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INTRODUCAO
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Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram-positiva,
entomopatogénica, aerdbica (ou anaerébica facajatcapaz de
esporular e acumular proteinas na parede dos emdésgob a forma
de cristais. x

As proteinas Cry sdo toxic
para diversas ordens de animais,
como coledpteros, lepidépteros,
dipteros, himenépteros e alguns
nematédeos. No entanto, essas
proteinas sé@o indcuas a humanos,

Figura 1: microscopia eletronica dBacillus
outros vertebrados e plantas.

thuriengiensis, mostrando o esporo (SP) e o cristal
de proteina (PB).

Figura 3: PCR da clonagem em PGEX 4T3.

O BJ ET I VO S M: marcador de peso molecular 1Kb Ladder Plus, -ronegativo da reacéo de PCR, + conl

positivo da reagao (DNA total cBt), 1- 9 produto de PCR usando como molde extragamiatenided

das coldnias selecionadas.

Clonagem e caracterizagdo de um gene pertencente °

familiacrylA, a partir de uma linhagem @ecillus thuringiensis ) B
isolada de amostras de solo do Estado do Rio Giméel. o —
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O fragmento correspondente as regides amino termeina : L”:;Tm 1wz
central da proteina Cry da linhagem UNI498 Bacillus s r::":;‘:‘“:"
thuringiensis, de aproximadamente 1,9 Kb, foi clonado em vetor b U e 1 ABBTERT I
pGEM T-Easy. A ligacdo do fragmento, ja clonado RGEM, ! t\::;g::x ‘ 1 [~ MR
ao vetor de expressdo PGEX 4T3 foi realizada atrdeédigestéo i
enzimética. ‘ IﬁL{vmmwww ‘”\_‘ pamen
As clonagens foram confirmadas por PCR e sequepai@m :“”ﬂ“ﬁ:‘f‘ ) TPUIICRN e
do gene CrylA utilizando oligonucleotideos inicieeo B
especificos, As sequéncias obtidas foram analisatiasés dos Tt frs et sy e gt e ) s
programas Clustal_X e BioEdit Sequence Alignment Editor UNI498 e diversas sequéncias de prote@iadA disponiveis no GenBank.

7.0.9.0. As sequéncias também foram utilizadas para streaéio

de arvores filogenéticas, utilizando os métodosndighbour

joining e UPGMA, com andlises de bootstrap com 1000 Os clones recombinantes pGEX-CrylA tiveram swaressdo del

repeticdes. O programa Mega, versdo 2.1.0 fozatl para estas proteinas induzida, entretanto, nenhum delesesgpu a proteina Cr

analises. recombinante. No caso do vetor pGEX, a proteinamémante Cry-GST
teria um tamanho aproximado de 94 kDa.

R ESU LTADOS Os dados obtidos nesse trabalho indicam que oméatp de 1854

pb isolado da linhagem Bt UNI498 contém w@ane pertencente
subfamilia CrylAa das enterotoxinas Cry.

PERSPECTIVAS

«Construgado de iniciadores internos, visando o esetjiimento dos 132
nucleotideos que faltam para a obtencdo da sequé&ochpleta do

fragmento de 1854 pb;

~expressdo da proteina CrylA;

*bioensaios com larvas de gemmatalis, para verificacdo da atividade
inseticida da proteina isolada.
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Figura 2: PCR da clonagem em pGEM T-Easy
M: marcador de peso molecular 1Kb Ladder Plus, rolnhegativo da reacdo de PCR, + controle

positivo da reagdo, 1-8 produto de PCR usando aunide extragéo de plasmideo das colonias Financiamento: CN Pq e FAPERGS

selecionadas.
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