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Comparacao de métodos
de extracao de DNA para
caracterizacao molecular
de Bacillus thuringiensis

Introdugao

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva, aerdbica ou
facultativamente anaerdbica (RASKO et al., 2005), em forma de
bastonete, formadora de esporos e que tem a capacidade de produzir,
durante a esporulacdo, diversas inclusdes protéicas cristalinas
altamente especificas, que sao responsaveis pela atividade toxica
desta espécie (GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000; HABIB; ANDRADE,
1998), conhecidas como proteinas Cry e Cyt, produtos da expressao
dos genes cry e cyt, respectivamente.

Cry e Cyt sao d-endotoxinas e a definigdo de uma proteina Cry e
Cyt é bastante ampla: uma inclusao protéica parasporal (cristal) de
B. thuringiensis que exibe algum efeito toxico experimentalmente
verificavel para um organismo alvo ou qualquer proteina que
tenha similaridade de seqUéncia para uma proteina Cry conhecida
(CRICKMORE et al., 1998).

'Bidloga, Doutoranda em Biotecnologia Vegetal, Estagiaria na Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG. thaisbarros_bio@yahoo.com.br

2Eng. Agr., Ph.D. Controle Bioldgico/Biologia Molecular.Embrapa Milho e Sorgo Sete Lagoas,
MG. valicent@cnpms.embrapa.br

SEng. Agr., Ph.D Biotecnologia Vegetal. Pesquisador aposentado da Embrapa Milho e Sorgo.



Comparagéo de Métodos de Extragéo de DNA para Caracterizagcdo Molecular de Bacillus
thuringiensis

B. thuringiensis € um dos microorganismos entomopatégenos mais
importantes do ponto de vista cientifico e industrial, devido a um
conjunto de caracteristicas desejaveis, principalmente ao seu modo
de acdo e a sua especificidade. E a espécie mais estudada, tendo
sido isolados inumeros sorotipos, em diferentes regides do mundo.
Destacam-se por sua importancia como biolarvicidas algumas
sorovariedades como aizawai, israelensis, kurstaki e tenebrionis,
todas com importante aplicagédo na saude publica e na agricultura,
sendo recomendadas para combater uma série relativamente grande
de insetos das ordens Coleoptera, Diptera, e Lepidoptera (GLARE;
O’ CALLAGHAN 1998; JOUNG; COTE, 2000).

Os genes cry podem estar localizados tanto nos cromossomos quanto
nos megaplasmideos (40-200MDa) ou em ambos (GONZALES et al.,
1982; SANCHIS et al., 1998). Além disso, existem cepas de Bt que
apresentam um unico gene codificador enquanto outras apresentam
genes diferentes, porém relacionados (POLANCZYK; ALVES, 2003).

Além das endotoxinas, outra classe de proteinas que podem contribuir
para a viruléncia de B. thuringiensis em insetos-praga especificos sao
as proteinas vegetativas, Vip (genes vip), produzidas e secretadas
durante as fases vegetativas e de esporulacdo (ESTRUCH et al.,
1996) e possuem, assim como as proteinas formadoras de cristais,
elevada toxicidade para lepidépteros como Spodoptera frugiperda e
Helicoverpa zea (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).

B. thuringiensis é o principal agente no controle biologico de
pragas, sendo responsavel por mais de 90% do total das vendas de
biopesticida (GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000), tendo sido utilizado no
campo durante os ultimos 50 anos (ALl et al., 2010). Além disso,
possui papel de destaque na geracdo de plantas geneticamente
modificadas, sendo seus genes utilizados em 100% dos transgénicas
resistentes a insetos disponiveis no mercado.
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A prospecao de novos genes de B. thuringiensis depende de varias
técnicas moleculares sendo a maioria baseadas em PCR (Polymerase
Chain Reaction, ou seja, Reagao da Polimerase em Cadeia).

A técnica de PCR é executada inteiramente in vitro sem o uso de
células, possibilitando a sintese de fragmentos de DNA, a partir de
DNA molde pré-extraido, usando a enzima Tag DNA polimerase,
que é termoestavel. A reagao se baseia no pareamento de um par
de oligonucleotideos (iniciadores ou primers) na fita de DNA alvo
e extensao do fragmento delimitado pela sequéncia de fita dupla
formada entre a fita de DNA e o iniciador. A extensao desse fragmento
previamente conhecido se da a partir da extremidade 3’ OH livre
do iniciador. Esses iniciadores sao sintetizados artificialmente de
modo que suas sequéncias sejam complementares as sequéncias
extremas do fragmento desejado (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998;
NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

A grande maioria das extragdes de DNA utilizadas em trabalhos de
caracterizacdo genética de B. thuringiensis é baseada em técnicas
de choque térmico sem purificagdo do material genético (BRAVO et
al., 1998; PORCAR; PEREZ, 2003; SAUKA et al., 2010; VALICENTE
et al., 2010). Ja para outros métodos moleculares, como a analise de
diversidade genética pela técnica de rep-PCR, ha necessidade de
um DNA de melhor qualidade e purificacao (SHUHAIMI et al., 2001).

O objetivo desse trabalho foi comparar dois métodos de extracao de
DNA (choque térmico e purificagao) para caracterizagéo genética de
B. thuringiensis.

Material e Métodos

As cepas utilizadas para extragdo do DNA usando ambos os métodos
foram: 344 Bt tolworthi e 1657. Todas as cepas pertencem ao banco
de B. thuringiensis da cole¢ao de microrganismos da Embrapa Milho
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e Sorgo. Os primers testados foram descritos por Cerén et al. (1994,
1995) e amplificam os genes cry1D e cry1Ea/Eb.

Para eliminar resultados falso-positivos, PCR multiplex foi realizada
utilizando além dos primers para genes cry, primer para amplificagao
do gene 16S RNA ribossomal, sendo esta subunidade encontrada no
RNA ribossomal de procariontes (LANE, 1991; NUBEL et al. 1996).

Extracao e purificagdo de DNA

O DNA das cepas de Bt foi extraido e purificado de acordo com
Shuhaimi et al. (2001), com algumas modificagcdes. As cepas foram
plagueadas em meio LB sélido e mantidas a temperatura de 30°C por
aproximadamente 16 horas. Com o auxilio de uma alca de platina,
toda a massa celular foi raspada e transferida para um microtubo
e ressuspendida em 1000 uL de solugao tampao (50 mM Glucose,
25 mM Tris/HCI e 10 mM EDTA, pH8) e lisozima na concentragéo
de 20 mg/mL, sendo levado ao banho-maria a 37 °C por 30 min.
Adicionaram-se 25 pL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K (20 mg/
mL) seguido de incubacgao a 60 °C por 1h.

Apods esse periodo, 500 pyL de fenol/cloroférmio/octanol (25:24:1)
foram adicionados seguido de centrifugacao por 2 min a 12000 g.
Transferiram-se 300 yL da fase aquosa (superior) para um novo
tubo, acrescentou-se 0 mesmo volume de acetato de potassio 3M e
o dobro do volume de alcool isopropanol, verteu- se suavemente e
centrifugou-se a 12000 g por 10 min.

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, o pellet foi lavado
com 300 pL de etanol 70% e novamente centrifugado a 12000 g por 5
min. Novamente descartou-se o sobrenadante e secou-se o pellet de
forma que néo ficasse residuo de etanol e ressuspendeu-se em 150
uL de TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA. 1mM pH 8,010) .
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A qualidade do DNA foi observada através de corrida eletroforética
em gel de agarose 1% e suas quantificacdes se deram através
do aparelho Nanodrop (ND-1000 V3.1.2 - Spectrophotometer) As
amostras de trabalho foram diluidas para a concentragdo de 10
ng/uL, a partir da solugdo concentrada e armazenadas a 4 °C. As
amostras concentradas foram armazenadas a —20 °C.

Extracao de DNA por choque térmico

O DNA das mesmas cepas de B. thuringiensis extraidas pelo método
anterior, foi isolado de acordo com Bravo et al. (1998), com algumas
modificacoes.

As cepas foram plaqueadas em meio LB sélido e incubadas a 30°C
por 16 horas. Com um palito de dente autoclavado foi coletada
uma pequena amostra e transferida para um microtubo contendo
100 yL de agua ultra pura estéril. Em seguida, os microtubos foram
acondicionados em freezer -80°C por 15 minutos. Apds este periodo,
os tubos foram levados ao banho-maria com agua fervente por 10
minutos. As amostras foram entao centrifugadas a 10.000 rpm por 10
segundos, e o sobrenadante foi coletado e utilizado, em no maximo
2h, nas reacbes de PCR.

Para as reagdes de amplificacdo foram utilizados microtubos de 0,2
mL, com um volume final de 20 ul sendo constituida de 30 ng de
DNA purificado, 3 mM de MgCl,, tamp&o 10 X (20 mM de Tris e 50
mM de KCI), 250 uM de dNTP, 20 uM de cada primer ‘e 2 unidades
de Tag DNA Polimerase. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).
Os produtos de amplificacao foram separados em géis horizontais
de agarose 2%. Apos a corrida o gel foi corado em brometo de etidio
(1pg/mL) durante 5 minutos e descorado em agua por 15 minutos,
sendo visualizado sob luz ultravioleta e as imagens captadas pelo
fotodocumentador Kodak Gel Logic 200 Imaging System.
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As condi¢des utilizadas no termociclador foram: 95 °C por 2 min,
seguido de 30 ciclos de 95 °C por 1 min, temperatura de anelamento
(cry1D: 55 °C e cry1Ea/Eb: 50 °C) por 1 min e 72 °C por 1 min. Apos
os ciclos, as reacgdes foram submetidas a 72 °C por 10 minutos.

Resultados e Discussao

Os resultados das reacoes de PCR foram avaliados e podem ser
observados na Figura 1.

Figura 1. Gel de agarose 2% com os resultados de amplificagbes
de PCR dos genes cry1D (290pb), com a cepa 344 (A) e cry1Ea/
Eb (147pb), com a cepa 1657 (B). M: Marcador de Peso Molecular
de 50pb; BC: Branco; 1: DNA extraido por choque térmico; 2: DNA
extraido e purificado.

Nas amplificagbes da reacdo com o primer cry1Ea/Eb e a cepa
1657 (B) nao foram observadas diferengas com relagdo ao modo
de extracdo de DNA. Todos os produtos da PCR obtiveram bandas
de 600pb (correspondentes ao gene 16S, utilizado para controle de
falsos negativos) e de 147pb (correspondente ao gene cry1Ea/EDb).

Ja as amplificagdes da reagdo com o primer cry1D e cepa 344 (A)
foram observadas diferengas com relagdo ao modo de extragédo de



Comparagéo de Métodos de Extragéo de DNA para Caracterizagcdo Molecular de Bacillus
thuringiensis

DNA. Apesar de todos os produtos da PCR apresentarem a banda de
600pb, apenas os produtos provenientes de DNA extraido e purificado
apresentaram a banda esperada para o gene correspondente cry1D
(290pb).

Os resultados sugerem uma maior estabilidade dos produtos da PCR
utilizando DNA extraido e purificado sendo o DNA por choque térmico
menos estavel, aumentando a possibilidade de falsos negativos.

Além da maior confiabilidade, outra vantagem da utilizagdo do método
de extracao e purificacdo de DNA para estudos de caracterizacao
genética é o tempo util do material extraido. O tempo util recomendado
para o DNA por choque térmico é de no maximo 1 dia, tendo sempre
a necessidade de extrair o DNA, o que pode ser trabalhoso e de
custo elevado dependendo da quantidade de amostras e primers
utilizados. Ja o DNA purificado pode ser utilizado por longo periodo
de tempo se armazenados em geladeira e por um tempo ainda maior
se acondicionados a -20 °C.

Conclusoes

O método de extracdo de DNA seguido de purificagdo é mais estavel,
repetivel, menos trabalhoso, por ter uma maior durabilidade do
material extraido, e economicamente vantajoso quando comparado
ao método de extracdo de DNA por choque térmico.

Para a caracterizagdo de genes de B. thuringiensis o método de
extracdo de DNA mais indicado é o seguido de purificagao.

11
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