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Introdução

Bacillus thuringiensis é uma bactéria do solo, Gram positiva da
família Bacillaceae, que se caracteriza pela produção de
inclusões protéicas cristalinas na fase estacionária do ciclo de
crescimento. É uma bactéria que pode ser encontrada em
vários substratos como solo, água, superfícies de plantas,
insetos mortos, teias de aranha e grãos armazenados
(VALICENTE et al., 2000; VALICENTE; BARRETO, 2003;
MIRALLES; PÉREZ, 2004). Em 1911, Berliner isolou células de
uma bactéria formadora de esporos em lagartas da espécie
Anagasta kuehniella, uma mariposa que se desenvolve em
farinha de trigo (mariposa da farinha). A partir de 1915, em
homenagem à província alemã de Thuringia de onde foi isolada,
deu-se o nome de Bacillus thuringiensis. A mesma bactéria foi
posteriormente isolada por Mattes (1927) e, desde então,
Berliner e Mattes relataram a patogenicidade deste tipo de
bacilo para as larvas de inseto.

A primeira tentativa de teste a campo foi conduzida por Husz
(1929) por meio de um programa internacional de controle da
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lagarta européia do milho da espécie Ostrinia nubialis. Este
pesquisador obteve resultados promissores com a cultura da
bactéria que havia recebido de Mattes. A partir destes fatos,
houve, por parte das indústrias, o interesse no uso de
organismos entomopatogênicos.

 Em 1938, teve inicio a comercialização do primeiro produto à
base de B. thuringiensis. Na década de 1970, já existiam no
mercado produtos para o controle de Coleóptera e
principalmente Lepidóptera e foi descoberta a variedade B.
thuringiensis israelensis, eficiente contra larvas de Díptera que
revolucionou o controle de insetos vetores de doenças.
Posteriormente, variedades tóxicas a nematóides foram
descobertas, embora ainda não sejam utilizadas
comercialmente (ARANTES et al., 2002).

 O Bt desenvolve-se em condições aeróbicas em meios
artificiais bastante simples. Esta bactéria entra em processo de
esporulação durante a fase estacionária, acumulando, assim,
proteínas tóxicas denominadas de proteínas Cry codificadas por
diversos genes cry (YAMAMOTO; DEAN, 2000).

A aplicação de grandes quantidades de produtos à base de Bt
trouxe a necessidade de um maior entendimento de sua
distribuição e do verdadeiro papel deste microorganismo na
natureza, o que estimula uma racionalização da sua utilização
(ARANTES et al., 2002). Tal conhecimento pode contribuir no
desenvolvimento de métodos mais eficientes de isolamento de
novas cepas contendo novos genes cry ou outros fatores de
virulência ainda não conhecidos, importantes para o
desenvolvimento de novos produtos biotecnológicos com
potencial de utilização em programas de controle de pragas
(BARRETO, 2005).
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O primeiro pesquisador a detectar a presença de cristais em
forma de diamante em culturas esporuladas de Bt e a relacioná-
los com a patogenicidade aos insetos foi Hannay, em 1953. Em
1955, Hannay e Fritz-James desenvolveram métodos para a
separação e a posterior análise da proteína cristal, quando
obtiveram suspensões intactas, livres de outros materiais, tais
como esporos e células vegetativas. Esses tipos de cristais
possuíam características de proteínas e, com o estudo
morfológico ao microscópio eletrônico, apresentaram estruturas
bipiramidal.

Diversas estirpes de Bt foram isoladas no mundo inteiro e,
atualmente, diversos laboratórios continuam procurando por
outras estirpes novas. Hoje se conhecem estruturas de cristais
nas formas bipiramidal, cuboidal, romboidal, piramidal, esférica
e retangular que podem estar associadas às proteínas que
atuam em várias ordens de insetos como Lepidópteros,
Dípteros, Coleópteros, Hemípteros e Orthopteros e contra
outros grupos de invertebrados (nematóides, ácaros e
protozoários) (EDWARDS et al., 1988; FEILTELSON et al.,
1992; CRICKMORE et al., 1995; MEDEIROS et al., 2005).

De acordo com Schnepf et al. (1998), as proteínas Cry possuem
três domínios estruturais (I, II, e III), que consistem no centro
tóxico ativo. A estrutura de proteínas Cry1Aa (LI et al., 1991),
Cry3Aa (GROCHULSKI et al., 1995) e Cry11Bb (GUTIERREZ et
al., 2001) sugerem alta similaridade estrutural entre elas e,
apesar da baixa homologia entre os aminoácidos, estes
domínios estão compreendidos nos primeiros 623 aminoácidos
da proteína.

O domínio I está envolvido na inserção da membrana e afeta a
função do canal de íons e a toxicidade (WU; ARONSON, 1992;
WALTERS et al., 1993; KUMAR; ARONSON, 1999), enquanto o
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domínio II está envolvido na ligação ao receptor e inserção na
membrana e atua na determinação da especificidade da
proteína (GE et al., 1989; KNOWLES, 1994; LU et al., 1994). O
domínio III é importante para o funcionamento do canal de íons,
ligação de receptores e inserção na membrana, estabilidade da
proteína e especificidade em relação ao inseto-alvo (BOSCH et
al., 1994; MASSON et al., 1994; LEE et al., 1999).

Segundo Lecadet et al. (1999), a susceptibilidade do inseto-
praga depende da sua habilidade em digerir as proteínas Cry
(protoxinas) para que elas se tornem tóxicas, além do fato das
atividades destas toxinas variarem quantitativa e
qualitativamente de acordo com a cepa. Ainda segundo estes
autores, sabe-se que as proteínas Cry apresentam massa
molecular que varia de 40 a 140 kDa.

A patogenicidade e a especificidade de uma cepa são
determinadas pelos tipos de genes cry funcionais que a mesma
possui. Estes genes codificam para as proteínas sintetizadas na
forma de protoxinas. A toxicidade das mesmas está associada
ao componente N-terminal, enquanto o componente C-terminal
determina a formação da estrutura do cristal (LI et al., 1991).

 O aparelho digestivo dos insetos apresenta pH alcalino (pH ~
10); quando os cristais protéicos entram em contato com esse
pH são solubilizados, liberando, assim, as protoxinas que, em
presença das proteinases (enzimas digestivas), são convertidas
em endotoxinas. Os produtos ativos das toxinas se ligam de
maneira irreversível aos receptores de membrana das células
epiteliais do intestino do inseto, formando poros ou canais
iônicos que aumentam a permeabilidade da membrana e
causando lise celular; o inseto também pode morrer por
inanição, uma vez que, pouco tempo após a infecção, o inseto
para de se alimentar (HOFTE; WHITELEY, 1989; KNOWLES,
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1994; COPPING; MENN, 2000).

  Inseticidas à base de Bt que têm sido utilizados há mais de 50
anos proporcionam inúmeras vantagens; uma delas é que pode
ser considerado um agente biológico de maior potencial para o
controle de insetos-praga florestais, agrícolas e vetores de
doenças graças à especificidade das d-endotoxinas aos
insetos e aos invertebrados-alvo. Outra vantagem é a sua
inocuidade aos vertebrados e ao meio ambiente, inclusive
insetos benéficos e inimigos naturais (KRIEG;
LANGENBRUCH, 1981; MONNNERAT; BRAVO, 2000;
CÁRDENAS et al., 2001), fazendo deste agente um
componente chave em estratégias de manejo integrado de
pragas (BRAVO; QUINTERO, 1993; SCHNEPF et al., 1998).
Além disto, pesticidas à base de proteínas Cry têm baixo custo
de desenvolvimento e registro em relação a um novo inseticida
químico sintético (SCHNEPF et al., 1998).

Variabilidade genética dos genes
cry

Os genes cry são classificados de acordo com a sequência de
aminoácidos de seus produtos e a especificidade de ação das
toxinas. Por este método, foram descritos cinco grupos de
genes cry diferentes, organizados em algarismos romanos I-V
(HOFTE; WHITELEY, 1989). Mas com o avanço da biologia
molecular do Bt, novos genes cry foram e vêm sendo
sequenciados e catalogados, dando origem a diversas
exceções dentro desta classificação. Crickmore et al. (1998)
propuseram a nova classificação baseada somente na
sequência de aminoácidos codificada pelos genes, não levando
em consideração o perfil de toxicidade.

O número de cópias dos genes cry presente em uma
determinada cepa de Bt pode influenciar de maneira
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significativa na quantidade final da proteína produzida pela
bactéria. As cepas de Bt têm um grande potencial adaptativo
em termos de inseto-alvo decorrente desta multiplicidade e da
diversidade dos cristais protéicos inseticidas. A associação de
processos de conjugação e transposição dos genes cry seria
responsável por tal diversidade (GONZÁLES et al., 1982;
LERECLUS et al., 1982; SANCHIS et al., 1988; AGUIAR, 2007).
Vários genes que codificam para a proteína cristal fazem parte
de uma estrutura complexa, a qual inclui vários elementos
genéticos móveis, como transposons e IS (Insertion
Sequences) (KRONSTAD; WHITELEY, 1984; LERECLUS et al.,
1984).

Algumas estirpes de Bt apresentam um único gene codificador
das proteínas Cry, como a cepa kurstaki HD73, que contém
somente o gene cry1Ac localizado em um único plasmídio de
50MDa (LERECLUS et al., 1993). Outras estirpes apresentam
genes diferentes, como é o caso da cepa aizawai 7.29, que
contém cinco genes, quatro deles localizados no cromossomo
ou megaplasmídios e um quinto em um plasmídio de 45MDa
(SANCHIS et al., 1988). Já a subespécie israelensis
apresentou cinco genes codificadores da d-endotoxina e outro
gene que codifica uma citolisina, todos localizados em um único
plasmídeo de 72MDa (BOURGOUIN et al., 1988).

Os genes que codificam as proteínas Cry encontram-se nos
cromossomos ou em plasmídeos de diversos tamanhos (4-150
MDa), não somente em combinações distintas ou várias cópias
dentro de um plasmídeo, mas também por combinações de
plasmídios presentes nas diversas cepas de B. thuringiensis
(LERECLUS et al., 1993).
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Plasmídeos

Os plasmídeos são elementos genéticos extracromossomais
encontrados em várias espécies de bactérias e em algumas
leveduras. As moléculas de DNA plasmidial são circulares e
dupla-fita. Comparável ao cromossomo bacteriano, os
plasmídeos têm a habilidade de replicação autônoma e
possuem genes ativos. Adicionalmente, durante a divisão
celular observa-se a segregação de pelo menos uma cópia do
plasmídeo para cada célula. Na natureza, alguns plasmídeos
apresentam incompatibilidade funcional com outros plasmídeos
similares, o que impede a residência simultânea na célula
(BIRGE, 1994).

Um plasmídeo padrão parece estar relacionado com cada
estirpe de acordo com o sorotipo ou qualquer outro grupo
específico. Os plasmídeos padrões são divididos em dois
grupos diferentes - os menores que 30MDa e os maiores que
30MDa. Essa diferença pode ser claramente notada quando as
amostras são aplicadas em gel de agorose. Os plasmídeos
menores ficam abaixo do DNA cromossomal, enquanto que os
chamados megaplasmídeos ficam acima. Em bactérias Gram
positivas, os plasmídeos menores estão presentes em maiores
quantidades; mas ainda não se sabe ao certo qual a específica
função dos mesmos. Quanto aos megaplasmídeos, são abrigos
dos genes cry e a quantidade destes genes pode variar de
acordo com cada plasmídeo, podendo apresentar apenas um
único gene ou vários em um mesmo plasmídeo (BERRY et al.,
2002; LOEZA-LARA et al., 2005;  ROH et al., 2007).

Em função da importância dessas moléculas nas células
hospedeiras e de seu uso como ferramentas moleculares,
várias técnicas para a extração e a purificação dos plasmídeos
têm sido otimizadas (GITAHY et al., 2005).
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 A técnica mais utilizada é a extração por lise alcalina e a
purificação por ultracentrifugação em gradiente de cloreto de
césio (SAMBROOK, 1989), sendo um dos primeiros métodos
bioquímicos desenvolvidos e podendo ser utilizado para
obtenção de plasmídeos de vários microrganismos (GITAHY et
al., 2005). Essa técnica, apesar de vários ajustes, continua
sendo demorada e trabalhosa, além do que possui um alto nível
de contaminação pela utilização do brometo de etídio. Ramirez
e Ibarra (2008) desenvolveram um novo protocolo para Bacillus
thuringiensis, mais prático e rápido na obtenção do padrão
plasmidial.

No trabalho de Ramirez e Ibarra (2008), o meio de cultura
utilizado para a fermentação da bactéria foi o meio Spizizen.
Mas quando se trabalha em larga escala, o meio de cultura para
fermentação é geralmente preparado usando um dos meios
padronizados pelos grandes laboratórios para isolar
microrganismos ou promover o crescimento das bactérias. No
laboratório de controle biológico da Embrapa Milho e Sorgo, o
meio de cultura (líquido ou sólido) padronizado para obtenção
do crescimento de Bt é o LB (Lurian Bertani) enriquecido com
sais. Baseado nesse critério, o meio LB sais também foi
utilizado neste trabalho para verificar a qualidade e a eficiência
do mesmo na extração plasmidial de cepas de Bt quando
comparado com o meio Spizizen sugerido por Ramirez e Ibarra
(2008).

Materiais e métodos

Extração de plasmídeos

Quatro cepas de Bt foram utilizadas neste trabalho, sendo a
cepa HD73 (Bt kustaki) pertencente ao USDA (United States
Departament of Agriculture), a cepa T09 (Bt tolworthi)
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pertencente ao Instituto Pasteur e as cepas 344 (Bt tolworthi) e
1644 (sem identificação de subespécie) pertencentes à
Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 1). As cepas citadas são
armazenadas em glicerol em freezer a -80 oC.

A extração plasmidial foi feita de acordo com Ramírez e Ibarra
(2008), com algumas modificações. Uma pequena amostra de
cada cepa foi inoculada em 50 mL dos seguintes meios:

Meio de cultura Spizizen: 0,2% NH
4
SO

4
; 1,4% K

2
HPO

4
; 0,6%

KH
2
PO

4
; 0,1% citrato de sódio; 0,02% MgSO

4
.7H

2
O,

suplementado com 0,5% glicose, 0,1% ácido casamino e
0,01% extrato de levedura.

Meio de cultura LB sais (Lurian Bertani): 0,1% glicose; 0,8%
caldo nutritivo; 0,5% extrato de levedura; 0,03% MgSO

4.
7H

2
O;

1% triptona; 0,002% FeSO
4
; 0,002% ZnSO

4
; 0,002% MnSO

4
, e

0,5% de NaCl.

  As amostras foram colocadas sob agitação de 250 rpm a 28
°C durante aproximadamente 16 horas. Após o período de
crescimento, foi verificada a densidade óptica de cada amostra
a 600 nm. As amostras foram centrifugadas (Sorvall® Super
T21) a 4 °C por 15 minutos a 13.020 rpm. O pellet foi
ressuspendido em 20 mL de tampão TES (30 mM Tris base; 5
mM EDTA; 50 mM NaCl; pH 8,0), seguido de centrifugação nas
mesmas condições acima.

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 2 mL de tampão de lise (tampão TES,
20% sacarose, 2 mg/mL lisozima e 1 µL/mL de RNAse na
concentração de 10 mg/mL) e incubado em banho maria  a 37
°C por 90 minutos. Após o banho maria, foi adicionada a cada
amostra 3 mL de SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfate) e
incubado a 65°C por 15 minutos. Em seguida, 1,5 mL de
acetato de sódio 3M (pH 4.8) foi adicionado às amostras, que
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foram incubadas a -20 °C por 30 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 4 °C por 20 minutos a 13.020 rpm. Foram
adicionados a esta suspensão 12 mL de etanol absoluto, sendo
incubado overnight a -20 °C seguido de centrifugação por 20
minutos nas mesmas condições. Os pellets formados foram
diluídos em 100 µL de TE (Tris-EDTA pH 8,0) e armazenados a -
20 °C.

Eletroforese

Para a visualização do perfil plasmidial, 10 µL de cada amostra
foram aplicados em gel de agarose 0,5% em cuba horizontal. O
tampão TAE (0,001 M EDTA pH 8,0; 0,04 M TRIS pH 8,0; 0,02
M ácido acétido) foi utilizado tanto para confecção do gel
quanto para corrida por aproximadamente 4 horas a 100 V.
Após a eletroforese, o gel foi tratado em solução de brometo de
etídio (1ug/mL) por aproximadamente 15 minutos e descorado
em água por aproximadamente 30 minutos, sendo visualizado
sob luz ultravioleta e as imagens captadas pelo
fotodocumentador Gel Logic 200 Imaging System.

Eficiência na extração plasmidial

O meio LB proporcionou um melhor crescimento das cepas de
Bt avaliadas; essa diferença pode ser verificada com a leitura
da OD (Tabela 1).

Tabela 1. Valor da densidade óptica das cepas de Bt nos
diferentes meios de cultura
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Já é de conhecimento geral que os microrganismos necessitam
de minerais para seu crescimento e para a formação de
produtos metabólicos. Para o crescimento de Bt, há a
necessidade de altos níveis de carbono (glicose), nitrogênio
(ácido casamino e extrato de levedura) e oxigênio (LIMA, 2001).
Segundo Içgen et al. (2002) e Lecadet et al. (1980), os sais
proporcionam a formação do cristal protéico e o tamponamento
do meio, o que também auxilia no crescimento dessa bactéria.

No gel de agarose, é possível visualizar a qualidade do perfil
plasmidial com os dois meios (Figura 1). Os isolados que foram
cultivados em meio LB enriquecido com sais apresentaram
bandas mais espessas, o que dificultou a contagem do número
de plasmídeos. Foram feitas diluições deste material (1, 5 e 10
vezes) com o objetivo de melhorar a qualidade apresentada em
gel de agarose, mas não se obteve sucesso (resultado não
apresentado). Algumas amostras continuaram com a mesma
qualidade ou ainda não apresentaram bandas, ou seja, não
apresentaram um padrão na qualidade visual em gel de
agarose. Já as amostras cultivadas em meio Spizizen
resultaram em um perfil mais fácil de ser avaliado, sendo
possível a contagem dos mesmos.

A amostra T09 extraída com o meio Spizizen apresentou um
megaplasmídeo. Não foi possível a visualização da mesma
amostra extraída com o meio LB acrescido de sais, nem
mesmo quando feitas as diluições. Baseado nesse resultado, o
meio Spizizen (RAMIREZ; IBARRA, 2008) mostrou uma melhor
qualidade na extração de plasmídeos e de megaplasmídeos,
sendo o meio de cultura mais indicado entre os dois meios
testados para extração de um maior número de cepas de Bt.
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