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Compreender o papel do esporo de Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) é
fundamental para os estudos do seu modo de agédo. O objetivo deste trabalho foi
adaptar o método Ludox de separagao dos esporos e cristais do Bt. A cepa Bt var.
kurstaki (HD1) foi crescida em LB sélido por 72 h, transferida para frascos com 200
mL de solugéo (0,1 mol/L Tris base, 1 mol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA, 0,02 % NaN3,
0,01 % Triton, pH 7,2) e agitados por 15 min. iormente, centrifugados por 15 min a
15000 rpm e descartado o sobrenadante. Isso foi repetido até a massa celular ficar
esbranquicada. Foram adicionados 100 mL de agua, 1 g de lisozima e 1 mL de 1 %
Triton, assim obtendo o crude. Em tubos de 17 mL foi adicionado 8 mL de Ludox
HS-40 (Sigma®; pH ajustado para 8) diluido em 55 % e abaixo 4 mL 65 %, formando
dois gradientes. Foi acrescentado 4 mL do crude sobre o Ludox e centrifugados a
8000 xg por 30 min a 24 °C (Hitachi: Himac CP80B, SW 28) formando 5 camadas,
sendo a 32 camada os esporos e a 52 camada (pellet) os cristais. Para obter 100 %
de pureza os esporos foram centrifugados por 15 min a 10000 rpm, o pellet
ressuspendido em 10 mL de 0,05 % NaOH (pH 12) e incubados por 1 h, iormente,
centrifugados e ressuspendidos em 20 mL de agua. A concentragao foi de 2,7 x
1078 esp/mL, determinada por Camara de Neubauer. Os cristais foram centrifugados
a 10000 rpm por 10 min. Os pellets foram ressuspendidos em 15 mL de 0,2 M CAPS
(pH 10,5) e incubados a 175 rpm por 24 h. Apds, foram centrifugados por 5 min a
8000 rpm e o sobrenadante filtrado utilizando 0,2 um acrodisco. Através do Método
de Bradford e SDS Page foi identificado o perfil de proteinas dos cristais
solubilizados e confirmagdo da purificagdo dos esporos. A concentracido de
proteinas Cry foi determinada pelo software Quantity One da Bio-Rad (verséo 4.4)
resultando em 400 ng/uL. Estes resultados sugerem que a adaptagdo da
metodologia foi satisfatdria possibilitando estudos mais aprofundados do modo de
acao do Bt.
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