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Resumo

A agricultura enfrenta diversos desafios no manejo de pragas. Desta forma, os biopesticidas a
base de Bacillus thuringiensis (Bt) tém se mostrado efetivos e sustentaveis. As proteinas
produzidas durante a esporulacéo (Cry) e em sua fase vegetativa (Vip) sao toxicas para diversos
insetos-praga. As Vips podem ser encontradas no meio extracelular e em diferentes quantidades
dependendo do seu tempo de crescimento. Desse modo, 0 objetivo principal do estudo foi
guantificar as proteinas Vip expressas por B. thuringiensis em diferentes tempos de crescimento.
O experimento foi conduzido no Laboratdrio Central de Biologia Molecular (LCBM), em que trés
cepas de Bt (T06, T16 e T24) foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) sob agitacdo por
periodos de 12, 24 e 48 horas. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo de proteinas pelo
método Bradford, utilizando o corante Comassie Blue G250. Inicialmente foi estabelecido a
curva-padrdo a partir da leitura da absorbancia de sete concentracbes distintas de BSA com
auxilio do equipamento Gene Quant (funcdo Protein 595 Assay). A partir da curva (y = 1,32 x +
0,1241), foi possivel estimar as quantidades de proteinas presentes nas amostras. Os dados
foram submetidos a analise estatistica Anova One Way com correcdo post-hoc de
Games-Howell, seguido de comparacao de média pelo teste Fisher LSD, pelo software Statisca.
Ap6s a quantificacdo, foi preparado um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para separar
proteinas por diferentes pesos moleculares (kDa). As amostras foram submetidas a eletroforese
a 80 V por 3 horas. O peso das proteinas foi determinado pelo Marcador de Proteinas de Alta
Faixa TrueColor S2600. Dentre os resultados da quantificacdo, observou-se que nao houve
diferenca estatistica nos diferentes tempos de crescimento de Bt TO6 (variando entre 0,27 a 0,45
mg/ml) e T16 (variando entre 0,18 a 0,31 mg/ml). Por outro lado, na cepa T24, houve diferenca
na proteina produzida em 24 e 48 horas (0,19 e 0,38 mg/ml, respectivamente). Somente no
tempo de 48 horas, foi observado diferenca entre as cepas, em que a T16 produziu menos
proteinas em comparacdo as outras. As amostras mostraram uma variacdo notavel nos perfis
proteicos, com as principais fracdes de proteinas apresentando pesos moleculares na faixa de
20 a 140 kDa, o que pode resultar em toxicidade para diversos insetos. No entanto, bioensaios
sao necessarios para validar a efetividade dessas proteinas no controle das pragas.
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