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Identificacado da producao de B-exotoxina em cepas de Bacillus
thuringiensis
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Bacillus thuringiensis é uma bactéria entomopatogénica capaz de sintetizar -
exotoxina, uma toxina termoestavel secretada no meio de cultura, com atividade
inespecifica, portanto, a  Organizacdo Mundial de Saude recomenda que 0s
biopesticidas sejam formulados a partir de cepas de B. thuringiensis que nao
sintetizam esta toxina. A sintese de altos niveis desta toxina foi correlacionada
com a presenca dos genes crylB e vip2. Assim, este trabalho teve como objetivo
caracterizar cepas de B. thuringiensis quanto a producdo de [B-exotoxina e a
presenca dos genes crylB e vip2. Para isto, uma aliquota de 10 puL de cada uma
das 30 cepas analisadas foi inoculada em 10 mL de meio LB acrescido dos sais
MgSO,, FeSO4, ZnSO4 € MNnSOy, e incubado a 28 °C e 200 rpm por 16 h. Este
pré-inéculo foi vertido em 50 mL de meio LB com sais, de modo que a
concentracdo inicial da cultura fosse de 10° células mL™, incubados a 28 °C/200
rom durante 144 h. ApGs o cultivo, a cultura foi centrifugada a 10000 rpm/10 min e
o pellet foi descartado. Para os bioensaios, foi aplicado 165 uL do sobrenadante
autoclavado a 121 °C/20 min sobre um pedaco de dieta com 1cm?, e oferecido a
10 lagartas de Spodoptera frugiperda de 2 dias de idade/repeti¢cdo. A avaliagdo do
namero de lagartas mortas e o peso foi realizado 8 dias apds a inoculagéo. Para
caracterizagdo molecular, o DNA das cepas de B. thuringiensis foi extraido e
entdo utilizado para realizar a PCR empregando primers especificos para os
genes crylB e vip2. Foi verificado que 6 cepas produziram [B-exotoxina
representando 13,3% do numero total das cepas avaliadas e que o gene crylB
foi detectado em 10 cepas, correspondendo portanto a 31,25%; dentre estas,
apenas trés cepas também produziram B-exotoxina. E foram 17 cepas (52%)
gue amplificaram o gene vip2 durante a PCR, incluindo duas cepas que
sintetizaram -exotoxina, demonstrando portanto ndo haver uma correlacdo direta
entre a produgéo da B-exotoxina e a presenca dos genes crylB e vip2.
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