATGACTACGAAGCGGATGGTAATGGCA
TCGTACTGTTACCGGAGCGCGTGATATTCAACAAAGAGAATATCGGCAAAT
ACGATTTCTGATGTGCATTACTTAACCGGAGTAAGTTATGGCAGATTTAGA
CGATATTAAAGATGGTAAAGATTTTCGTACCGATCAACCGCAAAAAAATATC
CCTTTTACCCTGAAAGGTTGCGGTGCGCTGGATTGGGGAATGCAGTCACG
CTTATCGCGGATATTTAATCCGAAAACGGGTAAAACCGTGATGCTGGCTTT
TGACCATGGTTATTTTCAGGGACCGACTACCGGACTTGAACGCATTGATAT
AAATATCGCCCCGCTGTTTGAACATGCCGATGTATTAATGTGTACGCGCGG
CATTTTGCGCAGCGTAGTTCCCCCTGCGACCAATAGGCCGGTGGTACTGC
GGGCGTCAGGTGCGAACTCTATTCTGGCGGAATTAAGTAATGAAGCCGTG
GCGTTATCGATGGATGACGCCGTGCGCCTGAACAGTTGCGCGGTGGCGG
CGCAGGTTTATATCGGCAGCGAATATGAACATCAGTCGATCAAAAATATTA
TTCAGCTGGTTGATGCCGGAATGAAAGTGGGAATGCCGACCATGGCCGTG
ACTGGCGTGGGCAAAGATATGGTGCGCGATCAGCGTTATTTCTCGCTCGC
GACTCGAATCGCCGCTGAAATGGGGGCGCAAATTATCAAAACCTATTATGT
CGAAAAAGGTTTTGAACGGATTGTTGCCGGATGTCCGGTACCCATTGTTAT
TGCTGGCGGTAAAAAATTACCGGAGCGCGAGGCGCTGGAAATGTGCTGG
CAGGCTATCGATCAGGGCGCTTCTGGTGTGGATATGGGGCGTAATATTTT
CCAGTCTGACCATCCGGTGGCGATGATGAAAGCCGTACAGGCGGTGGTTC
ACCATAACGAAACGGCTGATCGGGCATATGAACTCTATCTGAGTGAAAAAC
AGTAACTGCGGATCTAAGGAGAAGAATTATGCACGTCACACTGGTTGAAAT
TAACGTTCATGAAGACAAGGTTGACGAGTTTATCGAAGTTTTTCGCCAGAA
CCACCTGGGCTCTGTACAGGAAGAAGGCAATTTGCGCTTCGATGTCTTAC
AGGACCCGGAAGTGAATTCGCGCTTTTATATCTACGAAGCCTATAAAGATG
AAGACGCAGTGGCGTTCCATAAAACCACGCCCCACTACAAAACCTGTGTC
GCGAAACTGGAATCTTTAATGACCGGGCCGCGTAAAAAACGTCTGTTCAAT
GGTTTGATGCCGTGAATCTACCTCGAGGTTTATGGCTCGACTCTTTACCCT
TTCAGAATCAAAGTACTACCTGATGGCGCTGGATGCAGGCACCGGAAGTA
TTCGGGCTGTGATATTCGACCTGGAAGGCAATCAAATAGCAGTGGGACAG
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GCGGAGTGGCGGCATCTGGCAGTACCGGACGTTCCTGGTTCTATGGAATT
TGATCTCAACAAAAACTGGCAACTGGCGTGTGAGTGTATGCGCCAGGCGC
TGCACAACGCCGGCATAGCCCCGGAGTATATCGCTGCCGTTTCGGCATGT
TCGATGCGTGAAGGCATTGTTTTATATAATAATGAAGGAGCCCCGATCTGG
GCCTGCGCCAATGTGGATGCCAGAGCGGCACGCGAAGTTAGCGAACTTAA
AGAACTGCACAACAATACCTTTGAAAACGAAGTTTATCGCGCGACCGGACA
AACACTGGCTTTAAGTGCCATCCCCAGATTACTTTGGCTGGCGCACCATCG
TTCCGATATTTACCGTCAGGCATCAACCATCACCATGATCAGCGACTGGCT
GGCCTATATGCTCAGCGGCGAACTGGCGGTGGATCCCTCTAACGCTGGCA
CCACGGGACTTCTTGATCTAACCACCCGTGACTGGAAACCTGCATTGCTG
GATATGGCTGGCCTACGTGCCGATATTCTTTCTCCTGTCAAAGAAACCGGC
ACATTGCTGGGCGTGGTAAGTTCACAAGCGGCGGAACTCTGCGGTCTGAA
GGCGGGCACTCCGGTGGTCGTTGGAGGAGGCGACGTGCAGCTTGGTTGC
CTTGGGTTAGGCGTTGTGCGTCCGGCACAAACCGCGGTTCTTGGCGGCA
CATTCTGGCAGCAAGTTGTAAATTTAGCCGCGCCGGTGACAGACCCAGAA
ATGAACGTGCGCGTTAATCCTCATGTTATTCCTGGCATGGTACAAGCTGAA
TCTATAAGCTTTTTTACCGGACTCACCATGCGCTGGTTCCGCGATGCTTTC
TGTGCCGAAGAAAAACTGATTGCCGAACGTTTAGGCATCGACACCTATACG
CTGCTGGAAGAGATGGCCAGTCGGGTGCCGCCTGGGTCGTGGGGCGTAA
TGCCGATCTTCTCCGACAGAATGCGCTTTAAAACCTGGTATCACGCTGCGC
CTTCCTTTATTAACTTGTCCATTGACCCGGATAAATGTAACAAAGCGACATT
GTTCCGTGCGCTGGAAGAAAATGCGGCGATTGTATCAGCGTGTAACTTGC
AGCAAATTGCTGATTTCTCGAATATTCATCCTTCATCGTTAGTCTTTGCAGG
CGGAGGTTCAAAAGGGAAATTATGGAGTCAAATTCTCGCTGATGTCTCGG
GATTACCCGTCAATATTCCGGTGGTCAAAGAAGCCACTGCATTAGGATGTG
CCATTGCAGCTGGCGTCGGTGCCGGAATTTTTTCATCAATGGCAGAAACC
GGAGAACGCCTGGTTCGCTGGGAACGGACGCACACACCAGACCCGGAAA
AGCATGAACTTTATCAGGATTCACGCGATAAGTGGCAGGCAGTTTATCAGG
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ATCAGCTGGGGCTGGTTGATCATGGACTGACGACGTCGTTATGGAAAGCG
CCTGGGTTATAG

SEQ ID NO. 3
asRNA

anti-sense RNA sequence targeting expression of dam gene in Vibrio

UAAUUCAACAAGAAUUGGGACAACUCCAGUGAAAAGUUCUUCUCCUUUA
CUCAU

SEQ ID NO. 4
DNA
dam gene

Vibrio sp.

ATGAAAAAGCAACGAGCCTTTCTTAAGTGGGCAGGAGGCAAATACGGTCT
GGTTGAAGACATCCAACGTCATTTACCACCGGCTCGAAAGCTAGTTGAACC
CTTTGTTGGTGCTGGCTCGGTTTTTCTAAATACCGACTATGACCACTATCTA
CTGGCGGATATTAACCCCGACCTGATTAATCTCTATAACTTACTAAAAGAG
CGTCCTGAAGAGTACATCTCAGAAGCGAAGCGCTGGTTTGTTGCAGAGAA
CAATCGCAAAGAAGCGTACTTGAATATTCGCGCCGAGTTTAATAAAACGGA
TGACGTGATGTACCGCTCGTTGGCGTTCCTATACATGAACCGCTTTGGCTT
TAATGGCTTATGTCGTTATAACAAAAAAGGCGGCTTTAATGTCCCGTTTGG
TTCTTACAAAAAGCCTTATTTCCCAGAAGCGGAGCTAGAATTCTTTGCTGAA
AAAGCCAAGAAAGCGACGTTCGTATGTGAAGGTTACCCAGAAACGTTCAG
TCGAGCGCGTAAAGGCAGCGTGGTTTATTGCGATCCACCGTACGCACCGT
TGTCGAACACGGCGAACTTTACCTCTTATGCTGGCAACGGCTTTACGCTG
GATGATCAAGCTGCATTGGCTGATATTGCAGAGAAAGCCGCAACTGAACG
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TGGTATCCCTGTTCTGATCTCAAACCATGACACGACATTAACGCGTCGCCT
TTATCATGGTGCGGAGCTTAATGTCGTAAAAGTGAAGCGAACCATCAGTCG
TAATGGCAGTGGTCGTAATAAAGTTGACGAGTTGCTGGCGCTATTTCGTGC
ACCTGACGCGGACAAATCTGACTCTTAA
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REIVINDICACOES
1. Bactéria geneticamente modificada configurada para o biocontrole da

Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS), caracterizada pelo fato de que
compreende:

- uma bactéria doadora geneticamente modificada que pode ser
introduzida em um hospedeiro alvo e expressar pelo menos um polinucleotideo
de RNA antissentido heterélogo (asRNA) configurada para ser transportada para
fora das referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas e ser
absorvida por um patogeno causador de EMS do referido hospedeiro alvo e inibir
a expressao de pelo menos um gene essencial no referido patégeno causador
de EMS.

2. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que o referido patdgeno causador de EMS
compreende uma espécie de Vibrio.

3. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagéo 2,
caracterizada pelo fato de que o referido gene essencial compreende um gene
responsavel por metilacdo de DNA.

4. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizada pelo fato de que o referido gene responsavel por metilagdo de DNA
compreende um gene DNA adenina metilase (dam).

5. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicacao 4,
caracterizada pelo fato de que o referido gene dam compreende SEQ ID NO. 4,
ou uma sequéncia tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ
ID NO. 4.

6. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicacao 5,
caracterizada pelo fato de que o referido asRNA heter6logo compreende um
asRNA heter6logo configurado para inibir expressao de um gene DNA adenina

metilase (dam) ou um homélogo do mesmo.
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7. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagao 6,
caracterizada pelo fato de que o referido asRNA heterdlogo configurado para
inibir expressdo de um gene DNA adenina metilase (dam) compreende um
asRNA heterélogo identificado como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo
aproximadamente 85% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 3.

8. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com reivindicagdo 7,
caracterizada pelo fato de que as referidas bactérias doadoras geneticamente
modificadas compreendem um microrganismo doador geneticamente
modificado selecionado do grupo que consiste em: uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora geneticamente
modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada endossimbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, E. coli, uma alga doadora geneticamente modificada e uma
bactéria doadora geneticamente modificada autotrdpica.

9. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicacao 8,
caracterizada pelo fato de que o referido hospedeiro alvo € um organismo
aquatico.

10. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagdo
9, caracterizada pelo fato de que o referido organismo aquatico € um camaréo
e/ou camarao criado em aquacultura.

11. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagdo
10 , caracterizada pelo fato de que a referida bactéria doadora geneticamente
modificada compreende uma alimenta¢do ou um inéculo de lagoa de cultura de
camarao tendo a referida bactéria doadora geneticamente modificada como um
ingrediente.

12. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagéo

10, caracterizada pelo fato de que a referida bactéria doadora geneticamente
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modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como SEQ ID NO.
3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de homologia com
SEQ ID NO. 3, é transmitida a uma progénie de camardo por transmissao
vertical.

13. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicacéo
10, caracterizada pelo fato de que a referida bactéria doadora geneticamente
modificada expressando um asRNA heterélogo identificado como SEQ ID NO.
3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de homologia com
SEQ ID NO. 3, é transmitida a uma populacdo de camardao por transmissao
horizontal.

14. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagéo
8, caracterizada pelo fato de que a referida bactéria doadora geneticamente
modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como SEQ ID NO.
3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de homologia com
SEQ ID NO. 3, em que a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz da referida bactéria doadora geneticamente modificada resulta em uma
reducdo na mortalidade devido ao EMS causada por uma ou mais espécies
Vibrio .

15. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagdo
8, caracterizada pelo fato de que a referida bactéria doadora geneticamente
modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como SEQ ID NO.
3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de homologia com
SEQ ID NO. 3, em que a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz da referida bactéria doadora geneticamente modificada resulta em uma
reducdo na formacao de biofilmes ou na expressédo de genes de patogénese,
incluindo aqueles envolvidos na producdo de toxina por um ou mais Vibrio
causadores de EMS.

16. Bactéria geneticamente modificada, de acordo com a reivindicagéo

8, caracterizada pelo fato de que a referida bactéria doadora geneticamente
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modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como SEQ ID NO.
3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de homologia com
SEQ ID NO. 3, em que a administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz da referida bactéria doadora geneticamente modificada resulta em uma
reducdo na patogenicidade de um ou mais Vibrio causadores de EMS.

17. Composto ingerivel de organismo aquatico para o biocontrole de
bactérias patogénicas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- um alimento tratado ou indculo liquido para um organismo aquatico
infectado e/ou suscetivel a EMS tendo uma bactéria doadora geneticamente
modificada que pode ser introduzida em um hospedeiro alvo através do referido
alimento tratado ou por transmissao pela agua e expressar ainda pelo menos um
polinucleotideo de RNA antissentido heter6logo (asRNA) configurado para ser
transportado para fora da referida bactéria doadora geneticamente modificada e
absorvido por um patégeno causador de EMS do referido hospedeiro alvo e para
inibir a expressao de pelo menos um gene essencial no referido patégeno
causador de EMS.

18. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 17, caracterizado pelo fato de que o referido patdégeno causador
de EMS compreende uma espécie de Vibrio.

19. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 18, caracterizado pelo fato de que o referido gene essencial
compreende um gene responsavel por metilacdo de DNA.

20. Composto ingerivel de organismo aquético, de acordo com a
reivindicacdo 19, caracterizado pelo fato de que o referido gene responsavel por
metilacdo de DNA compreende um gene DNA adenina metilase (dam).

21. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicagcdo 20, caracterizado pelo fato de que o referido gene dam
compreende SEQ ID NO. 4, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 75% ou
mais de homologia com SEQ ID NO. 4.

Petic&0 870200018671, de 07/02/2020, pag. 10/166



5/31

22. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 21, caracterizado pelo fato de que o referido asRNA heterélogo
compreende um asRNA heterélogo configurado para inibir expressao de um
gene DNA adenina metilase (dam) ou um homologo do mesmo.

23. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 22, caracterizado pelo fato de que o referido asRNA heterélogo
configurado para inibir expressao de um gene DNA adenina metilase (dam)
compreende um asRNA heterdlogo identificado como SEQ ID NO. 3, ou uma
sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de homologia com SEQ ID NO.
3.

24. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 23, caracterizado pelo fato de que as referidas bactérias doadoras
geneticamente modificadas compreendem um microrganismo doador
geneticamente modificado selecionado do grupo que consiste em: uma bactéria
doadora geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora
geneticamente modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbiética de camardo, uma bactéria doadora
geneticamente modificada endossimbiotica de camardo, uma bactéria doadora
geneticamente modificada entérica de camardo, Agl, Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Enterobacter, E. coli, uma alga doadora geneticamente
modificada e uma bactéria doadora geneticamente modificada autotropica.

25. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de que o referido hospedeiro alvo é um
organismo aquatico.

26. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 25, caracterizado pelo fato de que o referido organismo aquatico €

um camarao.
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27. Composto ingerivel por organismo aquatico, de acordo com a
reivindicagéo 26, caracterizado pelo fato de que o referido camardao compreende
camaréo criado em aquacultura.

28. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 24 , caracterizado pelo fato de que a referida bactéria doadora
geneticamente modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como
SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de
homologia com SEQ ID NO. 3, é transmitida a uma progénie de camarado por
transmisséo vertical.

29. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de que a referida bactéria doadora
geneticamente modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como
SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de
homologia com SEQ ID NO. 3, é transmitida a uma populacdo de camaréo por
transmissao horizontal.

30. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de que a referida bactéria doadora
geneticamente modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como
SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de
homologia com SEQ ID NO. 3, em que a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz da referida bactéria doadora geneticamente modificada
resulta em uma reducdo na mortalidade devido ao EMS causada por uma ou
mais espécies Vibrio.

31. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de que a referida bactéria doadora
geneticamente modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como
SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de
homologia com SEQ ID NO. 3, em que a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz da referida bactéria doadora geneticamente modificada
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resulta em uma reducéo na formacao de biofilmes ou na expresséo de genes de
patogénese, incluindo aqueles envolvidos na producédo de toxina por um ou mais
Vibrio causadores de EMS.

32. Composto ingerivel de organismo aquatico, de acordo com a
reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato de que a referida bactéria doadora
geneticamente modificada expressando um asRNA heterdlogo identificado como
SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais de
homologia com SEQ ID NO. 3, em que a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz da referida bactéria doadora geneticamente modificada
resulta em uma reducédo na patogenicidade de um ou mais Vibrio causadores de
EMS.

33. Método para tratar Sindrome da Mortalidade Precoce (SGA) em um
organismo, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

- gerar uma bactéria doadora geneticamente modificada configurada
para expressar um polinucleotideo de asRNA heter6logo que € complementar
ao mMRNA de um ou mais genes de metilacdo de DNA de um patdgeno bacteriano

causador de EMS;

- introduzir a referida bactéria doadora geneticamente modificada em
um hospedeiro alvo que esta infectado por e/ou suscetivel a infeccdo pelo
referido patdgeno bacteriano causador de EMS;

- expressar o referido polinucleotideo de asRNA heterélogo que é
complementar aos referidos um ou mais genes de metilacdo de DNA do referido

patégeno bacteriano causador de EMS;

- transportar o referido polinucleotideo de asRNA heter6logo para

fora da referida bactéria doadora geneticamente modificada;

- introduzir o referido polinucleotideo de asRNA heter6logo no

referido patégeno bacteriano causador de EMS, em que o referido patégeno

Petic&0 870200018671, de 07/02/2020, pag. 13/166



8/31

bacteriano causador de EMS absorve o referido polinucleotideo de asRNA

heterélogo; e

- inibir expressao dos referidos um ou mais genes de metilacdo de
DNA do referido patégeno bacteriano causador de EMS, causando uma reducao

de metilagcdo de DNA no referido patégeno bacteriano causador de EMS.

34. Método, de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado pelo fato
de que o referido patdégeno bacteriano causador de EMS compreende uma
espécie de Vibrio.

35. Método, de acordo com a reivindicacao 34, caracterizado pelo fato
de que o referido gene de metilacdo de DNA compreende um gene de DNA
adenina metilase (dam).

36. Método, de acordo com a reivindicagcdo 35, caracterizado pelo fato
de que o referido gene dam compreende SEQ ID NO. 4, ou uma sequéncia tendo
aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 4.

37. Método, de acordo com a reivindicacdo 36, caracterizado pelo fato
de que o referido asRNA heter6logo compreende um asRNA heterélogo
configurado para inibir expressao de um gene DNA adenina metilase (dam), ou
um homaologo do mesmo.

38. Método, de acordo com a reivindicagcdo 37, caracterizado pelo fato
de que o referido asRNA heterélogo configurado para inibir expressédo do gene
DNA adenina metilase (dam) compreende um asRNA heterélogo identificado
como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais
de homologia com SEQ ID NO. 3.

39. Método, de acordo com a reivindicacdo 38, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas
compreendem um microrganismo doador geneticamente modificado
selecionado do grupo que consiste em: uma bactéria doadora geneticamente

modificada simbidtica, uma bactéria doadora geneticamente modificada
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probidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente modificada
simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente modificada
endossimbiodtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente modificada
entérica de camardo, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, E. coli, uma alga doadora geneticamente modificada e uma
bactéria doadora geneticamente modificada autotropica.

40. Método, de acordo com a reivindicacdo 39, caracterizado pelo fato
de que o referido hospedeiro alvo é um organismo aquatico.

41. Método, de acordo com a reivindicacdo 40, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo aquatico é um camarao.

42. Método, de acordo com a reivindicagcdo 41, caracterizado pelo fato
de que o referido camardo compreende camarao criado em aquacultura.

43. Método, de acordo com a reivindicacdo 42 , caracterizado pelo fato
de que a referida bactéria doadora geneticamente modificada expressando um
asRNA heterologo identificado como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo
aproximadamente 85% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 3, € transmitida
a uma progénie de camarao por transmissao vertical.

44. Método, de acordo com a reivindicacdo 42, caracterizado pelo fato
de que a referida bactéria doadora geneticamente modificada expressando um
asRNA heterologo identificado como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo
aproximadamente 85% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 3, é transmitida
a uma populacédo de camarao por transmissao horizontal.

45. Método, de acordo com a reivindicacdo 39, caracterizado pelo fato
de que introduzir as referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas em
um hospedeiro alvo compreende a etapa de introduzir em um camardo das
referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas expressando uma
quantidade terapeuticamente eficaz do referido asRNA heterdlogo identificado
como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais

de homologia com SEQ ID NO. 3, em que a administracdo da referida quantidade
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terapeuticamente eficaz do referido asRNA heterélogo resulta em uma reducao
na mortalidade devido a EMS causada por um ou mais Vibrio causadores de
EMS.

46. Método, de acordo com a reivindicacdo 39, caracterizado pelo fato
de que introduzir as referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas em
um hospedeiro alvo compreende a etapa de introduzir em um camarédo das
referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas expressando uma
quantidade terapeuticamente eficaz do referido asRNA heterdlogo identificado
como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais
de homologia com SEQ ID NO. 3, em que a administracdo da referida quantidade
terapeuticamente eficaz do referido asRNA heterdlogo resulta em uma reducao
em biofilmes ou na expressdo de genes de patogénese, incluindo aqueles
envolvidos em producéo de toxina causada por um ou mais Vibrio causadores
de EMS.

47. Método, de acordo com a reivindicagédo 39, caracterizado pelo fato
de que introduzir as referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas em
um hospedeiro alvo compreende a etapa de introduzir em um camardo das
referidas bactérias doadoras geneticamente modificadas expressando uma
quantidade terapeuticamente eficaz do referido asRNA heterdlogo identificado
como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais
de homologia com SEQ ID NO. 3, em que a administracdo da referida quantidade
terapeuticamente eficaz do referido asRNA heterélogo resulta em uma reducéo
na patogenicidade de um ou mais Vibrio causadores de EMS.

48. Método para interromper deteccdo de quérum (QS) em bactérias
patogénicas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- transformar uma bactéria para gerar uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar pelo menos um sistema de extingédo de
quorum heterdlogo configurado para remover moléculas autoindutoras-2 (Al-2)

Petica0 870200018671, de 07/02/2020, pag. 16/166



11/31

exdégenas do ambiente e transporta-las para as referidas bactérias
geneticamente modificadas;

- introduzir as referidas bactérias geneticamente modificadas em um
organismo ou ambiente infectado com patogénico capaz de QS e/ou em um
organismo ou ambiente que é suscetivel a colonizac&o por bactérias patogénicas
capazes de QS; e

- expressar a referida pelo menos uma molécula de sistema de
extincado de quérum heterdlogo em que os niveis de moléculas Al-2 exdgenas no
ambiente sao reduzidos a um nivel em que a expressao regulada de molécula
QS de tracos/genes de patogénese pelas referidas bactérias patogénicas é
reduzida e/ou inibida.

49. Método, de acordo com a reivindicagcdo 48, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo compreende um organismo aquatico.

50. Método, de acordo com a reivindicacao 49, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo aquéatico compreende um camarao.

51. Método, de acordo com a reivindicagcdo 50, caracterizado pelo fato
de que o referido camardo compreende camarao criado em aquacultura.

52. Método, de acordo com a reivindicacao 51, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias patogénicas compreendem uma bactéria
patogénica causadora de Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS).

53. Método, de acordo com a reivindicacdo 52, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias causadoras da Sindrome da Mortalidade Precoce
(EMS) compreende uma espécie de Vibrio.

54. Método, de acordo com a reivindicacdo 53, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extincdo de
quérum heterdloga configurada para remover moléculas de Al-2 exdégenas do
ambiente e transporta-las para as referidas bactérias geneticamente modificadas
compreende a etapa de expressar um operon Isr operacionalmente ligado a um

promotor que é configurado para expressar pelo menos um transportador de
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cassete de ligacdo a ATP (transportador ABC) e pelo menos uma proteina
chaperona que bombeia ativamente a molécula Al-2 autoindutora exdgena do
ambiente para a referida célula bacteriana transformada.

55. Método, de acordo com a reivindicacao 54, caracterizado pelo fato
de que o Operon Isr heterélogo € identificado como SEQ ID NO. 2, ou uma
sequéncia tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO.
2.

56. Método, de acordo com a reivindicagdo 55, caracterizado pelo fato
de que o referido promotor compreende um promotor constitutivo e/ou indutivel.

57. Método, de acordo com a reivindicacao 55, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas compreendem uma
bactéria geneticamente modificada selecionada do grupo que consiste em: uma
bactéria doadora geneticamente modificada entérica, uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora geneticamente
modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada endossimbidtica de camar&o, uma bactéria doadora geneticamente
modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, e E. coli, ou outras bactérias simbioticas.

58. Método, de acordo com a reivindicagcdo 57, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de introduzir as referidas bactérias geneticamente
modificadas em um organismo ou ambiente compreende a etapa de introduzir
um alimento tratado ou indéculo liquido tendo as referidas bactérias
geneticamente modificadas como um ingrediente para camarédo e/ou ambiente
de aquacultura.

59. Método, de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de introduzir as referidas bactérias geneticamente

modificadas em um organismo ou ambiente compreende a etapa de introduzir
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as referidas bactérias geneticamente modificadas diretamente a um camardo
e/ou ambiente de aquacultura.

60. Método, de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda a etapa de transmitir as referidas bactérias
geneticamente modificadas configuradas para expressar um oOperon Isr
heter6logo para uma populacdo de camardo por transferéncia vertical e/ou
horizontal.

61. Método, de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido 6peron Isr heterdlogo em que os
niveis de moléculas Al-2 exdgenas no ambiente sdo reduzidos a um nivel em
que expressao regulada de molécula QS de tracos/genes de patogénese pelas
referidas bactérias patogénicas sao reduzidos e/ou inibidos compreende a etapa
de expressar o referido 6peron Isr heter6logo em que os niveis de moléculas Al-
2exbégenas no ambiente sao reduzidos a um nivel em que a formacéao de biofilme
ou expressdao de genes de patogénese, incluindo aqueles envolvidos na
producdo de toxinas pelas referidas bactérias patogénicas, é reduzida e ou
inibida.

62. Método, de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido 6peron Isr heter6logo em que 0s
niveis de moléculas Al-2 exdégenas no ambiente sao reduzidos a um nivel em
gue a expressao regulada de molécula QS de tracos/genes de patogénese pelas
referidas bactérias patogénicas é reduzida e/ou inibida compreende a etapa de
expressar o referido 6peron Isr heterélogo em que os niveis de moléculas Al-2
exdgenas no ambiente sdo reduzidos a um nivel em que a patogenicidade
mediada por QS das referidas bactérias patogénicas €é reduzida e/ou inibida.

63. Método, de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido 6peron Isr heterélogo , em que
os niveis de moléculas Al-2 exdgenas no ambiente sdo reduzidos a um nivel em

que a expressao regulada de molécula QS de tracos/genes de patogénese pelas

Petic&o 870200018671, de 07/02/2020, pag. 19/166



14/31

referidas bactérias patogénicas é reduzida e/ou inibida compreende a etapa de
expressar o referido 6peron Isr heterélogo em que os niveis de moléculas Al-2
exdgenas no ambiente sdo reduzidos a um nivel em que a EMS causada por
Vibrio é tratada e/ou prevenida.

64. Método, de acordo com a reivindicacao 57, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido 6peron Isr heter6logo em que 0s
niveis de moléculas Al-2 exdégenas no ambiente sao reduzidos a um nivel em
que a expressao regulada de molécula QS de tracos/genes de patogénese pelas
referidas bactérias patogénicas é reduzida e/ou inibida compreende a etapa de
expressar o referido operon Isr heter6logo em que os niveis de moléculas Al-2
exodgenas no ambiente sdo reduzidos a um nivel em que a mortalidade do
referido hospedeiro alvo devido a EMS causada por uma ou mais espécies Vibrio
é reduzida.

65. Composto ingerivel de organismo aquatico para o biocontrole de
bactérias patogénicas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- um alimento tratado ou indculo liquido para um hospedeiro alvo
infectado e/ou suscetivel a bactéria patogénica tendo uma bactéria doadora
geneticamente modificada tendo um &acido nucleico heterdlogo que pode ser
introduzido em um hospedeiro alvo através do referido alimento tratado ou por
transmissado de 4gua e ainda em que o referido acido nucleico heterélogo codifica
pelo menos uma molécula de extingdo de quérum heteréloga configurada para
remover moléculas autoindutoras-2 (Al-2) exdgenas do ambiente e transporta-la
para as referidas bactérias geneticamente modificadas, resultando na reducao
e/ou inibicdo de deteccdo de quérum (QS) na referida bactéria patogénica.

66. Composto, de acordo com a reivindicacdo 65, caracterizado pelo fato
de que o referido hospedeiro alvo compreende um organismo aquatico.

67. Composto, de acordo com a reivindicagéo 66, caracterizado pelo fato

de que o referido organismo aquatico compreende um camarao.
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68. Composto, de acordo com a reivindicacdo 67, caracterizado pelo fato
de que o referido camardao compreende camarao criado em aquacultura.

69. Composto, de acordo com a reivindicagéo 68, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias patogénicas compreendem uma bactéria
patogénica causadora de Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS).

70. Composto, de acordo com a reivindicacdo 69, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias causadoras da Sindrome da Mortalidade Precoce
(EMS) compreende uma espécie de Vibrio.

71. Composto, de acordo com a reivindicacdo 70, caracterizado pelo fato
de que o acido nucleico heterélogo compreende um Operon Isr operavelmente
ligado a um promotor que é configurado para expressar pelo menos um
transportador de cassete de ligacdo a ATP (transportador ABC) e pelo menos
uma proteina chaperona que bombeia ativamente a molécula autoindutora Al-2
exdégena do ambiente para a referida célula bacteriana geneticamente
modificada.

72. Composto, de acordo com a reivindicacdo 71, caracterizado pelo fato
de que o 6peron Isr é identificado como SEQ ID NO. 2, ou uma sequéncia tendo
aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 2.

73. Composto, de acordo com a reivindicagéo 72, caracterizado pelo fato
de que o referido promotor compreende um promotor constitutivo e/ou indutivel.

74. Composto, de acordo com a reivindicacao 73, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas compreendem uma
bactéria geneticamente modificada selecionada do grupo que consiste em: uma
bactéria doadora geneticamente modificada entérica, uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora geneticamente
modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente

modificada endossimbidtica de camar&o, uma bactéria doadora geneticamente
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modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, e E. coli, ou outras bactérias simbi6ticas

75. Composto, de acordo com a reivindicagéo 74, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar o referido operon Isr heter6logo podem ser transmitidas através de
transferéncia vertical e/ou horizontal.

76. Composto, de acordo com a reivindicagéo 74, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar o referido Operon Isr heterélogo compreendem uma bactéria
geneticamente modificada configurada para expressar o referido 6peron Isr
heter6logo em que os referidos niveis de moléculas Al-2 exégenas no ambiente
séo reduzidos a um nivel onde a formacgéo de biofilme ou expressédo de genes
de patogénese, incluindo aqueles envolvidos na producdo de toxina pelas
referidas bactérias patogénicas, € reduzida e ou inibida.

77. Composto, de acordo com a reivindicagéo 74, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar o referido 6peron Isr heterélogo compreendem uma bactéria
geneticamente modificada configurada para expressar o referido Gperon Isr
heter6logo em que os referidos niveis de moléculas Al-2 exégenas no ambiente
sdo reduzidos a um nivel onde a patogenicidade mediada por QS das referidas
bactérias patogénicas € reduzida e ou inibida.

78. Composto, de acordo com a reivindicacdo 74, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar o referido Operon Isr compreendem uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar o referido 6peron Isr heterélogo em que
os referido niveis de moléculas Al-2 exdgenas no ambiente sdo reduzidos a um
nivel onde a EMS causada por Vibrio é tratada e/ou impedida.

79. Composto, de acordo com a reivindicagdo 74, caracterizado pelo fato

de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
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expressar o referido Operon Isr compreendem uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar o referido 6peron Isr heter6logo em que
os referido niveis de moléculas Al-2 exdgenas no ambiente sdo reduzidos a um
nivel onde a mortalidade do referido hospedeiro alvo devida a EMS causada por
um ou mais Vibrio é reduzida.

80. Método para interromper deteccdo de quorum (QS) em bactérias
patogénicas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- transformar uma bactéria para gerar uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar pelo menos uma molécula de extingao
de quorum heteréloga configurada para inibir uma ou mais moléculas
autoindutoras-1 (Al-1) exdgenas;

- introduzir as referidas bactérias geneticamente modificadas em um
organismo ou ambiente infectado com patogénico capaz de QS e/ou em um
organismo ou ambiente que é suscetivel a colonizagao por bactérias patogénicas
capazes de QS; e

- expressar a referida pelo menos uma molécula de extincdo de
quérum heteréloga em que os niveis de moléculas Al-1 exdgenas no ambiente
sao inibidos até um nivel em que a expressao regulada de molécula QS de
tracos/genes de patogénese pelas referidas bactérias patogénicas € reduzida
e/ou inibida.

81. Método, de acordo com a reivindicacao 80, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo compreende um organismo aquatico.

82. Método, de acordo com a reivindicacdo 81, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo aquético compreende um camarao.

83. Método, de acordo com a reivindicacao 82, caracterizado pelo fato
de que o referido camardo compreende camarao criado em aquacultura.

84. Método, de acordo com a reivindicacdo 83, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias patogénicas compreendem uma bactéria

patogénica causadora de Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS).
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85. Método, de acordo com a reivindicacao 84, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias causadoras da Sindrome da Mortalidade Precoce
(EMS) compreende uma espécie de Vibrio.

86. Método, de acordo com a reivindicacao 85, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extingdo de
quorum heterdloga configurada para uma ou mais moléculas Al-1 exdgenas
compreende a etapa de expressar uma lactonases homoserina (AHL lactonase)
configurada para inativar moléculas de Al-1 exdgenas.

87. Método, de acordo com a reivindicacao 86, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressdo de uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdgenas compreende a etapa de expressar uma AHL
lactonase configurada para inativar moléculas QS de classe AHL exdgenas.

88. Método, de acordo com a reivindicacao 87, caracterizado pelo fato
de que as referidas moléculas QS classe AHL exdgenas compreendem Hal-1
exdgena.

89. Método, de acordo com a reivindicacdo 88, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdgenas compreende a etapa de expressar um gene
aidH heterdlogo.

90. Método, de acordo com a reivindicacdo 86, caracterizado pelo fato
de que o referido gene aidH heterdlogo é identificado como SEQ ID NO. 1, ou
uma sequéncia tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ
ID NO. 2.

91. Método, de acordo com a reivindicacdo 90, caracterizado pelo fato
de que o referido promotor compreende um promotor constitutivo e/ou indutivel.

92. Método, de acordo com a reivindicacao 90, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias geneticamente modificadas compreendem uma
bactéria geneticamente modificada selecionada do grupo que consiste em: uma

bactéria doadora geneticamente modificada entérica, uma bactéria doadora
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geneticamente modificada simbiotica, uma bactéria doadora geneticamente
modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada endossimbidtica de camar&o, uma bactéria doadora geneticamente
modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, e E. coli, ou outras bactérias simbioticas.

93. Método, de acordo com a reivindicagdo 92, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de introduzir as referidas bactérias geneticamente
modificadas em um organismo ou ambiente compreende a etapa de introduzir
um alimento tratado ou indéculo liquido tendo as referidas bactérias
geneticamente modificadas como um ingrediente para camarédo e/ou ambiente
de aquacultura.

94. Método, de acordo com a reivindicacdo 92, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de introduzir as referidas bactérias geneticamente
modificadas em um organismo ou ambiente compreende a etapa de introduzir
as referidas bactérias geneticamente modificadas diretamente a um camarao
e/ou ambiente de aquacultura.

95. Método, de acordo com a reivindicacao 92, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda a etapa de transmitir as referidas bactérias
geneticamente modificadas configuradas para expressar um aidH heterélogo
para uma populacdo de camarao por transferéncia vertical e/ou horizontal.

96. Método, de acordo com a reivindicacao 92, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido aidH heterélogo compreende
expressar um aidH heter6logo de modo que os niveis de moléculas Al-1
exdgenas no ambiente sejam inibidos até um nivel em que a formacéo de
biofilme ou expressado de genes de patogénese, incluindo aqueles envolvidos na
producdo de toxinas pelas referidas bactérias patogénicas € reduzida e/ou
inibida.
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97. Método, de acordo com a reivindicacao 92, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido aidH heterélogo compreende
expressar um aidH heter6logo de modo que os niveis de moléculas Al-1
exdgenas no ambiente sejam inibidos até um nivel em que a patogenicidade
mediada por QS das referidas bactérias patogénicas € reduzida e ou inibida.

98. Método, de acordo com a reivindicagdo 92, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido aidH heterélogo compreende
expressar um aidH heter6logo de modo que os niveis de moléculas Al-1
exdgenas no ambiente sejam inibidos até um nivel em que a EMS causada por
Vibrio é tratada e/ou prevenida.

99. Método, de acordo com a reivindicacdo 98, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar o referido aidH heterélogo compreende
expressar um aidH heter6logo de modo que os niveis de moléculas Al-1
exdgenas no ambiente sejam inibidos até um nivel em que a mortalidade do
referido hospedeiro alvo devido a EMS causada por uma ou mais espécies Vibrio
é reduzida.

100. Composto ingerivel de organismo aquatico para o biocontrole de
bactérias patogénicas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- um alimento tratado ou indculo liquido para um hospedeiro alvo
infectado e/ou suscetivel a bactéria patogénica tendo uma bactéria doadora
geneticamente modificada tendo um &acido nucleico heterélogo que pode ser
introduzido em um hospedeiro alvo através do referido alimento tratado ou por
transmissado de 4gua e ainda em que o referido acido nucleico heterélogo codifica
pelo menos uma molécula de extingdo de quérum heterdloga configurada para
inibir moléculas autoindutoras 1 (Al-1) exdégenas resultando na reducdo e/ou
inibicdo deteccao de quérum (QS) na referida bactéria patogénica.

101. Composto, de acordo com a reivindicagéo 100, caracterizado pelo

fato de que o referido hospedeiro alvo compreende um organismo aquatico.
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102. Composto, de acordo com a reivindicacéo 101, caracterizado pelo
fato de que o referido organismo aquatico compreende um camarao.

103. Composto, de acordo com a reivindicagéo 102, caracterizado pelo
fato de que o referido camarédo compreende camarao criado em aquacultura.

104. Composto, de acordo com a reivindicagdo 103, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias patogénicas compreendem uma bactéria
patogénica causadora de Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS).

105. Composto, de acordo com a reivindicagéo 104, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias causadoras da Sindrome da Mortalidade
Precoce (EMS) compreende uma espécie de Vibrio.

106. Composto, de acordo com a reivindicagéo 105, caracterizado pelo
fato de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extingao
de quérum heterdloga configurada para uma ou mais moléculas Al-1 exdégenas
compreende a etapa de expressar uma lactonases homoserina (AHL lactonase)
configurada para inativar moléculas de Al-1 exdgenas .

107. Composto, de acordo com a reivindicagéo 106, caracterizado pelo
fato de que a referida etapa de expressdo de uma AHL lactonase configurada
para inativar moléculas Al-1 exdégenas compreende a etapa de expressar uma
AHL lactonase configurada para inativar moléculas QS de classe AHL exdgenas.

108. Composto, de acordo com a reivindicagéo 107, caracterizado pelo
fato de que as referidas moléculas QS de classe AHL exdgenas compreendem
Hal-1exdgena.

109. Composto, de acordo com a reivindicagéo 108, caracterizado pelo
fato de que a referida etapa de expressar uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdgenas compreende a etapa de expressar um gene
aidH heterdlogo.

110. Composto, de acordo com a reivindicacao 106, caracterizado pelo
fato de que o referido gene aidH heterdlogo é identificado como SEQ ID NO. 1,
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ou uma sequéncia tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ
ID NO. 2.

111. Composto, de acordo com a reivindicagao 110, caracterizado pelo
fato de que o referido promotor compreende um promotor constitutivo e/ou
indutivel.

112. Composto, de acordo com a reivindicagao 110, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas compreendem
uma bactéria geneticamente modificada selecionada do grupo que consiste em:
uma bactéria doadora geneticamente modificada entérica, uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora geneticamente
modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada endossimbidtica de camar&o, uma bactéria doadora geneticamente
modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, e E. coli, ou outras bactérias simbioticas.

113. Composto, de acordo com a reivindicagéo 112, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar o referido aidH heter6logo podem ser transmitidas através de
transferéncia vertical e/ou horizontal.

114. Composto, de acordo com a reivindicagéo 112, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar um referido aidH heter6logo compreendem uma bactéria
geneticamente modificada configurada para expressar o referido aidH em que os
referidos niveis de moléculas Al-1 sdo inibidos até um nivel onde a formacéo de
biofilme ou expressao de genes de patogénese, incluindo aqueles envolvidos na
producdo de toxina pelas referidas bactérias patogénicas, € reduzida e ou
inibida.

115. Composto, de acordo com a reivindicagéo 112, caracterizado pelo

fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
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expressar o referido aidH compreendem uma bactéria geneticamente modificada
configurada para expressar o referido aidH heterélogo em que os referidos niveis
de Al-1 exdgena séo inibidos até um nivel onde a patogenicidade mediada por
QS das referidas bactérias patogénicas € reduzida e ou inibida.

116. Composto, de acordo com a reivindicacéo 112, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar um referido aidH heter6logo compreendem uma bactéria
geneticamente modificada configurada para expressar um referido aidH
heter6logo em que os referidos niveis de Al-1 exdgena sao inibidos até um nivel
em que a EMS causada por Vibrio € tratada e/ou impedida.

117. Composto, de acordo com a reivindicagéo 112, caracterizado pelo
fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas configuradas para
expressar o referido aidH heterélogo compreendem uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar um referido aidH heter6logo em que os
referido niveis de Al-1 exdgenas séo inibidos até um nivel onde a mortalidade do
referido hospedeiro alvo devida a EMS causada por um ou mais Vibrio é
reduzida.

118. Método para interromper deteccdo de quorum (QS) em bactérias
patogénicas, caracterizado pelo fato de que compreende:

- transformar uma bactéria para gerar uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar uma primeira molécula de extin¢cdo de
guorum heterdloga configurada para inibir uma ou mais moléculas autoindutoras-
1 (Al-1) ex6genas;

- transformar uma bactéria para gerar uma bactéria geneticamente
modificada configurada para expressar uma segunda molécula de extincdo de
quérum heteréloga configurado para remover moléculas autoindutoras-2 (Al-2)
exdgenas do ambiente e transportda-las para as referidas bactérias

geneticamente modificadas;

Peti¢c&o 870200018671, de 07/02/2020, pag. 29/166



24/31

- introduzir as referidas bactérias geneticamente modificadas em um
organismo ou ambiente infectado com patogénico capaz de QS e/ou em um
organismo ou ambiente que é suscetivel a colonizacao por bactérias patogénicas
capazes de QS;

- expressar as referidas primeira e segunda moléculas de extin¢cao
de quérum heterdlogas em que os niveis de moléculas Al-2 e AlI02 exdgenas no
ambiente sao reduzidos e/ou inibidos até um nivel em que a expressao regulada
de molécula QS de tracos/genes de patogénese pelas referidas bactérias
patogénicas é interrompida.

119. Método, de acordo com a reivindicacéo 118, caracterizado pelo fato
de que o referido hospedeiro alvo compreende um organismo aquatico.

120. Método, de acordo com a reivindicacdo 119, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo aquatico compreende um camarao.

121. Método, de acordo com a reivindicacéo 120, caracterizado pelo fato
de que o referido camardo compreende camarao criado em aquacultura.

122. Método, de acordo com a reivindicacdo 121, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias patogénicas compreendem uma bactéria
patogénica causadora de Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS).

123. Método, de acordo com a reivindicacéo 122, caracterizado pelo fato
de que as referidas bactérias causadoras da Sindrome da Mortalidade Precoce
(EMS) compreende uma espécie de Vibrio.

124. Método, de acordo com a reivindicacéo 123, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extin¢do de
quorum heterdloga configurada para remover moléculas de Al-2 exégenas do
ambiente e transporta-las para as referidas bactérias geneticamente modificadas
compreende a etapa de expressar um oOperon Isr operavelmente ligado a um
promotor que é configurado para expressar pelo menos um transportador de
cassete de ligacdo a ATP (transportador ABC) e pelo menos uma proteina
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chaperona que bombeia ativamente a molécula Al-2 autoindutora exdgena do
ambiente para a referida célula bacteriana transformada.

125. Método, de acordo com a reivindicacdo 124, caracterizado pelo fato
de que o referido 6peron Isr é identificado como SEQ ID NO. 2, ou uma sequéncia
tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 2.

126. Método, de acordo com a reivindicacéo 123, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extingdo de
quorum heterdloga configurada para uma ou mais moléculas Al-1 exdgenas
compreende a etapa de expressar uma lactonases homoserina (AHL lactonase)
configurada para inativar moléculas de Al-1 exdgenas .

127. Método, de acordo com a reivindicacéo 126, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressédo de uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdgenas compreende a etapa de expressar uma AHL
lactonase configurada para inativar moléculas QS de classe AHL exdgenas .

128. Método, de acordo com a reivindicacdo 127, caracterizado pelo fato
de que as referidas moléculas QS classe AHL exdgenas compreendem Hal-1
exdgena.

129. Método, de acordo com a reivindicacéo 128, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdégenas compreende a etapa de expressar um gene
aidH heterdlogo.

130. Método, de acordo com a reivindicacéo 129, caracterizado pelo fato
de que o referido gene aidH ¢é identificado como SEQ ID NO. 1, ou uma
sequéncia tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO.
1.

131. Método, de acordo com as reivindicacdes 125 e 129, caracterizado
pelo fato de que as referidas bactérias geneticamente modificadas
compreendem uma bactéria geneticamente modificada selecionada do grupo

gue consiste em: uma bactéria doadora geneticamente modificada entérica, uma
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bactéria doadora geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora
geneticamente modificada probidtica de camardo, uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbiética de camardo, uma bactéria doadora
geneticamente modificada endossimbiotica de camardo, uma bactéria doadora
geneticamente modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis, Enterobacter, e E. coli, ou outras bactérias simbidticas.

132. Método, de acordo com a reivindicacdo 131, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de introduzir as referidas bactérias geneticamente
modificadas em um organismo ou ambiente compreende a etapa de introduzir
um alimento tratado ou indéculo liquido tendo as referidas bactérias
geneticamente modificadas como um ingrediente para camarédo e/ou ambiente
de aquacultura.

133. Método, de acordo com a reivindicacéo 131, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de introduzir as referidas bactérias geneticamente
modificadas em um organismo ou ambiente compreende a etapa de introduzir
as referidas bactérias geneticamente modificadas diretamente a um camardo
e/ou ambiente de aquacultura.

134. Método, de acordo com a reivindicacéo 131, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda a etapa de transmissdo das referidas bactérias
geneticamente modificadas configuradas para expressar a primeira e a segunda
moléculas de extingdo de quérum heterdlogas para uma populacdo de camardo
por transferéncia vertical e/ou horizontal.

135. Método, de acordo com a reivindicacédo 131, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar as referidas primeira e segunda moléculas
de extingdo de quérum heterélogas compreende expressar a primeira e a
segunda moléculas de extincdo de quérum heterdlogas de modo que os niveis
de moléculas Al-1 e Al-2 exdgenas no ambiente sejam reduzidos e/ou inibidos

atée um nivel em que a formacdo de biofilme ou expressdo de genes de
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patogénese, incluindo aqueles envolvidos na producéo de toxinas pelas referidas
bactérias patogénicas, é reduzida e/ou inibida.

136. Método, de acordo com a reivindicacdo 131, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar as referidas primeira e segunda moléculas
de extincdo de quérum heterélogas compreende expressar a primeira e a
segunda moléculas de extincdo de quérum heterdlogas de modo que os niveis
de moléculas Al-1 e Al-2 exdgenas no ambiente sejam reduzidos e/ou inibidos
até um nivel em que a patogenicidade mediada por QS das referidas bactérias
patogénicas é reduzida e/ou inibida.

137. Método, de acordo com a reivindicacéo 131, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar as referidas primeira e segunda moléculas
de extincdo de quérum heterélogas compreende expressar a primeira e a
segunda moléculas de extincdo de quérum heterdlogas de modo que os niveis
de moléculas Al-1 e Al-2 exdgenas no ambiente sejam reduzidos e/ou inibidos
até um nivel em que a EMS causada por Vibrio seja tratada e/ou prevenida.

138. Método, de acordo com a reivindicacdo 131, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar as referidas primeira e segunda moléculas
de extingdo de quérum heterélogas compreende expressar a primeira e a
segunda moléculas de extincdo de quérum heterdlogas de modo que os niveis
de moléculas Al-1 e Al-2 exdgenas no ambiente sejam reduzidos e/ou inibidos
até um nivel em que a mortalidade do referido hospedeiro alvo devida a EMS
causada por uma ou mais espécies Vibrio seja reduzida.

139. Método para tratar Sindrome da Mortalidade Precoce (SGA) em um
organismo, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

- gerar uma bactéria doadora geneticamente modificada configurada
para expressar um ou mais dos seguintes:

— um polinucleotideo de asRNA heter6logo que € complementar ao
MRNA de um ou mais genes de metilacdo de DNA de um patdgeno bacteriano

causador de EMS; e/ou
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— um sistema de extincdo de quérum compreendendo ainda:

— uma primeira molécula de extincdo de quoérum heterdloga
configurada para inibir uma ou mais moléculas autoindutoras-1 (Al-1) exdégenas;
e/ou

— uma segunda molécula de extincdo de quorum heteréloga
configurada para remover moléculas autoindutoras-2 (Al-2) exdgenas do
ambiente e transporta-las para as referidas bactérias doadoras geneticamente
modificadas;

- introduzir a referida bactéria doadora geneticamente modificada em
um hospedeiro alvo que esta infectado por e/ou suscetivel a infeccdo pelo
referido patdgeno bacteriano causador de EMS.

140. Método, de acordo com a reivindicacéo 139, caracterizado pelo fato
de que o referido hospedeiro alvo é um organismo aquatico.

141. Método, de acordo com a reivindicacao 140, caracterizado pelo fato
de que o referido organismo aquético € um camarao.

142. Método, de acordo com a reivindicacéo 141, caracterizado pelo fato
de que o referido camardo compreende camarao criado em aquacultura.

143. Método, de acordo com a reivindicacéo 141, caracterizado pelo fato
de que o referido patdgeno causador de EMS compreende uma espécie Vibrio.

144. Método, de acordo com a reivindicacéo 143, caracterizado pelo fato
de que o referido gene de metilacdo de DNA compreende um gene de DNA
adenina metilase (dam).

145. Método, de acordo com a reivindicacéo 144, caracterizado pelo fato
de que o referido gene dam compreende SEQ ID NO. 4, ou uma sequéncia tendo
aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 4.

146. Método, de acordo com a reivindicacdo 3145, caracterizado pelo
fato de que o referido asRNA heter6logo compreende um asRNA heterdlogo
configurado para inibir expressdo de um gene DNA adenina metilase (dam), ou

um homadlogo do mesmo.
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147. Método, de acordo com a reivindicacéo 146, caracterizado pelo fato
de que o referido asRNA heterélogo configurado para inibir expressao do gene
DNA adenina metilase (dam) compreende um asRNA heter6logo identificado
como SEQ ID NO. 3, ou uma sequéncia tendo aproximadamente 85% ou mais
de homologia com SEQ ID NO. 3.

148. Método, de acordo com a reivindicacéo 143, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extingdo de
quorum heterdloga configurada para remover moléculas de Al-2 exdgenas do
ambiente e transporta-las para as referidas bactérias doadoras geneticamente
modificadas compreende a etapa de expressar um éperon Isr operavelmente
ligado a um promotor que é configurado para expressar pelo menos um
transportador de cassete de ligagdo a ATP (transportador ABC) e pelo menos
uma proteina chaperona que bombeia ativamente a molécula Al-2 autoindutora
exdgena do ambiente para a referida célula bacteriana transformada.

149. Método, de acordo com a reivindicacédo 148, caracterizado pelo fato
de que o referido 6peron Isr € identificado como SEQ ID NO. 2, ou uma sequéncia
tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ ID NO. 2.

150. Método, de acordo com a reivindicacdo 143, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar pelo menos uma molécula de extincdo de
quorum heter6loga configurada para uma ou mais moléculas Al-1 exdgenas
compreende a etapa de expressar uma lactonases homoserina (AHL lactonase)
configurada para inativar moléculas de Al-1 exdgenas .

151. Método, de acordo com a reivindicacéo 150, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressédo de uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdgenas compreende a etapa de expressar uma AHL
lactonase configurada para inativar moléculas QS de classe AHL exégenas .

152. Método, de acordo com a reivindicacéo 151, caracterizado pelo fato
de que as referidas moléculas QS classe AHL exdgenas compreendem Hal-1

exdégena.
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153. Método, de acordo com a reivindicacdo 152, caracterizado pelo fato
de que a referida etapa de expressar uma AHL lactonase configurada para
inativar moléculas Al-1 exdégenas compreende a etapa de expressar um gene
aidH heterdlogo.

154. Método, de acordo com a reivindicacéo 153, caracterizado pelo fato
de que o referido gene aidH heterdlogo € identificado como SEQ ID NO. 1, ou
uma sequéncia tendo aproximadamente 75% ou mais de homologia com SEQ
ID NO. 2.

155. Método, de acordo com qualquer reivindicacdo acima,
caracterizado pelo fato de que as referidas bactérias doadoras geneticamente
modificadas compreendem um microrganismo doador geneticamente
modificado selecionado do grupo que consiste em: uma bactéria doadora
geneticamente modificada simbidtica, uma bactéria doadora geneticamente
modificada probiotica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada simbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada endossimbidtica de camardo, uma bactéria doadora geneticamente
modificada entérica de camarao, Agl, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis,
Enterobacter, E. coli, uma alga doadora geneticamente modificada, ou outras
bactérias simbioticas .

156. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes acima,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda fornecer uma quantidade
terapeuticamente eficaz das referidas bactérias doadoras geneticamente
modificadas a um hospedeiro alvo , em que quantidade terapeuticamente eficaz
resulta em uma reducgéo na mortalidade devido a EMS causada por um ou mais
Vibrio causadores de EMS.

157. Método, de acordo com qualquer reivindicacdo acima,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda fornecer uma quantidade
terapeuticamente eficaz das referidas bactérias doadoras geneticamente

modificadas a um hospedeiro alvo , em que quantidade terapeuticamente eficaz
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resulta em uma reducao em biofilmes ou na expressao de genes de patogénese,
incluindo aqueles envolvidos na producdo de toxinas causada por um ou mais
Vibrio causadores de EMS.

158. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes acima,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda fornecer uma quantidade
terapeuticamente eficaz das referidas bactérias doadoras geneticamente
modificadas a um hospedeiro alvo, em que quantidade terapeuticamente eficaz
resulta em uma reducgéo na patogenicidade um ou mais Vibrio causadores de
EMS.
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RESUMO

SISTEMAS E METODOS PARA O CONTROLE DE DOENCA DE NECROSE
HEPATOPANCREATICA AGUDA

Geralmente, a tecnologia inventiva se refere a novas estratégias para controle
de doenca em sistemas animais. Especificamente, a tecnologia inventiva se
refere a novos métodos, sistemas e composicdes para o biocontrole de
patbgenos em sistemas aqudticos. Especificamente, a invengdo pode
compreender novas técnicas, sistemas e meétodos para o biocontrole de
patdgenos transmissores de doencas que afetam camardo em sistemas de

aquacultura.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

B 37044 6 0E77ETEATFTC

Campo 2

85 CD7F 687 A8567 9 6

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 1_Listagem de Sequéncias.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 02/04/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 13:18:38
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: B3704460E77EEAFC
- Campo 2: 85CD7F687A856796
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